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Resumen

Titulo: Desarrollo de un biosensor electroquimico usando un péptido como elemento de
reconocimiento biologico inmovilizado en nanotubos de carbono para la deteccion de mercurio en
matrices acuosas”

Autor: Maria Alejandra Galvis Vargas, Julio Andrés Pedraza Avella, Jose Luis Ropero Vega y
Johanna Marcela Flérez Castillo™

Palabras Clave: Contaminacion ambiental, agua, mercurio, biosensores, nanomateriales,

aminoacidos, metales pesados

Descripcion: En esta investigacion se desarrollé un biosensor electroquimico basado en péptidos
para la deteccion de iones de mercurio (Hg*") en medios acuosos, con el objetivo de avanzar hacia
herramientas analiticas mas sensibles, selectivas y sostenibles, aplicables al monitoreo de aguas
contaminadas por actividad minera. La metodologia integré herramientas de modelado molecular
para seleccionar la secuencia peptidica DGPEFER, la cual mostré alta afinidad por Hg**. Esta
secuencia fue inmovilizada sobre nanotubos de carbono (MWCNT) depositados en electrodos
serigrafiados, optimizando las condiciones de modificacion mediante ensayos electroquimicos. La
caracterizacion fisicoquimica confirmd una adecuada funcionalizacion de la superficie del
electrodo, y las pruebas electroanaliticas en un medio de pH neutro demostraron que el biosensor
presenta un comportamiento lineal en un rango de 0,35 a 10,0 ppm de Hg?*, con un limite de
deteccién de 0,011 ppm. La evaluacion de la estabilidad y reproducibilidad del biosensor, reportd
un desempefio adecuado bajo condiciones controladas de limpieza y regeneracién del electrodo.
Ademas, se estudio la selectividad frente a otros iones presentes en efluentes mineros, como Pb*
y Mn?*, demostrando una respuesta preferencial hacia Hg?*. Este trabajo representa un avance en
el desarrollo de plataformas electroquimicas basadas en péptidos, sentando las bases para futuras
mejoras en sensibilidad, miniaturizacion y aplicacion en campo para la deteccion de mercurio en
aguas contaminadas.

“ Trabajo de Grado

“ Facultad de Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Maestria en Ingenieria Quimica.
Director: Julio Andrés Pedraza Avella. Doctor en Quimica. Codirector: Jose Luis Ropero Vega.
Doctor en Quimica. Asesora: Johanna Marcela Florez Castillo. Doctora en Quimica
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Abstract

Title: Development of an electrochemical biosensor using a peptide as a biological recognition
element immobilized on carbon nanotubes for the detection of mercury in aqueous matrices”
Author(s): Maria Alejandra Galvis Vargas, Julio Andrés Pedraza Avella, Jose Luis Ropero Vega
y Johanna Marcela Flérez Castillo™

Key Words: Environmental pollution, water, mercury, biosensors, nanomaterials, amino acids,

heavy metals

Description: In this study, a peptide-based electrochemical biosensor was developed for the
detection of mercury ions (Hg?") in aqueous media, aiming to advance toward more sensitive,
selective, and sustainable analytical tools applicable to the monitoring of water contaminated by
mining activities. The methodology integrated molecular modeling tools to select the peptide
sequence DGPEFER, which exhibited high affinity for Hg**. This sequence was immobilized onto
multi-walled carbon nanotubes (MWCNTSs) deposited on screen-printed electrodes, with
modification conditions optimized through electrochemical testing. Physicochemical
characterization confirmed appropriate functionalization of the electrode surface, and
electroanalytical tests in a neutral pH medium demonstrated that the biosensor exhibited linear
behavior in the range of 0.35 to 10.0 ppm of Hg?*, with a detection limit of 0.011 ppm. Evaluation
of the biosensor’s stability and reproducibility showed adequate performance under controlled
cleaning and electrode regeneration conditions. Additionally, the sensor’s selectivity was assessed
in the presence of other ions commonly found in mining effluents, such as Pb** and Mn*,
demonstrating a preferential response toward Hg?". This work represents a significant step forward
in the development of peptide-based electrochemical platforms, laying the foundation for future
improvements in sensitivity, miniaturization, and field application for mercury detection in
contaminated water.

“ Degree Work

“Facultad de Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Maestria en Ingenieria Quimica.
Director: Julio Andrés Pedraza Avella. Doctor en Quimica. Codirector: Jose Luis Ropero Vega.
Doctor en quimica Asesora: Johanna Marcela Florez Castillo. Doctora en Quimica
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Introduccion

La region de Santander, Colombia, posee una notable riqueza mineral, en particular en
yacimientos auriferos, lo que ha dado lugar a la conformacion del distrito minero Vetas—California.
En este contexto, la mineria ilegal a cielo abierto y aluvial ha implicado durante décadas el uso
indiscriminado de mercurio metalico, un elemento poco soluble en agua pero altamente volatil
(Corporacion Compromiso, 2020). Aungue esta practica fue regulada mediante la Ley 1658 de
2013, los efectos derivados de su uso prolongado ain persisten. La exposicion continua de este
metal al ambiente acuético ha generado reacciones quimicas y bioldgicas indeseadas, ocasionando
impactos ambientales no resueltos, conocidos como pasivos ambientales (Castillo, 2009). La
subcuenca alta del rio Suratd, que atraviesa el distrito minero y una parte del paramo de Santurban,
abastece de agua potable a cerca de 13 municipios del departamento.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el mercurio es una de las especies
metalicas de mayor preocupacion a nivel mundial por su toxicidad, en especial para el desarrollo
fetal y de la infancia temprana (OMS, 2021). En 2022, el Acueducto Metropolitano de
Bucaramanga (AMB) report6 dos picos de concentracion de mercurio en las captaciones hidricas
de la planta Bosconia, con valores de 0,1 mg/L y 0,163 mg/L, aproximadamente 80 veces
superiores al limite permitido de 0,002 mg/L establecido por la EPA (Revista Semana, 2022).

En medios acuéticos, el mercurio puede encontrarse en forma inorganica u organica.
Dentro de las especies inorganicas, la mas comudn es el ion Hg?*, el cual presenta una fuerte
afinidad por grupos funcionales presentes en biomoléculas, como sulfhidrilos, carboxilos,
fosforilos, amidas y aminas (Alanoca, 2016). Esta afinidad facilita su participacién como precursor

en la formacion de metilmercurio, una de las formas mas toxicas de mercurio organico.
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A pesar de que existen técnicas analiticas altamente sensibles para la deteccion de
mercurio, su implementacién en zonas rurales y acueductos veredales resulta limitada por el alto
costo, complejidad operativa y necesidad de personal especializado. Entre estas técnicas destacan
la espectroscopia de absorcion atomica con horno de grafito y la espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), que aunque precisas, implican elevados costos de
operacion, tiempos largos de respuesta y limitaciones en la discriminacion de especies quimicas.

Frente a estas restricciones, ha surgido el desarrollo de sensores como alternativa para la
cuantificaciéon de metales in situ. En particular, los biosensores han demostrado ventajas
significativas por su alta especificidad, bajo costo, facilidad de operacién y posibilidad de
miniaturizacion (Dominguez, 2013). Estos dispositivos emplean un elemento de reconocimiento
biologico que proporciona la especificidad frente al analito de interés, permitiendo ademas la
portabilidad y operacién directa en campo (Lejia, 2009; Guarin, 2019).

Tradicionalmente, los elementos de reconocimiento en biosensores incluyen enzimas,
anticuerpos, proteinas y acidos nucleicos. No obstante, en los Gltimos afios se ha explorado con
creciente interés el uso de péptidos como elementos de reconocimiento debido a su capacidad de
generar interacciones especificas (hidrofobicas, hidrofilicas, electrostaticas) y su facilidad de
disefio y modificacion mediante herramientas quimicas e informaticas (Yuan & Liu, 2021). Los
péptidos presentan alta afinidad por ciertos analitos, pueden disefiarse para ser selectivos, son
biocompatibles y no téxicos (Ghanaati et al., 2009), lo que los convierte en candidatos atractivos
para el desarrollo de sensores dirigidos a la deteccion de metales pesados. Sin embargo, el uso de
péptidos para la deteccion especifica de especies de mercurio aun es un campo poco explorado.

Por otro lado, el uso de nanomateriales en biosensores —como nanoparticulas de oro,

nanotubos de carbono, grafeno o polimeros conductores— ha contribuido significativamente a
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mejorar la sensibilidad del sistema. Estos materiales no solo actian como soportes para la
inmovilizacion del elemento de reconocimiento, sino que también favorecen la transferencia
electrénica y amplifican la sefial analitica (Yuan & Liu, 2021; Andrade et al., 2012). En particular,
los nanotubos de carbono han demostrado propiedades eléctricas superiores debido a su estructura
unidimensional y su quiralidad, lo cual mejora la conductividad a lo largo de su eje frente a
materiales bidimensionales como el grafeno (Merino et al., 2014).

En este contexto, la presente investigacién tuvo como finalidad seleccionar un péptido con
alta afinidad por especies de mercurio, y modificar su estructura mediante herramientas
informaticas para optimizar su efectividad y estabilidad en procesos de deteccidn. Este péptido fue
posteriormente incorporado en un biosensor, junto con nanomateriales conductores, con el objetivo
de desarrollar una plataforma analitica sensible, especifica y potencialmente aplicable para el

monitoreo in situ de mercurio en fuentes hidricas afectadas por pasivos ambientales.
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1. Marco tedrico

1.1 Mercurio

El mercurio es un elemento metélico liquido a temperatura ambiente que, por su alta
tension superficial es capaz de formar amalgamas con facilidad con otros metales. EI mercurio
existe fundamentalmente en tres formas: como mercurio elemental, formando compuestos
organicos y formando iones inorganicos; en funcion de la forma en que se encuentre puede

presentar estado de oxidacion Hg'* o Hg?* (Rodriguez, J. 2020).

1.1.1 Toxicidad del mercurio

El mercurio elemental y los compuestos de mercurio organico e inorgadnico son
considerados por la US-EPA y OMS como principal fuente de contaminacion. Ademas, son
responsables de efectos agudos y crénicos tales como afecciones del sistema nervioso central y
dafio renal. Se considera que el tipo de mercurio méas tdxico es el mercurio organico
(metilmercurio) debido a que son venenos protoplasmicos y sus compuestos pueden ingresar al

cuerpo a través de la piel, del tracto gastrointestinal y del tracto respiratorio (Cortés, C., 2017).

1.1.2 Mercurio (II)

El mercurio (I1) es un estado de oxidacion del mercurio. En la mineria, el oro forma una
amalgama que puede ser separada facilmente por sedimentacion. Esta amalgama es quemada para
volatilizar el mercurio, y como resultado, el mercurio entra en la atmdsfera. El vapor de mercurio
elemental liberado a la atmosfera es oxidado a Hg?* en presencia de ozono, luz solar y vapor de
agua. Una vez oxidado, el mercurio i6nico Hg?" es lavado de la atmosfera por las lluvias y
depositado sobre el medio terrestre y acuatico (Sanchez, J., & Cameselle, C., 2017). Su principal

via de absorcion es por inhalacion, y se conoce que aproximadamente el 80% de Hg?* se absorbe
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debido a su gran volatilidad y a su solubilidad en tejido graso (Ministerio de Salud y Proteccion

Social, 2018).

1.1.3 Metilmercurio (MeHg)

Se ha encontrado que las especies de MeHg se producen a partir de Hg?* por procesos
biolégicos que ocurren dentro de los cuerpos de agua (European Commission, 2019). Este
compuesto es conocido como un potente agente neurotéxico con propiedades de bioacumulacion
y biomagnificacion (Panduro, 2020), es decir que, es capaz de depositarse en la cadena alimentaria.

Dicha especie es 50 veces mas toxica que el mercurio elemental.

