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Resumen

Este trabajo presenta el disefio y construccion de un sistema de deteccion de acido Urico
(AU). El sistema estd compuesto por un sensor electroquimico basado en un electrodo
serigrafiado comercial modificado superficialmente con nanoparticulas de oro, junto con
la instrumentacion electronica capaz de registrar las sefiales generadas por la presencia
de AU en saliva artificial. El desarrollo del sistema se divide en dos partes, la primera
comprende el desarrollo del sensor quimico mientras que la segunda aborda el disefio y
construccion de la instrumentacion electronica para realizar el registro de sefiales por

medio de la técnica de amperometria.

Para la preparacion del sensor quimico se utilizé como base un electrodo serigrafiado de
carbon comercial (SPE). Posteriormente este electrodo fue pretratado para eliminar
impurezas y se le llamé aSPE. A la superficie del aSPE se afiadieron nanoparticulas de
oro (SPE-AuUNPs) por medio de electrodeposicion, con el fin de mejorar las propiedades
electroquimicas y de deteccidon. Finalmente, el sensor logré realizar la detecciéon no
enzimatica de AU mediante la oxidacion de este compuesto en la superficie modificada,
mostrando mejoras en la respuesta conforme avanzaban las etapas de fabricacién. El
sensor no enzimatico SPE-AuNPs fue capaz de detectar la presencia de AU en

soluciones de bufer de fosfatos y saliva artificial.

El desarrollo de la instrumentacion electronica se basé en el circuito integrado (Cl)
LMP910000, del cual fue necesario realizar un ajuste de ganancias, optimizacion del ADC
y comunicacion serial a una interfaz de usuario (GUI). La programacion del Cl se realizé
mediante el protocolo I°C y para la GUI se utilizé el software LabVIEW 2019. Para validar
el sistema se utilizaron los sensores desarrollados SPE, aSPE y SPE-AuNPs, en
soluciones de AU. Todas las mediciones hechas con el sistema electronico disefiado se
validaron utilizando un potenciostato portatii comercial de la empresa Metrohm,
obteniendo en los dos dispositivos un comportamiento similar. El equipo desarrollado

posee una sensibilidad de voltaje de 100 mV y una resolucion de corriente de 1.2 nA. El



sistema completo de sensor no enzimatico SPE-AuUNPs junto con la instrumentacion
desarrollada obtuvo un limite de deteccion de 15 uM en saliva artificial, lo que lo hace
adecuado para su uso potencial para la deteccion de AU en aplicaciones clinicas. Asi
mismo la instrumentacion desarrollada probé ser confiable para registrar mediciones

electroquimicas basadas en amperometria.



Abstract

This work presents the design and implementation of uric acid (UA) detection system.
This system is formed by an electrochemical sensor based on a commercial screen-
printed electrode (SPE) modified with gold nanoparticles, along with the electronic
instrumentation for UA detection on artificial saliva. The developed system has two
important sections; the first one was the electrochemical sensor development and the

second one, the design and construction of electronic instrumentation for amperometry.

For the chemical sensor, a screen-printed electrode (SPE) was pre-treated for surface
cleaning, resulting in activated SPE (aSPE). Then, gold nanoparticles were attached to
the surface of aSPE by electrodeposition (SPE-AUNPS) to improve its electrochemical and
detection properties. Therefore, the sensor was able to perform a non-enzymatic UA
detection through oxidation of this compound on the modified surface, displaying an
improved response as the fabrication stages were upgraded. Finally, non-enzymatic

sensor SPE-AUNPs was able to detect UA in PBS and artificial saliva solutions.

Electronic instrumentation development was implemented using the integrated circuit (IC)
LMP91000. It was necessary to adjust the gain of IC, perform ADC optimization and
implement serial communication with a Graphical User Interface (GUI). The IC was
programmed with I2C communication protocol and GUI was developed using LabVIEW.
The fabricated sensors: SPE, aSPE and SPE-AuNPs were used for system validation. All
measurements with the designed instrumentations were verified with a Metrohm

commercial potentiostat, resulting in similar behavior of both devices.

In conclusion, the developed device showed a potential sensibility of 200 mV, while its
current resolution was 1.2 nA. The complete system of non-enzymatic SPE-AuNPSs sensor
and electronic instrumentation achieved a limit of detection of 15 uM in artificial saliva.

Consequently, the system could be potentially used for UA detection on clinical



applications and the developed electronic instrumentation proved to be reliable for

amperometric electrochemical measurement.
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Capitulo 1.
1.1 Introduccion.

El acido arico (AU) es el producto final del metabolismo de las purinas derivadas de la
dieta de los acidos nucleicos degradados por las células. Es producido en el higado, los
musculos e intestinos y se encuentra diluido en sangre para posteriormente ser filtrado
en el riidn y excretado en la orina [1]. Concentraciones elevadas de este compuesto
pueden estar asociados a un problema congénito que afecta el metabolismo de las
purinas [2], o debido a la dieta [3]. Ya sea como proceso causal o secundario de diversos
padecimientos, el AU es un marcador relevante para el diagnostico y prevencion de

enfermedades.

De acuerdo con estudios epidemioldgicos realizados en México durante el 2016 [4, 5],
cerca del 10 % de la poblacién padecia hiperuricemia, definida como concentraciones de
AU en sangre por encima de los 6.8 mg/dL (equivalentes a 404 uM) [6], la cual se
relaciona con otros padecimientos como: diabetes mellitus 2 [4], hipertensién arterial [6],
enfermedad renal [7], sindrome metabdlico [8], gota [9], entre otros. De estos
padecimientos resaltan la hipertension arterial y la diabetes mellitus por ser las de mayor
prevalencia, 16% [4] y 8.8% [10] respectivamente, a nivel mundial.

La deteccion temprana de enfermedades juega un papel importante al prevenir
complicaciones, mejorar la respuesta al tratamiento o prevenir la reaparicion del
padecimiento [11]. La herramienta mas comun para la revision del estado de salud, son
los estudios de laboratorio, los cuales tienen por objetivo medir las concentraciones de
biomarcadores especificos que puedan alertar sobre la presencia o progresiéon de alguna
enfermedad [12]. Estos examenes utilizan muestras de tejidos o fluidos corporales,
siendo la sangre y orina los habitualmente elegidos. Los métodos analiticos mas

utilizados en estos estudios estan basados en técnicas como la cromatografia liquida



[13], la espectrometria de masas [14], la colorimetria [15], la fluorescencia [16], la
electroforesis capilar [17] o la absorcién ultravioleta [18]. Los métodos analiticos
anteriores a pesar de ser confiables y robustos requieren de una gran cantidad de
muestra y reactivos, ademas de tiempos prolongados de anélisis. Una opcién econémica
y confiable a estos métodos es el uso de analisis electroquimicos para la determinacién
de biomarcadores, el AU incluido [12].

Para hacer esto posible son necesarios métodos de medicién que brinden rapidez a las
determinaciones y tengan flexibilidad en el andlisis de muestras procesadas |, es decir,
gue ademas del analisis de los medios tradicionales, como son sangre y orina, sea
factible disponer de otras opciones que solventen esta necesidad de resultados rapidos.
Una alternativa al uso de muestras provenientes de fluidos recolectados de forma menos
invasiva. En este sentido, la obtencion de muestras a partir de saliva, sudor o lagrimas
resulta ser econdémica, rapida y sencilla debido a su caracter no intrusivo. Sin embargo,
debido a los reducidos niveles de concentraciones de biomarcadores presentes en este
tipo de muestras, se requiere del desarrollo de métodos de deteccion y monitoreo con

mayor sensibilidad y selectividad a los disponibles actualmente.

1.2 Planteamiento del problema.

La medicién de concentracion de acido Urico es de gran importancia para el diagndstico,
seguimiento y prevencion de enfermedades relevantes tales como diabetes, hipertension
arterial, sindrome metabdlico [2, 3]. Sin embargo, las técnicas tradicionales para la
determinacién de este compuesto organico basadas en técnicas analiticas requieren de
una gran cantidad de analito y reactivos al igual que tiempos de analisis prolongados.
Ademas de lo anterior, los equipos utilizados son costosos y demandan instalaciones
especiales que limitan su portabilidad. En consecuencia, es de gran interés disponer de
un método que permita un analisis rapido, econémico de este biomarcador. En

contraparte, los métodos electroquimicos brindan la posibilidad de determinar
2



biomarcadores con una perspectiva distinta de analisis con tiempos de procesamiento
reducidos comparados con los métodos antes mencionados, amén de gue existe una alta
posibilidad de utilizar equipos de dimensiones reducidas [19]. Esta capacidad de
miniaturizacion [20], puede observarse no solo respecto de la celda electroquimica al
utilizar electrodos serigrafiados, sino también de la instrumentacion al poder utilizar
equipos que se encuentran integrados en un solo chip. Lo que convierte a los sistemas
electroquimicos en una alternativa atractiva con la que es posible ajustar la sensibilidad
del sistema para hacer uso de fluidos no invasivos como matriz de deteccidn, lo que evita

la necesidad de personal y equipo especializado para su operacion [21].

1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo general.

Disefio y construccion de un sistema integrado para la deteccion de &cido Urico,
compuesto por un sensor electroquimico no enzimatico e instrumentacioén electronica

portable capaz de analizar la presencia de este analito en muestras de saliva artificial.

1.3.2 Objetivos particulares.

1. Fabricacion de un sensor electroquimico no enzimatico sensible a acido Urico a partir
de la modificacion superficial de un electrodo serigrafiado de pasta de carbén de
Metrohm (MOD 6.1208.110).

2. Desarrollo de instrumentacion electroquimica a partir del circuito integrado LMP91000
de Texas Instruments para promover la reduccion de dimensiones del sistema de

medicion.



3. Caracterizacion electroquimica del sensor modificado superficialmente utilizando
tanto el potenciostato desarrollado a partir del LMP91000 como con el potenciostato
comercial 910 PSTAT mini de Metrohm.

4. Determinacion de acido urico en un medio controlado de bufer de fosfatos mediante

la técnica de amperometria utilizando el potenciostato desarrollado.

5. Comparacion del desempefio logrado con el potenciostato desarrollado contra el

potenciostato comercial 910 PSTAT mini.

6. Evaluacion del desempefio del sistema integrado empleando saliva artificial y la

adicion controlada de acido Urico.

1.4 Estructura de la tesis.

Este documento esta dividido en cinco capitulos y anexos. En este primer capitulo se
discutieron tanto la problematica a la que se le pretende dar solucion como los objetivos

gue se busca alcanzar con el trabajo de investigacion.

El segundo capitulo aborda la importancia del &cido Urico y los métodos de deteccion, se
explican también los sensores quimicos y los tipos que existen, asi como algunos de los
materiales utilizados para la modificacion superficial de los mismos. De igual forma se
describe la instrumentacién implementada para realizar mediciones con sensores

quimicos.

En el tercer capitulo se describe la propuesta de solucion y la metodologia de

experimentacion, asi como el desarrollo de la instrumentacion utilizada en este trabajo.

4



Por su parte, el capitulo cuatro presenta los resultados obtenidos a partir de la

metodologia e instrumentacién antes descritos.

En el capitulo cinco se incluyen las conclusiones a partir de los objetivos planteados en

un principio y el trabajo a futuro pensado para el proyecto de investigacion.

Finalmente se anexan los disefios de instrumentacién a detalle y los productos obtenidos

durante el desarrollo de la tesis.



Capitulo 2.

2.1 Acido drico.

El &cido urico (AU) es el producto final de las purinas, las cuales son bases nitrogenadas
gue pueden provenir de fuentes enddégenas como el metabolismo de los &cidos nucleicos,
y de fuentes exdgenas como la ingesta de alimentos y algunos medicamentos [22]. EI AU
es producido mediante la accién enzimatica de la xantina oxidasa, la cual convierte la
hipoxantina proveniente de las purinas a xantina y luego desde xantina a AU (véase figura
1) [23].

Purinas
X0
Hipoxantina 2> Xantinas
H,O X0
22 H,0,
Acido
urico

Fig. 1 Metabolismo de las purinas.

En humanos el nivel de AU es mayor que en otros mamiferos, ya que estos poseen una
enzima llamada uricasa que metaboliza el AU. Debido a que los seres humanos no
poseen activo el gen de la uricasa, no pueden oxidar el AU y por tanto el exceso de este

es excretado por la orina [1].

Una produccion excesiva de AU, una excrecion deteriorada o la combinacion de ambas
deriva en lo que se conoce como hiperuricemia [24]. El padecimiento de hiperuricemia ha
sido asociado a enfermedades como hipertension, sindrome metabdlico, diabetes, infarto

del miocardio, disfuncion renal crénica y lesion renal aguda [25]. Por ello la determinacion
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de AU en fluidos bioldgicos es de gran importancia para la diagnosis de diferentes
enfermedades. En la tabla 1 se muestran los niveles normales de AU en muestras de

fluidos bioldégicos como sangre, orina y saliva.

Tabla 1 Rango de deteccion de AU en fluidos biologicos [25].

Rango de deteccion en
Muestra .
sujetos sanos
Sangre 240 - 520 pM
Orina 1.49 — 4.46 mM/24h
Saliva 100 — 250 pM

2.1.1 Deteccidén de acido Urico.

El primer método para la deteccién de AU fue desarrollado en 1894 y se basaba en la
reduccion del acido fosfotingstico a azul de tungsteno por alantoina derivada de la

oxidacion del acido urico, como se muestra en la reaccion descrita por la ecuacion (2.1).

Acido trico0, + H,0 uricasa — alantoina H,0, + CO, (2.2)

Posteriormente con el desarrollo de otros métodos analiticos como la fluorescencia, la
cromatografia liquida, la espectrometria de masas, la colorimetria y la
electroquimioluminiscencia [12], se han implementado diferentes ensayos para la

deteccidn de este compuesto. A continuacion, se explican brevemente estos métodos.



Fluorescencia.

Es un proceso en el cual los atomos 0 moléculas son excitados mediante la absorcion de
radiacion electromagnética. La molécula excitada libera su energia en forma de fotones
[26]. En el caso de especies inorganicas, organicas y bioquimicas se han desarrollado
métodos de fluorescencia cuantitativos usando mediciones directas o indirectas. Las
técnicas directas se basan en la reaccion del analito con un agente que dard como
resultado un complejo fluorescente. Las técnicas indirectas dependen de la disminucion
en fluorescencia, también conocida como apagamiento, como resultado de la interaccion

del analito con un reactivo fluorescente [12].

En cuanto al acido urico, las muestras son diluidas con buffer de fosfatos salinos y
centrifugadas [27]. En algunas aplicaciones se utiliza el peroxido de hidrogeno (H202)
proveniente de la reaccion enzimatica con la uricasa (véase ecuacion 2.1) para reducir la
fluorescencia de puntos cuanticos de carbén [16] o usando la habilidad del AU de reducir
el 6xido de Manganeso (Mn0,) a Manganeso (Mn*) para habilitar la fluorescencia de los

puntos cuanticos de carbdn unidos a Mn0, [28].

Esta técnica analitica tiene una gran sensibilidad y un amplio intervalo de concentracion
lineal, sin embargo, son pocas las especies fluorescentes y sufren de muchas

interferencias ambientales.

Cromatografia liquida.

Las técnicas cromatograficas son quizd una de las aplicaciones mas versatiles dentro de
la quimica analitica [29]. Se utiliza para la separacién, identificacion y determinacion de
los componentes quimicos de mezclas complejas. En general esta técnica utiliza dos
fases: estacionaria y movil. Los componentes de la mezcla de interés son llevados a

través de la fase estacionaria por la fase moévil y la separacion se basa sobre las

8



diferencias de velocidad entre los componentes de la fase movil. Para realizar la
deteccién se ayudan de técnicas basadas en absorcién de radiacién ultravioleta,

electroquimica, espectrometria de masas, fluorescencia, entre otras [26].

Para la determinacién de acido urico se ha utilizado cromatografia liquida en combinacién
con detecciéon UV [12, 30]. Las muestras deben pasar por procesos como extraccion
liquido a liquido, donde se usa un solvente para separar los componentes a analizar de
la muestra [31], o extraccion en fase solida que implica el uso de superficies sélidas
porosas que interactlian con los compuestos a analizar absorbiendose para después ser

recuperados mediante solventes [32].

Espectrometria de masas.

Este método analitico permite obtener la masa molecular, composicion elemental y en
algunos casos, estructura quimica de un compuesto desconocido [33]. Un espectrémetro
de masas produce iones a partir de la muestra de interés y los separa de acuerdo con
sus valores de masa/carga (m/z), los detecta y posteriormente los grafica. Su uso en
mezclas se ve limitado debido a que el gran numero de fragmentos con diferentes valores
de m/z produce espectros tan complejos que no resultan posibles de interpretar. Con el
fin de mitigar estos problemas la espectrometria de masas se suele utilizar en conjunto a

un método de separacion [26].

La determinacién de acido arico por este método se realiza a través del conjunto de
cromatografia liquida y espectrometria de masas [34]. Esta técnica posee una
sensibilidad alta, un rango lineal amplio y un limite de deteccion bajo, sin embargo, el

equipo para realizar las determinaciones es muy costoso [12].



Colorimetria.

Los sensores colorimétricos muestran un cambio de color distinguible al reaccionar con
el analito. Este cambio se puede distinguir a simple vista, pero se determina usando
técnicas como la absorcién de radiacién visible. Los sensores de este tipo estan
constituidos por un receptor, la parte que reconoce, y el fluorocromo que transduce el

reconocimiento en una sefal visible [35].

En la deteccion de acido Urico se ha utilizado como material fluorocromo las
nanoparticulas anisotrépicas de plata (Ag) y oro (Au) debido a que han demostrado ser
sensibles a variaciones de longitud de onda [36].

Electroforesis Capilar.

Es una técnica de separacion basada en las velocidades diferenciales de migracion de
especies con carga en un campo eléctrico de corriente directa aplicada [26]. La
separacion se logra al aplicar un campo eléctrico a través de un capilar que contiene un
electrolito ya que los iones migraran a través del capilar. Los rangos de migracion
dependen de los signos y magnitudes de carga, asi como de su tamafio [37]. Se usa en
conjunto con técnicas de deteccion como voltamperometria, quimioluminiscencia o
espectrometria de masas [12]. En acido Urico se ha utilizado la técnica de electroforesis
capilar en conjunto con amperometria [38] o quimioluminiscencia [17] para realizar la

deteccidn en muestras de orina y sangre.

De lo anterior se hace evidente que cada uno de estos métodos esta basado en una serie
de reacciones que incluyen pasos adicionales 0 equipo costoso y no portable, por lo que
el desarrollo de un método simple y rapido para la deteccién de &cido Urico es de gran

interés.
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Las técnicas electroquimicas han sido aplicadas para la determinacion de distintos
analitos en una gran variedad de matrices y son relativamente mas rapidos comparados
con los métodos de deteccidn tradicionales [39]. Los sensores electroquimicos han
despertado el interés de la comunidad cientifica debido ventajas tales como: tiempos de
andlisis cortos, procedimientos experimentales simples, pueden ser aplicados a una gran
variedad de muestras fisioldgicas, instrumentacion de un menor precio, alta sensibilidad
y selectividad [40]. Debido a que el acido Urico puede ser oxidado en los electrodos de
trabajo mas comunmente utilizados en soluciones acuosas, enfocar su deteccién a
métodos electroquimicos no enziméaticos es posible. Desafortunadamente la oxidacion
electroquimica del &cido Urico en electrodos comunes requiere grandes potenciales
(mayor a 0.4 V) que pueden ser disminuidos al modificar quimicamente los electrodos
[41].

2.2 Métodos electroquimicos.

Las técnicas electroquimicas miden cantidades eléctricas, como la corriente o el potencial
relacionados con parametros quimicos. Los procesos estudiados tienen lugar en una
celda electroquimica, mas especificamente en una interfaz solucion-electrodo [42]. Los
dos tipos principales de mediciones electroquimicas son potenciometrias Yy
potenciostaticas. Las primeras determinan el potencial de la celda electroquimica con
cero corriente mientras que en las segundas se inyecta un potencial a la celda, que fuerza
a los electrones a moverse a través de la interfaz solucion-electrodo, con el fin de medir
la corriente generada, misma que esta relacionada con la concentracion del analito de
interés [43].

Los métodos potenciostaticos miden la corriente resultante al aplicar un potencial a un
sistema de tres electrodos: electrodo de trabajo, electrodo de referencia y contra
electrodo (véase figura 2). La corriente resultante de una reaccién generalmente es

producida por la oxidacion o reduccion de especies electroactivas, lo cual depende no
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solo de la concentracién, sino también del material del electrodo, la naturaleza del analito

e incluso del tipo de técnica utilizada [44].
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Medicidn de

rriente

WE RE
¢

Potenciostato

Fig. 2 Diagrama de conexién de una celda voltamperométrica. Electrodo auxiliar (Counter Electrode, CE),

electrodo de trabajo (Working Electrode, WE), electrodo de referencia (Reference Electrode, RE).

En voltamperometria se aplica una sefial de excitacibn de potencial variable a un
electrodo de trabajo en una celda electroquimica, esta sefial varia dependiendo del
método voltamperométrico utilizado. Entre los métodos mas comunes destacan la
voltamperometria ciclica (VC), voltamperometria hidrodinamica, voltamperometria de
pulso diferencial (DPV por sus siglas en inglés), voltamperometria de onda cuadrada
(SWV por sus siglas en inglés) y amperometria. La sefial de corriente obtenida se grafica
contra la sefial de entrada, a esta grafica se le conoce como voltamperograma. A

continuacion, se describiran los métodos de voltamperometria ciclica y amperometria.
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2.2.1 Voltamperometria ciclica.

