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ABSTRACT: Este trabajo describe la construccidn de tres biosensores serigrafiados amperométricos para la deteccion y
cuantificacion de lactato, la fabricacion del biosensor se llevo a cabo utilizando nanoparticulas de Pt y Pt-Ru soportadas
en polvo de grafito Vulcan XC-72©, los biosensores fueron fabricados por inmovilizacién fisica de la enzima lactato
oxidasa (LOX) sobre la superficie de electrodos serigrafiados modificados con los hibridos dispersados en cloruro de
polidialildimetilamonio (PDDA). Los biosensores obtenidos muestran limites de deteccion de 8,55 pmol/L para el
biosensor Pt/Vulcan, 8,76 pmol/L para el biosensor PtRu/Vulcan 14-7 y 4,05 pmol/L para el biosensor PtRu/Vulcan 10-10.

El 4cido lactico es un &cido orgdnico presente en el
organismo generalmente en su forma ionizada, siendo un
metabolito bastante importante para los procesos
bioquimicos como lo son ciclos metabolicos como la
glucdlisis y la gluconeogénesis, principalmente
relacionado a la produccién de energia, su concentracién
estd directamente ligada a la cantidad de oxigeno
disponible ya que para los procesos aerdbicos, el piruvato
producido de la descomposicion del lactato es
transformado en Acetil coenzima A ingresando al ciclo
de Krebbs para producir finalmente CO, y agua.!

En esta ultima década, se ha descubierto que tanto el
lactato como el piruvato, son marcadores bioldgicos que
se asocian a condiciones médicas tales como la hipoxia
tisular y otras enfermedades?, es por eso que los métodos
para la deteccion de este metabolito se han convertido en
una de las aplicaciones mas buscadas en el campo del

diagnostico  clinico, buscdndose metodologias de
cuantificaciéon  econdmicas, sensibles y de alta
especificidad.

En quimica analitica se han disefiados dispositivos que
cumplen estas caracteristicas conocidos como sensores,
los sensores son dispositivos portdtiles que permiten la
cuantificaciéon de muchos fendmenos fisicos y quimicos
en tiempo real, dentro de este vasto grupo de
dispositivos, se destacan los biosensores, que aparte de
contar con las ventajas de los métodos electroanaliticos,
como lo son las altas sensibilidades y sus bajos costos de
instrumentacidn, estos son altamente especificos ya que
la  unidad de bioreconocimiento generalmente

inmovilizada en la superficie del sensor reacciona
Unicamente con el analito en cuestion.

En este trabajo se realizaron diferentes biosensores
amperomeétricos para la deteccion de lactato utilizando la
enzima lactato oxidasa inmovilizada sobre un electrodo
impreso por la técnica de impresion en pelicula gruesa
(screen printing) en una mdquina de serigrafia de medio
pliego con tintas de grafito para los electrodos de trabajo
y auxiliar y de Ag/AgCl como electrodo de referencia,
para la modificacion de estas plataformas, la superficie
del electrodo de trabajo fue modificada con tres
materiales hibridos de Pt y PtRu soportados en polvo de
carbon Vulcan XC-72° (Pt/Vulcan, PtRu/Vulcan) sobre la
cual se inmovilizd fisicamente una solucién de Lactato
Oxidasa

REACTIVOS.

Acido cloroplatinico (8%), CAS 16941-12-1, Cloruro de
rutenio (III), CAS 14898-67-0, Hidroxido de potasio, CAS
1310-58-3, L-lactato de sodio (99%), CAS 212-762-3,
Cloruro de poli(dialildimetilamonio) (20%) CAS 26062-
79-3, suministrados por Sigma Aldrich, Vulcan® XC72,
suministrado por Merck CAS 1333-86-4, Etilenglicol
(99,8%) suministrado por Mallinckrodt, CAS 107-21-1,
Lactato oxidasa liofilizada (LOX), suministrada por
Sorachim, CAS 9028-72-2.



Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron
grado analitico, asi como el agua fue purificada por un
sistema Milli-Q Millipore.