1.1.4 Limites maximos permisibles de mercurio en Colombia

Dada la evidente toxicidad del mercurio y sus efectos perjudiciales para la salud humana,
se han establecido normativas referentes a los limites maximos permitidos en diferentes fuentes
como: agua, aire, suelo y alimentos. La Tabla 1 presenta la normatividad vigente en Colombia
referente a la matriz agua, basada en lineamientos internacionales.
Tablal

Limites maximos permisibles de mercurio

Tipo de agua Limite Normatividad
Agua potable 0,001 mg/L Resolucion 2115 del 2007
Agua de uso pecuario 0,01 mg/L Decreto 1594 de 1984
Vertimientos ~ de  aguas 0,02 mg/L Resolucion 631 de 2015

superficiales

Nota. Tomado y adaptado del ministerio de ambiente y desarrollo sostenible
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1.2 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo de anélisis conformado por un elemento de reconocimiento
bioldgico (célula, tejido, receptor, acido nucleico, enzima, ribozima o anticuerpo, entre otros),
asociados a un mecanismo que garantiza la deteccion e interpretacion de la variacién de
propiedades 6pticas, fisicoquimicas, eléctricas, entre otras, obtenida de la interaccién entre el
analito y el dispositivo analitico. Cabe destacar que las caracteristicas fisicoquimicas del analito
de interés son las determinantes para la eleccion del material biolégico, mientras que, el tipo de

elemento de reconocimiento es el que determina el sistema transductor (Jimenes y Leon., 2009).

1.2.1 Clasificacién de los biosensores
Entre las distintas clasificaciones para los biosensores, se considera que una de las méas

completas se describe a partir de las siguientes variables.

7~ N\

Biosensores

~
BN N N N

Receptor Tipo de interaccion Método de deteccion Transductor

Anticuerpos, Tejidos, Optico, Electroquimico,

. ;. Biocatalitico Directo . L
Enzimas, Péptidos y . . Piezoeléctrico,
A Bioafinidad Indirecto NP
Aptameros Calorimétrico
\_/ \\_/

1.2.2 Biosensores electroquimicos
Se caracterizan por su capacidad de convertir la sefial obtenida en una sefial eléctrica, es

decir, la energia producida por la interaccién electroquimica del receptor biol6gico-analito se
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emplea para producir una sefial analizable (Rodriguez, J., 2020) tal como se describe en la Figura
1. El concepto de biosensor implica que el elemento de reconocimiento bioldgico esté en intimo
contacto con el elemento transductor; para garantizar el contacto permanente. Ademas, el material
biolégico debe fijarse a la superficie del transductor y este proceso de fijacion es llamado
inmovilizacion (Calvo. A., 2014). Actualmente, los biosensores electroquimicos son los méas
usados por la capacidad de construccion de dispositivos de deteccidn sensibles, de bajo costo,
simplicidad de operacion y rapido tiempo de respuesta (Zhao. Y., 2018).

Figural

Componentes de un biosensor
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Nota. La figura representa un electrodo serigrafiado conformado por un electrodo de referencia,
un electrodo de trabajo y un contraelectrodo. Este se convierte en biosensor al modificar el
electrodo de trabajo con un componente biolégico para de mejorar la deteccion de un analito de

interés.
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La Tabla 2 describe los tipos de transductores electroquimicos que se pueden presentar en
un sensor. En estos tipos, se destacan los biosensores potenciométricos debido a la facilidad de
adquirir comercialmente electrodos serigrafiados que permiten realizar mediciones sensibles en
tiempo real y de facil implementacion.

Tabla 2

Biosensores segun el tipo de transduccion electroquimica

Transductor
Tipo de medida
electroquimico

Mide la variacion de las propiedades de conductividad de un medio
Conductimétrico
electrolitico.

Mide el potencial entre el electrodo en el que se inmoviliza el bio-
Potenciométrico
receptor y un electrodo de referencia.

Mide la intensidad de corriente resultante de la oxidacion/reduccién

Amperométrico . . e
de una especie electroactiva en una reaccion bioquimica.

Mide la combinacidn entre la resistencia y la reactancia causada por
Impedimétrico la union del analito al receptor inmovilizado en la superficie del

electrodo.

Nota. Adaptado de Moran, K. et al., 2016.

1.2.3 Técnicas electroquimicas
Estas técnicas permiten comprender la cinética de las reacciones electroquimicas y los tipos
de procesos de electrodos, incluidas las reacciones faradaicas y no faradaicas (Nasirpouri, 2017).

Se pueden realizar detecciones de metales a partir de técnicas electroquimicas midiendo las sefiales
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eléctricas de las reacciones redox. Teniendo un electrodo serigrafiado, es posible modificar el

electrodo de trabajo con nanomateriales para aumentar la intensidad de la sefial, reducir el ruido y

permitir la deteccion de metales a nivel de trazas (Hosseini et al., 2025). Estas reacciones redox se

produciran entre los iones metélicos y las superficies modificadas de los electrodos. En la Tabla 3

se muestran algunas de las técnicas electroquimicas de mayor uso en la deteccion de metales.

Tabla 3

Tipos de técnicas electroquimicas

Técnica

Descripcion de la técnica

Voltametria Lineal

(LV)

Voltametria Ciclica

(CV)

Comunmente determina la cinética de los procesos de
electrodos. La voltametria se basa en las técnicas de barrido de
pasos potenciales. En esta técnica, la corriente se registra a
medida que se cambia el potencial del electrodo. Dependiendo
de los pasos utilizados para cambiar el potencial, las técnicas

pueden dividirse en dos categorias: de barrido lineal y ciclica.

Voltametria de Redisolucion
Anoddica de Pulso

Diferencial (DP-ASV)

Estas técnicas combinan dos tipos de voltametrias, la
voltametria de redisolucion anddica (ASV), que permite la
preconcentracion del analito mediante un proceso faradaico con
el fin de aumentar la sensibilidad y la voltametria de pulso
diferencial (DPV) para medir la desorcion del analito con una

mayor resolucién

Nota. Tomado y adaptado de Nasirpouri, (2017) y Gao, C., & Huang, X.-J., (2013).
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1.3 Péptidos como elemento de reconocimiento

Un péptido se forma a partir de cadenas cortas de aminoécidos y es esta formacion
estructural la que facilita la interaccion con diferentes iones y moléculas. Los péptidos son una
clase de moléculas sefializadoras muy estables, que utilizan los organismos multicelulares para
regular sus complejas actividades (Mckee, T., y Mckee J., 2020). Se ha promovido su uso, debido
al tipo de interacciones que puede llegar a formar con otros compuestos, las cuales se podrian
dividir en tres categorias. La primera categoria consiste en aquellos aminoacidos con propiedades
hidrofdbicas, es decir, aquellos que presentan interacciones electrostaticas repulsivas hacia las
moléculas de H20. En contraposicion, la segunda categoria agrupa a los aminoacidos hidrofilicos
0 polares, que son aquellos cuya interaccion electrostatica con las moléculas del solvente es
atractiva; y en una tercera categoria, se encuentran los aminoacidos cuyo grupo residual tiene carga
eléctrica distinta de cero (Olivares, 2004).

Estudios experimentales apuntan a que la contribuciébn mas significativa, en la
estabilizacion de la estructura terciaria de una secuencia peptidica proviene de la agrupacion al
interior de la estructura de los aminoacidos con grupos R de interaccion hidrofébica, para que los
aminoacidos hidrofilicos de la secuencia puedan interactuar con las moléculas de agua

circundantes (Creighton, 1985).

1.3.1 Meétodos de inmovilizacion

La inmovilizacidn es un proceso en el que se confina o localiza el material biolégico o una
molécula. Por ejemplo, en un biosensor, el bioreceptor se inmoviliza sobre el transductor
electroquimico para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad (Calvo. A., 2014). La

metodologia de inmovilizacion utilizada puede afectar caracteristicas del biosensor como el tiempo
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de vida o la sensibilidad. Existen diversas formas de Ilevar a cabo dicho proceso de inmovilizacion.
En la Figura 2 se describen principalmente los métodos mas desarrollados, los cuales se pueden
clasificar en dos grupos, los de retencién fisica y los de unién quimica.

Figura 2

Clasificacion de los métodos de inmovilizacion

[ Unién covalente ]—] [ Adsorcion J_]

LY L

Esta metodologia se basa en la El elemento biolégico se une a un
activaciéon de grupos quimicos del soporte mediante interacciones idnicas
soporte para que reaccionen con por fuerzas de Van Der Waals y por
nucledfilos de las proteinas, no puentes de hidrégeno. La temperatura,
obstante, la reaccion depende de la el pH, las condiciones fisiologicas y la
presencia de diferentes  grupos adicion de sustratos no degradables
funcionales. pueden debilitar este enlace.

Métodos de

inmovilizacién

Atrapamiento h Afinidad h

Se basa en la especificidad del
elemento biolégico en diferentes
condiciones. La bioafinidad es una
variante que aumenta exponencial-
mente la capacidad de union al
elemento bioldgico debido a la
presencia de enlaces de hidrogeno,
fuerzas de Van der Waals, etc.

Se basa en la retencién del elemento
bioldgico por enlaces covalentes o no
covalentes dentro de geles o fibras. El
atrapamiento en estructuras como las
nanofibras electrohiladas y materiales
novedosos, como hanoparticulas de
silice y oro han revolucionado el campo
de la inmovilizacidn.

Nota. Adaptado de Meneau, R., Borrego, K., Liva, M., y Farifias, T., 2021.

1.4 Nanotubos de carbono (NTC’s)

Son alétropos del carbono, como el diamante, el grafito o los fulerenos (ver Figura 3).
Existen diferentes tipos de NTC's en funcion de las capas de grafito que los forman. Estos pueden
ser nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNT's) y nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNT's), que pueden considerarse como capas de laminas de grafito enrolladas

concéntricamente, donde cada atomo de carbono esta unido con otros tres mediante hibridacion
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sp? (Andrade et al., 2012). Estos nanomateriales tienen excelentes propiedades fisicas y quimicas

como son su area superficial, resistencia y conductividad eléctrica, que resultan en materiales

interesantes para la fabricacion de electrodos (Manikandan et al., 2023).
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1.5 Bioinformética estructural

La bioinformatica es la disciplina que permite el estudio, modelado y simulacion de sistemas
bioldgicos, orientados al andlisis de datos en distintas areas de conocimiento. El uso de herramientas
bioinformaticas podria predecir e incrementar la probabilidad de interaccion entre el ligando y las
moléculas de interés. (Redondo, 2021).

En el estudio de temas quimico-bioldgicos, la simulacién computacional representa un
aspecto esencial de la bioinformaética estructural. En ella, se utiliza la fisica tedrica incorporada a
programas computacionales, para calcular estructuras y propiedades de biomoléculas que logren

describir un sistema o proceso molecular (Drusin, S., 2018).
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2. Estado del arte

En las ultimas décadas se han disefiado diversas herramientas y metodologias analiticas
tradicionales para la deteccion de metales, como la espectroscopia de absorcién atdmica, la
espectrometria de masas, la cromatografia liquida de alta resolucion, los sensores electroquimicos
y biomiméticos. Entre estos, los sensores electroquimicos y biomiméticos, brindan una alta
sensibilidad, selectividad y respuestas rapidas en dispositivos portatiles y faciles de usar (Stortini,
A., et al., 2020). Con base en esta informacion, durante los ultimos afios se ha visto un aumento
de investigaciones que desarrollan biosensores electroquimicos, en doénde la selecciéon del
elemento de reconocimiento biologico ha sido influenciada por el andlisis de datos

bioinformaticos.

2.1 Simulacién bioinforméatica

A diferencia de los métodos tradicionales de sintesis y validacion experimental de
moléculas que requieren etapas sucesivas de disefio quimico, sintesis, purificacion y evaluacion
bioguimica, la bioinforméatica estructural permite optimizar el disefio molecular mediante
simulaciones computacionales previas al trabajo experimental. Este campo interdisciplinario
combina herramientas matematicas, informaticas y tedricas de la biologia para analizar e
interpretar interacciones moleculares complejas (Li et al., 2025). En las tltimas décadas, el numero
de procesamientos de bioinformatica estructural, (bibliotecas, complementos, recursos web y
software disponibles) ha aumentado exponencialmente lo que ha consolidado su aplicacién
(Rosignoli, S., y Paiardini, A., 2022).