En esta técnica, la respuesta de corriente en un electrodo estacionario colocado en una
solucion no agitada es provocada por una sefal de excitacion en forma de onda
triangular. Esta sefial se aplica a un paso constante, llamado velocidad de barrido, el cual
avanza desde el potencial inicial hasta el potencial final y puede ir de 1 hasta 1000 mV/s,
dependiendo el equipo utilizado [45]. La onda mostrada en la figura 3, corresponde a un
proceso en el que el voltaje varia linealmente desde -0.3 V hasta 0.6 V, en una celda
cuyo electrolito es [Fe(CNe)]/KCl y el electrodo utilizado es de carbdn serigrafiado (figura
3B). La figura 6A muestra la aplicacion de un ciclo de la sefial triangular, pero esta técnica

puede realizarse por varios ciclos.
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Potencial vs Ag

02k

-100
2

04 1 1 1 L 1 1 1 1 L
4] 5 10 15 20 0.4 -0.2 0.0 02 04 08

Tiempo (s) Potencial vs Ag (V)

Fig. 3 A) Sefal de excitacion en voltamperometria ciclica. B) Sefial obtenida de una voltamperometria
ciclica en [Fe(CN6)J/KCI utilizando un electrodo serigrafiado de carbén. El punto 1 corresponde al pico de

oxidacién mientras que el punto 2 corresponde al potencial de reduccién.

La VC es una técnica muy utilizada para adquirir informacion cualitativa de reacciones
electroquimicas [42]. Ofrece la localizacion rapida, al usar velocidades de barrido entre
50 y 100 mV/s, de los potenciales de oxidacion y reduccion del analito de interés, mismos
gue son directamente proporcionales a la concentracion (véase puntos 1 y 2 en figura
3B). El andlisis de la posicidén y forma de estos picos y las corrientes asociadas a ellos
brinda informacion relevante acerca de la naturaleza del proceso electroquimico que se

esté llevando a cabo entre la solucién y el electrodo de trabajo [37].
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2.2.2 Amperometria.

En la técnica amperométrica se mide la respuesta de corriente en funcién del tiempo
cuando se aplica un potencial constante a un electrodo en una celda con electrolito en
agitacion. El potencial aplicado es suficiente para dar energia a los electrones con el fin
de que ocurra una oxidacion o reduccion del analito de interés en la superficie del
electrodo [46]. La corriente generada en el electrodo de trabajo es proporcional a la
concentracion del analito mientras la agitacion sea constante [47]. En la figura 4A se
presenta la sefal de excitacion de una amperometria, un potencial constante de 0.4 V vs
Ag. El potencial aplicado al electrodo, en este caso, propiciara la oxidacion del analito. La
gréfica de corriente en funcién del tiempo se presenta en la figura 4B, los puntos sefialan
la adicion de analito. Cada adicion aumenta la concentracion del analito lo que provoca

un aumento de corriente.
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Fig. 4 A) Sefial de excitacion en una amperometria (potencial constante). B) Corriente en funcién del

tiempo como respuesta a 4 adiciones de analito.

La seleccion del potencial aplicado al electrodo suele realizarse por medio de un analisis
previo, donde se planea conocer la interaccion entre la superficie del electrodo y el analito
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de interés, especificamente los potenciales redox. La técnica mayormente utilizada para

la obtencién de los potenciales de oxidacion y/o reduccion es la VC [37].

Ventajas y desventajas de la amperometria.

La técnica amperométrica presenta numerosas ventajas que la hacen adecuada para su

implementacion en instrumentos portables, entre ellas se destacan:

e Relacion directa entre la concentracion y la intensidad de corriente (sefal
analitica).

e Esta basada en reacciones que tienen lugar en la superficie del electrodo, por lo
gue no depende del volumen de la muestra o solucién que se esta midiendo.

e Es una técnica analitica simple, robusta y econdmica.

e La sefnal obtenida puede ser directamente procesable, lo que favorece su
aplicacion en el control de procesos y automatizacion.

e Los materiales que constituyen los transductores pueden ser simples y accesibles.

Su principal desventaja es el hecho de que todas las especies que tengan
comportamiento redox similar al analito de interés, es decir que se reduzcan u oxiden a

potenciales similares, interferiran en las medidas [37, 46, 47].

2.3 Sensores electroquimicos.

Un sensor quimico, de acuerdo con la IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), es un dispositivo que transforma la informacion quimica presente en una
muestra en una sefial con utilidad analitica. De manera ideal, un sensor quimico, esta
conformado por dos partes: el receptor y el transductor (véase figura 5). El receptor es el
elemento de reconocimiento, mientras que el transductor es un componente instrumental

gue transforma la interaccion de las especies quimicas en una sefal procesable [48].
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Fig. 5 Diagrama a bloques de un sensor quimico.

Los sensores electroquimicos son una clase de sensores quimicos cuya sefal
transducida es eléctrica, facilmente procesable por meétodos electronicos. Estos
dispositivos son altamente miniaturizables, lo que los hace muy utiles para realizar
mediciones en pequefios volumenes de muestra, en zonas de dimensiones reducidas o
de dificil acceso [44]. Los sensores electroquimicos se pueden clasificar en virtud de las
sefales analiticas que se monitorea con ellos como: potenciométricos, amperometricos

y conductimétricos [49].

Tabla 2 Clasificacion de los sensores electroquimicos.

Tipo Sefial analitica Aplicaciones
. ) Sensores sensibles a
Potenciometricos Potencial ]
iones.
o ] Deteccién de analitos,
Amperometricos Corriente )
biosensores
Conductimétricos Impedancia Biosensores.
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Sensores amperomeétricos.

Los sensores amperométricos estan basados en la deteccidn de especies electroactivas.
La celda electroquimica para este tipo de sensores incorpora tres electrodos: electrodo
de trabajo, donde ocurre la reaccion redox; electrodo de referencia y electrodo auxiliar o
contraelectrodo que completa el circuito eléctrico (véase Fig. 6). Esta celda puede
considerarse como una caja negra a la cual se le aplica una determinada funcion
potencial como excitacion y se mide la funcion de respuesta en intensidad de corriente,

mientras otras variables se mantienen constantes [44].

Electrodo
auxiliar

Electrodo de

referencia Celda de tres

electrodos
Medicion de
potencial

Electrodo de
trabajo

Potencial \
Ajustable

Medicién de
corriente

Fig. 6 Diagrama simplificado de una celda electroquimica.

El proceso de transduccion se logra controlando el potencial del electrodo de trabajo a
un potencial fijo (relativo al electrodo de referencia) y monitoreando la corriente en funcién
del tiempo. Este potencial aplicado es la energia necesaria para que la transferencia de
electrones del analito de interés y el sustrato del sensor comience. La corriente resultante
es la medicion directa de la tasa de transferencia electronica, refleja el grado de

reconocimiento y por lo tanto es proporcional a la concentracion del analito [50].

La eleccion del material del electrodo de trabajo es critico para su desempefio

amperomeétrico, electrodos solidos de materiales conductores relativamente inertes,
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como el platino, oro y carbono, han sido ampliamente utilizados [44]. Estos sensores
operan en una region donde el transporte de masa esté limitado, lo que permite una
respuesta lineal ante la concentracion del analito. Se puede lograr mayor sensibilidad a
través de conveccion forzada (agitado de solucidn, sensores rotatorios, etc.) para facilitar

el intercambio electronico [51].

2.3.1 Criterios de desempefio de un sensor quimico.

El desempefio de cualquier sensor se puede evaluar calculando diversos parametros
tales como rango dinamico, sensibilidad, limite de deteccion, repetibilidad,
reproducibilidad, precision, tiempo de respuesta, tiempo de recuperacion, entre otros [48],
[52], [53]. A continuacion, se describen los criterios aplicables a los sensores quimicos

con el fin de que queden claros al lector:

e Linealidad: el grado en que la curva de calibracion del sensor se acerca a una
linea recta.

e Rango dindmico: valores maximo y minimo de concentracién que pueden ser
medidos por el biosensor.

e Resolucidon: minima diferencia de concentracion que es posible detectar con el
sensor cuando ésta se varia de manera dinamica.

e Sensibilidad: el cambio en la sefial medida por unidad de concentracién que se
define como AR/ AE.

e Limite de deteccidn: el nivel mas bajo de concentracion de analito que puede ser
medido de manera fiable por el sensor.

e Selectividad: La capacidad del sensor para discriminar entre el analito de interés
y las especies interferentes. Hay dos tipos de interferentes: los que en su
constituciébn son parecidos a la especie quimica de interés y que por lo tanto
provocan un falso positivo en la sefial de salida; y los que inhiben la respuesta del

sensor disminuyendo su sefal de salida.
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e Tiempo de respuesta: el tiempo que le toma al sensor producir una sefial de
salida al introducir en la solucién la especie a determinar.

e Tiempo de recuperaciéon: periodo minimo requerido por el sensor para realizar
mediciones consecutivas.

e Reproducibilidad: la habilidad del biosensor de dar respuestas idénticas bajo
diferentes condiciones de medicion.

e Repetibilidad: la capacidad de entregar la misma salida para entradas iguales

aplicadas en un periodo.

En la figura 7 se muestra la curva de respuesta tipica de un sensor quimico. Es mediante
esta curva que se pueden obtener algunos de los criterios antes descritos. En esta curva
se puede observar que los sensores presentan tres zonas de trabajo: la primera
corresponde a la saturacion de la respuesta y permanece constante sin importar si la
concentracion del analito incrementa. La segunda zona corresponde al rango dinamico,
en donde la respuesta del sensor es proporcional al estimulo recibido o concentracion del
analito. Finalmente, la zona de interferentes abarca las sefales registradas mas alla del
limite de deteccion, en donde la respuesta del sensor es nula ante concentraciones

minimas del analito [49, 54].
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Fig. 7 Curva de respuesta de un sensor quimico.

2.3.2 Tipos de electrodos.

Los electrodos de trabajo empleados en voltamperometria y amperometria tienen una
variedad de configuraciones y formas. El conductor puede ser un metal noble, como
platino u oro; un material de carbono o mezcla de particulas de carbon, como carbon
vitreo, pasta de carbono o sensores serigrafiados [26]. Entre los mas relevantes
asociados a este trabajo estan los electrodos de carbon vitreo y los electrodos

serigrafiados.

El carbon vitreo o glassy carbon se forma por la pirélisis de un polimero precursor y
presenta una microestructura compuesta por fragmentos de planos curvos de carbon que
hacen densa su estructura [55]. Es un material de uso comin como electrodo de trabajo
en numerosas aplicaciones electroanaliticas debido a sus propiedades tales como baja

reactividad, dureza, impermeabilidad y buena conductividad eléctrica [56].
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Por su parte, los electrodos serigrafiados (SPE por sus siglas en inglés) son dispositivos
producidos al imprimir tintas en varios tipos de sustratos plasticos o ceramicos. La
composicion de las tintas usadas para imprimir los electrodos determina la selectividad y
sensibilidad requerida para cada analisis [57]. Los sensores electroquimicos basados en
SPE, son sistemas miniatura capaces de realizar mediciones in vivo e in vitro de muestras
reales. La técnica de serigrafia (thick film) es muy usada para la fabricacion a gran escala
de estos electrodos con ventajas tales como bajo costo, versatilidad, miniaturizacion y
alta reproducibilidad [58]. La gran versatilidad de los SPE se debe en gran medida a la
amplia gama de modificaciones que se puede hacer en su composicién y distribucién. Un
cambio en la composicion de las tintas posibilita la inclusion de modificadores en su

superficie como metales, enzimas, polimeros, compuestos organicos o inorganicos [57].

2.3.3 Modificacién superficial de electrodos para deteccion no enzimatica.

Los biosensores son un subcampo de los sensores electroquimicos que ha
experimentado un notable crecimiento. Estos dispositivos incorporan una biomolécula
(enzimas, anticuerpos, ADN, etc.) inmovilizada en la superficie de un transductor
electroquimico para realizar la deteccion de analitos de interés [59]. Un caso notable de
esta tecnologia es el éxito comercial del biosensor basado en la enzima glucosa oxidasa
para el automonitoreo de glucosa en pacientes con diabetes mellitus. La deteccién por
medio de la inmovilizacion de biomoléculas presenta ventajas como la selectividad
inherente, sensibilidad y bajos limites de deteccién, pero a su vez se encuentra limitada
por la baja estabilidad de los elementos biolégicos. Por tanto, un avance en este campo
es el uso de nanomateriales que imiten el funcionamiento de las enzimas como
catalizadores, pero sin requerir el control de condiciones especiales de biocompatibilidad

del medio, pH o temperatura que se necesita con los biosensores [60].

Diversos autores han propuesto modificaciones superficiales en el electrodo de trabajo
mediante la adicion de un material o nanomaterial [41]. La modificacion quimica de la
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superficie del electrodo de trabajo puede mejorar el transporte de electrones, lo que tiene
como consecuencia la reduccion del potencial de activacion mejorando la actividad
electrocatalitica hacia el analito de interés, mejorando la sensibilidad y aumentando la
selectividad. Ademas, son menos propensos a una contaminacion de la superficie y a
formaciones de O6xido en comparacion con los electrodos simples [61, 62]. Para tales
fines, es comun la adicion a la superficie del electrodo de polimeros conductores,
nanoparticulas metalicas, nanocompuestos provenientes del carb6n, o materiales

compuestos [63].

2.3.3.1 Nanoparticulas de oro.

Estudios electroquimicos han revelado que las nanoparticulas de oro (AuNPs) pueden
actuar como excelentes catalizadores debido a su gran conductividad, gran area
superficial, mejora en reactividad y estabilidad a condiciones ambientales [61, 64]. Los
nanomateriales a partir del oro han sido usados una gran variedad de aplicaciones en
campos como: fisica, quimica, catalisis, tecnologia, biomedicina, ciencia de materiales y
sensores electroquimicos, entre otros; debido a sus propiedades electronicas, opticas,
magnéticas, térmicas y cataliticas [65]. Ademas, las propiedades intrinsecas de estos

nanomateriales pueden ser controladas al modificar su forma y tamanio [66].

Han sido reportados varios métodos para realizar la sintesis de estas nanoparticulas,
entre los que se encuentran: métodos fisicos, quimicos, bioldgicos y electroquimicos [64].
En electrodos serigrafiados, las modificaciones basadas en nanoparticulas de oro se
pueden llevar a cabo mediante dos métodos diferentes: goteo o electrodeposicion [67].
La técnica de goteo es el método méas sencillo empleado para modificar electrodos
serigrafiados, ya que solo se debe optimizar la cantidad de solucién que debe ser
depositada sobre el electrodo de trabajo. Sin embargo, debido a que las nanoparticulas
simplemente se posan sobre el material y posteriormente se secan sobre el electrodo,

las estructuras tienden a aglomerarse y a aumentar su tamafio final [68].
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La electrodeposicidn por su parte se basa en la reduccion de especies, tipicamente sales
metalicas solubles en agua a cierto potencial o corriente con el fin de obtener un
crecimiento controlado de las particulas de oro en el sustrato. Las sales usualmente
empleadas son Acido Cloroaurico (HAUCIas) y Cloruro de Oro (AuCls). El tamafio y forma
de las nanoparticulas se controla de manera electroquimica modificando la corriente o
potencial aplicado y el tiempo de deposicion, este ultimo modula la cantidad y tamafio de
las nanoparticulas de forma que, entre mayor tiempo, mayor seran las dimensiones y

namero de los nanocompositos [67, 69].

2.4 Instrumentacion electroquimica.

Para la instrumentacion electroquimica, la celda es un elemento con propiedades
eléctricas que influyen en el desempefio de todo el instrumento. El dispositivo que
mantiene el control del potencial aplicado a la celda es llamado potenciostato. En la figura
8 se presenta un potenciostato en el sentido mas rudimentario, conectado a una celda de
tres electrodos. Se muestra lo que seria una fuente de potencial fijo, una
retroalimentacion de este potencial con el fin de mantenerlo constante; cuenta también
con un voltimetro dedicado a la medicién de potencial y un amperimetro con el fin de
medir la corriente en la celda. Los potenciostatos de hoy dia no estan integrados
exclusivamente de esta manera, sin embargo, esta representacion es (til para entender

su funcionamiento [45].
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Fig. 8 Diagrama esquematico de un potenciostato rudimentario conectado a una celda de tres electrodos.

Hoy dia estos instrumentos integran amplificadores operacionales para controlar y medir
las relaciones corriente-potencial de las celdas electroquimicas [68]. En la figura 9 se
presenta el diagrama funcional de un potenciostato actual. Aqui el amplificador
denominado A esta conectado a contraelectrodo (CE) con retroalimentacién de su
entrada inversora a electrodo de referencia (RE). Esto disminuye la diferencia entre las
entradas de A y obliga a RE a asumir el potencial de entrada. En consecuencia, y debido
a que la diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo (WE) y RE es cero, WE
tendré el voltaje aplicado por el generador de sefiales. Debido a que RE esta conectado
al potencial de entrada mediante el seguidor B que actia como una fuente de alta
impedancia, la corriente fluye por CE y no por RE. El flujo de corriente por RE no es
deseable pues no se podria confiar en el potencial medido. Finalmente, el amplificador C
monitorea la corriente en la celda y entrega un voltaje proporcional a la corriente medida,
sin arrastrar corriente apreciable de la celda [26, 37]. Entre mayor sea la resistencia R: el
circuito sera mas sensible, sin embargo, el potencial no debe exceder el potencial de

salida maximo del amplificador operacional [45]. Muchos instrumentos destinados a
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efectuar mediciones electroquimicas se pueden ver como una combinacion de tres
circuitos: un generador de sefal, que en el caso mas sencillo es un generador de rampa
atil para producir la seflal de excitacion de una voltamperometria ciclica [42], un

potenciostato y un amplificador medidor de corriente.

Generador
de sefal

Circuito de
control Celda WE

Sistema de
adquisicion
Convertidor de de datos
corriente-voltaje G|

Fig. 9 Diagrama simplificado de un potenciostato de uso general.

Con la llegada de los circuitos integrados (Cl) de gran escala en los ultimos afios, se ha
producido una revolucién en la instrumentacion electroquimica al integrar dispositivos
como un microcontrolador para fungir como generador de sefial, gestionar la adquisicion
y el procesamiento de datos. Mientras que la parte del potenciostato y el convertidor de
corriente a voltaje han permanecido anal6gicos. Los instrumentos que cuentan con un
microcontrolador pueden realizar diferentes técnicas con solo implementar cambios via

el software integrado [37, 45].

En el diagrama a blogques de la figura 10 se presenta de forma general la conformacién
de un potenciostato electroquimico actual. Los bloques de potenciostato analégico y
convertidor de corriente a voltaje fueron discutidos con anterioridad. En el generador de

funciones de los potenciostatos controlados por computadora, tanto la modulacién y la
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forma de onda se encuentran controlados por software y pueden ser especificados por el
operador [37]. Debido a que los microprocesadores analizan sefiales de caracter digital,
para que estos puedan procesar informacion analdgica es necesario utilizar un
convertidor analogico-digital y otro convertido digital-analdgico para fungir como interfaz
entre la instrumentacion analdgica y la instrumentacién digital [42]. El microprocesador,
como se ve en el diagrama, es el encargado de mediar entre el generador de funciones
y el convertidor analdgico-digital mediante el software de control. Ademas, en algunos
casos los datos se almacenan temporalmente en el dispositivo, puesto que al procesarse
digitalmente pueden ser suavizados, promediados e incluso es posible identificar picos
de corriente o de potencial de forma numérica [45].
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Fig. 10 Diagrama a bloques de un potenciostato que integra varios accesorios.
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2.5 Estado del arte.

Si bien la oxidacion de AU tiene dos variantes que son: enzimatica y no enzimética, el
enfoque no enzimatico es el de eleccion por ser relativamente simple, rapido y asequible
al no involucrar la utilizacion de biomoléculas [41]. El AU puede detectarse sin el uso de
enzimas por medio de la oxidacion de este analito en la superficie de un electrodo
convencional [12]. A pesar de esto, en un electrodo simple se requieren potenciales
grandes para la oxidacién de AU lo que conlleva un problema de selectividad al ampliar
el rango de especies que actuan como interferentes [70]. Por lo que resulta comuan recurrir
a procedimientos electroquimicos para modificar la superficie del electrodo de trabajo con
la intencion de reducir el potencial de oxidacion del AU [41]. Estas modificaciones van
desde una adicion de nanocompuestos de carbon, uso de nanoparticulas metalicas,

hasta una combinaciéon entre materiales.

Para la deteccion de AU de forma no enzimatica, el uso de SPE presenta una alternativa
viable. En 2005 Chen et al. [71] disefiaron un SPE de carbén para poder realizar
detecciones de AU en sangre, con la ventaja de evitar un preprocesamiento de la
muestra. Mediante la técnica de voltamperometria de onda cuadrada se obtuvo un rango
de 0 — 1 mM, manteniendo una baja interferencia con respecto del acido ascoérbico (AA),
un interferente comun en este tipo de detecciones. Poco después, en 2009 Z. Chet et al.
[72] desarrollaron un sensor desechable para la medicion de AU en sangre sin diluir ni
pretratar la muestra. Esto lo logréo mediante el disefio de capas de un SPE, modificandolo
con una capa hidrofilica para separar algunos compuestos de la muestra y afiadiendo a
la tinta del electrodo de trabajo un mediador para el intercambio electronico. Con dichas

modificaciones, el sensor obtuvo un rango lineal de 6 — 890 uM.

Otro proceso de modificacion superficial para realizar la deteccion de AU es mediante un

pretratamiento electroquimico sencillo aplicando voltajes constantes durante cierto
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tiempo con el fin de ocasionar cambios morfolégicos a la superficie del electrodo de
carbon [73]. La activacién electroquimica provoca una exfoliacion de la superficie
haciéndola mas susceptible al intercambio electrénico [74]. En este sentido, en 2013 E.
Alipour et al. [75] utilizaron un sensor de grafito pretratado mediante VC en una ventana
de potencial de 1.5 a 2 V a una velocidad de 100 mV/s por 100 ciclos en PBS con un pH
de 5.0 para detectar de manera simultanea AU y dopamina (DA). Este sensor logré un
rango lineal de 1 — 160 uM, siendo probado en muestras de sangre y orina diluidas en
PBS. Siguiendo con esta linea, D. Huang et al. [76] en 2015 realizaron un pretratamiento
electroquimico a un electrodo de carbén vitreo en PBS a un pH de 7.0, exponiendo al
electrodo a un potencial de oxidacion de +1.75 V durante 300 s y luego a un potencial de
reduccion de -1.75 V por 300 s. Con este procedimiento se obtuvo un rango lineal de
deteccidén de 100 nM — 15 uM, valores que permitieron su utilizacion para medir AU en

muestras de sangre y orina diluida en PBS.