EQUIPOS

Potensiostato Autolab PGSTAT 204 empleando el
software Nova 111, Ultrasonido Branson 1510, Horno
microondas Whirpool WMH32519CS, Impresora Derjor
de medio pliego, Perfildmetro Rancord D-120,
Microscopio electrénico de barrido con moédulo de
espectroscopia EDS JEOL JSM-6490LV.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Construccion de las plataformas sensoras. El primer
paso para la creacion del sensor, fue la construccion de las
plataformas electrodicas, para esto se disefiaron tres
plantillas en el software Corell Draw®© que fueron
impresas posteriormente en un sustrato plastico
termoresistente PET  (Polietilenterftalato) con wuna
maquina de serigrafia marca Derjor.

Este material fue activado térmicamente en un horno
de conveccion forzada a una temperatura de 130°C por un
tiempo de 10 minutos, este proceso se repitié con cada
capa de tinta aplicada, las tintas utilizadas fueron de
Ag/AgCl, grafito y una tinta dieléctrica basandose en la
metodologia utilizada por Loaiza-Lamas3.

Determinacion del grosor de las capas de tinta en
las plataformas sensoras. Una vez impresos los
electrodos, se procedié a caracterizar el grosor de las
capas de tinta aplicadas utilizando un perfilometro KLA
Tancord D-120 propiedad del laboratorio de
recubrimientos duros de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad del Valle, los datos fueron compilados a una
velocidad de barrido de 0,1 mm/s hasta un maximo de 400

pm

Caracterizacion electroquimica de los electrodos
serigrafiados sin modificar. Con el sentido de
corroborar el correcto funcionamiento de las plataformas
sensoras, se caracterizdO una muestra de 20 electrodos
desnudos por medio de voltamperometrias Cciclicas
utilizando soluciones de hidroquinona 1,0 mmol/L en
buffer de fosfato con pH 7,0 y ferricianuro de potasio 1,0
mmol/L en H,SO, 0,1 mol/L, con una velocidad de barrido
de 0.1 V/s para las medidas voltamperométricas, todos los

datos fueron obtenidos a una temperatura de 25 °C.

Sintesis  del material hibrido Pt/Vulcan.
Habiéndose caracterizado la superficie de los electrodos,
el siguiente paso para la construccidon de los biosensores
fue la sintesis de los materiales hibridos se prepararon
mediante la sintesis asistida por microondas de las
nanoparticulas en medio basico usando etilenglicol

utilizado en los trabajos de Chen- Lee- Liu4, para esto se
tomaron 40 mg de Vulcan XC-72 que se dispersé en 25 mL
de etilenglicol por sonicado durante 30 minutos.

Luego, la dispersiéon se mezclé con 2,5 mL de una
solucion acuosa de H2PtCls 1% (w/w) y 0,5 mL de KOH
0,8 mol/L (agregados gota a gota) para finalmente ser
puesta en un horno microondas de uso doméstico
(Whirpool) por 60 segundos.

La solucidn resultante se filtré con filtros de acetato de
celulosa con tamario de poro igual a 0,22 pm y se lavo con
800 mL de agua obtenida mediante un sistema Mili-Q
Millipore, finalmente el filtrado se llevo a un horno marca
Quimis® a 60° C por 40 minutos.+

Se utilizo6 el método de redisolucion de CO para
evidenciar la presencia de platino en la composicion del
material sintetizado, para esto se usé un electrodo de
carbono vitrificado sobre el cual se depositaron 50 pL de
la dispersidn del material hibrido los cuales una vez secos
se sometieron a Voltamperometria ciclica en un rango de
potenciales desde o hasta 1 V y se realizaron 10 barridos
sucesivos.

Sintesis de los materiales hibridos PtRu/Vulcan.
De forma paralela, para la sintesis de estos materiales
bimetalicos se realizd un proceso analogo al descrito en la
sintesis del material Pt/Vulcan utilizando como
precursores una solucién de H,PtCls 1% en H,O y RuCl,
en estado solido, la dispersion se realizé de igual manera
salvo por el hecho de la adicion inmediata de la sal de

rutenio después de la incorporacion del H,PtCls.5.