Uno de los softwares ampliamente utilizados en los Gltimos afios es PyMOL. Este software

es comunmente usado para la visualizacion tridimensional (3D) de proteinas, acidos nucleicos,
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moléculas pequefias, densidades de electrones, superficies y trayectorias, incluyendo también el
andlisis de biomoléculas (Yuan, S., Chan, H., y Hu, Z., 2017). Por otra parte, las técnicas
computacionales de acoplamiento y puntuacion han revolucionado la bioinformética estructural,
al proporcionar informacién sin precedentes sobre aspectos clave de la interaccion ligando-
receptor. El acoplamiento se utiliza para optimizar farmacos y para identificar nuevos aglutinantes,
mediante la prediccion de su modo de unién y afinidad (Forli, et al., 2016). El software AutoDock
y AutoDockTools son herramientas gratuitas que han sido ampliamente citadas en la literatura,
como herramientas esenciales en el disefio de farmacos basados en estructuras, lo que presenta una
reduccion de los tiempos y costos asociados a la sintesis fisica de compuestos por cuando se realiza
por métodos tradicionales. Ademas, estos métodos son lo suficientemente rapidos como para
permitir el cribado virtual (identificacion) de bibliotecas de ligandos que contienen decenas de
miles de compuestos (EI-Hachem, et al., 2017).

Investigaciones expuestas por Prada en 2021, demuestran que el desarrollo de nuevas
estrategias para la obtencion de péptidos basados en herramientas biocomputacionales, es
indispensable, tanto para la sintesis de nuevos farmacos, como para el entendimiento de las vias
de sefializacion celular y la comprension de las interacciones de pares moleculares tipo ligando-

receptor en sistemas vivos.

2.2 Desarrollo de biosensores

Los biosensores electroquimicos ofrecen un enfoque prometedor en el monitoreo en tiempo
real para el tratamiento de fuentes hidricas. Los avances en la ciencia de los materiales y las
tecnologias de microfabricacion estan allanando el camino para producir biosensores

electroquimicos portatiles, que sean mas pequefios y economicos (Bindu et al., 2024). Los
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biosensores pueden disefiarse para detectar metales pesados especificos, como plomo, mercurio o
cromo en fuentes hidricas, permitiendo asi una deteccion temprana que haga posible la
implementacién de técnicas de eliminacion adecuadas, antes de que lleguen al consumo humano.
La continuacion de esta linea de investigacion ha permitido mejorar pardmetros de los biosensores
como su robustez, selectividad y rentabilidad. En la Tabla 4, se muestra el avance, durante los
ualtimos afios, en el desarrollo de biosensores para la deteccion de mercurio.

Tabla 4

Estado del arte en el desarrollo de biosensores para la deteccion de mercurio (I1)

Tipo de Elemento de Limite de Afio de
Rango de medicion
sensor reconocimiento deteccion publicacion
Electroquimico ADN 0,05 — 20 ppb Hg?* 0,02 ppb 2015

5x10%— 5x10* ppb
Electroquimico PNA 4,5x10°° ppb 2017
Hg?*

2x1071t — 2x107 ppb
Electroquimico Enzima 8,4x102 ppb 2017
Hg?*

Bacteria
Luminiscencia 6 — 48 ppb Hg?* - 2018
escherichia coli

2x10° —1,6x10™ ppb
Colorimétrico Péptido 5,6x10° ppb 2021
Hg?*
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0,001 ppb — 0,02 ppb
Electroquimico ADN 0,07 ppb 2024
Hg?

Nota. Tomado y adaptado de Tortolini, et al., 2015. Bala, et al., 2017. Cai, et al., 2017. Santacruz,

P., 2018. Li, Zetal., 2021. Hu, L, et al., 2024

Ahora bien, el enfoque de esta investigacion se centra en el uso de péptidos como elemento
de reconocimiento bioldgico, debido a que la carga de sus aminoacidos puede facilitar la
interaccion con iones metalicos. Ademas, presentan un costo de sintesis mas bajo en comparacion
con otros elementos biologicos como el ADN o las enzimas, y cuentan con una vida util
ligeramente mayor. Hasta la fecha solo se encontr6 un trabajo de investigacion de relevancia que
emplee el mismo elemento de reconocimiento. Li, Z. et al, construy6 un biosensor para cuantificar
iones de mercurio Hg?* a partir de la secuencia peptidica DGPFHR (Figura 4), el cual demostro
buena selectividad en presencia de otro tipo de iones metalicos comunes a altas concentraciones.
Figura 4

Clasificacion de los métodos de inmovilizacion
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Nota. Tomado de Li, Z et al., 2021).
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Los aminoacidos se clasifican de acuerdo a la polaridad de su cadena lateral o grupo R,
posteriormente pueden recibir una subclasificacion en 3 grupos: neutros, &cidos y béasicos, lo que
les confiere una carga determinada (L6pez, M. y Mohiuddin, S., 2025). La Tabla 5 describe la
caracteristica principal de la secuencia peptidica usada para la determinacion de iones de Hg?*. La
adicion de R, D y H tuvo como objetivo coordinarse con Hg?* para lograr una identificacion
especifica. Por otro lado, las caracteristicas estructurales especificas de G, P y F podrian ofrecer la
posibilidad de ajustar en cierta medida la configuracion espacial de la secuencia. (Li, Z et al., 2021)
Tabla5

Caracteristicas de la secuencia peptidica

Aminoacido Nombre Caracteristicas Representacion
B [6]
D Acido aspartico | Aminoacido polar con carga negativa °Y\*0H
OH NH2
- - - 7 - O
G Glicina Aminoacido no polar HZN\)kOH
P Prolina Aminoacido alifatico no polar ?\(O”
o]
[¢]
F Fenilalanina | Aminoacido aromatico no polar on
NH;
o]
H Histidina Aminoacido polar con carga positiva (NMDH
HN— NHe
NH o
R Arginina Aminoacido polar con carga positiva HQN*H/\/\N%OH

Finalmente, se observdo que en los ultimos afos el desarrollo de biosensores
electroquimicos ha cobrado relevancia como alternativa para la deteccion de elementos metalicos.
Sin embargo, a conocimiento de los autores, no se han encontrado referencias que reporten el

desarrollo de biosensores electroquimicos especificamente orientados a la deteccion de mercurio
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utilizando un péptido como elemento de reconocimiento bioldgico. Por lo tanto, este trabajo de

investigacion destaca por su caracter innovador.
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3. Hipotesis

El disefio de un péptido mediante herramientas bioinformaticas y su inmovilizacion sobre
nanotubos de carbono posibilitan el desarrollo de un biosensor electroquimico sensible y selectivo,

capaz de detectar mercurio en soluciones acuosas con una respuesta rapida.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General
Desarrollar un biosensor electroquimico usando un péptido como elemento de
reconocimiento biolégico inmovilizado en nanotubos de carbono para la deteccién de mercurio en

matrices acuosas.

4.2 Objetivos Especificos
Disefiar un péptido como elemento de reconocimiento biolégico de mercurio a partir de

modificaciones bioinformaticas de su estructura.

Determinar las condiciones de un biosensor de mercurio a partir de electrodos serigrafiados

modificados con nanotubos de carbono y un péptido como elemento bioldgico.

Evaluar las caracteristicas analiticas del biosensor electroquimico en relacion a la deteccion

de mercurio en una matriz acuosa.
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5. CAPITULO 1: DISENO DEL ELEMENTO DE RECONOCIMIENTO

En este capitulo se describe la metodologia empleada para el disefio del elemento de
reconocimiento bioldgico disefiado para el biosensor electroquimico. El proceso inicio con la
seleccion de una secuencia peptidica reportada en la literatura, en la cual se identifica el
aminoacido responsable del reconocimiento de los iones Hg?". A partir de esto, se propusieron
modificaciones incorporando otros aminoécidos que podrian mejorar la capacidad de
reconocimiento. Posteriormente, se utilizaron diversas herramientas informaticas para predecir la
estructura tridimensional de cada secuencia modificada, analizar los tipos de enlace
intramoleculares formados, calcular la desviacién cuadratica media (RMSD) vy, finalmente, se
realizé un acoplamiento molecular entre cada secuencia peptidica y el ligando (Hg?"). Este
acoplamiento permitio identificar la orientacion que minimiza la energia libre del sistema, es decir,

la configuracion més estable.

5.1 Metodologia

5.1.1 Maodificacion de la secuencia peptidica

Teniendo en cuenta la secuencia DGPFHR disefiada por Li, Z. et al. (2021), quienes
propusieron que el aminoacido histidina (H) podria presentar una alta afinidad por los iones de
Hg?*. Por esta razon, se realiz6 como primera modificacion, la adicion de mas aminoacidos H, con
el objetivo de evaluar su efecto sobre la interaccion con los iones de Hg* y, al mismo tiempo, los
efectos de aumentar la longitud de la cadena peptidica.

Adicionalmente, se investigaron otros aminoacidos que pudiesen reemplazar la histidina,
seleccionando asi al &cido glutamico (E), debido a sus propiedades polares y su carga negativa.

Tambien se incluyeron modificaciones con aminoacidos como fenilalanina (F), tirosina (Y) y
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triptéfano (W), que poseen caracteristicas apolares y son los (nicos que contienen grupos
funcionales arométicos en sus cadenas laterales, y, ademas, las interacciones n—m de estos grupos
funcionales podrian favorecer la union con los iones Hg?*. La Tabla 6 resume las modificaciones
propuestas para cada una de las secuencias analizadas.

Tabla 6

Modificaciones (Mod.) planteadas de secuencias peptidicas

Secuencia 1 Secuencia 2 Secuencia 3 Secuencia 4 Secuencia 5

Mod. 1 DGPFHR* DGPFER DGPFFR DPGFWR DGPFYR

Mod.2  DHGPFHR DEGPFER DFGPFFR DWGPFWR DYGPFYR

Mod.3  DGPHFHR DGPEFER DGPFFFR DGPWFWR DGPYFYR

Mod.4 DHGPHFHR  DEGPEFER DFGPFFFR  DWGPWFWR  DYGPYFYR

*Secuencia original tomada de Li, Z. et al., (2021).

5.1.2 Disefio de la estructura molecular

En esta etapa se usaron tres herramientas informaticas de acceso libre. La primera etapa
fue la plataforma en linea PEP-FOLD, la cual permitio realizar una prediccion rapida y precisa de
la estructura tridimensional de cada una de las secuencias peptidicas propuestas (Tabla 6). Una vez
ingresada la secuencia, se generaron los cinco mejores modelos estructurales en 3D, los archivos
de salida se obtuvieron en formato PDB (Protein Data Bank), lo que facilitd su posterior
visualizacién y analisis estructural.

Posteriormente se usé el visualizador de estructuras en linea iCn3D, el cual es una
herramienta de analisis estructural, donde se cargaron los archivos de entrada en formato PDB, y

se visualizaron los tipos de interacciones (puentes de hidrdgeno, interacciones ionicas,
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interacciones covalentes e interacciones m—m) que se formaron en las estructuras peptidicas
planteadas. Finalmente, en el programa Pymol, empleando el codigo “align name_Stringl,
name_String2”, se calculd la desviacion cuadratica media (RMSD), que representa la desviacion
de la interaccion entre aminodcidos. Esta desviacion se determiné para cada secuencia teniendo
como referencia la modificacion 1, respecto a las deméas modificaciones, por ejemplo, se determiné

la desviacién de la secuencia DHGPFHR teniendo como referencia a la secuencia DGPFHR.

5.1.3 Docking molecular (interaccién péptido-ligando)

Para realizar el analisis de acoplamiento molecular (docking), se utiliz6 el software de
acceso libre AutoDock4 version v4.2.6, cuyo objetivo principal fue predecir la forma éptima en
que el ligando (Hg*") se uniria a cada una de las secuencias peptidicas propuestas. Luego, se
selecciond la secuencia peptidica que seria enviada a sintesis, teniendo en cuenta la energia de
enlace. Esta seleccion se baso en los algoritmos del software, los cuales buscan la orientacion y
conformacion del ligando, que minimice la energia libre del sistema, lo que indica una

configuracion més estable.

5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Modelos estructurales

La herramienta PEP-FOLD generalmente muestra los cinco mejores modelos planteados
para cada una de las secuencias propuestas, estos modelos se pueden visualizar en la Tabla 7. Sin
embargo, se observd que, en algunos casos, como en las secuencias DGPFER y DGPFYR, solo
fue posible obtener dos modelos. De manera similar, las secuencias que contenian histidina
generaron unicamente tres modelos. Por lo que en general, fueron pocas las secuencias que

lograron desarrollar los cinco modelos estructurales. Esta limitacion se atribuye al reducido
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numero de aminoacidos en las secuencias seleccionadas (menos de ocho), lo que disminuye la
diversidad de conformaciones posibles.
Tabla 7

Estructuras moleculares de las secuencias peptidicas planteadas

Secuencia Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5

3

DGPFHR

DHGPFHR

DGPHFHR

DEGPFER

DGPEFER

DEGPEFER

DGPFFR

DFGPFFR
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Secuencia Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5
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Nota: Los circulos demarcados en cada secuencia indican el grupo funcional de la cadena lateral.