En 2014, Wang et al. [77] realizaron una modificacion superficial mediante nanoparticulas
metélicas. La modificacion consistio en utilizar un electrodo de carbon vitreo y afadir
oxido de grafeno reducido sobre el cual se electrodepositaron nanoparticulas de oro a
partir de HAuCls. Con el sensor se obtuvo un rango lineal de 8.8 — 53 uM de AU utilizando
como matriz de deteccién PBS (0.1 M, pH 7.0). La técnica empleada para las detecciones
electroquimicas fue voltamperometria de pulso diferencial, que resulto util para detectar

de forma simultdnea AU, AA 'y DA.

Por su parte en 2018 Ngamchuea et al. [78] utilizaron un microelectrodo de carbén para
realizar la deteccion de AU en saliva artificial y en saliva humana, lograron un rango lineal
de 0 - 120 uM mediante voltamperometria ciclica. Este sensor mantenia una interferencia
del 10 % con respecto a otras especies electroactivas presentes en saliva (DA y AA). En
la tabla 3 se desglosan los trabajos antes mencionados con el fin de que se aprecien en

conjunto.
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Tabla 3 Sensores desarrollados para la deteccién no enziméatica de &cido Urico.

; - Rango de Limite de ; ;
Tipo de electrodo Modificador » » Matriz Referencia
deteccion deteccion
SPE - 0-1mMm NR Sangre [71]
Capas de tinta
) 60 — 890
SPE separacion M 60 uM Sangre [72]
reactivo/sangre H
Pretratamiento PBS (0.1 M,
Electrodo de grafito | electroquimicoen | 1-160 uM 190 nM pH 5.0), orina [75]
PBS (pH 7.0) y sangre
Pretratamiento
o o 100 nM — PBS, orinay
Carbon vitreo electroquimico en 20 nM [76]
15 uM sangre.
PBS (pH 7.0)
PBS (0.1 M,
o pH 7.0)
Carbon vitreo AuNPs/RGO 8.8 - 53 uM 1.8u [77]
Sangre de
rata diluida.
Saliva
Microelectrodo de artificial y
i - 0-120 upM 20 . [78]
carbén saliva
humana

AuNPs: Nanoparticulas de oro. RGO: Oxido de grafeno reducido.

La demanda de dispositivos portatiles para el diagnéstico sin necesidad de acudir a
centros especializados ha llevado al incremento en el desarrollo de sensores
electroquimicos especializados en la deteccion de biomarcadores. Con el fin de que estos
dispositivos sean en verdad portables, se hace necesario el desarrollo de instrumentacion
de pequefias dimensiones, capaz de realizar el registro de las sefiales generadas. En
este sentido se han desarrollado trabajos que hacen uso de un CI que provee ya los
dispositivos esenciales de un potenciostato o se hace uso de amplificadores

operacionales para la inyeccién de potencial y la medicion de corriente en la celda.
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En lo correspondiente al uso de un C.I., en 2018 Aznar-Poveda et al. [79] utilizaron el
dispositivo LMP91000 (Texas Instruments, Tl) para desarrollar un potenciostato capaz de
realizar VC. El instrumento fue evaluado mediante la deteccion de AA usando un SPE. Al
utilizar un potencial de referencia fijjo con valor de 5 V, la resolucion de tension del
potenciostato fue de 100 mV. El microcontrolador utilizado fue una Raspberry pi 2 modelo
B (Raspberry Pi Foundation), debido a que es un procesador embebido con periféricos,

utiliza programacion open-source y posee un gran desempefio computacional.

Ese mismo afio, Monge et al. [80] crearon un dispositivo vestible dirigido a medicion de
glucosa en sudor por medio de amperometria. Para ello utilizaron también el LMP91000
en conjunto con un RFduino, el cual posee comunicacion bluetooth eliminando con ello
la necesidad de cables para el monitoreo de glucosa. El dispositivo que desarrollaron
obtuvo una resolucién de tension de 50 mV. De igual manera, en 2018 Vineeth Raj et al.
[81] utilizaron el LMP91000 en conjunto con un microcontrolador PIC16F1738 (Microchip)
para el disefio de un potenciostato multicanal con una conectividad bluetooth, capaz de
realizar tanto amperometria como VC. Para evaluar el dispositivo, utilizaron la oxidacion
de glucosa en un SPE de carbon con nanoparticulas de 6xido de cobre, y también
compararon contra un potenciostato comercial. El potenciostato que fabricaron posee una

resoluciéon de tension de 50 mV.

Como se menciono, el uso de amplificadores operacionales en circuitos integrados para
disefiar un potenciostato es otra forma de abordar la necesidad de instrumentacion
miniaturizable. En relacion con esto, en 2018 Aleeva et al. [82] desarrollaron un
biosistema para el monitoreo remoto de glucosa el cual consta de instrumentacion
electrénica dedicada a amperometria y un biosensor modificado superficialmente. Esta
aplicacion utilizé el microcontrolador STM8L y amplificadores operacionales de la familia
TSV71x, ambos del fabricante STMicroelectronics, debido a su bajo consumo y potencial
de compensacion; el dispositivo utiliza también una memoria con identificacion por

radiofrecuencia para la lectura de datos. Ese mismo aflo Aymerich et al (2018) [83]
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reportaron un instrumento para la medicibn de alcohol en sangre mediante un
smartphone y un biosensor electroquimico. El dispositivo utiliza la técnica amperometria
para determinar concentraciones de etanol, a partir de un ATMEGA32UA (Microchip) y
los circuitos integrados ADA4692 (Analog Devices) para hacer de potenciostato. La
comunicacién del sistema electrénico con el teléfono inteligente es mediante protocolo
USB.

Finalmente, en 2020, Hoilett et al. [84] utilizé el circuito integrado LMP91000 para
desarrollar un potenciostato portable capaz de realizar técnicas electroquimicas como
VC, cronoamperometria, voltamperometria de barrido de pulso y voltamperometria de
pulso normal. Se utilizé un microcontrolador SAMD21 (Atmel), ya que se puede
programar con la plataforma de Arduino, facilitando el desarrollo de software. El
microcontrolador empleado posee tanto un ADC como un convertidor digital anal6gico
(DAC). Es gracias a la adiciéon del DAC gque se logré una resolucion de tensién de 1 mV
y mediante el ADC se logré un limite de cuantizacion de 4.5 nA. En paralelo se desarrolla
un aptasensor para la deteccion de cocaina que fue utilizado para evaluar el instrumento
desarrollado. La tabla 4 detalla las caracteristicas de los proyectos anteriormente

mencionados.
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Tabla 4 Potenciostatos desarrollados a partir del LMP91000 (TI) y configuracién de amplificadores

operacionales.

Limite
Potenciostato i ) Resolucién Técnicas

- Microcontrolador Analito ; . de Ref.

utilizado de tension | voltamperométrica L

cuantizacion
LMP91000 Raspberry AA 50 mV VC NR [79]
LMP91000 Rfduino Glucosa 50 mV Amperometria NR [80]
LMP91000 PIC16LF1783 Glucosa 50 mV Amperometria NR [81]
TSV71x STM8L Glucosa NA Amperometria 9.24 nA [82]
ADA4692 ATMEGA32U4 Alcohol NR VC, Amperometria 4.5nA [83]
VC,
LMP91000 SAMD21 Cocaina 1mvVv Amperometria, 4.5 nA [84]
SWV, NPV

SWV: voltamperometria de onda cuadrada. NPV: voltamperometria de pulso cuadrado.
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Capitulo 3.

3.1 Solucién propuesta.

En este trabajo se propone el desarrollo de un sistema amperométrico compuesto por un
sensor quimico modificado con nanoparticulas de oro y un potenciostato portatil a partir
de un front-end analégico programable (AFE por sus siglas en inglés) de Texas
Instruments (TI) con el fin de realizar la determinacion de &acido drico (AU) en saliva

artificial.

El sensor quimico se desarrollara a partir de electrodos del tipo serigrafiado (SPE) de
Metrohm (MOD 6.1208.110), ya que son de tamafio reducido y poseen una configuracion
de tres electrodos, lo que permite que las dimensiones de la celda electroquimica sean
reducidas [58]. El SPE empleado cuenta con un electrodo de trabajo de carbon que se
modificara superficialmente mediante la electrodeposicion de nanoparticulas de oro con

el fin de modificar los potenciales de oxidacion del AU.

El disefio electronico del potenciostato portable se basara en el chip LMP91000 de TI,
gue integra los elementos pertinentes para generar el potencial necesario para el proceso
de determinacion de AU mediante la técnica de amperometria. EI LMP910000 se
configura por medio del protocolo I>°C y ademas entrega un voltaje analégico proporcional
a la corriente medida en el electrodo de trabajo [85]. Debido a esta sefial analdgica
entregada por el dispositivo es necesario emplear un convertidor analogico digital. En
este trabajo, se usarad el ADS1115 de Tl que también opera bajo un protocolo de
comunicacion 12C [86]. Ambos dispositivos estaran conectados a una tarjeta de desarrollo
basada en el microcontrolador de doble nicleo ESP32 de Espressif Systems [87], el cual
servird para configurar el potenciostato con la técnica amperométrica necesaria, al tiempo

gue fungira como el dispositivo de adquisicion de datos (DAQ, por sus siglas en inglés) y

33



de comunicacion con una computadora personal (PC, por sus siglas en inglés). La gestion
completa del sistema se llevara a cabo mediante una interfaz grafica programada en
LabVIEW 2019 con una PC para el almacenamiento, visualizacion de la informacion y

control del potencial de la amperometria.

Finalmente, la unidn del sensor electroquimico no enzimatico y la instrumentacion
desarrollada se aplicara para la deteccion de AU en muestras de PBS y saliva artificial.
Los resultados analiticos obtenidos seran contrastados contra lo registrado en el

potenciostato comercial 910 PSTAT mini de Metrohm.

3.2 Desarrollo.

En este apartado se explicard de manera separada el desarrollo del sensor no enzimatico

y el sistema de amperometria portable.

El desarrollo del sensor quimico consistié en la caracterizacion del electrodo de carbény
sus posteriores modificaciones superficiales mediante VC utilizando el par redox
[Fe(CNe)]/KCI . Este compuesto es un modelo del que se conoce ya el comportamiento
electroquimico y por ello es muy util para determinar la actividad electroquimica de la
superficie del electrodo de trabajo y de sus posteriores modificaciones [88]. También se
realizaron pruebas utilizando AU en buffer de fosfatos con VC, con el fin de comparar las

mediciones obtenidas del SPE y de la adicion de nanoparticulas de oro a su estructura.

Con respecto a la instrumentacion, se explica el funcionamiento del potenciostato y la
configuracion de este para operar con una celda de tres electrodos. También se describe
la estructura del convertidor de corriente a voltaje y el sistema de ganancias programables

disponibles en el LMP91000. Asi mismo se menciona el modelo empleado para la puesta
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a punto del ADC ADS1115, su conexién con el LMP91000 y el DAQ. Finalmente se

incluye la informacion concerniente al desarrollo de la interfaz grafica.

3.2.1 Desarrollo del sensor no enziméatico.

El desarrollo del sensor requiere de un proceso de tres etapas principales. La primera
etapa es la caracterizacion de sustrato de carbon del SPE (depositado de fabrica por
Metrohm). La segunda etapa, consiste en efectuar un pretratamiento electroquimico
orientado a conseguir una activacion de la superficie del sensor, denotada como aSPE,
misma que se asocia con la generacion de una mayor superficie de contacto del electrodo
de trabajo. Finalmente, en la tercera etapa, la superficie de carbon activada se somete a
una electrodeposicion de nanoparticulas de oro, denotando este proceso en el electrodo

como SPE-AuUNPSs. Este proceso se ilustra en la figura 11.

SPE aSPE

Pretratamiento

Electrodeposicion de
SPE-AUNPs Nanoparticulas de oro

Fig. 11 Diagrama de etapas de desarrollo del sensor no enzimatico.
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Para los procedimientos electroquimicos como son: voltamperometria ciclica,
amperometria y electrodeposicion, se utilizo el potenciostato de laboratorio 910 PSTAT

mini de Metrohm.

3.2.1.1Preparacion de soluciones.

Los reactivos utilizados, todos de grado analitico, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, AU
(69-93-2), NaCl (7647-14-5), KCI (7447-40-7), NazHPO4 (7558-79-4), KH2PO4 (7778-77-
0), H2S04 (7664-93-9), HAUCI4 (16961-25-4). La saliva artificial (pH 7.0) empleada es de
Laboratorios Viarden México. El agua utilizada en todos los experimentos fue bidestilada.

Los célculos correspondientes a la preparacion de todas las soluciones que se utilizaron

a lo largo del trabajo se pueden encontrar en el apéndice B.

Buffer de fosfato salino.

El buffer de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés) es una solucion amortiguadora de pH
comunmente empleada en procedimientos bioquimicos, pues posee una osmolaridad y
concentracion de iones (CI, Na* y K *) que asemejan a la del liquido celular. Debido a
gue es una solucion isoténica y no toxica, es el medio fisiologico utilizado para la mayoria
de estudios biolégicos [89]. La concentracion de fosfatos utilizada en este trabajo es de
0.1 M a pH 7.4. A continuacion se muestra el procedimiento para la elaboracion de un
litro de PBS [90].

1. Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de NazHPO4y 0.24 g de KH2PO4 en 800

mL de agua.

2. Ajustar pH a 7.4 con NaOH y aforar a 1 L con agua bidestilada.
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3. Esterilizar en autoclave a 15 psi (1.05 kg/cm?) durante 20 minutos en ciclo liquido.

4. Se conserva en refrigeracion a 4 °C.

Soluciones de acido urico en buffer de fosfatos.

Las soluciones de AU a diferentes concentraciones se obtuvieron a partir de una solucion
madre de 1 mM. Estas soluciones se prepararon semanalmente, ya que cuando se
usaron soluciones con mayor tiempo las sefiales no mostraban actividad electroquimica.
Las concentraciones consideradas para la fase experimental son: 1, 2.5, 5, 50, 100 y 200
UM. Ademas de la dilucién de acido Urico en buffer PBS, las muestras utilizadas tanto
para amperometria como voltamperometria no requirieron procesos adicionales para su

manipulacion.

Soluciones de acido Urico en saliva artificial.

Para evaluar la deteccion de AU en saliva artificial se utilizaron soluciones de 100, 200,
500 uM obtenidas a partir de una solucién madre de 1 mM. Estas se obtienen utilizando
los mismos calculos empleados para el buffer de fosfatos, pero utilizando saliva artificial
como solvente. Las soluciones de AU en saliva artificial no requirieron mayores
procedimientos que los de agitacién y adicién controlada de NaOH para conseguir la
disolucion de AU. Una vez disuelto el AU, las soluciones se almacenaron a temperatura

ambiente.

Solucién para la electrodeposicion de nanoparticulas de oro.

La solucion utilizada para la electrodeposicién de nanoparticulas de oro se obtuvo a partir

de la dilucion de HAuCls en H2SOa4. El H2SO4 se prepar6 con una concentracion de 0.5 M
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y se le agregaron los gramos correspondientes a 1 mM de HAuCls. Los célculos

pertinentes a esta etapa se encuentran en el Apéndice B.

3.2.1.2 Preparacion del electrodo.

Limpieza.

Debido a que los electrodos se utilizan en soluciones a diferentes concentraciones para
su analisis mediante VC, realizar una limpieza que elimine los restos de soluciones
anteriores es importante para evitar la contaminacion de la superficie del electrodo [91].
A continuacioén, se describe el procedimiento seguido para la limpieza de cada electrodo

utilizado:

1. SPE: se lava en un inicio con agua bidestilada, seguido de alcohol etilico con una

concentracion de 95%. Esto también se hace después de cada medicion.

2. aSPE: se lava con PBS y agua desionizada después de activacion y al terminar

cada medicion.

3. SPE-AuNPs: se lava con PBS y agua desionizada, al igual que el electrodo
activado, en seguida de la electrodeposicion y al finalizar la medicién, al igual que

el electrodo activado.

Pretratamiento.

Con el objetivo de mejorar la respuesta del sensor hacia el analito de interés, es necesario
modificar la superficie del electrodo para que exista en ella mayor conduccién. Una
practica muy utilizada antes de realizar una adicion de material a la superficie del
electrodo de trabajo es efectuar un pretratamiento de la misma. A este procedimiento

también se le llama activacion, debido a que mediante este se exponen sitios activos del
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transductor [73]. Los electrodos serigrafiados comerciales son fabricados con tintas
compuestas por carbono, particulas de grafito, polimeros y otros aditivos que ayudan a
la dispersion, impresion y adherencia [74]. Estos compuestos extra afectan de manera
notoria las propiedades electroquimicas del SPE [92]. El pretratamiento no solo limpia la

superficie del electrodo, sino que también modifica su superficie.

Se han establecido varias técnicas de pretratamiento para los electrodos de carbén, tales

como:.

o Pulido.

o Limpieza mediante solventes.

o Tratamiento mediante vacio.

o Tratamiento térmico mediante laser.
o Tratamiento con plasma.

o Pretratamiento Electroquimico.

De los métodos antes mencionados, el pretratamiento electroquimico es el mas utilizado
pues ademas de ser simple y econémico (a diferencia del tratamiento mediante plasma,
vacio o laser) [73], también resulta adecuado para el tratamiento de un SPE pues
preserva la delgada superficie que podria llegar a ser removida empleando técnicas como

el pulido o el uso de solventes [93].

Para el procedimiento de pretratamiento el SPE fue colocado en una celda electroquimica
con suficiente buffer PBS para cubrirlo. Se inyectd un potencial positivo entre los
electrodos de trabajo y referencia de 1 V durante 150 segundos, seguido de un potencial
negativo de 1 V, nuevamente, durante 150 s. Finalmente se realizé una VC con 20 ciclos
en una ventana de potencial de 0 — 0.8 V a una velocidad de 100 mV/s con el fin de

terminar de limpiar la superficie [73].
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Electrodeposicion de nanoparticulas de oro.

El proceso de electrodeposicion se realizo utilizando 10 mL de la solucion anteriormente
descrita de HAuCIl4/H2SO4 aplicando dos ciclos de VC en una ventana de potencial de -
0.5- 1V vs Ag, con una velocidad de barrido de 20 mV/s [94]

3.2.1.3 Medicién de &cido urico.

En esta seccion se describen los procedimientos para llevar a cabo la deteccion de acido
urico para evaluar el efecto que las diferentes modificaciones superficiales tuvieron sobre
los potenciales de oxidacion tipicos del AU se utilizo VC. Una vez identificados estos
potenciales, se utilizaron estos valores para realizar la deteccion de AU mediante la
técnica de amperometria utilizando tanto la instrumentacion desarrollada como el
potenciostato comercial. Las soluciones de AU fueron evaluadas primero utilizando PBS
como electrolito de soporte, para observar el comportamiento de las sefiales en un medio
controlado. Una vez que se probo la eficiencia del procedimiento se realizé la deteccion
de AU en saliva artificial, para verificar que el sistema es viable ain en muestras

complejas sin la necesidad de recurrir a un pretratamiento.

Voltamperometria ciclica.

Se caracterizo la respuesta del SPE ante concentraciones diferentes de AU mediante VC
en una ventana de potencial de -0.2 a 0.6 V con una velocidad de 50 mV/s en una celda
electroquimica de vidrio con un volumen de 20 mL como se muestra en la figura 12. Las
concentraciones utilizadas en PBS fueron: 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 50 uM, 100 uM y 200 pM,
mientras que en saliva artificial se utilizaron concentraciones de 100 uM y 200 uM y 500
MM. Estas pruebas se realizaron con el potenciostato comercial 910 PSTAT mini.
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Fig. 12 Celda electroquimica para soluciones de acido drico.

Amperometria.

Se realizaron amperometrias a diferentes valores de potencia, los cuales se
seleccionaron tomando en cuenta el potencial de oxidacion registrado en las pruebas de
VC. Para este método analitico se utiliz6 una celda de 10 mL con agitacion suave,
iniciando con un volumen de 8 mL de PBS o saliva artificial (véase figura 13) y haciendo
adiciones de 200 pL de una solucion madre con una concentracion 1 mM de AU. Los
calculos para las concentraciones afiadidas durante la amperometria se anexan en el

Apéndice B.

Fig. 13 Celda utilizada para la técnica de amperometria con el potenciostato desarrollado en este trabajo.
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Para realizar la técnica de amperometria fue necesario agitar la solucion, por lo que se
utilizé un agitador magnético de la marca Thermolyne, Barnstead modelo S7805 con un
rango de 0 a 1200 rpm (véase figura 14). Con PBS el agitador se utilizo en la posicion
uno que es equivalente a 120 rpm aproximadamente, mientras que, con la saliva artificial,

al ser un fluido més viscoso, se utilizo la posicion cinco que es equivalente a 600 rpm.

Fig. 14 Agitador magnético modelo S7805, Thermolyne.

El procedimiento utilizado para realizar amperometrias tanto en PBS como en saliva

artificial se describe a continuacion:

Paso 1: Con una micropipeta (Eppendorf Research ®) se toman 8 mL de PBS o saliva
artificial y se introducen en el vaso de precipitados de 10 mL. La barra de agitacion se
coloca dentro del mismo vaso. Después se coloca el SPE asegurandose que no impida
el libre giro de la barra de agitacion. En este punto es importante asegurarse que los tres
electrodos queden cubiertos por la solucion (véase figura 13). La agitacion se inicia a 120

rpm para PBS o 600 rpm con saliva artificial.

Paso 2: Se aplica un potencial entre el electrodo de trabajo y referencia mediante el

potenciostato y se inicia el experimento.
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Paso 3: Se dejan pasar 50 s para que el potencial se equilibre y entonces se hace una
nueva adiciéon de 200 pL de PBS o saliva artificial mediante el uso de una micropipeta
(Eppendorf Research ®). Este paso se repite cada 50 s, hasta completar un total de 10

adiciones.