Analisis de oxidacion de CO sobre la superficie de
los materiales hibridos. Una vez sintetizados los
materiales, se decidié comprobar la presencia de platino
en la dispersion hibrida, para este andlisis se utilizé un
electrodo de carbon vitrificado sobre el cual se
depositaron 50 pL de una soluciéon de 1 mg/ml del
material hibrido, una vez seca la superficie, el electrodo
fue puesto en una celda electroquimica en la cual fue
burbujeado CO en una solucién 0,5 M de H,SO, y argon
como gas de arrastre, después de 5 minutos se realizaron
estudios voltamperométricos.

Espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
Posteriormente, se cuantificé la cantidad de platino
anclada sobre la superficie del grafito Vulcan de la
dispersion preparada, para eso se utilizé la técnica de EDS
(Energy Dispersive Spectroscopy) cuyos espectros fueron
tomados en la escuela de ingenieria de materiales en la
Universidad del Valle en un microscopio electronico de
barrido con los que se construyo la tabla 2. Donde se
muestran los resultados obtenidos en este analisis’.



Determinacion de la Concentraciéon y potencial
optimo de medida para H.O. en los electrodos
modificados con los hibridos metalicos. Para
modificar la superfice electrodica, se llevd a cabo una
dispersion acuosa del hibrido con 1% de PDDA (cloruro
de polidialildimetilamonio), la superficie fue modificada
con 2, 4, 6, 8 y 10 pL de la dispersion del hibrido y se
realizaron voltamperometrias ciclicas y
cronoamperometrias por un minuto a diferentes
potenciales para encontrar la concentracién éptima de

H.O. y el potencial 6ptimo de medida.

Curva de calibracion y limites de detecciéon y
cuantificacion de H20, en los electrodos modificados
con los materiales hibridos. Una vez encontrados las
mejores condiciones de medida para los electrodos
modificados con los hibridos de Pt/Vulcan vy
PtRu/Vulcan, se realizé6 una curva de calibracion para
concentraciones de H20, para cada uno de los sensores
modificados en un rango de concentraciones de 10 pmol/L
a 10000 pmol.

Preparacion de biosensores. Como paso final para la
preparacion de los biosensores, se prepard una solucion 1
u/pL de la enzima lactato oxidasa en solucidn reguladora
0,1 M de HPO,/PO4> a pH 7,0 y 2 pL de esta fueron
depositados directamente sobre la superficie de los
electrodos modificados con los materiales hibridos y se
realizaron lavados de la superficie con la solucién de
buffer pH 7,0 preparada anteriormente.3

Una vez inmovilizada la enzima en el electrodo de
trabajo del sensor, se caracterizaron estos biosensores con
Voltamperometria ciclica de 2,5 mM de una solucion L-
lactato de sodio y las curvas de calibracién construidas
para estos se realizo utilizando rangos de concentraciones
de L-lactato de sodio desde 10 pM hasta 10000pM
siguiendo los procedimientos descritos anteriormente
para los electrodos modificados con los hibridos
metalicos.®

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos perfilométricos recopilados para cada una de
las capas de los electrodos serigrafiados fueron de 40 pm
para la capa de aislante dieléctrico, 40 pm para la capa de
Ag/AgCl y 15 pm para la capa de grafito, estos datos
fueron tabulados en la tabla 1. Esto se realizo para conocer
las dimensiones de los electrodos impresos.

Tabla 1. Datos perfilométricos de los electrodos
desnudos

Capa Grosor Funcion
(pm)
Grafito 15 Electrodo de
trabajo/semireferencia
Ag/AgCl 40 Electrodo de
referencia
Tinta 40 Aislante
dieléctrica

En la figura 1. Se muestran los voltamperogramas
ciclicos obtenidos con los electrodos fabricados antes de
su modificaciéon, esto con el fin de establecer los
potenciales de oxidacién y reduccién de dos modelos
redox muy conocidos en quimica electroanalitica, el
modelo fericianuro de potasio y el modelo hidroquinona.