Ademaés de proporcionar la estructura molecular de las secuencias, la herramienta también

entrega informacion sobre la energia SOPEP, un valor que indica la estabilidad de la estructura
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peptidica predicha; a menor valor de energia, mayor estabilidad estructural. No obstante, en esta
etapa del andlisis no se descartd ninguno de los modelos generados, por lo que se continuo

trabajando con todas las estructuras propuestas.

5.2.2 Desviacion cuadratica media en secuencias peptidicas

Partiendo de la secuencia DGPFHR, formada por seis aminoacidos, se realizaron
modificaciones sustituyendo la histidina (H) por otros aminoéacidos como é&cido glutdmico (E),
fenilalanina (F), triptofano (W) y tirosina (YY), generando asi las secuencias DGPFER, DGPFFR,
DGPFWR y DGPFYR. Estas variantes se utilizaron como secuencias de referencia para calcular
la desviacion cuadratica media (RMSD) en comparacion con las demas modificaciones propuestas
(Tabla 6). En este caso, se seleccioné el primer modelo estructural de cada una de las secuencias
de referencia, ya que presentaba la mayor estabilidad segun la energia SOPEP. Cada uno de estos
modelos fue comparado con los modelos generados para las deméas secuencias modificadas. Los
valores de RMSD obtenidos mediante el software PyMOL se presentan en la Tabla 8.
Tabla 8

Desviacion cuadratica media de las posiciones atomicas

Referencia Modificacion Modelo1l Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5
DHGPFHR 0544 A 0423A 0579 A
DGPFHR  DGPHFHR 1669A 2345A 3287A
DHGPHFHR 2, 777A  1962A 2658A 1772A 1916 A
DEGPFER 0,364 A 1025A 0,351 A
DGPFER DGPEFER 3742A  2371A 2168A 2697A  2982A
DEGPEFER 3560 A 3374A 3332A 3305A 3220A
DFGPFFR 4893 A 1334A 3833A 2982A
DGPFFR DGPFFFR 3999A 1607A 1, 710A 1,710A 1,717A
DFGPFFFR 3,441 A 3355A  3435A
DWGPFWR 2,924 A 1259A 2039A 1204A 2168A
DGPWFWR  3,968A  2,743A 2662A 1028A 3,049A

DGPFWR
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Referencia Modificacion Modelo1l Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5
DWGPWFWR 3,391 A 3400A 3,200A
DYGPFYR 3505A 4071 A  1940A 4980A 2429A
DGPFYR  DGPYFYR 3229A 1946 A 3695A 1900A 2,743 A
DYGPYFYR 4465A 3362A 3695A 3,778 A

Adicionalmente, el analisis estructural mostro que la estructura adoptada por cada modelo,
favorece distintos tipos de interacciones intramoleculares que influyen directamente en su
estabilidad. En las variantes con residuos aromaticos, resulté habitual la presencia de
interacciones n-m, puentes de hidrogeno y en algunos casos, interacciones covalentes. En
particular, la secuencia de referencia DGPFER y sus modificaciones, formaron principalmente
interacciones de puentes de hidrogeno e interacciones ionicas, mientras que la secuencia aromatica
DGPFYR y sus modificaciones presentaron interacciones n-w cationicas. Conocer la naturaleza y
la intensidad de estas interacciones constituye un indicador clave de la estabilidad molecular, ya

que cada tipo de interaccion aporta un grado diferente de resistencia a la desnaturalizacion.

Calcular la desviacion cuadratica media (RMSD) permitié seleccionar la secuencia
peptidica modificada mas favorable al reconocimiento de iones Hg?", manteniendo en gran medida
las caracteristicas estructurales de la secuencia de referencia. De acuerdo con lo reportado por Che,
X. et al. (2023), por convencion, un valor de RMSD menor a 2 A se considera un excelente
resultado de reacoplamiento, y valores inferiores a 4 A se consideran aceptables. Con base en este
criterio, solo cuatro modelos generados presentaron desviaciones que no se considerarian
aceptables. No obstante, con el fin de reducir la carga computacional, se seleccion0, de cada
conjunto de modelos generados por modificacion, aquel con el menor valor de RMSD (valores

sombreados en la Tabla 8). En los casos donde se obtuvieron valores inferiores a 1 A, se
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seleccionaron los dos modelos con menor desviacion, debido a su alta similitud estructural con la

secuencia de referencia.

5.2.3 Seleccion de la estructura peptidica

Se llevo a cabo el acoplamiento molecular (docking) entre los iones Hg?" y los modelos de
las secuencias peptidicas indicadas en el Apéndice A (pagina 99), seleccionados a partir del
andlisis de los valores de RMSD. La comparacién y posterior seleccion de la secuencia mas
adecuada se baso en la energia de enlace, la cual refleja la afinidad entre el péptido y el ligando
(Hg?"). Los valores obtenidos pueden consultarse en la Tabla 9.
Tabla 9

Energia de enlace resultante del acoplamiento molecular

Secuencia de Energia . - Energia
referencia de enlace Secuencia modificada  de enlace
(kcal/mol) (kcal/mol)

DHGPFHR _modificaciont -3,84

DHGPFHR _modificacion2 -3,47

DGPFHR 4.2l DGPHFHR mogificacios -3,99

DHGPHFHR_modificacions -3,89

DEGPFER _modificaciont -4,88

DEGPFER modificacion3 '4,90

DGPFER 4,65 DGPEFER_modificacién3 -5,08

DEGPEFER modificacions -4,99

DFGPFFR_modificaciénZ -4,47

DGPFFR -4,49 DGPFFFR_modificacion2 -4,40

DFGPFFFR_modificaciénZ -4,57

DWGPFWR_modificaCién4 -4,56

DGPFWR -4,61 DGPWFWR _modificaciéna -4,49

DWGPWFWR_modificacion3 -4,44

DYGPFYR_modificaCién3 -4,53

DGPFYR -4,28 DGPYFYR_modificaciona -4,58

DYGPYFY R_modificaciénz -4,47
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Dado que cada una de las secuencias propuestas es relativamente corta, al momento de
definir el grid box, es decir, el area en la que se llevaria a cabo el acoplamiento molecular, se opto6
por una caja que abarcara toda la secuencia peptidica. Esto permitié que el ion Hg?" pudiera
interactuar con cualquier aminoacido de la cadena y, encontrar la region de unién mas favorable
en términos energéticos. La energia de unidn representa la afinidad entre el ligando y la secuencia,
por lo que valores mas negativos indican una mayor afinidad y estabilidad del complejo formado,
lo que implica una interaccion fuerte.

Figura 5

Resultado del docking molecular con el software AutoDock

Con base en los resultados presentados en la Tabla 9, la secuencia que mostro la mayor
energia de union fue DGPEFER, con un valor de —5,08 kcal/mol, lo que indica una mejor afinidad
que la secuencia DGPFHR (—4,21 kcal/mol) previamente reportada por Li, Z. et al., 2021. Esta
diferencia podria atribuirse a la presencia del &cido glutamico (E), cuya carga negativa favorece la
formacion de interacciones ionicas, ademas de interacciones por puentes de hidrogeno entre los

aminoacidos. La figura 5 representa el docking molecular del ligando, el cual interactta. con el
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acido glutdmico ubicado en la posicion 4. A partir de esta informacion, se enviaron a sintetizar las
secuencias DGPEFER y DGPFHR con el objetivo de comprobar experimentalmente si la
secuencia propuesta en esta investigacion puede alcanzar un mayor reconocimiento de los iones

de mercurio (I1).

5.2.4 Conclusiones parciales

La bioinformatica estructural se consolidé como una herramienta clave en el disefio del
elemento de reconocimiento bioldgico, al permitir predecir interacciones moleculares con alta
precision y optimizar la seleccidn de secuencias peptidicas sin necesidad de recurrir inicialmente
a ensayos experimentales. Su aplicacion permitio reducir tiempos y recursos en la etapa de disefio,
consolidando su relevancia dentro de la quimica computacional aplicada.

Los andlisis de desviacion cuadratica media (RMSD) mostraron que, en su mayoria, las
secuencias peptidicas modificadas conservaron una conformacion estructural aceptable respecto a
sus secuencias de referencia. Sin embargo, se observaron desviaciones mas altas en las secuencias
que contenian triptéfano (W) y tirosina (), posiblemente debido a los grupos funcionales indol y
fenol, respectivamente, los cuales no favorecieron interacciones intramoleculares estables.

En cuanto al analisis de acoplamiento molecular, la secuencia DGPEFER presentd la
mayor afinidad por los iones Hg?', con una energia de unién de —5,08 kcal/mol, superior a la
secuencia de referencia DGPFHR. Este resultado puede atribuirse a la presencia del acido
glutdmico (E), cuyo grupo carboxilo de la cadena lateral proporciona una carga negativa que
favorece interacciones idnicas con el ion metélico. En conjunto, estos resultados permitieron
seleccionar la secuencia DGPEFER como la més adecuada para su incorporacion en el biosensor

electroquimico.
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6. CAPITULO 2: CONSTRUCCION DEL BIOSENSOR ELECTROQUIMICO

El segundo capitulo de esta investigacion se enfoca en los protocolos y procedimientos
desarrollados para la construccion del biosensor electroquimico. En primer lugar, se evaluo
electrogquimicamente, el funcionamiento de los electrodos serigrafiados, utilizando cloruro de
potasio (KCI) como electrolito soporte a lo largo de todo el estudio. Posteriormente, se prepard
una suspension de nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT), la cual fue depositada
sobre la superficie del electrodo de trabajo mediante la técnica de drop-casting. Esta modificacion
dio lugar al sistema SPE/MWCNT, que fue analizado mediante voltametria ciclica (CV),
comparando su respuesta con la de un electrodo serigrafiado sin modificar.

A continuacion, se reconstituyeron las secuencias peptidicas DGPFHR y DGPEFER, las
cuales fueron inmovilizadas sobre los MWCNT a través de interacciones electrostaticas, entre los
grupos carboxilo de los nanotubos y los grupos amino de los péptidos. Una vez completada la
inmovilizacion, se procedi6 al ensamblaje del sistema SPE/MWCNT/PEPTIDO, dando lugar al
biosensor electroquimico. La morfologia del biosensor se evalué mediante microscopia electronica
de barrido (SEM), comparandola con la del electrodo sin modificar. Ademas, se analizaron los
complejos SPE/MWCNT y SPE/MWCNT/DGPEFER mediante espectroscopia infrarroja (FTIR),
y se realizaron pruebas de voltametria ciclica en soluciones de ferricianuro de potasio y cloruro de

mercurio (HgCl).

6.1 Metodologia

6.1.1 Caracterizacion del electrodo serigrafiado (SPE)
Se adquirieron comercialmente electrodos serigrafiados de carbono de la marca PalmSens,

referencia Italsens 1S-C como se muestra en la Figura 6. Los electrodos serigrafiados estan
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conformados por un electrodo de trabajo de carbono (WE) con un didmetro de 3 mm, un
contraelectrodo también de carbono (CE) y un electrodo de pseudorreferencia de plata (Ag) con
impregnaciones de cloro, por recomendacion del fabricante se selecciona como electrolito soporte
una solucidn con iones de cloruro.

Figura 6

Electrodo serigrafiado (SPE) marca Italsens IS-C

Electrodo de referencia (RE) / / /

Electrodo de trabajo (WE)

Contraelectrodo (CE)

Og
O,

Para verificar la funcionalidad de los electrodos serigrafiados, se realizaron pruebas de
voltametria ciclica utilizando un potenciostato Autolab modelo PGSTAT302N, operado mediante
el software Nova 2.1. Todas las soluciones empleadas en los ensayos fueron preparadas con agua
tipo 1. Se evalud el comportamiento electroquimico de la solucion de ferricianuro de potasio
(KsFe(CN)s) 0,5 mM, asi como soluciones de cloruro de mercurio (HgCl2) 5 mM, a distintas
velocidades de barrido. Se selecciond como electrolito soporte una solucion de cloruro de potasio
(KCI) 0,1 M con el fin de evitar inestabilidades en el potencial del electrodo de referencia

Ag/AgCl, garantizando asi una concentracion constante de iones cloruro (C17) en su entorno.