Este procedimiento se repite tanto con el aSPE, como con el SPE-AuNPs. Las
detecciones de las concentraciones de AU se realizaron tanto con el sistema desarrollado

en este trabajo como con el potenciostato 910 PSTAT mini para su validacion.

3.2.2 Desarrollo del potenciostato.

La instrumentacion electronica disefiada, consta de cuatro subsistemas constituidos por
un dispositivo especifico cada uno. En la figura 15 se presenta el diagrama simplificado
de las funciones que desempefia cada dispositivo para que se pueda implementar la
técnica amperométrica. La interfaz de usuario fue programada en el software LabVIEW
2019® y con ella es posible iniciar la comunicacion serial con la tarjeta de desarrollo
basada en el microcontrolador ESP32 para establecer el potencial con el que se realizara
la amperometria. Con esta informaciéon el ESP32 configura al LMP91000 y obtiene la
medicion del potencial proporcional a la corriente que se genera en el electrodo de trabajo
por parte del ADS1115 y la envia a la interfaz que la despliega al usuario mediante una

gréfica en tiempo real.
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Interfaz LabVIEW | ESP32 LMP91000 ADS1115

Amperometria
Potencial Configura -. ) i
otencia —> LMP91000 via 12C r Configura via 12C
Inicio — Inicio —» Inicio
* A 4
Aplica potencial Médulo de
a sensor transimpedancia

A 4

Obtiene
medicién de “—
voltaje via 12C

Medicion
de voltaje

Grafica de corriente | :
en funcién del -

tiempo
¥

Termina medicién

Envia voltaje via
serial

Guarda datos .csv

Fig. 15 Diagrama simplificado de las funciones a desempefiar por los subsistemas que constituyen la

instrumentacion electronica.

3.2.2.1 Circuito Integrado LMP91000.

El CI LMP91000 permite realizar procedimientos electroquimicos como: VC o
amperometria en una celda de tres electrodos. El chip consta de un amplificador
operacional conectado al contraelectrodo y un amplificador de transimpedancia (TIA, por
sus siglas en inglés) que convierte la corriente del electrodo de trabajo a voltaje. El
modulo de comunicacién serial 1°C permite la configuracion del dispositivo en general.
Durante su funcionamiento, el LMP91000 inyecta un potencial a la celda y entrega un
voltaje proporcional a la corriente medida en el electrodo de trabajo del SPE. Una gran

ventaja del uso de este encapsulado son sus dimensiones, lo que ayuda a que el sistema
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final pueda ser portable. En la figura 16 se muestra un diagrama esquematico simplificado

del potenciostato en la configuracion de celda de tres electrodos.

VREF VDD

i LMP91000 L@bj
3-Lead
Electrochemical 1
Cell cE VARIABLE VREF
BIAS DIVIDER

CE

12C INTERFACE
AND

CONTROL

REGISTERS

SDA

CONTROLLER

MENB

REg ) TEMP DGND
G / SENSOR
WE + ) vouT
] TIA
. /
.
W
R
k TIA J
c1 c2 AGND

Fig. 16 Esquematico simplificado del potenciostato LMP91000 [85].

La ganancia del médulo TIA se puede modificar via software. EI LMP91000 posee siete
resistores diferentes: 2.75 kQ, 3.5 kQ, 7 kQ, 14 kQ, 35 kQ, 120 kQ y 350 kQ, todas con
tolerancia del 5%. La fuente de referencia de voltaje (VREF) también puede ser
seleccionada via software, pudiendo provenir del mismo voltaje de alimentacion o de un
potencial externo que se conecta al pin 11 del chip. El pin de electrodo de referencia (RE)
del Cl es importante, ya que de este se obtiene el voltaje que se inyecta a la celda
electroquimica, por lo que el potencial que entrega deberia ser lo mas estable posible. El
LMP91000 hace esto mediante un divisor de voltaje que consta de 14 posiciones,
obteniendo porcentajes del voltaje de referencia de: 0%, 1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%,
12%, 14%, 16%, 18%, 20%, 22% y 24%. Es también a partir de esta referencia que se
obtiene el cero interno del dispositivo, mismo que también es un porcentaje del voltaje de

referencia con valores de: 20%, 50% y 67%.
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La comunicacién mediante 1°C posee dos lineas, SCL y SDA. En el LMP91000 ademas
de estos pines, se tiene un pin llamado MENB el cual debe colocarse en estado bajo para
iniciar la comunicacion con el maestro. Este pin es util cuando se conectan mas de un
LMP91000 al mismo maestro. Si solo se conecta un potenciostato el pin MENB puede
ser puesto a tierra. Las operaciones de lectura y escritura son como en la mayoria de los

dispositivos 12C:

Escritura: El maestro envia la direccion de 7 bits del LMP91000 (0x48) y el bit de
escritura, si la direccion es correcta el LMP91000 envia el reconocimiento al
maestro y posteriormente el maestro envia la direccion del registro y después del

dato a escribir.

Lectura: El maestro envia la direccion de 7 bits del LMP91000 (0x48) y el bit de
lectura, si la direccion es correcta el LMP91000 envia el reconocimiento al
maestro, el cual envia la direccion del registro a leer y finalmente el LMP91000

envia al maestro lo que hay en el registro elegido.

Para poder configurar el potenciostato se debe acceder al registro LOCK con direccion
hexadecimal 0x01, ya que éste habilita o deshabilita la escritura en los registros. El dltimo
bit debe cambiar a 0 para poder habilitar la escritura. Una vez habilitada la escritura se
accede al registro TIACN mediante el cual se configura la resistencia del convertidor de
corriente a voltaje. El registro REGFCN permite configurar la fuente de voltaje de
referencia, el cero interno, asi como la polaridad y el voltaje que es aplicado a la celda. Y
finalmente el registro MODECN que permite seleccionar el modo de operacién, que para
la aplicacion de este trabajo es celda de tres electrodos. En la tabla 5 se detallan las

funciones de cada registro.
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Tabla 5 Mapa de registros y funciones

STATUS — Registro de estado. Direccion (0x00)
Indica el estado del LMP91000.

Bit Nombre Funcion
[7:1] Reservado
0 STATUS

Estado del dispositivo
0 No listo (default)
1 Listo

LOCK — Registro de proteccién. Direccion (0x01)

Habilita y deshabilita la escritura en los registros.

[7:1] Reservado

0 LOCK , .
Proteccion de escritura

0 Registros 0x10 y 0x11 en modo de escritura
1 Registros 0x10 y 0x11 en modo de solo lectura
(default)

TIACN — Registro de control del médulo de transimpedancia. Direccion (0x10)

Permite la configuracion de la ganancia de transimpedancia y la resistencia de carga.

[7:5] Reservado Reservado

[4:2] TIA_GAIN Seleccién de resistencia de retroalimentacion
000 Resistencia externa (default)

001 2.75 kQ

010 3.5kQ

0117 kQ

100 14 kQ

101 35 kQ

110 120 kQ

111 350 kQ

[1:0] RLOAD Seleccion de Resistencia de carga
0010 Q

0133Q

1050 Q

11 100 Q (default)

REFCN — Registro de control de referencia. Direccion (0x11)
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Los pardmetros en este registro permiten la configuracion del cero interno, voltaje de celda y fuente

de referencia.

Bit Nombre Funcion
7 REF_SOURCE Fuente de voltaje de referencia
0 Interno (default)
1 Externo
[6:5] INT_z Seleccion de cero interno (Porcentaje de la fuente de

referencia)

00 20 %

01 50% (default)
1067 %

11 circuito en baipas (solo con sensores de gas)

4 BIAS_SIGN Seleccidn de polaridad de voltaje de celda
0 Negativo (default)

1 Positivo

[3:0] BIAS Seleccién de voltaje de celda (Porcentaje de fuente de
referencia)

0000 0% (default)

0001 1%

0010 2%

0011 4%

0100 6%

0101 8%

0110 10%
0111 12%
1000 14%
1001 16%
1010 18%
1011 20%
1100 22%

1101 24%

MODECN - Registro de control de modo. Direccién (0x12)
Este registro permite la configuracion del modo de operacion del LMP91000.

7 FET_SHORT FET en corto circuito
0 Deshabilitado (default)
1 Habilitado
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[6:3] Reservado
Bit Nombre Funcion
[2:0] OP_MODE Selecciéon de modo de operacion

000 Deep sleep (default)

001 Celda galvanica de 2 electrodos

010 Standby

011 Celda amperométrica de tres electrodos
110 Medicion de temperatura (TIA OFF)

111 Medicién de temperatura (TIA ON)

Programacién de LMP91000.

Para la programacion de este dispositivo, se empleo la plataforma de Arduino dado que
cuenta con una libreria especifica para la configuracion del LMP91000 [95]. El contenido
de funciones de esta libreria se revis6 para corroborar su utilidad para manipular el set

de instrucciones del dispositivo descrito en la hoja de datos del fabricante. De las

funciones disponibles solo se utilizaron las siguientes:

A continuacion, se detallan las funciones ya mencionadas y cdmo se configuraron para

los propésitos del trabajo.

setgain(): esta funcién establece la ganancia del convertidor de corriente a voltaje.

setRLoad(): en esta funcion se establece la resistencia de carga que se encuentra

en serie con el electrodo de trabajo.

setIntZ(): mediante esta funcién se fija el cero interno del potenciostato.

setThreeLead(): esta funcion es importante ya que el LMP91000 también puede

trabajar en modo dos electrodos, aunque en este caso no se utilizé

setPosBias(): con esta instruccion el potencial en la celda sera positivo.

setBias(): esta funcién establece el valor del potencial de la celda, el cual como ya

se explicé es un porcentaje del voltaje de referencia.
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Setgain(user_gain)

void LMP91000::setGain(uint8_t user_gain) : user _gain B :
A { : 0 — Resistor externo :

gain = user_gain; i1-275kQ

unlock(); // permite la escritura en los registros 12— 3.5kQ

uint8_t data = read(LMP91000_TIACN_REG); i3-7kQ

data &= ~(7 << 2); /{limpia bits 2-4 i4-14kQ

data |= (user_gain << 2); //escribe en bits 2-4 :5-35kQ

write(LMP91000_TIACN_REG, data); 16— 120kQ

} i7—-350kQ

Fig. 17 A) Funcion utilizada para establecer la resistencia de ganancia del TIA. B) Valores que puede

adoptar la variable user_gain.

Lafigura 17A presenta el cédigo que establece la resistencia de ganancia del amplificador
de transimpedancia y el valor se fija dependiendo del nUmero del 1 - 7 que se coloque a
la funcion (figura 17B). El nimero que se coloque en la funcion se escribe en los bits [4:2]

del registro TIACN que se muestra en la tabla 5.

SetRLoad(load)
A void LMP91000::setRLoad(uint3_t load) const B :
{ ¢ load
unlock();// permite la escritura en los registros | 0—-10Q
uint8_t data = read(LMP91000_TIACN_REG); | 1-33Q
data &= ~3; // limpia bits [0:1] 1 2-500
data |= load; // escribe en bits [0:1] i 3-1000

write(LMP91000_TIACN_REG, data);
}

Fig. 18 A) Funcidn para establecer la resistencia en serie con el electrodo de trabajo. B) Valores que la

variable load puede adoptar.

En la figura 18A se muestran las lineas de cédigo que hacen posible la configuracion de
la resistencia en serie con el electrodo de trabajo (ver esquemaético del LMP91000 para
referencia figura 16). En la figura 18B se muestran los valores que se pueden colocar en

la funcidn. Esta funcion también escribe en el registro TIACN, pero en los bits [0:1].
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SetIintRefSource(source)

void LMP91000::setRefSource(uint8_t source) const
{

if (source == Q) setintRefSource();

else setExtRefSource();

}

Fig. 19 Funcion que establece la fuente de voltaje de referencia.

En la figura 19 se muestran las lineas de configuracion de la fuente de voltaje de
referencia, esta instruccién escribe en el bit 7 del registro REFCN, si se escribe un 1 el
pin de referencia de voltaje estara abierto para una referencia externa, en caso contrario

se toma el potencial de alimentacion.

SetIntZ(intZ)

write(LMP91000_REFCN_REG, data);

void LMP91000::setintZ(uint8_t intZ) gr————— H

A { B!
zero = intZ; : intZ
unlock();// permite la escritura en los registros :0-20% :
uint8_t data = read(LMP91000_REFCN_REG); : 1-50%

data &= ~(3 << 5); // limpia bits [6:5] P2-67%

data |= (intZ << 5); // escribe en bits [5:6] i 3—derivacion ;

Fig. 20 A) Funcion que establece el cero interno del LMP91000. B) Valores que la variable intZ puede
adoptar.

En la figura 20A se muestra el codigo que permite configurar el cero interno del
potenciostato analdgico y en la figura 20B los valores que este cero interno puede tomar
dependiendo del voltaje de referencia. Esta funcion modifica los bits [6:5] del registro
REFCN.
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SetThreeLead()

void LMP91000::setThreeLead() const

{
uint8_t data = read(LMP91000_MODECN_REG);

data &= ~(0x07);
data |= (0x03);
write(LMP91000_MODECN_REG, data);

Fig. 21 Funcion que pone al LMP91000 en modo celda amperométrica de tres electrodos.

La funcién en la figura 21 escribe un ‘011’ en los bits [2:0] del registro MODECN, que le
indica al dispositivo que debe estar en modo celda amperométrica de tres electrodos.

SetPosBias()

void LMP91000::setPosBias() const

unlock();

uint8_t data = read(LMP91000_REFCN_REG);
data |= (1 << 4);
write(LMP91000_REFCN_REG, data);

}

Fig. 22 Funcién que coloca la polarizacién del potencial de celda en positivo.

La funcién en la figura 22 escribe un 1 en el bit 4 del registro REFCN, esto le indica al
LMP91000 que la polaridad del potencial que sera inyectado a la celda electroquimica

sera positiva.
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SetBias(bias)

void LMP91000::setBias(uint8_t bias) const

{
unlock();

uint8_t data = read(LMP91000_REFCN_REG);
data &= ~(0xO0F); //limpia bits [0:3]

data |= bias; // escribe en bits [0:3]
write(LMP91000_REFCN_REG, data);

Fig. 23 Funcién que establece el potencial de la celda, esta fija un porcentaje del potencial de referencia.

La funcién en la figura 23 le indica al potenciostato el porcentaje del potencial de
referencia que se desea en la celda electroquimica. De acuerdo con el numero colocado

como bias, sera el potencial en funcién del potencial de referencia, véase tabla 6.

Tabla 6 Valores decimales para establecer el valor del potencial de celda en funcién del voltaje de

referencia.
0-0% 7-12%
1-1% 8-14%
2-2% 9-16%
3-4% 10 - 18%
4 - 6% 11 - 20%
5-8% 12 - 22%
6-10% 13 -24%

3.2.2.2 Convertidor analogico digital.

El ADC es necesario para digitalizar la salida analégica obtenida del LMP91000. En el
disefio propuesto se utiliza el chip ADS1115 de Tl que posee cuatro canales simples o

dos diferenciales de 16 bits cada uno.
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Fig. 24 Diagrama de bloques ADS115 [86].

El ADS1115 posee una referencia interna con un valor de +4.096 V, como se ve en el
diagrama de bloques de la figura 24. Con el fin de flexibilizar el rango de voltajes que
opera el dispositivo, se integré un amplificador de ganancia programable (PGA, por sus
siglas en inglés) que divide al voltaje de referencia interno, dando lugar a seis diferentes
escalas que se enlistan en la tabla 7. El hecho de que el ADC posea diferentes rangos
de voltaje facilita su implementacion, dado que se puede conocer que potenciales se

pueden medir en cada ganancia.

Tabla 7 Escala completa debida a PGA.

Rango
PGA
(x4.096 V/IPGA)

2/3 16.144V

1 +4.096 V

2 +2.048 V

4 +1.024 V

8 +0.512V

16 +0.256 V
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La configuracion del ADS1115 se realiza también mediante comunicacién I°C. Este
dispositivo posee un pin de direccion (ADDR) que configura la direccién dependiendo
donde se conecte, ya sea GND (0x48), VDD (0x49), SDA (0x4A) o SCL (0x4B) dandole
un total de cuatro direcciones a seleccionar. Este dispositivo, durante la comunicacion

solo puede ser esclavo, pero puede transmitir o recibir, si el maestro asi lo requiere.

El ADS1115 cuenta con un registro apuntador que le permite moverse a los demas
registros, una vez que se le escribe una direccion esta no cambia, por lo que el registro
debe ser modificado cada que sea necesario acceder a una direccién diferente a la que

se configuré anteriormente.

Escritura: Se envia la direccion del dispositivo y el bit de escritura en alto, cuando
el dispositivo reconoce la instruccion se envia la informacion a escribir en el

registro de configuracion.

Lectura: Se envia la direccion del dispositivo y el bit de escritura en alto, cuando
el dispositivo reconoce la instruccion y acto seguido envia la informacién

disponible en el registro al que esté apuntando el registro apuntador.

Conexién con LMP91000.

Como se menciond en la descripcion, el LMP91000 tiene un cero interno programable
qgue puede ser del 20%, 50% y 67% del voltaje de referencia. Para la aplicacion de este
trabajo, se selecciond un voltaje externo de 5 V a fin de poder obtener una resolucion de
100 mV y un cero del 20% (equivalente a 1 V). En la ecuacion (3.15) se muestra el voltaje

de salida del potenciostato.
Vour = Rrjalwg + Cero interno (3.15)
Donde:

R4 = Resistencia de ganancia del amplificador de transimpedancia
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Iyr = Corriente en el electrodo de trabajo

Dado que el ADS1115 puede ser utilizado de manera diferencial, se conecto la salida de
voltaje analégico del potenciostato al canal A0 del ADC. Asi mismo se colocé en Al una
referencia de voltaje de 1V. De esta manera se resta el cero interno del potenciostato y
en consecuencia el ADC solo mide el aumento de voltaje proporcional a la corriente que
se esta generando en el electrodo de trabajo (WE). La figura 25 muestra los potenciales

conectados a los canales analdgicos del ADS1115.

ADS1115 Ay
Sout |——» ESP32
12C
AO Al
Vout 1V
LMP91000

Fig. 25 Conexiones en modo diferencial en el ADS1115.

Programacion del Convertidor analogico digital.

La direccion 12C que viene por defecto en el ADS1115 es 0x48, ya que esta es la misma
que la del potenciostato y como el ADC posee cuatro direcciones, la mejor opcion es
colocar el pin de direccién a VDD y tener 0x49 como nueva direccion. En cuanto a la
programacion, como en el caso del potenciostato, la plataforma de Arduino también
cuenta una libreria para la configuracion del ADS1115 [96]. Se verificO con la hoja de
datos del ADC que funcionara de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con respecto
a la comunicacion y la escritura en los registros y se encontré congruente. De las
funciones disponibles solo se utilizaron las siguientes:
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- setgain() :esta funcion establece la ganancia programable que dividird a la
referencia de voltaje interna.

- begin(): con esto se inicia la comunicacion 1°C que en Arduino se conoce como
Wire.

- readADC_Differential_0_1(): con esta instruccién se le dice al ADC que se utilizara
de modo diferencial y se tomara la sefial en el canal A0 y se le restara el valor en

el canal Al.

Begin()
void Adafruit_ ADS1015::begin() { Wire.begin(); }

Esta funcion simplemente inicia la comunicacién I1°C en la tarjeta de adquisicion de datos
del ESP32.

Setgain(gain)

typedef enum { // define un tipo de dato
GAIN_TWOTHIRDS = ADS1015_REG_CONFIG_PGA_6_144V,
GAIN_ONE = ADS1015_REG_CONFIG_PGA_4 096V,
GAIN_TWO = ADS1015_REG_CONFIG_PGA_2_048V,
GAIN_FOUR = ADS1015_REG_CONFIG_PGA_1_024V,
GAIN_EIGHT = ADS1015_REG_CONFIG_PGA_0_512V
GAIN_SIXTEEN = ADS1015_REG_CONFIG_PGA_0_256V

} adsGain_t; // se define el tipo de dato ganancia de ads1115

Fig. 26 Valores de ganancia variable.

void Adafruit_ ADS1015::setGain(adsGain_t gain) { m_gain = gain; }

Con una sola linea se coloca el valor de la ganancia que puede tomar los valores
descritos en la tabla 7 (2/3, 1, 2, 4, 8 y 16).
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ReadADC_Differential_0_1()

La funcion en la figura 24 le indica al ADS1115 que la medicion se realizara de manera
diferencial, esta configuracion es util si se recuerda la forma de conexién del ADC con el
potenciostato LMP91000. Ya que el LMP91000 tiene un offset de 1 V, el ADC en modo
diferencial puede eliminarlo al colocar una referencia de 1 V en el canal A1 que con esta
funcion es negativo. Es decir, se restara al valor en el canal AO que es donde se encuentra

conectado el voltaje de salida analégico del LMP91000.

int16_t Adafruit_ ADS1015::readADC_Differential_0_1() {
uint16_t config = // Inicia con valores defecto
ADS1015_REG_CONFIG_CQUE_NONE |/ Deshabilita el comparador
ADS1015_REG_CONFIG_CLAT_NOCNLAT | // No-latching
ADS1015_REG_CONFIG_CPOL_ACTVLOW | // Alert/Rdy bajo
ADS1015_REG_CONFIG_CMODE_TRAD | // Comparador tradicional
ADS1015_REG_CONFIG_DR_1600SPS | // 1600 muestras por segundo
ADS1015_REG_CONFIG_MODE_SINGLE; // Modo una scla medicion
config |= m_gain; // Establece la ganancia (rango de voltaje)
config |= ADS1015_REG_CONFIG_MUX_DIFF_0_1; // A0 = Positivo, A1 = Negativo (A0 — A1)
config |= ADS1015_REG_CONFIG_OS_SINGLE;
/! Escribe en el registro de configuracion
writeRegister(m_i2cAddress, ADS1015_REG_PCINTER_CONFIG, config);
delay(m_conversionDelay); // Esperar a que la conversion termine
uint16_t res = // Leer los resultados de la conversion en el registro
readRegister(m_i2cAddress, ADS1015_REG_POINTER_CONVERT) >> m_bitShift;
if (m_bitShift == 0) {
return (int16_t)res;
}else {
if (res > OX07FF) {
res |= 0xFOO0O0;
}
return (int16_t)res;
}
}

Fig. 27 Funcion para leer de manera diferencial el potencial en el ADC.