Para la hidroquinona, se registré6 un pico anddico
promedio de 0,21 V, un pico catddico promedio de -0,37
V, y un AEp promedio de -0,58 V, finalmente para el
ferricianuro de potasio se encontraron los valores
promedio de 0,23 V, 0,508 V y -0,12 V para los picos
anodico, catddico y AEp respectivamente.
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Figura 1. Voltamperograma ciclico de A) Hidroquinona
1 mM en Buffer fosfato pH= 7,0/ electrodo desnudo. B)
K;Fe(CN)s 1imM en H2SO4 0,1 M/ electrodo desnudo. 3



Dichos potenciales sufrieron desplazamientos positivos Tabla 2. Cantidad de platino encontrado en los

de 0,1 V con respecto a los reportados en la literatura® lo materiales por medio de la técnica EDS.

cual puede atribuirse a la diferencia a que los electrodos

fabricados, utilizan una tinta de Ag/AgCl como electrodo Material hibrido Platino(% w/w)
de referencia la cual posee un potencial diferente a la Pt/Vulcan 19
solucion saturada de Ag/AgCl como lo expone Fanjul en PtRu/Vulcan 14-7 13

su trabajo sobre este tema®, sin embargo los valores de PtRu/Vulcan 10-10 10

Aep se muestran inalterados, sugiriendo que la
comparacion entre ambos resultados es posible™.
Una vez comprobada la presencia de platino en los

En la figura 2. Se puede apreciar el perfil materiales hibridos como se expuso en la tabla 2. Se pasé
voltamperométrico del andlisis de la oxidaciéon de una a realizar una serie de pruebas voltamperométricas con
monocapa de CO sobre la superficie de los materiales los electrodos modificados con el material utilizando 1%
hibridos donde el pico de oxidacién registrado en +0,8 V del polimero cationico PDDA como agente dispersantes.

vs. AgCl corresponde al pico de oxidacion sobre el platino
evidenciando asi la presencia de dicho elemento en el

material que es el que permite la catdlisis del peroxido de 100+ A
hidrogeno producto de la descomposicion del lactato de 804
sodio en la reaccion bioquimica®.
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Figura3. A) Voltamperogramacicl%i(c\c/))de la desorciéon de CO enel  solucion 1 mg/mL de A) Pt/Vulcan, B) PtRu/Vulcan 14-7,
material Pt/Vulcan, B) Voltamperograma ciclico de la desorciéon ~ C) PtRu/Vulcan 10-10.

de CO en el material PtRu/Vulcan 14-7, C) Voltamperograma 4
ciclico de la desorcidon de CO en el material PtRu/Vulcan 50-50.



Como se observa en la figura 3. El perfi
voltamperométrico del peroxido de hidrogeno se
diferencia totalmente de aquel tomado solo con el buffer
fosfato en el mismo sensor modificado con los materiales
hibridos, evidenciando el proceso de oxidacién catalizado
por platino en el material y mostrando la eficacia de los
materiales hibridos como catalizadores ttiles en la
descomposicion del peréxido de hidrogeno™.

Finalmente, para terminar la caracterizaciéon de los
materiales hibridos, se realizaron diferentes estudios
cronoamperométricos. La figura 4. muestra los resultados
obtenidos de diferentes electrodos utilizando diferentes
cantidades de cada uno de los hibridos en un rango de
potenciales desde -0, V hasta +0,5 V (Vs electrodo de
semireferencia de Ag/AgCl) encontrdandose para estos
sensores una corriente constante en el intervalo de +0,1 a

+0,3 V.
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Figura 4. Curvas de corriente Vs potencial aplicado
para cada una de las concentraciones en el material
A) Pt/Vulcan, B) PtRu/Vulcan 14-7, C) PtRu/Vulcan
10-10.

Contrario al comportamiento esperado, la intensidad de
corriente de las cronoamperometrias mostradas en la
figura 4. no aumenta sustancialmente a medida que se
aumenta la cantidad de material depositado en la
superficie del electrodo de trabajo, esto se debe a que si la
cantidad de material impregnado es muy elevada, la
superficie del sensor es totalmente cubierta por el hibrido
produciendo un aumento de grosor en la capa superficial
del electrodo dificultando asi la difusiéon del analito en el
mismo llevando a pérdidas de sensibilidad en las
mediciones®.
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Una vez establecidas las mejores condiciones de
medida para los pardmetros establecidos en los sensores,
para esto se escogio un rango de potenciales donde la
intensidad de corriente fue constante arrojando como
resultado un rango desde + o,1 V hasta +0,3 V y para la
cantidad de hibrido aplicado se escogio aquella que
mostrara mayor intensidad de corriente dentro del rango
de potencial escogido.