6.1.2 Nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT’s)
Los nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT) se han utilizado ampliamente

para mejorar el rendimiento de deteccion de los electrodos serigrafiados, ya que aportan
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propiedades beneficiosas como un mayor potencial de trabajo, una mayor area de superficie
electroactiva, y una mejor conductividad y estabilidad a largo plazo (Manikandan et al., 2023).
Para esta investigacion, se adquirieron MWCNT funcionalizados con grupos carboxilicos (marca
Sigma-Aldrich, referencia 755125). Debido a su naturaleza apolar, fue necesario emplear una
sonda de ultrasonido (marca Sonics, modelo VCX 750) para dispersarlos en agua. Para ello, se
realizaron tres ciclos de sonicacién de 10 minutos cada uno, con intervalos de reposo de 5 minutos
entre ellos, con el fin de evitar el sobrecalentamiento de la suspension. Las sonicaciones se
realizaron a una amplitud del 40 %, preparando soluciones a concentraciones de 800 pg/mL, 100
pug/mL, 50 pg/mL y 7,5 pg/mL de MWCNT.
6.1.2.1 Deposicion de MWCNT’s al electrodo serigrafiado

La modificacion del electrodo de trabajo (WE) con nanotubos de carbono de paredes
maltiples (MWCNT), se llevé a cabo mediante la técnica de drop-casting. Esta metodologia
consiste en el autoensamblaje de los MWCNT sobre la superficie del WE por adsorcion fisica,
como se muestra en la Figura 7. Para ello, se deposito una alicuota de 5 puLL de las suspensiones
preparadas a las concentraciones previamente descritas, directamente sobre la superficie del
electrodo de trabajo. Posteriormente, los electrodos serigrafiados fueron secados en una estufa

(marca Memmert, modelo S831243) a una temperatura de 40 °C durante 2 horas.

4
 Evaporacién

2

— A < .

Figura7

Técnica de drop-casting
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6.1.2.2 Caracterizacion SPE/MWCNT

Para confirmar la deposicion de los MWCNT sobre el electrodo serigrafiado
(SPE/MWCNT), se llevaron a cabo pruebas de voltametria ciclica para evaluar el efecto de los
MWCNT en la conductividad eléctrica del electrodo, utilizando soluciones de ferricianuro de

potasio y cloruro de mercurio a las distintas concentraciones previamente mencionadas.

6.1.3 Preparacion del ensamblado del biosensor electroquimico
6.1.3.1 Preparacion de la secuencia peptidica

Las secuencias peptidicas DGPFHR y DGPEFER fueron sintetizadas por la compafia
Biomatik® (Wilmington, EE. UU.). Posteriormente, se reconstituyeron 5 mg de cada péptido en
agua tipo 1, utilizando tubos Eppendorf de 2 mL, los cuales fueron almacenados en un
ultracongelador a -80 °C. De esta manera, se obtuvieron soluciones con concentraciones de 14 uM
y 12 uM, respectivamente. Para las pruebas realizadas con los electrodos serigrafiados, estas
soluciones fueron diluidas hasta alcanzar concentraciones finales de 0,1 uM, 0,5 uM, 1,0 uM, 5,0
uM y 10,0 uM.
6.1.3.2 Preparacion de los nanotubos de carbono para inmovilizacion al péptido

Se llevo a cabo la activacion del grupo carboxilo presente en los nanotubos de carbono de
paredes multiples (MWCNT) con el fin de facilitar posteriormente la inmovilizacion del peptido
mediante la reaccion con su grupo amino. Para esta etapa, se siguid el protocolo propuesto por
Ropero et al. (2020). En un tubo Eppendorf de 2 mL se afiadieron 44,9 mg de O-(benzotriazol-1-
il)-N,N,N’,N'-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TBTU) y 24,2 uL de N,N-diisopropiletilamina

(DIPEA). A continuacidn, se anadié 1 mL de la suspension de MWCNT a una tinica concentracion



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA DETECCION DE MERCURIO 49

seleccionada con base en los resultados de caracterizacion SPE/MWCNT. La mezcla se agit6 en
vortex a velocidad media durante 20 minutos.
6.1.3.3 Inmovilizacion de MWCNT a la secuencia peptidica

La Figura 8 esquematiza el proceso de inmovilizacion de los péptidos. Se prepararon
diluciones de las secuencias peptidicas DGPFHR y DGPEFER a diferentes concentraciones. De
cada una de estas soluciones se tomaron 500 pL, los cuales se afiadieron a un tubo Eppendorf que
contenia los MWCNT previamente activados. La mezcla MWCNT/DGPFHR vy
MWCNT/DGPEFER fue sometida a ultracentrifugacion durante 90 minutos a 1500 rpm. La union
entre los MWCNT vy los péptidos se dio mediante la interaccion entre el grupo carboxilo de los
nanotubos y el grupo amino de las secuencias peptidicas.
Figura 8

Inmovilizacion SPE/MWCNT/PEPTIDO
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Para verificar la inmovilizacién de los péptidos en los MWCNT, se determiné el porcentaje
de inmovilizacion de las secuencias peptidicas mediante el método de Bradford. Este
procedimiento consistid en mezclar 1 mL de la solucién peptidica con 1 mL del reactivo de
Bradford, y posteriormente medir la absorbancia de la mezcla en un espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Scientific, modelo Genesys 10S), en un rango de longitud de onda de 800—400 nm,
registrando especificamente la absorbancia a 595nm. A continuacion, las soluciones
MWCNT/PEPTIDO fueron sometidas nuevamente a ultracentrifugacion durante 60 min a
15000 rpm, con el objetivo de sedimentar los MWCNT que no se unieron a las secuencias
peptidicas. Se tom6 1 mL del sobrenadante y se repitid el procedimiento de Bradford para
cuantificar la cantidad de péptido no inmovilizado, a partir de lo cual se calculé el porcentaje de
inmovilizacion utilizando la siguiente formula

Ab5595 nm péptido ~— Ab5595 nm sobrenadante
Pep x 100

% Inmovilizacion = Abs
595 nm péptido

6.1.3.4 Deposicion SPE/MWCNT/PEPTIDO

Finalmente, para la construccion del biosensor electroquimico, se modificé nuevamente el
electrodo de trabajo (WE) mediante la técnica de drop-casting. Se depositd una alicuota de 5 uLL
de la suspension MWCNT/PEPTIDO directamente sobre la superficie del WE. Posteriormente,
los electrodos serigrafiados se secaron en una estufa a 40 °C durante 2 horas.

Como medida adicional, para confirmar la inmovilizacion MWCNT/PEPTIDO sobre el
electrodo serigrafiado, se realizaron analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR), utilizando la técnica de reflexién total atenuada (ATR) en los complejos

SPE/MWCNT/PEPTIDO y SPE/MWCNT.
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6.1.4 Caracterizacion electroquimica del biosensor

En esta seccion, se realizo la caracterizacion electroquimica a la secuencia peptidica
disefiada en esta investigacion (DGPEFER). Con el biosensor ya construido, se realizd una
caracterizacion por microscopia electronica de barrido (SEM), comparando un electrodo
serigrafiado sin  modificar (SPE) con el biosensor electroquimico modificado con
MWCNT/DGPEFER. Para esta caracterizacion se emplearon concentraciones previamente
seleccionadas mediante pruebas electroquimicas, con el objetivo de evaluar la morfologia de la
superficie del electrodo de trabajo (WE).

Los cambios en las propiedades electroquimicas del electrodo de trabajo (WE) se evaluaron
mediante voltametria ciclica (CV), comparando tres configuraciones: el electrodo serigrafiado sin
modificar (SPE), el electrodo modificado con nanotubos de carbono (SPE/MWCNT) vy el

biosensor final (SPE/MWCNT/DGPEFER).

6.2 Resultados y discusién

6.2.1 Caracterizacion preliminar SPE
6.2.1.1 Caracterizacion y composicion morfologica

La caracterizacion morfologica mediante microscopia electronica de barrido (SEM),
mostrada en la Figura 9A, revela que el electrodo serigrafiado presenta una morfologia rugosa y
mayormente homogénea, distribuida a lo largo de una matriz carbonosa. Estos resultados
concuerdan con estudios previos realizados por autores como Cardoso et al. (2024) y Sopaj et al.
(2023), quienes analizaron la morfologia de electrodos serigrafiados antes de su modificacién con
nanomateriales de carbono. Adicionalmente, la Figura 9B presenta el mapeo elemental

correspondiente al carbono (C), donde se observa una distribucion uniforme del elemento sobre la
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superficie analizada, con una proporcion del 98,8 % en peso, lo cual confirma la predominancia
del material carbonoso en el electrodo.

Figura 9

Micrografias SEM con aumento de 100000x y escala de 1 um para (A) morfologia y (B) mapeo

elemental de carbono (C) del SPE

- 1 pm o 4 — 10 pm —

6.2.1.2 Voltametrias ciclicas

La caracterizacion electroquimica de los electrodos serigrafiados se realizé a partir de
voltametrias ciclicas, como se muestra en la Figura 10. Las velocidades de barrido usadas fueron
de 10 mV/s, 30 mV/s, 50 mV/s y 100 mV/s, en soluciones de cloruro de potasio, ferricianuro de
potasio y cloruro de mercurio.

En las voltametrias realizadas con el electrolito soporte (Figura 10A), se observa que, al
aumentar la velocidad de barrido, comienza a aparecer un pequefio pico de oxidacién en un
potencial cercano a 0-0,1 V. Este pico puede atribuirse a impurezas asociadas al material de
impresion del electrodo serigrafiado, y se consider6 de poca relevancia, ya que no volvio a

presentarse durante las pruebas electroquimicas con otras sustancias.
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Figura 10

53

Voltametrias ciclicas del electrodo serigrafiado sin modificar en concentraciones de (A) KCI 0,1

M, (B) K3Fe(CN)s 0,005 My (C) HgCl, 0,005 M (1352 ppm)
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Por otro lado, en las Figuras 10B y 10C se evaluo la reversibilidad del sistema a cada

velocidad de barrido, utilizando como criterio de reversibilidad la relacion Ip oxidacion/Ip_reduccion=1,

tal como se detalla en la Tabla 10. A partir de los valores obtenidos, se puede inferir que los

procesos estudiados fueron cuasi reversibles. Cabe destacar que, se observaron mejores resultados

a velocidades de 10mV/s y 30mV/s, lo que sugiere una mejor difusion de las especies

electroactivas y un comportamiento controlado por difusion.
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Tabla 10

Corrientes pico de oxidorreduccion para el sistema KsFe(CN)s y HgCl>

Velocidad de KsFe(CN)s HgCl:
barrido Ip oxidacion ~ Ip reduccion Lo o/ 1o red Ip oxidacion  Ip reduccion Lo o/ 1o red
pox/Ipre pox/Ipre
(mV/s) (rA) (rA) (rA) (rA)
10 10,39 -10,60 0,98 49,90 -48,32 1,03
30 19,02 -16,97 1,12 73,61 -81,92 0,92
50 24,71 -21,37 1,16 100,10 -110,41 0,91
100 33,85 -28,47 1,19 139,98 -151,95 0,90

6.2.1.3 Determinacion del &rea electroactiva del SPE
En los procesos de transferencia de electrones electroquimicamente reversibles que
involucran especies redox, la ecuacion de Randles-Sevcik puede dar indicaciones sobre si un

analito se esta difundiendo libremente en solucién.