3.2.2.3 Tarjeta de adquisicion.

La adquisicion de datos estara constituida por la tarjeta ESP32 (véase figura 28). El
ESP32 es un microprocesador de 32 bits con dos nucleos, cuenta ya con comunicacion
Wi-Fiy bluetooth integrada, la frecuencia del reloj puede elevarse hasta 240 MHz y posee

512 kB de memoria RAM. La tarjeta que se esta utilizando tiene 30 pines y soporta el
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protocolo de comunicacién serial 1°C con una sefial légica de 3.3 V. La programacion de

este microcontrolador se realiza mediante la plataforma de Arduino

Fig. 28 Tarjeta de desarrollo implementada por Espressif Systems con el microcontrolador ESP32.

Programacion en la tarjeta de adquisicion.

En el caso de una medicion de amperometria se necesita establecer algunos parametros

tales como:

o El potencial que se aplicara a la celda. En este caso particular se utilizaron los
voltajes: 0.3Vy0.4V.

Para saber el porcentaje de 5 V equivalente a 0.3 Vy 0.4 V se realiza lo siguiente:

0.3 V%100

Porcentaje = ——— = 6% (3.16)
Porcentaje = % = 8% (3.17)

De las ecuaciones (3.16) y (3.17) y de acuerdo a los valores de la tabla 6, los
porcentajes 6% y 8% equivalen a 4 y 5 respectivamente en la funcion setBias(bias)

vista en la programacion del potenciostato LMP91000.
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o El tiempo que durard el experimento. Definido en 550s para todos los
procedimientos de esta tesis.

o La frecuencia con la que se tomaran mediciones: Establecido cada 0.5 s.

Para lograr que las mediciones sean cada 0.5 segundos se utiliza una interrupcién por
temporizador. El temporizador se configura cada 500,000 us con un reloj base de 80
MHz, de esta forma la interrupcion sucedera cada 0.5 s y es cuando el ESP32 solicitara

al ADC que realice una medicion del potencial que le esté enviando el LMP91000.

La programacion del ESP32 se colocara por secciones, primero la correspondiente al
setup que solo ocurre una vez y después la que se integré en las interrupciones de timer.
Finalmente, la seccién del programa que se ejecuta durante el experimento de

amperometria.

Configuracién.

En la figura 29 se presenta el diagrama de flujo que indica los parametros a configurar
tanto en el LMP91000 como en el ADS1115. Para el primero se establece una
configuracion de tres electrodos para que opere con el SPE, se coloca una ganancia de
7 kQ en el médulo de transimpedancia, se elige una fuente externa de voltaje de
referencia y se coloca el cero interno del potenciostato al 20% de esa referencial. En
cuanto al ADC se establece una ganancia de 16, con lo que se tendra un rango de
potencial de +0.256 V. Asi mismo se inician los protocolos de comunicacién serial, que
se tendra con la interfaz de usuario, e I>°C que en Arduino se denomina Wire. Y del mismo
modo, se configura el temporizador para que se interrumpa cada 0.5 s, sin activar en este

punto la interrupcion.

60



{ Inicio }

Inicia

comunicacion
serial. |

Inicia
comunicacion
wire (12C).

Configuracion
LMP9100

Celda 3 electrodos.
Ganancia 7 kQ.
Ganancialé Referencia de voltaje
externa.
Cero interno 20% de la
referencia de voltaje.

ConfiguraciérADS1115

Interrupciérde temporizador

Cada0.5s

Fig. 29 Diagrama de flujo de la configuracion de LMP91000 y ADS1115 dentro de la programacion del
ESP32.

Interrupcion de temporizador.

Interrupcion

InterruptCounter ++

Fig. 30 Diagrama de flujo de la interrupcion por temporizador en el ESP32.
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En el diagrama que se muestra en la figura 30, se utliza a la variable global
interruptCounter como una bandera que indica que ocurrio una interrupcion. En el
programa principal se tendra el contador principal de interrupciones. Este debe llegar a
1100, ya que las mediciones se realizan cada medio segundo y los experimentales son
de 550 s el contador debe llegar al doble para que las mediciones terminen y el ESP32

se quedé a la espera de un nuevo experimento.

Programa principal.

Potencial de
celda
LMP$1000)
\ ) Medicién de
tencial
No — po
InterruptCounter
=0

;Puerto seria
disponible?

Potencial
enviado
puerto seria

Potencial de
celda
03V
Process
Potencial de
celda 04V 5i
Habilitar interrupcién S
& i

de temporizador

|

Limpia bus serial
Deshabilita interrupcién
de temporizador
J

InterruptCounter =0

Fig. 31 Diagrama de flujo del programa principal.

62



El diagrama que se muestra en la figura 31 muestra el flujo que toma el programa
principal. Inicia colocando el potencial de la celda en 0 V mientras espera la sefial de
inicio proveniente de la interfaz por medio del puerto serial. Cuando la interfaz en
LabVIEW inicia, envia el potencial a utilizar (yasea 0.3 0 0.4 V) y asuvez el ESP32 envia
instrucciones al LMP91000 para cambiar el potencial de celda. En esta parte del
programa es cuando se habilitan las interrupciones de temporizador y se espera a que la
bandera InterruptCounter sea mayor de 0, ya que esto indicaria que ya pasaron 0.5 s
desde la dltima interrupcion. Es cada 0.5 s cuando se realizan las mediciones de
potencial, el ESP32 indica al ADS1115 que una medicion de potencial diferencial entre
los canales AO y Al se debe realizar y cuando el ADC envia esta medicion el
microcontrolador la envia a la interfaz. Se coloca un contador de tiempo t que indica
cuanto tiempo ha pasado desde que se inicio el experimento, cuando esta variable llega
a 550 el programa se detiene y regresa a esperar otro inicio de experimento desde la

interfaz de usuario.

3.2.2.4 Interfaz de usuario.

La interfaz de usuario se desarroll6 con el software LabVIEW 2019 ® para presentar los
datos de amperometria de forma gréfica. Para iniciar se lee el puerto serial donde se
encuentra el ESP32, la tarjeta de adquisicion espera una sefal para iniciar las
mediciones. Cuando se inicia el experimento el microcontrolador envia los datos del
convertidor analdgico digital y estos son graficados y almacenados en un archivo .csv
para su posterior andlisis. El programa desarrollado en LabVIEW se muestra en la figura
32. El flujo de un programa en LabVIEW siempre es de izquierda a derecha, es decir, las
primeras instrucciones a ejecutarse seran las que estan en el extremo izquierdo y las
ultimas las del extremo derecho. En este sentido lo primero que hace el programa es abrir
el puerto serial donde se encuentra el ESP32 y enviarle la sefial de inicio. Paralelamente
abre o crea el documento indicado por el usuario. En seguida se coloca en modo

amperometria y se leen los datos que envia el ESP32 al serial: tiempo y potencial. Estos
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se dividen y se convierten a numero, debido a que el ESP32 envia los datos en formato
ASCII. El programa convierte la cadena de caracteres a numeros y con estos realiza la

operacion de divisidn entre la ganancia.

T[0. Default ~pf

onuierte caracteres ASCIl
os

P E%E =
‘cm

Grafica

- [
oY Y i

String 2
—
[ ]|

String 2

init To Default |

otencial se cije]
{04V, Def 'F

Nombre del archivo|

Fig. 32 Programacion a bloques desarrollada en LabVIEW 2019
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La figura 33 muestra la apariencia de la interfaz final de usuario del potenciostato
desarrollado empleando el LMP91000. Desde esta interfaz es posible elegir el potencial
gue sera aplicado al sensor, ya sea 0.3 V 0 0.4 V. También es posible elegir el nombre
del archivo que guardara la informacion. Se debe elegir el puerto serial donde esta
conectado el ESP32, para que la comunicacién entre éste y la interfaz se establezca. En

el anexo C de este trabajo se incluye un manual de usuario de la interfaz programada.

@ Potenciostato LMP91000
Plot 0 [”~

Seleccion de

Potencial : 04v potencial
0.3Vo04V

Booe
TR

@

o

'.‘

Amperometria

w o

o

STOP

[SES

orriente (UA)

Datos del archivo

C

ws-l

Nombre del archivo

Nombre del archivo | data.csv

donde se guardaran Grafica
Puerto serial ESP32 los datos amperometria
0.4-
Puerto serial donde 02-
se encuentra conectado T e e S
e| potencios‘ato o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Tiempo (5)

Fig. 33 Interfaz del potenciostato LMP91000.

3.2.2.5 Disefio del circuito impreso

Esta aplicacion consta de una sola PCB, cuyo disefio esquematico se muestra en la figura
34. La instrumentacion se alimentara con un voltaje externo, el cual sera puesto en 5V
con ayuda de un regulador de voltaje fijo al mismo potencial. El disefio esquematico y el
de la placa de cobre se realizaron en el software EAGLE 9.5.2 de Autodesk. Para la
conexidén entre el potenciostato y el ADC de se utiliza el bus de comunicacion del ESP32,
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ambos dispositivos necesitan de resistencias de pull up en los buses SCL y SDA, por lo

que se colocaron dos resistencias de 10 kQ a los 3.3 V del ESP32.
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Fig. 34 Esquematico de la instrumentacion para el potenciostato.

En la descripcién del LMP91000 se menciond que tiene un pin llamado MENB, que

habilita la comunicacion con el potenciostato. En esta aplicacion el pin correspondiente a

la activacion del LMP91000 se pondré a tierra para garantizar que la comunicacion esté

siempre habilitada (véase figura 35).
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Fig. 35 Conexiones electrénicas del LMP91000.

En la hoja de datos del ADS1115 se describe la necesidad de un capacitor de un valor
de 0.1 pF conectado del pin de alimentacién a tierra, debido a que cuando el ADS1115
se encuentra realizando una conversion toma pequefios picos de corriente de la

alimentacion, el capacitor de 0.1 pF suministra estos pequefios picos [86].

.
-

i

Fig. 36 Configuracion electronica del ADS1115.
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Conexiones del sistema

El sistema disefiado se alimentd con una fuente conmutada comercial marca Weidmidiler,
la cual tiene una salida de voltaje de 9 V con una corriente de 3.5 A. Como medida
preventiva ante las sefiales interferentes, se separaron las tierras analdgicas de las
digitales. Las conexiones eléctricas de los diferentes componentes del sistema se
muestran en la figura 37. Las conexiones en naranja son las correspondientes a tierras

analdgicas, mientras que el color negro son tierras digitales.

FUENTE = 2V bc
CONMUTADA

= GhD —1 VDD — VDD I
— GND —{ GND 1 o
AGND
LMP91000 ADS1115

| Conector

Celda sensor
electroquimica

ESP32

GND

Fig. 37 Diagrama de conexiones eléctricas.

Para asegurar una respuesta confiable por parte del potenciostato desarrollado, se
realizaron detecciones amperométricas utilizando cinco de las siete ganancias
disponibles en el LMP91000 (2.75 KQ. 3.5 KQ, 7 KQ, 14 KQ y 35 KQ), y comparando los

resultados obtenidos utilizando el 910 PSTAT mini de Metrohm.

3.2.2.6 Disefio de carcasa

La electrénica desarrollada se introdujo en una carcasa disefiada en el software de

SolidWorks 2019. La caja se imprimié con una impresora 3D de la marca Ender 3
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(Creality), utilizando un filamento ABS transparente con un didmetro de 1.75 mm. En la
figura 38 se presenta el disefio final, que incluye cinco borneras para la conexion del SPE
y la alimentacién del circuito. También se afiadié un recuadro para la conexién del cable

USB mediante el cual el sistema se comunica con la interfaz de LabVIEW.

Alimentacion

Fig. 38 Disefio en 3D de la carcasa para el potenciostato desarrollado.

En la figura 39 se muestra la vista isométrica de la carcasa, en esta se observan las
borneras para el sensor y para la alimentacion. En el caso de las conexiones para el
sensor, estas se colocaron de colores distintos para evitar errores de conexiéon de la
celda. De igual manera los colores de la alimentacién se pensaron para evitar posibles

confusiones.
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Fig. 39 Vista Isométrica de la carcasa impresa del potenciostato desarrollado.

En la figura 40 se presentan las conexiones entre la placa y los conectores para el

electrodo y para alimentacion. Mientras que en la figura 41 se presenta la tapa de la
carcasa.
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Fig. 40 Placa de cobre del potenciostato LMP91000.
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Fig. 41 Tapa de la carcasa del potenciostato desarrollado.
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Capitulo 4.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion
electroquimica mediante VC realizada al SPE en sus diferentes etapas de modificacion:
sensor serigrafiado de carbon (SPE), sensor activado(aSPE) y sensor serigrafiado de
carbon con nanoparticulas de oro (SPE-AuNPs). Asi mismo, se comparan las
amperometrias realizadas con estos electrodos utilizando la instrumentacion desarrollada

con la respuesta obtenida con el potenciostato comercial 910 PSTAT mini de Metrohm.

4.1 Caracterizacion del sensor desarrollado.

4.1.1 Caracterizacién superficial y electroquimica de la superficie.

Caracterizacion superficial.

Para caracterizar los cambios superficiales al sensor se obtuvieron imagenes en un
microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). Esto se hizo con el fin
de comprobar que el proceso de electrodeposicion produjo nanoestructuras en la
superficie del SPE-AuNPs, asi como la morfologia asociada a la distribucion y las
dimensiones obtenidas. La figura 42 presenta las micrografias adquiridas a partir de un
escaneo a diferentes aumentos. La primera imagen a 5000x (fig. 42A) muestra que las
nanoparticulas se encuentran distribuidas de forma regular sobre la superficie del
electrodo sin que existan grandes aglomeraciones. Un acercamiento a 10000x (fig. 42B)
comprueba que existen fracturas en la superficie, presumiblemente inducidas durante el
proceso de pretratamiento o activacion [73]. Finalmente, las imagenes a 20000x (fig. 42C)
muestras las dimensiones de las nanoparticulas de oro obtenidas, con tamafios variados
gue van desde 83 nm hasta 56 nm. Al respecto, es importante mencionar que entre mas
pequefia sea la particula, mayor sera la actividad catalitica, ya que las particulas
pequefas tienen un gran porcentaje de atomos superficiales y por ello un mayor numero
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de 4tomos de oro esta en contacto con el soporte [97]. Estas afirmaciones deberan verse
reflejadas en el comportamiento electroquimico del SPE-AuNPs al comprar las
respuestas del aSPE con la del SPE, esperando que la sefial del SPE-AuNPs presente
un incremento significativo de intensidades sobre los otros dos electrodos, debido a que

la modificacién que se realiz6 resulté en particulas de orden nhanométrico.
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Fig. 42 Micrografia SEM de la superficie del electrodo de carbon serigrafiado con nanoparticulas de oro.
(A) Imagen con un aumento de 5000. (B) Imagen con un aumento de 10000. (C) Imagen con un aumento
de 20000.
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Caracterizacion electroquimica.

De las VC realizadas en [Fe(CNe)]/KCI se obtuvo el voltamograma presentado en la figura
43. En la linea de color azul se muestra el comportamiento del SPE ante el par redox
utilizado, en comparacion con los electrodos obtenidos de la fase de activacion y adicién
de nanoparticulas de oro descritas anteriormente. Los picos de oxidacién y reduccion
brindan informacién acerca del potencial necesario para que el electrodo oxide o reduzca
el analito de interés [37]. En este sentido la diferencia entre el potencial de oxidaciony el
de reduccién esta asociado con el mecanismo de reaccién en la superficie, la velocidad
del mismo y su efectividad [98]. Una forma cuantitativa de evaluar esto es mediante la
diferencia en mV de los potenciales de oxidacion y reduccidn, los cuales deben reducirse
mientras mas efectiva resulte la superficie modificada. Otro pardmetro a considerar es el
valor de las corrientes de oxidacion y reduccién, las cuales tenderan a aumentar en caso
de que el electrodo muestre un mejor desempeiio [74]. La diferencia entre los picos de
oxidacion y reduccion en el SPE es de 170 mV. Mientras que las corrientes de oxidacion

y reduccion tienen un valor de 69.600 pA y -90.182 YA, respectivamente.

En la figura 43 la linea continua de color negro representa la sefial obtenida de la
voltamperometria ciclica del aSPE. Esta respuesta presenta un aumento en los picos de
oxidacion y reduccion de 10 mV en comparacién con el SPE. Este pequefio aumento en
el potencial que le toma al sensor oxidar y reducir el compuesto al que fue expuesto indica
un posible aumento del area superficial debido al pretratamiento en PBS, lo que
potencialmente reduciria la velocidad de la reaccion [93]. A pesar del desplazamiento del
pico de reduccién a -0.01 V, las corrientes de oxidacion y reduccion son ahora mayores
71.983 pA y -93.096 pA respectivamente, lo cual es indicativo de que el carbén se

encuentra mas expuesto.
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El comportamiento electroquimico del SPE-AuNPs, se muestra con la linea color
magenta en la figura 43. Se puede observar una mejora en respuesta respecto de los
otros dos sensores, no solo debido a que las corrientes de oxidacion y reduccion son
visiblemente mayores, 79.9846 pA y -101.989 pA respectivamente, sino también a que
la diferencia entre los picos de oxidacion y reduccion es de 140 mV. A partir de estos
resultados es posible corroborar lo visto de manera superficial mediante el SEM, pues la
presencia de nanoparticulas de oro en la superficie de carbon del electrodo mejora la

actividad catalitica de la superficie del electrodo hacia el [Fe(CNe)]/KCI.
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Fig. 43 Voltamperograma comparativo del par redox [Fe(CNe)J/KCl en el sensor de carbdn serigrafiado

desde el sustrato de carbén hasta la electrodeposicion de nanoparticulas de oro.

4.1.2 Caracterizacion por voltamperometria ciclica de la deteccidn de acido urico.

En este apartado se discuten los resultados obtenidos mediante el andlisis de VC
orientado a la deteccion de AU diluido en PBS y en saliva artificial utilizando los sensores
SPE y el SPE-AuNPs.
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4.1.2.1 Sensor serigrafiado de carbodn.

En primer lugar, se hicieron pruebas de sensado con el SPE a diferentes concentraciones
de &cido urico, obteniéndose las sefiales mostradas en la figura 44. De acuerdo con los
voltamperogramas, el potencial de oxidaciéon del AU en el SPE se encuentra en
+0.3560+0.0328V. Esto es consistente con trabajos previos en donde se reporta la

oxidacion electroquimica de acido Urico en un electrodo de carboén [60].
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Fig. 44 Voltamperometria ciclica comparativa entre las concentraciones de acido Urico diluidas en PBS y

medidas en el SPE. En el inserto se muestran las concentraciones de 1, 2.5y 5 uM.

En la figura 45 se puede observar la curva de calibracion obtenida con el SPE antes las
concentraciones probadas mediante VC, donde es posible notar que el aumento en

corriente es proporcional al aumento de concentracion.
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Fig. 45 Corriente en SPE obtenida mediante VC en funcién de la concentracion y el modelado mediante
una funcién sigmoidal. En el inserto de la gréfica se aprecia una version ampliada de los primeros puntos

de concentracién asociados a0, 2.5y 5 uM en PBS.

En cuanto a la determinacion de AU en saliva artificial, la figura 46 muestra el resultado
de las pruebas de sensado, en este caso el potencial de oxidacion de acido urico se
encuentra en +0.48+0.020V. Este potencial de oxidacién es 1.348 veces mayor que el
potencial de oxidacion en soluciones de PBS. Este efecto es posiblemente debido a la
composicién de la saliva artificial y a que esta presenta mayor densidad, motivo por el
cual se ralentiza el intercambio electrénico, provocando que el AU necesite un voltaje
superior para poder oxidarse en la superficie del SPE [98]. En la figura 47 se presenta la
curva de calibracion de las sefiales voltamperométricas, que muestra el aumento de

corriente proporcional al aumento de concentracién de manera lineal en el SPE.
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Fig. 46 Voltamperometria ciclica comparativa entre las concentraciones de &cido Urico diluidas en saliva

artificial y medidas en el sensor serigrafiado de carbén.
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Fig. 47 Corriente en SPE obtenida mediante VC en funcién de la concentracién en saliva artificial y el

modelado lineal del comportamiento.
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4.1.2.2 Sensor serigrafiado de carbén modificado con nanoparticulas de oro.

Al igual que el caso del SPE, se realizaron pruebas de sensado con el SPE-AuNPs
utilizando las mismas concentraciones de AU diluido en PBS. Los resultados obtenidos
se pueden observar en la figura 48. En la gréfica, se aprecia que el potencial de oxidacion
de AU en la superficie del SPE-AuNPs se reduce a 0.2616+0.0326V. Teniendo en cuenta
gue el potencial al que el AU se oxidaba en la superficie de carbdén era de
0.3560+0.0328V, existe entonces una disminucién importante del potencial. Esto es
indicativo de que el proceso de electrodeposicion modifico la conductividad del electrodo
favoreciendo el intercambio electronico [61] debido a las propiedades cataliticas del oro

y que por consiguiente el sensor requiere menor energia para realizar la deteccion [98].
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Fig. 48 Voltamperometria ciclica comparativa entre las concentraciones de &cido Urico diluidas en PBS y
medidas en el sensor serigrafiado de carbon con nanoparticulas de oro. En el inserto se muestran las

concentraciones de 1, 2.5y 5 uM.
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En el SPE-AuNPs, al igual que en el SPE, la corriente de oxidaciébn aumenta de manera
proporcional a la concentracion, en la figura 49 se presentan las corrientes en funcion de
las concentraciones utilizadas en VC.
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Fig. 49 Corriente en SPE-AuNPs obtenida mediante VC en funcion de la concentracion de AU en PBS y
el modelado mediante un polinomio de tercer grado de su comportamiento. En el inserto de la gréafica se

aprecia una versiéon ampliada de los primeros puntos de concentracion asociados a 0, 2.5y 5 uM en PBS.