Una vez determinado esto, se procedio a realizar una
curva de calibraciéon de soluciones de H,O, en buffer
fosfato a pH 7,0 con el fin de determinar la sensibilidad y
la robustez de los sensores fabricados; estas soluciones
fueron puestas en un bafio de hielo de manera inmediata
a su preparacién con el fin de prevenir la degradacion
espontanea del peroxido en agua y oxigeno

H,0, -» H,0 + % 0,+ 2e™© (Ecuacion 1.)

Posteriormente se calcularon los limites de deteccion
utilizando las ecuaciones de las recta obtenidas siguiendo

la ecuaciéon YDL =b +% donde SDy es la desviacion

estandar del blanco, b es la corriente arrojada por el

blanco, que en este caso es cero y a es la pendiente de la

e .y 105D
curva, finalmente se utilizo la ecuacion YDL = b +Tb

para encontrar los limites de cuantificacién, estos datos
fueron tabulados en la tabla 3.

Tabla 3. Limites de deteccidn y cuantificacion de H,O,
con electrodos modificados con los hibridos metalicos.

Hibrido LDD LDC Sensibilidad
(umol/L)  (umo/L) (A*L/mol)
Pt/Vulcan 0,61 2,04
1,05E-02
PtRu/Vulan 6,27 20,09
14-7 9,94E-03
PtRu/Vulca 5,08 16,93
n 10-10 9,73E-03

Se utilizé un potencial de 0,5 V (dentro del rango de
potenciales encontrado anteriormente) para todas las
medidas posteriores, respecto a la cantidad optima del
material hibrido, los resultados fueron diferentes para los
electrodos modificados con el hibrido Pt/Vulcan en
comparacion de los electrodos modificados con los
materiales PtRu/Vulcan, encontrandose una cantidad
optima de 4 pL para el primero mientras que para los
ultimos esta cantidad fue de 2pL, lo que indica una
influencia del atomo de rutenio en el comportamiento
electroquimico del sensor lo que puede ser atribuido al
efecto de controlar el crecimiento de las particulas
metdlicas de platino generando un aumento del drea
superficial’®, incrementando asi el nimero de centros
cataliticos, este fenomeno se ha observado ampliamente
en los trabajos de Misra et.al.”

Sin embargo, la intensidad de corriente alcanzada por
los electrodos modificados con Pt/Vulcan en el posterior
estudio voltamperométrico es aproximadamente el doble

de la intensidad registrada por los electrodos modificados
con los materiales basados en PtRu/Vulcan en sus
mejores condiciones de medida, esto sugiere que el dtomo
de rutenio causa una interferencia en el proceso catalitico
que favorece a la disminucién de la velocidad de reaccién
en el material hibrido®.
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Figura 6. Voltamperograma ciclico de 50 pL de lactato de sodio
2,5 mM en los biosensores conteniendo A)Pt/Vulcan, B)

PtRu/Vulcan 14-7, C) PtRu/Vulcan 10-10.



Se realizaron diez medidas utilizando cada electrodo,
lavando el electrodo entre cada medida, la corriente
permanecié constante, sugiriendo la adherencia de la
enzima en la superficie electrodica®, esto se debe a los
procesos de adsorcidon no especifica, que son fenémenos
ionicos repulsivos o atractivos que son producidos en
funcién de la proximidad de una sustancia cargada a una
superficie, dicho fendémeno es el responsable de la
fisisorcion de la enzima lactato oxidasa sobre la superficie
del sensor modificado®.

Por otra parte, el PDDA es un polimero catiénico que
refuerza la atraccion electrostatica de la enzima con el
sustrato permitiendo la readsorcion enzimatica sobre la
superficie del electrodo de trabajo haciendo posible la
reutilizacion del biosensor una vez que el la plataforma se
ha secado®.