1/2

anDO)
RT

I, = 0,446nFAC0(

Si tenemos una solucion a 25 °C, la ecuacion puede ser simplificada en la siguiente forma:
I, = 2,69 X 105n3/2AC/Dy\/v

La ecuacion de Randles-Sevcik describe como la corriente maxima, Ip (A), aumenta
linealmente con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, v (V/s), donde n es el nimero de
electrones transferidos en el evento redox, A (cm?) es el area de la superficie activa del electrodo,
Do (cm?/s) es el coeficiente de difusion del analito oxidado, y C (mol/cm?®) es la concentracion del

analito (Elgrishi, N., et al., 2018).
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En las Figuras 10B y 10C también se observan las corrientes anddicas y catodicas
correspondientes a los picos caracteristicos (Ip), las cuales presentan una relacion lineal con la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido, como se espera para un proceso controlado por difusion. Se
obtuvieron coeficientes de correlacion (R?) elevados para las corrientes de oxidacion: 0,997 para
ferricianuro de potasio (Figura 9B) y 0,993 para cloruro de mercurio (I1) (Figura 9C), lo que
confirma esta dependencia lineal. Ademas, utilizando la ecuacion de la recta correspondiente al
ferricianuro de potasio (calculada en las unidades establecidas por la ecuacion de Randles-Sevcik),

se determind el area electroactiva del electrodo serigrafiado de la siguiente manera.
[(A)=mv+b oxidacion - [ (A)=0,0001v—4x 1078
I1(A)=mv+b reduccion — I (A)=—-0,08008v —3 x 10~°

m = 2,69 x 10°n3/24¢,/D,
Donde: n = 1 para Fe*?*3, C=0,005 mol/L=5x10% mol/cm?,
Do=7,6x10"° cm?/s para [Fe(CN)¢]3~/*~

m 0,0001
A= =
2,69 x 105n3/2C /Dy, 2,69 x 105(1)3/2(5 x 10-6)(/7,6 X 10-96)
m 0,00008
A = =
2,69 x 105n3/2C /Dy, 2,69 x 105(1)3/2(5 x 10-6)(y/7,6 X 10-9)

En consecuencia, el area electroactiva del electrodo serigrafiado fue de 2,69 mm? para el

= 0,0269cm?

= 0,0216cm?

proceso de oxidacion y de 2,16 mm? para el de reduccion. El valor promedio entre ambos

corresponde a un area electroactiva de 2,43 mm?.
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6.2.2 Caracterizacion SPE/MWCNT
6.2.2.1 Dispersion de los nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT)

La Figura 11 muestra el procedimiento utilizado para la dispersion de los MWCNT. Se
prepararon suspensiones en agua tipol con concentraciones de 50, 100 y 800 pg/mL,
respectivamente. Como se mencioné anteriormente, debido a la naturaleza apolar de los MWCNT,
estos no pueden dispersarse adecuadamente mediante agitacion mecéanica convencional; por ello,
fue necesario emplear un sonicador para lograr una dispersion efectiva.

Figura 11

Montaje para la dispersion de los MWCNT en agua

En cuanto a la estabilidad en el tiempo de estas disoluciones, se observd que, a
concentraciones elevadas de MWCNT (100-800 pg/mL), los nanotubos comenzaban a precipitar
y aglomerarse nuevamente después de aproximadamente 2 a 3 semanas. Ademas, al ser sometidas
a un nuevo proceso de sonicacion, las disoluciones no recuperaban completamente su estado de
dispersion, como se muestra en la Figura 12, por lo que era necesario prepararlas nuevamente. En

contraste, las disoluciones a bajas concentraciones mostraron una mayor estabilidad,
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manteniéndose dispersas durante aproximadamente 6 semanas, siempre que se almacenaran en
frascos cubiertos con papel aluminio y protegidos de la luz.
Figura 12

Dispersion de 800 ug/mL de MWCNT en agua después de 2 semanas de preparacion

6.2.2.2 Voltametrias ciclicas MWCNT/SPE

La modificacién del electrodo serigrafiado con nanotubos de carbono de paredes multiples
(MWCNT) se realizé mediante la técnica de drop-casting. La caracterizacion electroquimica del
sistema SPE/MWCNT se llevo a cabo por voltametria ciclica, como se muestra en la Figura 13,
utilizando una velocidad de barrido de 30 mV/s. Esta velocidad fue seleccionada con base en
resultados anteriormente descritos, en los que se observo una adecuada difusion de las especies

redox en el rango de 10-30 mV/s.

En la Figura 13A, se comparan las curvas voltamétricas del electrodo serigrafiado sin
modificar con aquellas obtenidas tras la modificacion con nanotubos de carbono de paredes
multiples (MWCNT) a concentraciones de 50, 100 y 800 ug/mL. Se observo una disminucion en
las corrientes pico para las concentraciones de 50 y 100 ug/mL, mientras que a 800 pg/mL se

registré un leve aumento, considerado poco significativo para la concentracion que se manejo. Sin
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embargo, estos resultados pueden atribuirse al uso de altas concentraciones de MWCNT, aunque
se haya usado una sonda de ultrasonido para dispersar los nanotubos, favorece la formacion de
agregados durante la dispersion en agua, por esta razén Qu, C., et al., (2016) propone agregar
agentes dispersantes como PVP en soluciones acuosas y asi evitar que se generen capas sobre la
superficie del electrodo que dificulten la difusién del analito. No se considero6 el uso de agentes
dispersantes en las disoluciones, ya que estos podrian interferir posteriormente con la
inmovilizacion del elemento de reconocimiento bioldgico. Ademas, los resultados obtenidos
también reflejan una disminucion en el area electroactiva del electrodo, lo que concuerda con la
disminucion de las sefiales de corriente.

Figura 13

Voltametrias ciclicas a velocidad de barrido de 30 mV/s y electrolito KCI 0,1 M en configuracion

MWCNT/SPE de (A) KsFe(CN)s 0,005 My (B) HgCl 0,005 M
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Adicionalmente, en la Figura 13B se comparan las respuestas voltamperométricas del
electrodo serigrafiado sin modificar y del electrodo modificado con MWCNT en una solucion de

cloruro de mercurio (1) 0,005 M (1352 ppm). Se observa una disminucion significativa en las
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corrientes pico del Hg?" cuando se emplea el electrodo modificado, lo que sugiere una afectacion
en el proceso de difusion del analito hacia la superficie activa. Este comportamiento respalda la
hipotesis de que el uso de concentraciones elevadas de MWCNT dificulta el transporte del analito.
Como resultado, se repitieron las pruebas electroquimicas utilizando concentraciones méas bajas
de MWCNT, encontrandose una mejor respuesta electroquimica a una concentracion de 7,5 pg/mL
como se puede evidenciar en la Figura 14.

Figura 14

Voltametria ciclica a velocidad de barrido de 30 mV/s usando como electrolito KCI 0,1 M en

configuracion MWCNT,s5,e/mz /SPE de KsFe(CN)s 0,005 M
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6.2.3 Caracterizacion SPE/MWCNT/PEPTIDO
6.2.3.1 Porcentaje de inmovilizacion
Se realizaron diluciones de la secuencia DGPFHR a distintas concentraciones para realizar

lecturas mediante espectrofotometria UV-Vis, y posteriormente se analizé el sobrenadante tras la
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inmovilizacion de DGPFHR sobre MWCNT. Los espectros resultantes se pueden ver en la Figura
15. Las absorbancias se midieron a una longitud de onda de 595 nm y se calculé el porcentaje de
inmovilizacion, como se muestra en la Tabla 11.

Figura 15

Espectros UV-VIS del método de Bradford para la secuencia DGPFHR vy
DGPFHR/MWCNT?7s.¢/m €n concentraciones peptidicas de: (A) 0,1 uM, (B) 0,5 uM, (C) 1,0 uM,

(D) 5,0 uM y (E) 10,0 uM
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En la Figura 15A y 15B se observa un comportamiento particular, ya que el pico de
absorbancia del péptido es menor que el de la solucion correspondiente al sobrenadante tras la
inmovilizacion MWCNT/PEPTIDO. Esta inversion en los valores de absorbancia genera
porcentajes de inmovilizacidén negativos, como se muestra en la Tabla 11. Por otra parte, en la

investigacion realizada por Ernst y Zor (2010) se concluyé que el método de Bradford muestra una
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buena sensibilidad para concentraciones en el rango de 2 a 40 pg/mL. Esto implica que los
porcentajes de inmovilizacion calculados a concentraciones de 0,1 uM (0,07 pg/mL) y 0,5 uM
(0,36 pg/mL) reflejan la limitante del método para cuantificar con precision cantidades tan bajas
de péptido, mas que un fendmeno real de desorcién o liberacion del péptido.

Tabla 11

% de inmovilizacién de la secuencia peptidica a los nanotubos de carbono

Concentracion

ADbs pepTIDO Abs pepTiDOMWeNT % Inmovilizacion
de péptido (uM)
0,1 0,040 0,042 -5,0%
0,5 0,047 0,068 -44,6 %
1,0 0,065 0,040 38,5 %
5,0 0,030 0,017 43,3%
10 0,038 0,017 55,3 %

Por el contrario, a concentraciones méas altas de la secuencia peptidica, el pico de
absorbancia del péptido se sitGa por encima del de la muestra inmovilizada, lo cual concuerda con
lo esperado. Este comportamiento indica que el espectro inicial representa la secuencia peptidica
libre en solucidn, mientras que el espectro posterior refleja Unicamente la fraccion del péptido que
no fue inmovilizada sobre los nanotubos de carbono.
6.2.3.2 Andlisis de FTIR

Para confirmar la inmovilizacion del péptido sobre MWCNT a bajas concentraciones, se
realizaron analisis por espectroscopia infrarroja por reflectancia total atenuada con transformada
de Fourier (FTIR-ATR). El objetivo fue caracterizar la quimica superficial tras la modificacion
MWCNT/DGPEFER, mediante la identificacion de los enlaces correspondientes a los grupos

funcionales organicos presentes en la secuencia peptidica, como se muestra en la Figura 16.



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA DETECCION DE MERCURIO 62

Figura 16
Espectro FTIR-ATR de la configuracion SPE/MWCNT y SPE/MWCNT/DGPEFER,

correspondiente a una concentracion de 7,5 ug/mL de MWCNT y 0,1 uM de DGPEFER.
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El espectro azul representa a los nanotubos de carbono (SPE/MWCNT), los cuales no
muestran una sefial debido a que los nanotubos no son visibles por esta técnica, mientras que, el
espectro rojo (SPE/MWCNT/DGPEFER) representa las bandas caracteristicas comunes a
cualquier aminoacido presente en la secuencia, incluyen la banda de absorcion del grupo carboxilo
(C=0) alrededor de 1670 cm ™, la del grupo amino (N—H) en 3152 cm ™ y la vibracion del enlace
O-H del grupo carboxilo en 2992 cm™. Estas sefiales concuerdan con los rangos reportados en la
literatura (Ghafuri et al., 2021). Ademas, se identificaron bandas alrededor de 700 cm™ que
podrian corresponder a la deformacion fuera del plano del grupo NH: en la glicina, asi como
vibraciones en el rango de 1000-1500 cm™ atribuibles a enlaces C—N y C-C, posiblemente
asociados con la presencia de acido aspartico, glicina y fenilalanina. En conclusién, los resultados
obtenidos permiten demostrar de forma cualitativa que, incluso a bajas concentraciones de péptido,

se logra su inmovilizacion sobre los nanotubos de carbono de paredes maltiples.



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA DETECCION DE MERCURIO

6.2.3.3 Seleccion de la concentracion de péptido

63

Para definir la concentracion dptima de péptido para los ensayos posteriores, se evaluaron

distintas concentraciones de las secuencias DGPFHR y DGPEFER (0,1, 0,5, 1,0, y 5,0 uM),

utilizando una concentracion constante de 7,5 pg/mL de MWCNT. Tras la construccion del

biosensor, se realizaron voltametrias ciclicas en presencia de 1 ppm de HgCl., empleando como

electrolito soporte una solucion de KCI, y se evalué el comportamiento electroquimico en

condiciones de pH acido, neutro y béasico. Los resultados obtenidos para la secuencia DGPFHR se

presentan en la Figura 17, y los correspondientes a DGPEFER en la Figura 18.

Fig

ura 17

Voltametrias ciclicas registradas a una velocidad de barrido de 30 mV/s en presencia de 1 ppm

de HgCl:, utilizando como electrolito una solucion de KCI 0,1 M y la configuracion

DGPFHR/MWCNT/SPE. Se evaluaron tres condiciones de pH: 2,25, 6,88 y 11,89, para las

siguientes concentraciones de DGPFHR: (4) 0,1 uM, (B) 0,5 uM, (C) 1,0 uM'y (D) 5,0 uM
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En general, los resultados obtenidos en la Figura 17 para la secuencia DGPFHR muestran

que, a medida que aumenta la concentracion del péptido, se reducen significativamente las

corrientes de oxidacion y reduccion. Este efecto es particularmente evidente en la Figura 17D,

donde no se observan cambios notorios en las regiones anddica y catodica a pH neutro y basico.