En relacion a la determinacion de AU en saliva artificial en la figura 50 se muestra el
resultado de las pruebas realizadas, en esta ocasion el potencial de oxidacion de acido
arico se encuentra en +0.383+0.030V. Este potencial de oxidacion es mayor al que se
obtiene al realizar la deteccion en PBS. A pesar de esto ese potencial de oxidacion en
saliva es menor que el que se obtiene con el SPE, esto quiere decir que la superficie del
SPE-AuNPs es capaz de oxidar de manera mas eficiente el AU que el SPE alun en un
medio que disminuye el intercambio electronico. Estos resultados son alentadores ya que

confirman que el comportamiento electroquimico obtenido esta relacionado con la
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inclusion de las nanoparticulas de oro sobre la superficie de carbon. Adicionalmente se
modelo el comportamiento de la corriente en funcion de las concentraciones en la figura
51. Se muestra entonces que al igual que el SPE el comportamiento del SPE-AuNPs es

lineal en un rango de 0 a 500 uM con una sensibilidad mayor que la del SPE.
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Fig. 50 Voltamperometria ciclica comparativa entre las concentraciones de acido Urico diluidas en saliva

artificial y medidas en el sensor serigrafiado de carbén con nanoparticulas de oro.

81



) ) I v
®
Ve
7
Ve
4 P -
7’
y = 0.00976x + 0.08841 P
% R=0.8970 s
= s
Q
5 .7
£ 2} o -
s 7
@) 7
’ /
7
7 @ SPE-AuNPs
ok ( — — Regresion Lineal i
1 1 i 1
0 200 400

Concentracion (uM)

Fig. 51 Corriente en SPE obtenida mediante VC en funcién de la concentracién en saliva artificial y el

modelado lineal del comportamiento.

Comparaciones cuantitativas entre ambos electrodos.

En la figura 52 se muestra la comparativa entre el SPE y el SPE-AuNPs a 200 uM de AU.
En este caso es claramente visible la diferencia de potenciales de oxidacion que se
comentaron anteriormente. Se observa también un aumento en la respuesta de corriente
del SPE-AuUNPs en comparacion con el SPE. Mientras que el SPE entrega una corriente
de oxidacién de 1.853 pA en el sensor modificado con nanoparticulas metélicas se
presenta una corriente de 2.080 pA, que es 1.122 veces mayor que la proporcionada con
el SPE. Para el caso de las muestras de AU diluidas en saliva artificial el SPE presenta
una corriente de oxidacién de 1.9508 YA en comparacion con los 2.0932 YA en el SPE-
AuNPs.
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Fig. 52 Voltamperometria ciclica en 200 um de &cido drico del SPE y el SPE-AuNPs. A) Corresponde a

soluciones en PBS y B) corresponde a soluciones en saliva artificial.

A pesar de que la VC demostro resultados alentadores para el sensado de AU, su
principal utilidad fue la de establecer los potenciales de oxidacion de cada electrodo
desarrollado. Considerando estos resultados, se propuso el uso de la técnica de
amperometria pues la demanda instrumental es menor y la deteccidn puede simplificarse
grandemente empleando potenciales fijos en la determinacion del AU. Para la
implementacion de la técnica de amperometria se consideré a los potenciales de 0.3 V'y
0.4 V, debido a que el primer potencial se encuentra entre los potenciales de oxidacion
de AU en la superficie del SPE-AUNPSs tanto en saliva artificial como PBS, mientras que

el segundo potencial se encuentra entre los potenciales de oxidacion de AU en el SPE.

4.2 Deteccion de acido arico por amperometria con el sensor
desarrollado.

Las amperometrias realizadas se llevaron a cabo utilizando tanto el potenciostato

comercial 910 PSTAT mini de Metrohm como el sistema desarrollado en este trabajo.
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En primer lugar, se muestran los resultados de la optimizacion del sistema de medicion,
gue consiste en las pruebas amperométricas realizadas empleando dos potenciales
diferentes y utilizando cinco de las siete ganancias disponibles en el potenciostato
LMP91000. Todas estas pruebas también son ejecutadas con el 910 PSTAT mini, lo que
permite realizar comparativas directas. Después se presentan los resultados de la
deteccién amperométrica de acido urico diluido tanto en PBS como en saliva artificial.

4.3 Uso del sistema de deteccion.

El sistema electroquimico desarrollado cuenta con una resoluciéon de 100 mV,
considerando que se utilizé un voltaje de referencia fijo de 5 V y el sistema de divisores
interno del LMP91000. Debido a que la resolucién del ADC ADS1115 es de 16 bits y el
rango de voltaje utilizado es +0.256 V, el intervalo de cuantizacion de voltaje esta dado

por la ecuacion (4.1):

Vi
1= (4.1)
Donde, g es el intervalo de cuantizacion, Vir el margen de voltaje de entrada del ADC y n
es el numero de bits de las palabras binarias del ADC [99].

Asi, de acuerdo a la ecuacion (4.1) el limite de cuantizacion es de 7.812 pV. Recordando
lo descrito en el capitulo 3, la configuracion del ADC se asocia con el potencial analdgico
de salida del LMP91000 el cual es la suma del potencial proporcional a la corriente del
electrodo y el voltaje de offset programado en el mismo dispositivo. El limite de
cuantizacién de corriente depende de la resistencia que se esté usando en el amplificador
de transimpedancia del LMP91000. A continuacién, se muestran los resultados de
optimizacién del sistema desarrollado, con el fin de elegir la resistencia con la que el

sistema presenta el mejor desempefio.
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4.3.1 Optimizacion del sistema de medicion.

Con el fin de asegurar que el desempefio del potenciostato desarrollado a partir del
LMP91000 sea confiable, se realizaron amperometrias con 0.4V y 0.5V con ganancias
de 2.75 KQ, 3.5 KQ, 7 KQ, 14 KQ y 35 KQ. Mismas que se compararon con mediciones
hechas con el potenciostato comercial 910 PSTAT mini de Metrohm. Para todos estos

experimentos se utilizé el SPE.

4.3.1.1 Evaluacion de amperometria a potencial de +0.4 V.

Estas pruebas se realizaron a un potencial fijjo de 0.4 V vs Ag utilizando el SPE en una
celda de 30 mL con un volumen inicial de 18 mL de PBS. Se realizaron diez adiciones,
cada una de un volumen de 200 pL de una solucién de AU con concentracion de 1 mM,
lo que seria correspondiente a una concentraciéon de 10 uM de AU por adicién. En la
figura 53 se muestran las graficas obtenidas para las pruebas realizadas con una
concentracion de 10 pM por adicion en cinco de las siete ganancias programables del
amplificador de transimpedancia del LMP91000. También se puede apreciar el
comportamiento del 910 PSTAT mini, en donde los primeros escalones debidos a la
oxidacion de AU estan bien formados, pero después de la cuarta adicion van
disminuyendo la corriente entregada por el SPE. Este comportamiento se asocia a una
saturacion del sensor, mas no del instrumento. Este mismo comportamiento se ve
replicado en las cinco sefiales obtenidas con el LMP91000, pero se acentlia mas en las
ganancias de 3.5, 7 y 35 KQ.
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Fig. 53 Comparacion cuantitativa de sefiales obtenidas en una amperometria empleando el SPE con un
potencial de 0.4V vs Ag entre el 910 PSTAT mini(azul) y LMP91000 con diferentes ganancias.

En la figura 54 se presentan las comparativas una a una entre la sefial medida mediante
el 910 PSTAT mini y las sefiales obtenidas con el LMP91000. De esta manera se hace
mas evidente que el comportamiento del LMP91000 asemeja al del 910 PSTAT mini,
sobre todo en las ganancias 3.5 KQ (fig. 52B), 7 KQ (fig. 52C) y 35 KQ (fig. 52E). Ambos
dispositivos muestran una pérdida de sensibilidad ante el aumento de concentracién de
AU utilizando el SPE a un potencial de 0.4 V vs Ag.
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De las graficas presentada se observa que en general el comportamiento exhibido por el

SPE es no lineal en este potencial en ambos dispositivos.

4.3.1.2 Evaluacion de amperometria a potencial de +0.5 V.

Estas pruebas se realizaron a un potencial fijo de 0.5V vs Ag con el SPE, y al igual que
con las pruebas anteriores la celda utilizada fue de 30 mL con un volumen inicial de 18
mL de PBS. Se hicieron adiciones de 200 pL de una solucion de AU con concentracion
de 1 mM, correspondiente a una concentracién de 10 uM de AU. En total se realizaron
10 adiciones.

En la figura 55 se muestran las sefiales obtenidas con el potenciostato desarrollado en
este trabajo y el potenciostato comercial 910 PSTAT mini. Al igual que el caso anterior
tanto el 910 PSTAT mini como el LMP91000 exhiben comportamientos muy similares. En
un potencial de 0.5 V vs Ag el comportamiento del sensor es mas lineal en comparacion
con 0.4 V vs Ag presumiblemente debido a la falta de un catalizador en la superficie, por

lo que la reaccion de oxidacion de AU requeriria mas energia.
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Fig. 55 Comparacion cuantitativa de sefiales obtenidas en una amperometria empleando el SPE con un
potencial de 0.5V vs Ag entre el PSTAT(azul) y LMP91000 con diferentes ganancias.

La figura 56 muestra una comparativa una a una de las sefiales medidas en el LMP91000
contra la que se obtuvo con el 910 PSTAT mini. Es claro que ambos dispositivos reflejan

un comportamiento muy similar, a pesar de que en todos los casos la sensibilidad en el
LMP91000 decae antes que en el 910 PSTAT mini.
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Analizando el comportamiento de los equipos tanto a 0.4 V vs Ag como en 0.5 V vs Ag,
es posible evidenciar que las sefales obtenidas tienen una tendencia similar
independientemente de la ganancia seleccionada. Por ello, se establecio que la
resistencia de 7 KQ es apropiada pues su valor no es tan pequefio como para que no se
evidencien los cambios en el potencial de salida del LMP91000, pero tampoco tan grande
como para que ademas de amplificar la sefial, amplifique también al ruido. Eligiendo esta
resistencia, el intervalo de cuantificacion de la corriente seria de 1.116 nA. Se puede
concluir que en general el equipo tiene un comportamiento proximo al del equipo
comercial en lo que respecta a la implementacion de la técnica amperométrica. Los
parametros y respuestas relacionados con técnicas diferentes a esta no fueron sujeto de
estudio, pues como se menciond el objetivo de este trabajo, la intencién no es construir
un dispositivo idéntico al construido por Metrohm, sino un sistema amperométrico

dedicado que evite el uso de equipos complejos y por ende mas costosos.

4.4 Deteccion de acido arico en buffer de fosfatos y en saliva artificial.

4.4.1 Deteccion de acido urico en buffer de fosfatos.

Las sefiales obtenidas se presentan para cada una de las etapas de modificacion de
superficie del SPE (es decir SPE, aSPE y SPE-AuUNPS), se hace una comparativa entre
la sefial obtenida con el 910 PSTAT mini y el sistema amperométrico desarrollado con el
potenciostato LMP91000. Posteriormente se analizan en conjunto las tres versiones de
electrodos desarrollados con el fin de visualizar el comportamiento de los tres electrodos

gue de manera separada no se podria lograr.

4.4.1.1 Amperometria con sensor serigrafiado de carbon.
En la figura 57A se presentan las sefiales obtenidas del proceso de amperometria
después de 10 adiciones de 20 uM a la celda con buffer de fosfatos en funcién del tiempo.
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En este caso la sefial que se obtuvo por medio del sistema amperométrico basado en el
LMP91000 es 1.2 veces mayor a la desplegada por el 910 PSTAT mini. La corriente a
200 pM es de aproximadamente 3.3 pA para sistema desarrollado y 2.8 YA para el
potenciostato comercial. En la figura 57B se muestran las curvas de calibracion obtenidas
a partir del aumento de corriente en cada adicién en funcién de la concentracion al
momento de la adicion. La sensibilidad del sistema construido con el LMP91000 es 1.21

veces mayor que la que se tiene en el 910 PSTAT mini.

Las sefales en las figuras 57C y 57D corresponden a las obtenidas mediante una
amperometria a un potencial de 0.4 V vs Ag. En la figura 57C se tienen las corrientes en
funcion del tiempo, la sefal proveniente del sistema que emplea el LMP91000 es un poco
mayor a la del 910 PSTAT mini, en ambos se pueden observar los escalones de potencial
asociados a los incrementos iniciales de concentraciéon promovidos por cada adicién de
AU, posteriormente conforme se aumenta la concentracion de AU, ambos equipos
presentan una reduccidén en las corrientes promedio, presumiblemente debido a una
saturacion en el SPE ante el aumento de concentracion de AU. En este potencial las
corrientes promedio medidas fueron de 0.117+0.174 pA en el sistema construido con el
LMP91000 y 0.070 £ 0.058 pA en el 910 PSTAT mini, estos valores son menores que los
gue se obtienen en 0.3 V vs Ag de 0.430+0.172 pA empleando el sistema con LMP91000
y 0.390+0.036 pA para el 910 PSTAT mini. Lo que indica que el potencial para obtener
una mejor respuesta en el SPE es evidentemente de 0.3 V vs Ag. En la figura 57D se

muestran las corrientes en funcién de la concentracion de AU.
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(C) Corriente en funcioén del tiempo. (D) Curvas de calibracion.

4.4.1.2 Amperometria con sensor serigrafiado de carbon pretratado.

En la figura 58A, se presentan las sefiales obtenidas como resultado de realizar una
amperometria con el aSPE en PBS. En este experimental la corriente maxima fue 1.8 pA
para una concentracion de 200 uM de AU, esta corriente es menor que la obtenida con
el SPE en el mismo potencial. Este comportamiento se puede deber al hecho de que, al
realizar un pretratamiento a la superficie ademas de desprenderse de las impurezas de
la tinta, quedan al descubierto los sitios activos del transductor o incluso hay una pérdida

del material conductor durante el pretratamiento [73, 74, 93]. En la figura 58B se muestran
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las curvas de calibracion de ambos dispositivos, es notorio nuevamente que la
sensibilidad medida en el sistema que emplea el LMP91000 es mayor que la que se
obtiene con el 910 PSTAT mini. Respecto de las amperometrias a 0.4 V vs Ag estas se
muestran en las figuras 58C y 58D. En la figura 58C se muestra la respuesta del sistema
basado el LMP91000, cuya corriente maxima fue de 7.242 pA a una concentracion de
200 uM de AU, magnitud que es cuatro veces mayor que la que se obtuvo en la misma
concentracion con un potencial de 0.3 V vs Ag. En la figura 58D se muestran las curvas
de calibracion que se obtienen a partir de las mediciones hechas con el aSPE tanto con
el sistema basado en el LMP91000 como con el 910 PSTAT mini. La sensibilidad medida

del primero es 1.2 veces mayor que la que se obtiene mediante el 910 PSTAT mini.
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4.4.1.3 Amperometria con sensor serigrafiado de carbon con nanoparticulas de

oro.

Se presenta en la figura 59 las sefiales de ambos dispositivos en una amperometria con
el SPE-AuNPs. En la figura 59A, que muestra las amperometrias a un potencial de 0.3V
vs Ag, la corriente medida en una concentracién de 200 uM de AU es de 4.376 YA, esto
es mayor en comparacion con las corrientes tanto en el SPE (3.3 pA) y el aSPE (1.8 pA).
Lo anterior corrobora los resultados obtenidos al caracterizar la superficie por SEM como
al realizar voltamperometria ciclica: la respuesta electroquimica del sensor mejora con la
electrodeposicion de nanoparticulas de oro. Las curvas de calibracion correspondientes
a las mediciones con el sistema basado en el LMP91000 y el 910 PSTAT mini con el
SPE-AuNPs a 0.3 V vs Ag se muestran en la figura 59B. Las sefales que se muestran
en la figura 59C pertenecen a la amperometria en PBS a un potencial de 0.4 V vs Ag con
el SPE-AuNPs. En una concentracion de 200 uM de AU se tienen 9.038 YA de corriente,
gue es 2.065 veces mayor que lo que se tiene a 0.3 V vs Ag. La figura 59D muestra las
corrientes en funcion del tiempo obtenidas mediante los datos de ambos dispositivos a
un potencial de 0.4 V vs Ag.
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4.4.1.4 Comparativa entre sustratos.

En la figura 60 se presenta una comparativa entre los materiales a un potencial de 0.3 V
vs Ag, si bien ya se habian comentado las diferencias entre las corrientes entre los tres
sensores se presenta ahora una comparativa visual con el fin de hacer notar el cambio
ante las modificaciones superficiales. Con esto también se hace evidente la congruencia
entre el comportamiento del LMP91000 con respecto del 910 PSTAT mini. Tanto en las
mediciones efectuadas mediante sistema basado en el LMP91000 en la figura 60A, como
las efectuadas con el 910 PSTAT mini en la figura 60B, la respuesta del SPE-AuNPs es
el que al tener una mayor pendiente presenta mayor sensibilidad ante las

concentraciones de AU. Esto debido a que la transferencia electrénica mejora al afiadir
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nanoparticulas de oro a la superficie del electrodo de trabajo [64]. También es notorio
gue, en este potencial, el aSPE es el que muestra una menor sensibilidad con respecto
a la oxidacion de AU en su superficie que los otros dos electrodos. Se muestran las curvas
de calibracion en las figuras 60C y 60D para el sistema que emplea el LMP91000 y para
el 910 PSTAT mini respectivamente.
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Fig. 60 Comparativa entre amperometrias con SPE, aSPE y SPE-AuNPs a un potencial de 0.3V en PBS.
(A) Corresponde a las curvas obtenidas con los datos proporcionados por el sistema basado en el
LMP91000, (B) corresponde a los datos obtenidos con el 910 PSTAT mini, (C) corresponde a las curvas
de calibracion obtenidas mediante las amperometrias realizadas en el LMP91000, finalmente (D)

corresponde a las curvas de calibracion obtenidas de las mediciones realizadas con el 910 PSTAT mini.
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En lo correspondiente a la amperometria con 0.4 V vs Ag, se presentan en la figura 61
las corrientes en funcion del tiempo y las corrientes obtenidas en funcion de las
concentraciones. En este potencial tanto el aSPE como el SPE-AuNPs mostraron tener
gran sensibilidad a las concentraciones de AU, esto puede ser debido a que el potencial

de oxidacion del &cido Urico es muy cercano a 0.4 V y a que las superficies de ambos

sensores son mas conductoras que la del SPE [73, 97].
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Fig. 61 Comparativa entre amperometrias con SPE, aSPE y SPE-AuNPs a un potencial de 0.4V en PBS.
(A) Corresponde a las curvas obtenidas con los datos proporcionados por el sistema basado en el
LMP91000, (B) corresponde a los datos obtenidos con el 910 PSTAT mini, (C) corresponde a las curvas
de calibracion obtenidas mediante las amperometrias realizadas en el LMP91000, finalmente (D)

corresponde a las curvas de calibracion obtenidas de las mediciones realizadas con el 910 PSTAT mini.
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Las corrientes promedio en ambos potenciales utilizados se enlistan en la tabla 8. Es
notable que en promedio el aumento de corriente ante cada adicion de acido Urico es
mayor en el SPE-AuUNPs en comparacién con los otros dos sensores, tanto a 0.3V vs Ag

como a 0.4V vs Ag.

Tabla 8 Corrientes promedio obtenidas en las amperometrias en buffer de fosfatos como matriz principal

de deteccion.

0.3V vs Ag 0.4V vs Ag
Sensor
LMP91000 PSTAT mini LMP91000 PSTAT mini
SPE 0.3176 0.2783 0.1179 £ 0.0704 £
0.0752 pA 0.0871 pA 0.0774 pA 0.0585 pA
SPE 0.1762 0.1523 0.7094 = 0.5954 +
a
0.0395 pA 0.0092 pA 0.1191 pA 0.1096 pA
0.4305 * 0.3908 = 0.9457 0.8043
SPE-AuUNPs
0.1726 pA 0.0366 pA 0.6370 pA 0.1376 pA

De las mediciones con el SPE, el aSPE y el SPE-AuNPs utilizando la técnica de
amperometria se calcularon algunos parametros importantes como son: sensibilidad,
linealidad, tiempo de respuesta y limite de detecciéon (LDD) [26]. Estos parametros se
reportan en la tabla 9. De estos datos es evidente que el SPE-AuNPs ademas de poseer
una mayor sensibilidad al AU en ambos potenciales presenta también un LDD menor en
comparacion con los otros dos electrodos. El SPE-AuNPs exhibe un buen porcentaje de

linealidad y un tiempo de respuesta corto.
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Tabla 9 Criterios de evaluacion de los sensores quimicos utilizados, utilizando tanto el potenciostato

desarrollado y el comercial teniendo como matriz buffer de fosfatos salino.

Sensibilidad ; . ;
Linealidad (%) Tiempo de respuesta (s) LDD (uM)
Sensor (LA/uUM)
LMP PSTAT LMP PSTAT LMP PSTAT LMP PSTAT
335+
SPE 0.017 0.014 99.67 99.9 4.1+1.926 133 16.393 | 18.639
0.3 59+
aSPE 0.0084 0.0076 99.26 99.9 5.2 +1.653 14.149 | 13.632
Vv 1.629
SPE- 4.05 +
0.022 0.02 99.39 99.95 3.5+1.027 11.912 | 12.472
AuNPs 1.755
26+
SPE 0.049 0.048 99.94 99.9 2.8+1.512 17.441 | 17.559
1.867
0.4 485+ 3.6+
aSPE 0.036 0.03 99.79 99.97 14.782 | 14.537
\Y, 1.528 1.100
SPE- 2.750 £
0.045 0.041 99.20 99.9 34+1.1 13.041 | 10.143
AuNPs 1.111

4.4.2 Deteccion de acido urico en saliva artificial.

4.4.2.1 Amperometria con sensor serigrafiado de carbon.

En las figuras 62A se presentan las corrientes en funcion del tiempo, tanto con el sistema
basado en el LMP91000 como en el 910 PSTAT mini. La saliva artificial, a diferencia del
PBS, es una matriz con mayor complejidad no solo debido a su composicion sino también
a sus propiedades fisicas como su viscosidad y su densidad, por ello el comportamiento
de los tres electrodos es diferente al que se obtiene al realizar los procedimientos en
PBS. Esto es, los aumentos dados por cada adicidn no son en todos los casos un escalén
completamente uniforme.