Comparando las intensidades de corriente registrada en
los  voltamperogramas ciclicos de cada uno de los
biosensores preparados, se puede observar que es el
biosensor Pt/Vulcan aquel que alcanza mayores valores
comparados con los biosensores modificados con los
materiales PtRu/Vulcan, lo que significa que es el
biosensor con mayor poder catalitico para la oxidacion
enzimatica del L-lactato de sodio y su conversion en
piruvato de sodio y perdxido de hidrégeno, por lo que
después de producido este compuesto el material
adherido a la superficie ejerce de agente catalizador en el
proceso de descomposicion de este subproducto,
generando electrones que producen una intensidad de
corriente cuantificable cuando se aplica una diferencia de
potencial eléctrico, siendo coherente con la informacion
reportada por Cargill. A, et al.

LOX
Lactato de sodio—Piruvato de sodio + H,O,

Platino (II)

H,O,———— O, + 2H* + 2¢ (Ecuacion 2.)
Posteriormente se realizaron voltamperometrias
ciclicas de 50 pL de L-lactato de sodio en diferentes
electrodos modificados con los materiales sintetizados sin
enzima inmovilizada sobre ellos, lo que demuestra que
sin la enzima, el L-lactato de sodio es un compuesto
electroquimicamente inerte (ver anexo 3).

Una vez terminados los estudios voltamperométricos se
construy6 una curva de calibracién con diferentes
concentraciones de L-lactato para cada uno de los
biosensores preparados de manera andloga a la que se
construyeron los calibrados de los sensores modificados
con los hibridos metdlicos, esta vez el rango de
concentraciones también fue desde 10 pM hasta 10000 pM
pero el comportamiento de la curva fue completamente
diferente tal y como se aprecia en la figura 7.
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Figura 7. Curva de calibracion de L-lactato de sodio en los

biosensores conteniendo A) Pt/Vulcan, B) PtRu/Vulcan
14-7, C) PtRu/Vulcan 10-10.



Las curvas mostradas en la figura 7. Para los calibrados
de las plataformas biosensoricas difieren
significativamente en su forma de las curvas de
calibracion construidas para los sensores modificados con
los materiales hibridos mostradas previamente en la
figura 6. Esto se debe a que en sistemas enzimaticos

con el fin de determinar la posible reutilizacién de las
plataformas biosensoricas construidas, estos estudios son
mostrados en la figura n. Y en la tabla 5. Donde son
calculados los limites de deteccion y cuantificacion de los
biosensores.

generalmente se aprecia un primer tramo lineal, util 10 A
desde el punto de vista analitico, que posteriormente se
curva a concentraciones mas elevadas como consecuencia ®1
de la saturacién de la enzima, este fendmeno ha sido o
observado por diferentes investigadores .
independientemente del modelo enzimatico como es el = 2l
caso de Bollella. P, et al*4, y Panalisamy. S., et al*. -
Dada la similitud con el modelo cinético de Michaelis- 21
Menten, se procedid a calcular las constantes cinéticas ol
utilizando la linealizacion de Lineweaver-Burke del 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
modelo de Michaelis-Menten?® (ver anexo 4) donde Km, Numero de medida
es la constante de michaelis aparente, la cual es la
concentracion de lactato de sodio a la cual la reaccion 41 B
catalitica alcanza la mitad de su velocidad méaxima.
34
Como resultado, se construyeron curvas (ver anexo 5) .
de las cuales se partio para la elaboraciéon de la tabla 4. S 2
Con los pardmetros cinéticos obtenidos al aplicar este =
modelo, donde se observa que los valores de Km, son 14
consecuentes con los valores de velocidad maxima
alcanzados por cada uno de los biosensores fabricados ol
arrojando un indice de correlacion igual a la unidad para 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
los biosensores Pt/Vulcan y PtRu/Vulcan 14-7 mientras Numero de medida
que solo 0,97 para el biosensor PtRu/Vulcan 10-10 siendo ° c
este el mas alejados del comportamiento enzimatico. il
Tabla 4. Pardmetros cinéticos de los biosensores
construidos _ ®]
3z
Biosensor Km,(uM) Vmax,(pA/s) =21
Pt/Vulcan 2142 35,7 1
PtRu/vulcan 14- 1302 21,7
7 0-12345678910
PtRu/Vulcan 10- 645 0,65 Numero de medida
10