En el caso de la secuencia DGPEFER (Figura 18), se obtuvo una mejor respuesta electroquimica

en el mismo rango de concentraciones. No obstante, en ambos casos, las respuestas mas favorables

se observaron a bajas concentraciones de péptido (0,1 y 0,5 uM). Este comportamiento puede

atribuirse a la pasivacion del electrodo de trabajo del biosensor, provocada por una cobertura

excesiva del péptido que limita la transferencia electronica de los iones Hg?*. Ademas, la aparicion

de picos redox secundarios en algunas curvas voltamétricas sugiere la formacion de complejos

electroactivos, aspecto que se abordara mas adelante.
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Figura 18
Voltametrias ciclicas (30 mV/s) en configuracion SPE/IMWCNT/DGPEFER con 1 ppm de HgCl:
y KCI 0,1 M como electrolito, evaluadas a pH 2,25, 6,88 y 11,89 para distintas concentraciones

de DGPEFER: (4) 0,1 uM, (B) 0,5 uM, (C) 1,0 uM, y (D) 5,0 uM.
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Adicionalmente, las curvas obtenidas a pH &cido, para ambas secuencias peptidicas,
mostraron las menores respuestas amperometricas, por lo que se descart6 trabajar en este rango de
pH. En consecuencia, se establecié como condicion dptima una concentracion de 0,1 uM para
ambas secuencias, evaluadas en soluciones de cloruro de mercurio (I1) a pH neutro y bésico, ya

que en estas condiciones se obtuvieron respuestas ligeramente superiores.

6.2.3.4 Diagrama de Pourbaix

A partir de los voltamperogramas mostrados en la Figuras 17A y 18A, se evidencia la
formacion de especies o complejos de mercurio en solucién para medio basico. Para identificar las
especies predominantes de Hg?", se construy6 un diagrama de Pourbaix, presentado en la Figura
19. Estos diagramas son representaciones graficas que muestran las fases estables de un elemento
en funcién del pH y el potencial electroquimico, permitiendo predecir las especies quimicas
predominantes segun las condiciones del entorno. Las soluciones utilizadas contenian cloruro de
mercurio (II) y cloruro de potasio, por lo que las especies formadas surgen de las posibles
reacciones redox entre los iones Hg**, C1"y H".

Para la construccion del diagrama se utilizo el software de acceso libre Hydra—Medusa,
considerando los iones mencionados como componentes del sistema. A partir de ellos, el programa
genero los complejos y fases relevantes del sistema Hg*—Cl™—H-O.

Hg** +2e~ - Hygy
Hg?* + 2Cl~ - HgCl,
2Hg** + 2C1™ + 2e~ = Hg,Cly(

Hg?* + H,0 - 2H* + Hg(OH),
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Figura 19
Diagrama de equilibrio potencial-pH a 25°C para el sistema Hg?*—CI—H.0 a partir de una
solucién de HgCl2 3,68 x 107 M (1 ppm) y KCI 0,1 M
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Con el fin de comparar los resultados experimentales con el diagrama, fue necesario ajustar
los valores de potencial obtenidos en las voltametrias (Figuras 17A 'y 18A) a la escala de potencial
del electrodo estandar de hidrogeno (Eswe), a partir de la siguiente ecuacion.

Esug = Epgjager + 0,197V (T = 25°C)
Para pH neutro - Egyp =0,18V +0,197V = 0,38V

Para pH basico - Esur =00V +0,197V =0,20V



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA DETECCION DE MERCURIO 68

En condiciones de pH neutro, se observd un pico de oxidacion alrededor de 0,18 V vs
Ag/AgCI, que al ajustarse corresponde aproximadamente a 0,38 V vs SHE. Este valor concuerda
con el inicio de la region de estabilidad del cloruro de mercurio (IT) (HgClz), segun el diagrama de
Pourbaix. A pH basico (alrededor de 12), se registré un pico de oxidacién cercano a 0,0 V vs
Ag/AgCl, equivalente a 0,20 V vs SHE. Este potencial se encuentra al inicio de la region de
predominancia del hidréoxido de mercurio (II) (Hg(OH):2), lo cual indica una buena
correspondencia entre los resultados experimentales y el diagrama.

Sin embargo, la voltametria realizada involucra procesos dindmicos, y a pH bésico se
observan dos picos adicionales que no pueden atribuirse con certeza a especies especificas. Esto
se debe a que los diagramas de Pourbaix reflejan Gnicamente el equilibrio termodinamico del
sistema, sin contemplar efectos cinéticos, fendmenos de adsorcion superficial ni transiciones
rapidas entre especies. A pesar de estas limitaciones, el diagrama generado con Hydra—Medusa
representa adecuadamente las regiones de estabilidad de las especies mayoritarias, y muestra una

buena concordancia con los potenciales observados en los voltamperogramas.

6.2.3.5 Comparacion de secuencias DGPFHR y DGPEFER

De acuerdo con el capitulo anterior, se concluyé que la secuencia DGPEFER seria
seleccionada para su sintesis, ya que mostré una mejor interaccion con los iones Hg?* en
comparacion con las demas propuestas, incluida la secuencia sugerida por Li et al. (DGPFHR).
Para evaluar la respuesta electroquimica de ambas secuencias, se realizaron voltametrias ciclicas
en presencia de cloruro de mercurio (11) a distintas concentraciones. Los resultados obtenidos a pH
neutro se resumen en la Figura 20, mientras que los correspondientes a pH basico se incluyen en

el Apéndice B (pagina 100).
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Como se puede apreciar, los picos redox correspondientes a la secuencia DGPFHR en
concentraciones de 1, 10 y 100 ppm de HgCl> son muy similares entre si, lo que sugiere una baja
sensibilidad del sistema en ese rango. En cambio, para la secuencia DGPEFER, se observa un
aumento progresivo en la corriente del pico anédico a medida que se disminuye la concentracion
(60,08, 46,07 y 39,20 mV). En conjunto, estos resultados indican que la secuencia DGPEFER,
propuesta en esta investigacion, presenta una mejor respuesta electroquimica, especialmente en la
region anddica. Este hallazgo representa un avance significativo en el desarrollo de biosensores
electroquimicos, ya que se trata de una secuencia peptidica no reportada previamente para la
deteccion de iones mercurio (1), lo cual abre nuevas posibilidades para el disefio de sistemas de
deteccion biolégica mas selectivos.

Figura 20

Voltametrias ciclicas registradas a una velocidad de barrido de 30 mV/s, utilizando como
electrolito una solucion de KCI 0,1 M a pH 6,88, MWCNT (7,5 ug/mL), DGPFHR y DGPEFER
(0,1 uM) para la configuracion SPE/MWCNT/PEPTIDO en las siguientes concentraciones de

HgClL, (A) 1 ppm (B) 10 ppm (C) 100 ppm.
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6.2.3.6 Caracterizacion morfologica

A partir de las micrografias SEM, mostradas en la Figura 21, se evaluo la calidad de la
deposicion comparando la morfologia del electrodo serigrafiado sin modificar (SPE) de la Figura
20Ay del biosensor modificado (SPE/MWCNT/DGPEFER) de la Figura 21B, ambas tomadas con
un aumento de 500x. Como se menciond anteriormente, la imagen del electrodo SPE presenta una
superficie relativamente lisa y homogénea, caracteristica de los electrodos comerciales. En
comparacion, la imagen del electrodo modificado revela una superficie notablemente méas rugosa
y heterogénea, con acumulaciones irregulares que corresponden a la deposicion del
nanocompuesto MWCNT/PEPTIDO.

Este cambio morfoldgico sugiere una modificacion efectiva, aunque parcialmente
homogénea, ya que pueden observarse zonas con densidades de recubrimiento variables. La
presencia de estructuras porosas y agregados de la Figura 21B también indica una posible mejora
del area superficial activa del electrodo, lo que es favorable para procesos de adsorcion o

interaccion con el analito.
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Figura 21
Micrografias SEM con detector ETD (100 um) y aumento de 500x para (A) SPE y (B)

SPE/MWCNT/DGPEFER.

: : X 2y
det HV mag o curr HFW 100 pm det HV mag o curr HFW 100 um
ETD 5.00 kV 500 x 13 pA 829 uym ETD 5.00 kV 500 x 13 pA 829 uym

Por otra parte, se realiz6 un andlisis elemental del biosensor (SPE/MWCNT/DGPEFER),
representado en la Figura 22. Los resultados mostraron porcentajes en peso de 57,3 % de carbono
(C), 29,7 % de nitrogeno (N) y 13,0 % de oxigeno (O). Esta composicion es coherente con los
materiales depositados sobre el electrodo, ya que refleja la presencia de los nanotubos de carbono

(fuente principal de C) y del péptido, el cual contribuye principalmente con los elementos N y O.

La presencia significativa de nitrégeno y oxigeno en la superficie modificada respalda la
incorporacion efectiva del péptido DGPEFER, ya que estos elementos no estan presentes en los
MWCNT en cantidades apreciables. En particular, el nitrogeno esta asociado a los grupos
funcionales de las cadenas laterales de los aminoacidos, mientras que el oxigeno puede provenir

tanto de grupos carboxilo residuales de los MWCNT como de enlaces peptidicos.



BIOSENSOR ELECTROQUIMICO PARA DETECCION DE MERCURIO 72

Figura 22
Micrografias SEM con aumento de 50000x y escala de 2 pm para la configuracion
SPE/MWCNT/DGPEFER en (A) morfologia y (B) mapeo elemental de carbono (C) mapeo

elemental de nitrogeno y (D) mapeo elemental de oxigeno.

10 pm—

Estos resultados, en conjunto con el predominio del carbono, confirman una modificacion
superficial exitosa y coherente con la composicion esperada del nanomaterial y del elemento de

reconocimiento biologico depositado.

6.2.4 Conclusiones parciales
La concentracion Optima para la deposicion de nanotubos de carbono de paredes maltiples

(MWCNT) sobre el electrodo serigrafiado fue de 7,5 ug/mL, ya que a este valor se obtuvo una
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buena estabilidad de la dispersion en el tiempo, sin formacion de precipitados, y una mejor
respuesta electroquimica en comparacién con concentraciones mas elevadas.

En cuanto a las secuencias peptidicas, las mejores respuestas voltamperométricas se
observaron a una concentraciéon de 0,1 uM para ambas secuencias estudiadas (DGPFHR vy
DGPEFER). A concentraciones superiores, se evidencio una disminucion en la corriente, atribuida
a la pasivacion del electrodo provocada por una cobertura en exceso del péptido.

La inmovilizacion del péptido sobre los MWCNT pudo confirmarse cuantitativamente
mediante el método de Bradford solo a concentraciones mayores a 1,0 uM. Para concentraciones
mas bajas, la confirmacion fue cualitativa mediante analisis FTIR, que mostro bandas
caracteristicas de los grupos funcionales presentes en la secuencia peptidica y en los nanotubos
funcionalizados. Adicionalmente, el analisis morfolégico mediante SEM confirmé una
modificacion superficial efectiva tras la inmovilizacion del sistema MWCNT/DGPEFER sobre el
electrodo.

El diagrama de Pourbaix generado para el sistema Hg?*—Cl——H,0O permiti6 predecir las
especies predominantes de mercurio en solucidn. Los potenciales registrados experimentalmente
en voltametrias ciclicas coincidieron con las regiones de estabilidad de HgCl> (a pH neutro) y
Hg(OH): (a pH basico), lo que sugiere una buena concordancia entre los datos experimentales y
las condiciones termodinamicas del sistema.

Finalmente, la comparacion entre las secuencias DGPFHR y DGPEFER demostré que la
secuencia propuesta en esta investigacion (DGPEFER) presenta una mejor interaccion con los
iones Hg?*, reflejada en corrientes pico mas altas, especialmente en la region anodica. Estos
resultados validan su seleccion como elemento de reconocimiento para la construccion del

biosensor electroquimico.
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7. CAPITULO 3: PARAMETROS DE DETECCION DEL BIOSENSOR
ELECTROQUIMICO

En el capitulo final de esta investigacion se aborda la capacidad electroquimica del
biosensor disefiado para la deteccion de iones de mercurio (Hg?*). La caracterizacion del sistema
se llevé a cabo mediante la construccion de curvas de calibracion, a partir de las cuales se analiz6
la intensidad de corriente generada frente a concentraciones conocidas de cloruro de mercurio (I1).
Asimismo, se evaluaron pardmetros fundamentales como la sensibilidad, limites de deteccion y
cuantificacion, estabilidad, reproducibilidad y selectividad con el objetivo de validar el desempefio
del biosensor en matrices acuosas bajo condiciones controladas. El desarrollo de esta investigacion
representd el primer esfuerzo dentro del grupo de investigacion en la construccion de plataformas
biosensoras para metales pesados, y establece las bases para el disefio futuro de un prototipo

funcional capaz de realizar mediciones electroquimicas en tiempo real.