Se muestran las corrientes en funcion de las concentraciones de AU afadidas en la figura

62B. La corriente maxima en 200 uM de AU es de 4.432 pA, mientras que la sensibilidad
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gue se muestra en las curvas de calibracion es de 0.023 pA/UM en el sistema basado en
el LMP91000 y de 0.018 pA/puM en el 910 PSTAT mini. En ambos dispositivos los
aumentos de corriente correspondientes a la oxidacion de AU en saliva artificial no

presentan la forma de un escalén uniforme.

Las amperometrias en un potencial de 0.4 V vs Ag se muestran en la figura 62C. En este
potencial en general los sensores no tuvieron un comportamiento ideal, esto es muy
probablemente debido a los componentes que constituyen la saliva artificial que no son
descritos en la formulacion proporcionada por el fabricante. Situacion que puede impedir
una correcta oxidacion del AU a este potencial. En la figura 62D se muestran las curvas
de calibracion obtenidas de las amperometrias a un potencial de 0.4V en ambos

dispositivos.
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Fig. 62 Amperometria con SPE con saliva artificial como matriz para la deteccién de acido Urico. A un
potencial de 0.3 V vs Ag (A) Corriente en funcién del tiempo. (B) Curvas de calibracion. A un potencial de

0.4 V vs Ag (C) Corriente en funcion del tiempo. (D) Curvas de calibracion.

4.4.2.2 Amperometria con sensor serigrafiado de carbon pretratado.

En las figuras 63A y 63B se muestran las sefiales obtenidas de una amperometria con el
aSPE, en saliva artificial a un potencial de 0.3 V vs Ag. A simple vista es notorio el cambio
con respecto al SPE puesto que los aumentos de corriente correspondientes a la adicion
de acido urico son mas uniformes a los obtenidos en el mismo potencial. A pesar de esto
la corriente maxima que se alcanza con el aSPE en una concentracion de 200 uM de AU
es de 2.350 pPA que es 1.886 veces menor que la que se consigue con el SPE.
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Respecto de la amperometria a un potencial de 0.4 V vs Ag, las gréaficas en las figuras
63C y 63D muestran las sefales obtenidas, la corriente maxima alcanzada por el aSPE
en este potencial es de 6.619 PA que es mayor a la que se obtiene por el SPE en
condiciones similares. En un potencial de 0.3 V el aSPE muestra tener desempefio menor
gue el SPE y sin embargo en un potencial mayor esto cambia. En la figura 63D se
presentan las curvas de calibracion del aSPE en ambos dispositivos utilizados para las
mediciones, la sensibilidad presentada por las mediciones del sistema basado en el

LMP91000 es mayor en comparaciéon con las obtenidas por el 910 PSTAT mini.
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Fig. 63 Amperometria con aSPE con saliva artificial como matriz para la deteccién de acido Grico. A un
potencial de 0.3 V vs Ag (A) Corriente en funcion del tiempo. (B) Curvas de calibracion. A un potencial de

0.4 V vs Ag (C) Corriente en funcién del tiempo. (D) Curvas de calibracién.
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4.4.2.3 Amperometria con sensor serigrafiado de carbon con nanoparticulas de

oro.

Las gréaficas mostradas en las figuras 64A y 64B pertenecen a la amperometria con el
SPE-AuUNPs a 0.3 V vs Ag. La corriente maxima que se obtiene con este sensor es de
6.971 YA y esta es 1.572 veces mayor a la del SPE y 2.966 veces mas grande que la
corriente obtenida con el aSPE, es decir, en este potencial el SPE-AuUNPs tuvo un mejor
desempefio que los otros dos sensores. Esto continla demostrando la propiedad
catalitica del nanomaterial. En las figuras 64C y 64D se presentan tanto la corriente en
funcion del tiempo como las corrientes en funcion de las concentraciones
correspondientes a la amperometria en 0.4 V vs Ag del SPE-AuNPs. La corriente a una
concentracion de 200 uM de AU es de 7.881 UA, esto es 1.190 mayor que la corriente

obtenida por aSPE y 1.611 veces mayor que la corriente alcanzada con el SPE.
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Fig. 64 Amperometria con SPE-AuNPs con saliva artificial como matriz para la deteccion de &cido urico.
A un potencial de 0.3 V vs Ag (A) Corriente en funcién del tiempo. (B) Curvas de calibracién. A un

potencial de 0.4 V vs Ag (C) Corriente en funcién del tiempo. (D) Curvas de calibracion.

4.4.2.4 Comparacién entre sustratos.

Al igual que con los experimentales hechos con PBS como matriz, con saliva artificial
también se comparan los resultados obtenidos con los tres sensores con el fin de que la
mejora en el sensor de carbon al ser modificado mediante la adicion de nanoparticulas
de oro sea visiblemente notoria. En la figura 65A se presentan las sefiales medidas
realizadas con el sistema basado en el LMP91000 mientras que en la figura 65B se
muestran las que se obtuvieron con el 910 PSTAT mini. En ambos dispositivos se observa

un comportamiento similar en la respuesta de las tres fases de desarrollo del electrodo
105



de trabajo, esto es, que el SPE-AuUNPs muestra una mayor sensibilidad al AU en saliva
artificial, seguido del SPE y por ultimo el aSPE. En la figura 65C se presentan las curvas
de calibracion para cada sensor obtenidas de las medidas realizadas con el sistema
basado en el LMP91000 y en la figura 65D se muestran las curvas calculadas con las

mediciones adquiridas por el 910 PSTAT mini, a simple vista se puede notar que el SPE-
AuNPs es el que tiene una mayor sensibilidad.
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Fig. 65 Comparativa entre amperometrias con SPE, aSPE y SPE-AuNPs a un potencial de 0.3V con
saliva artificial como matriz de deteccién. (A) Corresponde a las curvas obtenidas con los datos
proporcionados por el sistema basado en el LMP91000, (B) corresponde a los datos obtenidos con el 910
PSTAT mini, (C) corresponde a las curvas de calibracién obtenidas mediante las amperometrias
realizadas en el LMP91000, finalmente (D) corresponde a las curvas de calibracion obtenidas de las
mediciones realizadas con el 910 PSTAT mini.
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La figura 66A muestra las corrientes en funcidén del tiempo que se obtienen al utilizar un
potencial de 0.4V vs Ag en el sistema construido con el LMP91000 mientras que la figura
64B muestra las sefiales del 910 PSTAT mini con los tres electrodos. Al igual que en el
potencial anterior ambos dispositivos muestran un comportamiento muy similar en cuanto
a las sefales obtenidas de cada electrodo. En este potencial el SPE-AuUNPs presenta una
mayor sensibilidad a la oxidacion de AU en comparacion con el SPE y el aSPE. A este
potencial el aSPE presenta una mayor sensibilidad que el SPE, mientras que a 0.3 V vs
Ag fue el SPE el que presentaba una mayor sensibilidad que el aSPE. Se muestran en la
figura 66C las curvas de calibracion calculadas con las mediciones del sistema basado
en el LMP91000 en tanto que la figura 66D muestra las calculadas con las mediciones
del 910 PSTAT mini. De esta manera es mas evidente que el SPE-AuUNPs posee mayor

sensibilidad al &cido urico en saliva artificial que los sensores SPE y aSPE.
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Fig. 66 Comparativa entre amperometrias con SPE, aSPE y SPE-AuNPs a un potencial de 0.4V con
saliva artificial como matriz de deteccion. (A) Corresponde a las curvas obtenidas con los datos
proporcionados por el sistema basado en el LMP91000, (B) corresponde a los datos obtenidos con el 910
PSTAT mini, (C) corresponde a las curvas de calibracion obtenidas mediante las amperometrias
realizadas en el LMP91000, finalmente (D) corresponde a las curvas de calibracion obtenidas de las

mediciones realizadas con el 910 PSTAT mini.

Las corrientes promedio debido a una adicion de 20 uM de AU en saliva artificial en
ambos potenciales utilizados para la técnica de amperometria se enlistan en la Tabla 10.
De los datos presentados se tiene que en ambos potenciales la corriente promedio

exhibida por el SPE-AuNPs es mayor en contraste con los otros dos electrodos utilizados.
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Tabla 10 Corrientes promedio obtenidas en las amperometrias en saliva artificial como matriz principal de

deteccion.
0.3V vs Ag 0.4V vs Ag
Sensor
LMP91000 PSTAT mini LMP91000 PSTAT mini
SPE 0.4223 + 0.3677 + 0.4719 + 0.4992+
0.1591 pA 0.1299 pA 0.1098 pA 0.1233 pA
0.2257 + 0.2064 + 0.6482 + 0.5495 +
aSPE
0.0034 pA 0.0204 pA 0.1483 pA 0.0713 pA
0.6718 + 0.5470 + 0.7957 + 0.5625 +
SPE-AuNPs
0.0413 pA 0.1662 pA 0.1253 pA 0.0735 pA

Al igual que con las mediciones hechas en PBS mediante la técnica de amperometria, se
calcularon algunos parametros como el tiempo de respuesta, porcentaje de linealidad,
LDD y sensibilidad de los electrodos con las mediciones hechas en saliva artificial y se

reportan en la tabla 11.

Tabla 11 Criterios de evaluacion de los sensores quimicos utilizados, utilizando tanto el potenciostato

desarrollado y el comercial teniendo como matriz saliva artificial.

Sensibilidad _ _ _
Linealidad (%) Tiempo de respuesta (s) LDD (uM)
Sensor (HA/uM)
LMP PSTAT LMP PSTAT LMP PSTAT LMP PSTAT
SPE 0.023 0.018 99.17 99.16 14+4.415 | 8.8+2.137 18.752 19.650
9.65 +
aSPE 0.011 0.01 99.78 99.95 6.4+1.114 16.272 17.020
0.3V 1.001
455+
SPE-AuNPs 0.034 0.028 99.86 99.86 5.3+3.342 0.497 14.644 14.9071
118+
SPE 0.024 0.025 99.9 99.14 11 +4.576 22.752 20.796
4.655
04V aSPE 0.032 0.027 99.85 99.94 6 +1.027 6.7 +£1.159 18.477 19.922
6.85
SPE-AuNPs | 0.039 0.029 99.94 99.76 5+2.778 3.682 15.538 15.983

De los datos anteriores, en primera instancia los tiempos de respuesta de los tres

electrodos son en promedio mayores que los que se tenian al medir en PBS. Mientras
109



qgue en PBS la respuesta de los electrodos ocurria en tiempos relativamente cortos y con
poca diferencia entre ellos, en saliva artificial las respuestas de los electrodos a las
adiciones son mas lentas, muy posiblemente debido tanto a la composicion de la saliva
artificial como a la densidad que presenta [98]. Por tanto, el tiempo que le toma al SPE
entregar una respuesta ante la adicion de AU es mucho mas lenta que la de los electrodos
modificados superficialmente. En lo concerniente a la sensibilidad y el LDD es claro que
el SPE-AuNPs es mas sensible al AU aun en un medio de mayor complejidad como la
saliva artificial, aunque la respuesta en PBS mostraba mayor sensibilidad. En este sentido

el aSPE presenta un mejor desempefio que el SPE en saliva atrtificial.

Los resultados presentados muestran que el SPE-AuNPs puede realizar detecciones de
AU de manera mas sensible que el SPE adquirido en Metrohm en saliva artificial. El SPE-
AuNPs mostré un buen desempefio en los dos potenciales empleados en los
experimentales. De los potenciales empleados en el trabajo 0.4 V es el potencial al que
normalmente se oxida el AU y el mismo al que algunas otras especies electroactivas
presentes en fluidos biolégicos como la saliva se oxidan igualmente [41, 62]. Asi pues,
también se realizaron pruebas con 0.3 V, que ademas de ser el potencial con el que se
obtuvo un LDD menor en el SPE-AuNPs hay menor posibilidad de que otros componentes
interfieran las detecciones de AU. Las sefales en saliva artificial a este potencial de 0.3
V vs Ag, presentaron una menor distorsion en contraste con las obtenidas a 0.4 V vs Ag.
Por tanto 0.3 V seria el potencial de preferencia para realizar detecciones de AU con el
SPE-AuNPs

4.4.3 Amperometria con el uso de otros materiales.

Con el fin de probar la generalidad del sistema amperométrico disefiado sin la intencién
de comparar la respuesta del sensor desarrollado, se utilizé un cuarto sensor a base de
carbon modificAndolo superficialmente con una disolucion de carbon vulcan. Este

material conocido también como CX72R o carbon vulcan black fue donado para la
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construccion de estos sensores por el laboratorio de Electromecéanica y corrosion de
ESIQIE-IPN a cargo del Dr. Arturo Manzo. Para fabricar el SPE modificado con carbon
vulcan se depositd una gota sobre el electrodo de trabajo con un volumen de 10 pL de
una soluciéon hecha a partir de 10 mg de CX72R (1333-86-4), 750 pL de agua
desionizada, 250 pL de isopropanol y 70 puL de nafion (31175-20-9). Este electrodo se
identificara con el acrénimo SPE-CX72R y fue expuesto al mismo procedimiento utilizado
con los otros electrodos estudiados anteriormente, realizando amperometrias con PBS

como matriz de deteccion.

En las figuras 67A y 67B se presenta una comparativa entre el SPE, el aSPE, el SPE-
AuNPs y el SPE-CX72R a un potencial de 0.3 V, se puede observar que tanto en 910
PSTAT mini como en el sistema basado en el LMP91000 el comportamiento de los
electrodos es similar. Es decir, que en ambos equipos el SPE-CX72R es el electrodo con
el que se obtiene la mayor corriente debida a la oxidacion de AU en superficie. Esto puede
ser debido a que el carbon vulcan posee buenas propiedades de conductividad y
electroquimicas asociadas a la transferencia electronica [100, 101]. Este material
entonces tiene mayor transferencia electrénica que el carbon empleado en la fabricacion
del SPE, y por ello la sefial de corriente entregada por el SPE-CX72R es mayor que en
el resto de tres electrodos estudiados. Continuando en las figuras 67C y 67D, se
presentan las curvas de calibracién obtenidas de la técnica de amperometria aplicada a
los diferentes electrodos. Mientras que en un rango de 0 — 200 uM de AU tanto el SPE,
como el aSPE, y el SPE-AuNPs tiene un comportamiento muy cercano al lineal, eso no
sucede con el SPE-CX72R.
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Fig. 67 Comparativa entre amperometrias con SPE, aSPE, SPE-AuNPs y SPE-CX72R a un potencial de
0.3 V vs Ag en PBS. (A) Amperometria utilizando el LMP91000 y (B) utilizando el 910 PSTAT mini. (C)
Corresponde a las curvas de calibracion obtenidas con los datos proporcionados por el sistema basado

en el LMP91000, (D) corresponde a los datos obtenidos del 910 PSTAT mini.

Las figuras 68A y 68B presentan las sefiales provenientes de la amperometria efectuada
en ambos dispositivos en un potencial de 0.4 V, nuevamente el SPE-CX72R entrega una
mayor corriente debida a la oxidacion de AU utilizando ambos dispositivos, en virtud de
sus propiedades electrocataliticas. Las figuras 68C y 68D muestran las curvas de
calibracion, a este potencial relacionadas con el comportamiento del SPE-CX72R que

visualmente parece mas cercano al comportamiento lineal.
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0.4 V vs Ag en PBS. (A) Amperometria utilizando el LMP91000 y (B) utilizando el 910 PSTAT mini. (C)

Corresponde a las curvas de calibracion obtenidas con los datos proporcionados por el sistema basado
en el LMP91000, (D) corresponde a los datos obtenidos del 910 PSTAT mini.

Los resultados obtenidos muestran que el sistema amperométrico desarrollado en este
trabajo fue capaz de mantener un comportamiento cercano al del potenciostato comercial
al ser utilizado con un electrodo diferente con respecto al que se manejo para la
optimizacién del sistema. Esto indica que es posible que este dispositivo pueda utilizarse

con electrodos cuya superficie no sea un derivado del carb6n como todos los que fueron
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empleados durante las pruebas en este trabajo o para la deteccion de analitos diferentes
al AU.

4.5 Sistema integral de deteccion desarrollado.

El sistema desarrollado en este trabajo (véase figura 69). Posee una resolucion de
tension de 100 mV debido al potencial fijo de 5 V empleado como referencia, y una
resolucion de corriente de 1.116 nA relacionada tanto con el ADS1115 como con la
ganancia elegida para el modulo TIA del LMP91000. El potencial maximo que se puede
medir con el sistema amperométrico es de 4 V, este parametro esta dado por el voltaje
maximo entre los canales analégicos del ADS1115, mientras que el potencial maximo
gue se puede inyectar a la celda es del + 24% del voltaje de referencia que en este caso
es de £1.2 V. La corriente maxima que se puede medir esta limitada por el LMP91000 y
es 5 mA. El consumo de corriente del equipo completo es aproximadamente de 170 mA,
siendo 168 mA para el ESP32, 12 pA para el LMP91000 y 160 pA para el ADS1115,
estas corrientes fueron medidas durante las fases de operacion de los experimentales

usando multimetro Meterman 38XR. Estas caracteristicas se reportan en la tabla 12.

Tabla 12 Caracteristicas eléctricas del sistema amperométrico basado en LMP91000.

Parametro Valor
Resolucién de voltaje 100 mV
Resolucién de corriente 1.116 nA
Ganancia modulo TIA 7 KQ
Referencia de voltaje 5V
Cero interno 1V
Potencial maximo 4V
Potencial méximo en celda 1.2V
Corriente maxima 5 mA
Consumo de corriente 170 mA
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El voltaje de referencia aplicado al Cl puede ir de 1.5 V hasta los 5 V, esto implica que se
puede tener una resolucion minima de 30 mV hasta una maxima de 100 mV con una
referencia de voltaje fijjo. Ya que las pruebas en amperometria con los sensores
desarrollados en este proyecto debian ser a los potenciales de 0.3 Vy 0.4 V, se decidio
utilizar una referencia de 5V con lo que la resolucion de voltaje seria de 100 mV, con lo
gue se podria realizar la inyeccion de los potenciales deseados a la celda de manera
sencilla. En la tabla 13 se presenta una comparativa entre este trabajo y otros que
utilizaron el Cl de Tl para desarrollar un potenciostato dedicado a la técnica de
amperometria o VC. De acuerdo a los datos proporcionados, el potenciostato
desarrollado obtuvo un limite de cuantizacion menor que los reportados por otros

trabajos. Por lo que es capaz de medir cambios de corriente muy pequefios.

Tabla 13 Comparativa entre potenciostatos desarrollados por otros autores a partir del uso del circuito

integrado LMP91000 con el potenciostato fabricado en este trabajo.

. ) Resolucion Técnicas Limite de
Microcontrolador Analito » . L Ref.
de tensién | voltamperométricas | cuantizacion

Rfduino Glucosa 50 mV Amperometria NR [78]

PIC16LF1783 Glucosa 50 mVv Amperometria NR [79]

VC, Amperometria,

SAMD21 Cocaina 1mv 45nA [80]
SWV, NPV
Acido Este
ESP32 . 100 mV Amperometria 1.2nA )
urico trabajo
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Fig. 69 Sistema integral disefiado para deteccién amperométrica AU

El sistema amperométrico disefiado e implementado en este trabajo tuvo un costo total
aproximado de $1522 pesos mexicanos y posee las dimensiones de 85 x 116 x 41 mm.
En su conjunto, fue capaz de obtener una sensibilidad de 0.034 pA/uM con un limite de

deteccion de 14.644 uM de AU empleando el SPE-AuNPs.
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Capitulo 5.

5.1 Conclusiones y perspectivas.

El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un sistema capaz de detectar la presencia
de acido urico en saliva artificial. Para lograrlo se abordaron dos aspectos importantes
como la fabricacion de un sensor quimico modificado superficialmente sensible a acido
urico y el desarrollo de instrumentacion dedicada para implementar la técnica de
amperometria. Con base a los objetivos planteados en este trabajo, se pueden obtener

las siguientes conclusiones.

Respecto del desarrollo de un electrodo modificado superficialmente se observd que,
mediante diferentes procesos, en este caso un pretratamiento electroquimico y la
electrodeposicion de un nanomaterial metalico, se puede modificar la superficie. De modo
gue la sensibilidad, el limite de deteccion e incluso el tiempo de respuesta del electrodo
pueden verse beneficiados. Asi mismo al ser el material de electrodo mucho mas
conductor, la oxidacién de una especie electroactiva puede suceder en un potencial
menor evitando potencialmente que especies interferentes puedan afectar el resultado.
En este sentido se hizo evidente la ventaja brindada por la adicion de otro material
conductor al utilizar el SPE-AuNPs en la deteccion de AU en saliva artificial pues no solo
obtuvo una mayor sensibilidad respecto del SPE y el aSPE si no que se obtuvo un limite
de deteccion menor y un tiempo de respuesta dos veces mas rapido que el del SPE en
el mismo medio de deteccién. Por lo que a partir de los resultados de deteccion
electroquimica es claro que la modificacion superficial mediante nanoparticulas de oro
hecha al SPE mejoroé la actividad electrocatalitica de éste, es decir, hubo un aumento en
la velocidad a la que la reaccién quimica ocurre en la superficie del electrodo. Esto fue
demostrado mediante VC en soluciones de AU diluido en PBS y amperometria al realizar
adiciones de AU, en todos los casos el sensor modificado mostré un mejor desempefio

gue aquel cuya superficie era solo de carbon. En lo correspondiente al uso de saliva
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artificial como matriz de deteccién de AU, se demostré que el sensor desarrollado fue
capaz de detectar AU en una matriz compleja sin necesidad de mayores tratamientos a
la muestra. En consecuencia, se muestra un gran avance para realizar pruebas en

muestras de saliva humana

Se observo que el método utilizado es sencillo, rapido y utiliza pocos reactivos y equipo
comun de laboratorio. Esto favorece el proceso de detecciéon de AU, al tiempo que
también es posible emplear una técnica amperométrica sencilla que puede ser
implementada en un dispositivo dedicado de bajo costo sin tener la necesidad de recurrir
a equipos comerciales mas especializados como el potenciostato de Metrohm 910
PSTAT mini.