Finalmente se realizaron estudios de reproducibilidad
de los biosensores utilizando una muestra de diez
electrodos, los cuales fueron medidos diez veces sucesivas

Figura 1. Estudio de reproducibilidad de resultados en los
biosensores conteniendo A) Pt/Vulcan, B) PtRu/Vulcan 14-7, C)

PtRu/Vulcan 10-10.

Tabla 5. Caracteristicas analiticas de los biosensores

Biosensor LDD (pmol/L) LDC(pmol/L) Sensibilidad Rango lineal (pmol/L)
(A*L/mol)
Pt/Vulcan 8,55 28,50 5,46E3 10-1000
PtRu/Vulcan 14-7 8,76 29,21 4,37E3 10-1000
PtRu/Vulcan 10-10 4,05 13,50 3,14E3 10-750




CONCLUSIONES

1. Se  imprimieron los  electrodos
serigrafiados y se caracterizaron
electroquimicamente, demostrando su aptitud
COmo sensores amperometricos.

2. Se han Se sintetizaron los materiales
hibridos  Pt/Vulcan, PtRu/Vulcan 14-7 vy
PtRu/Vulcan 10-10 y se caracterizaron mediante
estudios voltamperométriocos y
cronoamperomeétricos demostrando la
aplicabilidad de los materiales hibridos
sintetizados para la deteccion de peroxido de
hidrégeno generado como subproducto de la
descomposicion enzimdtica del L-lactato de
sodio.

3. Los electrodos preparados con los
hibridos de Pt/Vulcan, PtRu/Vulcan 14-7 y
PtRu/Vulcan 10-10 mostaron un buen
comportamiento electroquimico permitiendo
preparar en todos los casos biosenores con
buenas caracteristicas analiticas.

4. De los biosensores desarrollados, los que
mejores caracteristicas presentaron fueron los
preparados con las nanoparticulas de Pt sin
adicionar el segundo metal.

ABREVIATURAS

LOX: Lactato oxidasa, PDDA: Cloruro de
poli(dialildimetilamonio), EDS: Energy dispersive
espectroscopy, LDD: Limite de deteccion, LDC:
Limite de cuantificacion, Km.: Constante de

Michaelis-Menten aparente, Vmax,: Velocidad

maxima de reaccidn aparente.
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ANEXOS
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Anexo1. A) Plantilla de la capa de Ag/AgCl utilizada para el electrodo de referencia y los contactos
eléctricos, B) Plantilla de la capa de grafito utilizada para el electrodo de trabajo y semireferencia,

C) Plantilla de pintura dieléctrica.
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Anexo 2. Rango lineal de los biosensores A)Pt/Vulcan, B) PtRu/Vulcan 14-7, C) PtRu/Vulcan 10-10.
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Anexo 3. Voltamperometria ciclica de L-lactato de sodio en electrodo 12

modificado con Pt/Vulcan.
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Anexo 4. Linealizacién de Lineweaver-Burke de los biosensores A) Pt/Vulcan, B) PNps/Vulcan 14-7, C)PtRu/Vulcan 10-10

Tabla 5. Comparacion de los limites de deteccidon de los biosensores preparados con otros trabajos

similares.

Biosensor LDD (umol/L) Autor

Pt/Vulcan 8,55 Londorio-Torres. J; Loaiza. O.
PtRu/Vulcan 14-7 8,76 Londofo-Torres. J; Loaiza. O.
PtRu/Vulcan 10-10 4,05 Londofio-Torres. J; Loaiza. O.
CS/MWCNTsFcMe- 22,6 Pérez-Fabregas
HRP/BSA/LOx-SPBGE

PtNps/GCNF-PEI-GA-LOx- 6,9 Loaiza. O., et.al.

Gly-SPCE
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