En lo referente a la instrumentacion desarrollada en este trabajo, se demostro su utilidad
en la determinacion de &cido arico por medio de amperometria, ademas también se
cumplié con la disminucién de dimensiones del sistema. Esto es importante en el
desarrollo de tecnologia que pueda cubrir las crecientes necesidades de diagndstico

ambulatorio.

Se verifico el desemperio de la instrumentacion desarrollada versus el equipo comercial
910 PSTAT mini de Metrohm, utilizando el sensor desarrollado en la deteccién de acido
arico. Al respecto, ambos mostraron un comportamiento muy parecido entre si. Esto se
demostro tanto con los electrodos empleados en este trabajo el SPE, el aSPE y el SPE-
AuNPs como con un cuarto sensor modificado con carbon vulcan, en todos los casos, el
sistema amperométrico basado en el LMP91000 mostré resultados acordes a los del
obtenidos con el 910 PSTAT mini de Metrohm. El hecho de probar la operatividad con un
electrodo distinto a los proyectados para la determinacion de AU permite confirmar que
la instrumentacion desarrollada podria emplearse en aplicaciones de amperometria que

hagan uso de otro tipo de electrodos en el analisis de analitos diferentes al AU.
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5.4 Trabajo a futuro.

El desarrollo exitoso de un sistema amperométrico que guarde un comportamiento muy
cercano a los equipos comerciales da pie a considerar utilizar el equipo a futuro en dos
aplicaciones diferentes. La primera relacionada con la implementacion de este como
equipo de laboratorio debido a que probd su capacidad de realizar mediciones con
electrodos de propiedades diferentes que con el que se probd su optimizacion. Esta
aplicacion consideraria la posibilidad de implementar otras técnicas de potencial
controlado para el analisis electroquimico como la voltamperometria ciclica, la
voltamperometria de pulso cuadrado o la voltamperometria de pulso diferencia, entre
otras. Mientras que la segunda aplicacién seria el uso de este dispositivo como un
potenciostato Util en puntos de atencion (Point of Care).

La primera vertiente tiene que ver con el disefio de la interfaz grafica disefiada en
LabVIEW, pues podria incluir elementos adicionales que aseguren un control exhaustivo
del sistema, situacion que no se considerd en este trabajo. Sin embargo, con el fin de
realizar una plataforma mas generalizada para experimentos electroquimicos se
necesitan otros potenciales que no se pueden elegir mediante la interfaz desarrollada,
ademas de hacer posible la eleccidén de otros métodos electroquimicos. En este sentido
las dimensiones del potenciostato disefiado contindian siendo una ventaja debido a que
el equipo puede moverse con facilidad, a diferencia de la mayoria de dispositivos

comerciales.

Con respecto a un dispositivo portéatil deberia considerarse la importancia de lograr una
deteccion en saliva humana, y que no se abordé en este trabajo dadas las condiciones
restrictivas actuales en el manejo de este fluido ocasionadas por el SARS-COV-2. Aun
asi, las concentraciones que pudieron ser detectadas mediante el sensor desarrollado

estan dentro los rangos reportados en los que se encuentra el acido Urico en saliva, y
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seria deseable que se utilizara este fluido biolégico como matriz de deteccion en futuros
experimentos. Considerando de igual manera el uso del SPE-AuNPs debido a que
ademas de mostrar tener un rango lineal dentro de las concentraciones en los que se
encuentra el AU en saliva, obtuvo un mejor desemperfio en el potencial de 0.3 V donde
se espera haya menos interferencias de especies electroactivas como el acido ascoérbico
o la dopamina. Con esto se podria pensar en realizar detecciones para puntos de
atencion, es decir, al momento de atender al paciente como se hace con las pruebas de
glucosa. Por lo que la instrumentacion disefiada podria reducir sus dimensiones mediante
una fuente de alimentacion con dimensiones menores a las usadas en este trabajo, como
por ejemplo una bateria considerando que la demanda de corriente del potenciostato

disefiado es de 170 mA.
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RESUMEN

El acido urico (AU) es el producto final del metabolismo de las purinas en lmmanos v es
considerado un biomarcador relevante para enfermedades como: diabetes mellitus, sindrome
metabolico v gota. Por tanto, la deteccion simple, economica y no invasiva de AU es altamente
deseable. En este trabajo se presenta el desarrollo de un biosensor electroquimico para la
determinacion de AU a partir de la enzima uricasa v un sensor serigrafiado de carbon. Para ello,
la inmovilizacién de l1a enzima sobre el electrode de carbon se realizé utilizando glutaraldehido
como agente entrecruzante y file corroborada mediante 1a aparicion del pico en -0.42 V por
medio de voltametria ciclica. Posteriormente el biosensor fue evaluado ante diferentes
concentraciones de AU en el rango de 0 a 480 pM, alcanzando una deteccion minima de & phl.
Este resultado sugiere que el biosensor desarrollado es una alternativa prometedora para la
deteccion simple v economica de AU, v que podria potencialmente convertirse en un auxiliar en
el analisis de AU en muestras biologicas.

Palabras Clave: icido urico, biosensor electroquimiceo, inmovilizacion, uricasa.
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1. INTRODUCCION

El acido trico (AU), producto final del metabolismo de las purinas en humanos, es
considerado un biomarcador relevante debido a que en concentraciones anormalmente elevadas
puede relacionarse con enfermedades como: diabetes mellitus, sindrome metabolico v gota [1].
Actualmente la deteccion de este biomarcador se realiza medianfe muestras sanguineas en
conjunto con técnicas especializadas como: cromatografia liquida [2], espectrometria de masas
[3]. colonimetria [4], fluorescencia [3], electroforesis capilar [6] v absorcion ultravicleta [7]. 51
bien estos métodos analiticos son robustos ¥ confiables, resultan costosos, demandantes de
tiempo v requieren de personal especializado para operar [8]. A diferencia de estos, el analisis
electroquimico es un método economico y rapide que cuando se usa en conjunto con un
biosensor, obtiene una sensibilidad competitiva a la de las técnicas antes mencionadas. Aunado a
esto la posiblidad de utilizar métodos de recoleccion no invasivos hacen de este un metodo de
deteccion viable para realizar el momitoreo de AU [9].

En este trabajo se presenta la construccion de un biosensor electroquimico ara la deteccion

de AU, como una alternativa sensible, rapida, de facil uso ¥ bajo costo.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

21,  Compuestos Quimicos

Uricasa de candida sp. (2 U/mg). AU, glutaraldehido (8 % en agua w/w), suero de albumina
bovina (B5A) fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Se preparo buffer PBS a 0.1 My pH 74
empleando Na:HPOs, EHaPOy v agua bidestilada.

22 Caracterizacion electroquimica

221 Sistema Electroguimico

Todos los experimentos se realizaron empleando un potenciostato AUTOLAB de Metrohm,
modelo PGSTAT302N v una celda electroquimica de vidnio con capacidad de 20 mL. Como
soporte, se utilizaron electrodos serigrafiados (SPE) de un solo uso distribuidos por Metrohm
(MOD 6.1208.110). Los SPE cuentan con un electrodo de trabajo de carbon de 3 mm de
diametro, un pseudoelectrodo de referencia de Ag v un contraelectrodo de carbon Todas las
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determinaciones electroquimicas se realizaron a temperatura ambiente v utilizando buffer PBS
como electrolito de soporte.

222 Preparacion de Electrodas {C/Tox)

Para la constmecion del biosensor, el SPE se lavo con una selucion de etanol-agua (9:1)
para eliminar impurezas de la superficie del electrodo de trabajo. Se prepard una solucion
enzimatica de uricasa (Uox) utilizando 200 pL. de PBS, 5 mg de enzima v 2 mg de BSA Parala
inmovilizacion por enfrecruzamiento se depositaron 3 pL de 1a solucion enzimatica preparada
qunto con 1 pL de glutaraldehido sobre 1a superficie del electrodo de trabajo [9]). Posteriormente
los electrodos preparados se dejaron secar a temperatura ambiente durante 20 min vy se
almacenaron en una solucion de PBS (0.1 M, pH 7.4) a 4 °C previo a su uso. La fabricacion del
electordo v la deposicion de la enzima se muestra esquematicamente en la figura 1.

223 Evaluacion del biosensor C/Uox

El comportamiento electroquimico del biosensor fue evaluado mediante voltamperometria
ciclica (VC) en una ventana de potencial de -1 a 0.5 V con mna velocidad de escaneo de 10 mV/s,
considerando un tiempo de equilibrio de 5 segundos. Se realizaron 3 barridos a fin de observar
repetibilidad en la respuesta. Todas las soluciones de AU se prepararon utilizando PBS (0.1 M,
pH 7.4), considerando diferentes concentraciones que van desde 0 hasta 480 pM.

Electroda de Illhm:

sansar sarigrafiado Daepasicidn manual de Sensor serigrafiada
de carbdn uricasa modificads

Figura 1. Fabricacion manual del biozensor electroguimico C/Uex.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento electroquimico del SPE fue probado antes y despues de la
mmovilizacion de uricasa con el fin de identificar los cambios en la respuesta del dispositivo.
Prnimeramente, se corrobord mediante VC la ansencia de respueta en €l SPE sin modificar en
tresencia de PBS y posteriormente se registro 1a oxidacion de AU a un potencial de + 0.4 WV [10],
tal como se mmestra en figura 2a. Lo anterior, a pesar de proporcionar una respuesta cuanfificable
no garantiza selectividad en la deteccion de AU ante compuestos que operen en pofenciales
similares. En contraste el biosensor C/Uox no realiza la determinacién de AU de manera directa,
51 no que niiliza peroxido de hidrogeno (HaOn) generado por la reaccion enzimatica mostrada en

la ecuacion (1).
AU + 0~=%H,0,+ CO.+ allantoina (1)

Por tanto en el caso del biosensor C/Uox el incremento de 1a corriente catddica observado
en 1a figura 2b en el potencial de -0.42 V es resultado de 1a reduccidn del HaO: generado por la
reaccion selectiva de la uricasa y el AU. La presencia de esta sefial caracteristica indica la

correcta inmovilizacion enzimatica por el método de entrecruzamiento.

la) (b)
4 5
351 PBS ;
200 1M o — p—
! |
251 5
T 3
=1 at =
5 § 10
215} £
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Figura 1. Comportamiento electroguimica de SPE y biosensor Cflox. (a) Foltametria ciclica con SPE en PBS y AU
a 200 uM _ (b} Voltametria ciclica con SPE antes y desues de inmovilizacion de uricasa en AU con una
concentracion de 50 pM.
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Figura 3. Respuesta en veltametria ciclica en AU en concentracionss de & uM, 30 uM v 430 uM del biosensor
C/Uox.

Se realizaron pmebas de sensado ante diferentes concentraciones de AU que se muesiran en
la figura 3. En estos ensayos se muestra el aumento en la comiente catodica de manera
proporcional al aumento de concednfracion de AU desde 0 M hasta 480 pM, siendo la
concentracion minima detectada de 6 M. En estas pruebas preliminares se observa que el rango
de deteccion obtenido con el biosensor C/Uox puede ser de gran interes, ya que corresponde al
mntervalo establecido en reportes previos para concenfraciones de AU en muestras sanguineas
(120 - 420 pM) [11]. Ademas, la concentracion de AU en fluidos bilogicos de origen no
invasimos como la saliva disminuve a un rango de 100 — 250 pM [11, 12], lo que igualmente se

encuentra dentro del rango operative del biosensor desarrollado. Lo anterior sugiere que el
biosensor C/Uox tendria una aplicacion potencial como herramienta para la deteccion de AU en

muesiras biologicas.

LN
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4. CONCLUSIONES

Se construyd un biosensor enzimatico para la deteccion de AU a partir de un SPE como
soporte v empleando la inmovilizacion con glutrahaldehido como agente entrecruzante para la
enzima uricasa. Las pruebas realizadas sugieren que el método es sencillo, rapido v de bajo costo
para la deteccion de dcido tirico. Debido a que el biosensor fue capaz de detectar concentraciones

bajas de AU podria ser utilizado, a futuro, en muestras provenientes de fluidos biologicos.
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Apéndice B. Calculos para las soluciones utilizadas.

Soluciones de acido Urico en saliva artificial

Las soluciones de acido Urico a diferentes concentraciones se obtuvieron a partir de una
concentracion de 1 mM. A continuacion, se presentan los calculos para obtener la

solucién madre.

- 1mM
Moles de AU necesarios para tener 10 mM en 100 mL.

1 mmol AU
1L

Gramos de AU necesarios para tener 1 mmol.

X 100 mL = 100 umol AU (B.1)

_168.11 g AU

x = — == x 100 umol AU = 16811 mg AU (B.2)

De la ecuacion (B.2) se tiene que se deben disolver 16.811 mg de AU en 100 mL de PBS
o saliva artificial para obtener una solucion a una concentracion de 1 mM con un volumen
de 100 mL. Cuando la solucién se prepara en saliva artificial, es necesario agregar unas
gotas de NaOH a 1 M durante la agitacion para que el AU se disuelva.
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Respecto a las soluciones de menor concentracion, estas se obtuvieron a partir de la
solucion madre y fueron calculadas para un volumen de 25 mL. A continuacioén, se

muestran los célculos para obtener las soluciones.

- 1uM
Moles que debe tener una solucién a 1 uM

1 umol AU
1L

Volumen de la solucién de 1 mM necesario

X 25mL = 25 nmol AU (B.3)

1
=2 ——=25uL B.4
%4 5nmol X mo Su (B.4)

De la ecuacion (B.4) se tiene que se deben tomar 25 L de la solucion de 1 mM de acido
urico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva
artificial. Aforar es hacer que el liquido en el matraz volumétrico llegue hasta la marca

circular que indica de manera precisa el volumen del liquido.

- 25uM
Moles que debe tener una solucién a 1 pM

2.5 ymol AU
1L

Volumen de la soluciéon de 1 mM necesario

X 25mL = 62.5 nmol AU (B.5)

100 mL

= 62. X ———— = 62. .
V = 62.5 nmol 100 gmol 62.5 uL (B.6)

De la ecuacion (B.6) se tiene que se deben tomar 62.5 uL de la solucion de 1 mM de

acido urico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva

artificial.
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- 5uM
Moles que debe tener una solucién a 1 pM

5 umol AU
1L

Volumen de la soluciéon de 1 mM necesario

X 25 mL = 125 nmol AU (B.7)

V = 125 nmol x —0™ML _ o5 B.8
- Mot %700 umol ‘u (B.8)

De la ecuacion (B.8) se tiene que se deben tomar 125 pL de la solucion de 1 mM de &cido
urico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva

artificial.

- 50 uM
Moles que debe tener una solucién a 1 yM

50 umol AU
1L

Volumen de la solucién de 1 mM necesario

X 25mL = 1.25 ymol AU (B.9)

v = 1.25 gmol x —20"M _ o5 B.10
= 1.25 ymo 100 gmol — - m (B.10)

De la ecuacién (B.10) se tiene que se deben tomar 1.25 mL de la solucion de 1 mM de
acido urico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva

artificial.

- 100 pM

Moles que debe tener una soluciéon a 1 pM
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100 umol AU
1L

Volumen de la solucién de 1 mM necesario

X 25mL = 2.5 umol AU (B.11)

v =25umol x 2 _ 5 smL B.12
- 4o Hmo 100,um0l_'m (B.12)

De la ecuacion (B.12) se tiene que se deben tomar 2.5 mL de la solucién de 1 mM de
acido urico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva

artificial.

- 200 uM
Moles que debe tener una solucién a 1 yM

200 umol AU
1L

Volumen de la soluciéon de 1 mM necesario

X 25mL =5 umol AU (B.13)

100 mL

= X — =
V=5 umol 100 umol

5mL (B.14)

De la ecuacion (B.14) se tiene que se deben tomar 5 mL de la solucién de 1 mM de &cido
arico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva

artificial.

- 500 pM
Moles que debe tener una solucién a 1 pM

500 umol AU
1L

Volumen de la solucién de 1 mM necesario

X 25mL = 12.5 ymol AU (B.15)

V=125 [ x 100 mL = 12.5mL B.16
= 12.5 umo 100 gmol Sm (B.16)
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De la ecuacion (B.16) se tiene que se deben tomar 12.5 mL de la solucion de 1 mM de
acido urico. Este volumen se coloca en un matraz volumétrico y se afora con PBS o saliva

artificial.

Solucién para la electrodeposicion de nanoparticulas de oro

La solucién utilizada para la electrodeposicion de nanoparticulas de oro se obtuvo a partir
de la dilucion de HAuUCls en H2S0O4. El H2SO4 se prepard con una concentracion de 0.5 M
y se le agregaron los gramos correspondientes a 1 mM de HAuUCIls. A continuacion, se

muestran los calculos utilizados en el desarrollo de las diluciones.

Solucion de H2SO4: La masa molar de este compuesto es de 98.079 g/mol.

0.5 mol
1L

El resultado obtenido de la ecuacién (B.17) se tiene la cantidad de moles que debe haber

X 250 mL = 0.125 mol (B.17)

en 250 mL para tener una concentracion de 0.5 M. Ahora se debe calcular a cuanto es

equivalente en gramos esa molaridad.

0.125mol x98.079 g
1 mol

=1225g (B.18)

Ya que el H2SO4 es liquido para saber cuanto volumen es equivalente a 12.25 g se utiliza

el valor de densidad que es 1.83 g/mL.

12.25g x1mL
183 g

= 6.69mL (B.19)

Estos 6.69 mL deben diluirse con agua bidestilada aforando a 250 mL.
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HAuCl4: La masa molar de este acido es 339.785 g/mol.

0.1 mmol

A 25 umol (B.20)

El resultado que se obtuvo en la ecuacion (B.20) debe convertirse a gramos.

25 uymol X 339.785 g
1 mol

= 8.494 mg (B.21)

Se deben diluir 8.494 mg de HAuCls en 250 mL de H2SO4 a 0.5 M.

Concentraciones de AU afiadidas en amperometria.

Para este método analitico se utilizd una celda de 10 mL con agitacion suave, iniciando

con un volumen de 8 mL de PBS o saliva artificial y haciendo adiciones de 200 puL de una

solucion madre con una concentracion 1 mM de AU. A continuacion, se desglosan los

calculos de concentraciones.

Se debe obtener primero la cantidad de moles contenidos en una solucion de 50 mL a 1

mM de AU.

1 mmol
1L

X 50 mL = 50 umol (B.22)

De la ecuacion (B.22) se tiene que en una solucién de 1 mM de 50 mL hay 50 umol.

Ahora se debe saber cuantos moles hay en una adicién de 200 pL de la misma solucion.

50 umol x 200 uL
50 mL

= 200 nmol (B.23)
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Entonces cada que se hace una adicion de 200 pL de la solucion de 1mM de AU se estan
afadiendo 200 nmol de AU. Si el volumen inicial es de 8 mL entonces la concentracion

final después de una adicion es:

_ 200 nmol
"~ 8mlL + 200 uL

= 24.39 uM (B.24)
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Apéndice C. Manual de usuario interfaz gréfica.

Como se menciono en el desarrollo, la interfaz grafica se realizé por medio de LabVIEW.
Este apartado tiene como intencidn explicar su uso y se encuentra dividido en dos partes

gue son el inicio de experimentos y el fin de estos.

Inicio de experimentos.

En este apartado se hablara de los parametros necesarios para iniciar un experimento

de amperometria mediante la interfaz.

Conexién del potenciostato LMP91000.

La conexion del potenciostato se hace mediante el puerto USB de la computadora. El
potenciostato posee un puerto micro USB por lo que sera necesario un cable microUSB
— USB. En lafigura C.1A se presenta el puerto del potenciostato, mientras que en la figura

B.1B se muestra la conexién con el cable USB-microUSB.

Figura C. 1 Puerto micro USB de la tarjeta ESP32.
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Una vez conectado el potenciostato a la computadora en la interfaz se debe elegir el
puerto serial con el que se reconoce al dispositivo. Si este no aparece debera seleccionar
Refresh para que se vuelva a realizar un escaneo en los dispositivos conectados

mediante puerto serial (véase Figura C.2).

Puerto serial ESP32

2o

Refresh

Figura C. 2 Menu de seleccién de puerto serial.

Seleccién de potencial.

Una vez seleccionado el puerto serial, continla con la seleccion de potencial. Esta
aplicacion solo posee dos potenciales que son 0.3 V y 0.4 V mismos que se seleccionan

con el menu que se muestra en la figura C.3

Potencial : | v 04V
0.3V

Amperometria

Figura C. 3 Menu de seleccién de potencial.

Datos del archivo.

Antes de poder iniciar el experimento se debe especificar la ruta de la carpeta y el nombre

del archivo donde se guardan los datos.
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Datos del archivo

Direccién de carpeta C:\Users!, w

Nombre del archivo | data.csv

Figura C. 4 Seleccion de ruta de carpeta y nombre del archivo.

En la figura C.4 se muestra como deben ingresarse los datos. En la parte llamada
“Direccion de carpeta” se coloca la ruta de la carpeta y en la parte cuyo nombre es
“‘Nombre del archivo” simplemente se coloca el nombre del archivo que se creard para

contener la informacion del experimento. Es importante que el tipo de archivo sea .csv.

Inicio del experimento.

Una vez elegidos los parametros anteriores, se puede comenzar con el experimento

mediante el botén Run.

Figura C. 5 Boton Run en el ambiente de LabVIEW.

Fin de experimentos.

El experimento termina cuando el tiempo se cumple o al presionar el boton stop. El
archivo con los datos se encontrard en la carpeta designada y con el nombre que se le

asigno desde el inicio.
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