7.1 Metodologia

7.1.1 Condiciones de la técnica electroguimica

La voltametria de redisolucion anddica (ASV) se considera una técnica electroanalitica
potente, versatil y de bajo costo. Su principal caracteristica reside en la preconcentracion del
analito en el electrodo, seguida de un barrido de potencial para disolver las especies de interés
preconcentradas (Borrill, et al., 2019). Para esta etapa, el barrido de potencial se analiz6 mediante
voltametria de pulso diferencial (DPV) ya que esta técnica es ampliamente usada para deteccion
de iones metalicos por su sensibilidad y la formacion de picos nitidos, lo que permitiria cuantificar
con un limite de deteccidn bajo. Inicialmente se realizaron pruebas a concentracion constante de

cloruro de mercurio en la solucidn, mientras se evaluaron diferentes parametros experimentales,
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como el tiempo de preconcentracion (30, 60 y 90 s) y el potencial de preconcentracion (-0,30, -

0,50 y -0,60 V).

7.1.2 Curvade calibracién

Una vez definidas las condiciones electroquimicas, se procedi6 a realizar las mediciones
correspondientes a la calibracion del biosensor. Para ello, se prepararon seis soluciones de cloruro
de mercurio (11) con concentraciones de 0,01; 0,50; 2,50; 5,00; 7,50 y 10,0 ppm, respectivamente.
El estudio se llevo a cabo en condiciones de pH neutro y basico, utilizando un biosensor
independiente para cada concentracion. Cada medicion fue realizada por triplicado con el fin de
garantizar la reproducibilidad de los resultados. Posteriormente, se registraron las corrientes pico
obtenidas para cada concentracion, con el objetivo de establecer una relacién lineal entre la
concentracion del analito (variable independiente) y la respuesta electroquimica del sistema

(variable dependiente).

7.1.3 Estabilidad y reproducibilidad

Para evaluar la estabilidad (repetibilidad) del biosensor electroquimico, se registraron
durante tres dias consecutivos las respuestas de corriente obtenidas por voltametria de pulso
diferencial (DP-ASV) utilizando un mismo biosensor, a una concentracion de 5,00 ppm. Por otro
lado, con el fin de determinar la reproducibilidad, se fabricaron tres electrodos diferentes, los
cuales fueron evaluados bajo la misma concentracion (2,50 ppm), registrando los respectivos picos
de corriente. En ambos casos, se calcularon la desviacion estandar y el coeficiente de variacion
(desviacion estandar relativa) entre las mediciones, con el objetivo de cuantificar la dispersion y

consistencia de las respuestas obtenidas.
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7.1.4 Selectividad

Para evaluar la selectividad del biosensor electroquimico, se prepararon soluciones de
sulfato de manganeso (MnSO4-H-0) y nitrato de plomo (Pb(NOs)2) y se diluyeron hasta tener una
concentracion de 5,0 ppm. Se analiz6 la respuesta electroquimica del biosensor a partir de
voltametria de pulso diferencial (DP-ASV) para cada solucion por separado y posteriormente se

evalu6 una solucidén mixta que contenia iones de Pb?", Mn?" y Hg?* en un tercer biosensor.

7.2 Resultados y discusién

7.2.1 Seleccion de variables de trabajo

Con el fin de establecer las condiciones de operacion para las pruebas electroquimicas, se
realizaron ensayos preliminares que permitieron identificar los parametros mas adecuados para la
técnica utilizada. Las condiciones de trabajo empleadas fueron una amplitud de 40 mV, un paso
de potencial de 2 mV y un tiempo modular de 0,05 s, ya que estos valores ofrecieron una mayor
intensidad de sefial. Con base en dichos pardmetros, se llevaron a cabo los barridos voltamétricos
presentados en la Figura 23, con el propdsito de evaluar la respuesta del biosensor frente a
diferentes tiempos de preconcentracion.
Figura 23
Voltametrias de redisolucién anodica de pulso diferencial para la configuracion SPE/ MWCNT7 5
ug/m/DGPEFERo1 .M @ 10 ppm de HgCl> y KCI 0,1 M como electrolito soporte para distintos
tiempos de preconcentracion para: (A) pH neutro y (B) pH bésico, a un potencial de

preconcentracion de -0,5 V
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De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 23, se observo que la respuesta
electroquimica mas favorable en condiciones de pH neutro se obtuvo con tiempos de
preconcentracion entre 30 y 60 segundos. Esto sugiere que dicho intervalo es suficiente para
permitir la reduccion eficiente de iones Hg?* a HgC sobre la superficie del electrodo. Considerando
la similitud en la intensidad de corriente registrada para ambos tiempos, se selecciond un tiempo
de preconcentracion de 30 segundos, optimizando asi el tiempo de analisis sin comprometer la
sensibilidad del sistema. En contraste, bajo condiciones de pH basico, el tiempo de
preconcentracion optimo fue de 90 segundos; sin embargo, las sefiales de corriente obtenidas
fueron considerablemente mas bajas en comparacion con las registradas a pH neutro. Para
corroborar estos resultados y profundizar en el analisis del cambio abrupto en la intensidad de
corriente asociado al pH del medio, se realizaron pruebas adicionales modificando el potencial de

preconcentracidon, como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24
Voltametrias de redisolucion anddica de pulso diferencial para la configuracién SPE/ MWCNT75
ugmL/DGPEFEROo 1 ,m @ 10 ppm de HgCl> y KCI 0,1 M como electrolito para distintos voltajes de

preconcentracion para: (A) pH neutro (tpreconcentracion 60 ) y (B) pH basico (tpreconcentracion 90 S)
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Segun los resultados mostrados en las Figuras 23A y 24A, el biosensor electroquimico
presenta un comportamiento Optimo bajo condiciones de preconcentracion de —-0,40 V y 30
segundos, evidenciado por una mayor intensidad de corriente en pH neutro. Sin embargo, al
modificar el medio a pH basico, se observa una disminucion considerable en la sefial voltamétrica
(Figura 24B). Este comportamiento puede explicarse a partir del diagrama de Pourbaix
previamente analizado, el cual indica que en condiciones basicas y dentro del intervalo de
potenciales evaluado, el ion Hg?* tiende a formar especies insolubles, principalmente hidroxido de
mercurio (Hg(OH)2). La precipitacion de esta especie, favorecida por la alta concentracion de iones
hidroxilo (OH"), disminuye la cantidad de mercurio disponible en solucion para ser reducido a Hg°
sobre la superficie del electrodo, lo que justifica la menor respuesta en corriente registrada bajo

estas condiciones.
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7.2.2 Calibracion del biosensor electroquimico

El biosensor electroquimico desarrollado fue evaluado frente a diferentes concentraciones
de cloruro de mercurio. Las condiciones de preconcentracion o disolucion anddica fueron de 30
segundos a —0,4 V para pH neutro, y de 90 segundos a —0,4 V para pH bésico. Por su parte, los
parametros del barrido de pulso diferencial se establecieron en una amplitud de 40 mV y un paso
de potencial de 2 mV. La Figura 25 muestra la respuesta electroquimica obtenida mediante la
técnica DP-ASV al variar el pH del medio entre condiciones neutras y basicas. A partir de la sefial
registrada para cada concentracion, se construyeron las curvas de calibracion correspondientes
para cada condicion del biosensor (Figuras 25C y 25D).
Figura 25
Voltametrias de redisolucion anddica de pulso diferencial para la configuracion SPE/ MWCNT7 5
ug/mL/DGPEFERO0 1w\, utilizando KCI 0,1 M como electrolito, frente a distintas concentraciones de
cloruro de mercurio (11) (0, 0,01; 0,50; 2,50, 5,00, 7,50 y 10,0 ppm) en: (4) pH neutro, (B) pH

basico, (C) curva de calibracion a pH neutro y (D) curva de calibracién a pH basico.
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El ajuste de la linealizacion se realiz6 utilizando la concentracion elevada a la potencia 2/3,
lo que sugiere que el proceso electroquimico estd dominado por un mecanismo mixto que
involucra procesos de difusion y adsorcion. La adsorcion se atribuye a la interaccion de iones Hg?*
con los sitios activos creados por la modificacion SPE/MWCNT/DGPEFER, mientras que la
difusion controla el transporte de las especies de cloruro de mercurio 11 (HgCl2) desde la solucion
hacia la superficie del electrodo.

Los resultados de calibracion obtenidos en un rango de 0,01 ppm — 10 ppm para medio
basico no muestran un ajuste lineal adecuado, reflejado en un coeficiente de correlacion
relativamente bajo (R?> = 0,771) y una desviacion estandar considerablemente alta para
concentraciones superiores a 7 ppm. Este comportamiento era previsible, ya que, como se
menciond anteriormente, en condiciones de pH basico la disponibilidad de iones Hg?* se ve
limitada por la formacién de especies hidroxiladas o precipitados como Hg(OH)2, lo que dificulta
su cuantificacion electroquimica. En contraste, la curva de calibracion obtenida a pH neutro

presenta un mejor desempefio (R?> = 0,982), con una respuesta mas lineal y reproducible del

biosensor frente al aumento en la concentracion de HgCl,. Si bien aun hay margen de mejora,
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especialmente en la optimizacion de la configuracion MWCNT/DGPEFER, estos resultados
representan un punto de partida prometedor para el desarrollo de sensores electroquimicos mas
sensibles y selectivos en medios acuosos.

Ahora bien, la sensibilidad analitica de un instrumento se define como su capacidad para
detectar pequefias variaciones en la concentracion del analito con un grado adecuado de precision.
Esta se expresa mediante la relacion entre la pendiente de la curva de calibracién y la desviacion
estandar del blanco (Ospina V., 2008). La Figura 26 muestra la voltametria obtenida para las
mediciones realizadas por triplicado del blanco.

Figura 26
Voltametria de redisolucion anddica de pulso diferencial para la configuracion SPE/ MWCNT75

ug/mL/DGPEFERQo 1 um, utilizando KCI 0,1 M como electrolito soporte (blanco)
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En la Figura 26 se observa la respuesta voltamétrica obtenida para el blanco, analizado por
triplicado. Ninguno de los voltamogramas muestra sefiales caracteristicas para iones de Hg?" lo

que indica una alta selectividad del biosensor frente al analito objetivo. Ademas, las tres
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voltametrias presentan barridos similares, lo que evidencia buena reproducibilidad y estabilidad
en la linea base. La corriente residual observada se mantiene dentro de valores bajos (< 0,75 pA),
lo que sugiere un nivel minimo de ruido electroquimico. Por otra parte, la sensibilidad analitica
estimada del biosensor en medio neutro fue de 40,4 ppm™. Este valor de sensibilidad analitica
indica que pequefios cambios en la concentracion del analito pueden generar variaciones
significativas en la sefial electroquimica. Entonces, los resultados obtenidos representan un punto
de partida prometedor para el desarrollo de sensores electroquimicos mas sensibles y selectivos en
medios acuosos.
7.2.3 Limite de deteccion y limite de cuantificacién

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) son parametros
fundamentales que definen las limitaciones de un método analitico. De acuerdo con la IUPAC, el
LOD, expresado como la concentracion, se deriva de la medida méas pequefia, que puede detectarse
para un procedimiento analitico determinado y el LOQ hace referencia a la deteccion mas pequefia
con precision y exactitud aceptables (Sanchez, J., 2018). Para su estimacion a pH neutro, se
realizaron mediciones del blanco por triplicado (Figura 26) con el fin de calcular la desviacién
estandar, la cual se dividio entre la pendiente de la regresion lineal, aplicando las formulas
correspondientes para obtener los valores de LOD y LOQ.

30p1anco 3 % (0,0126)
LOD = = = 4
0 m 050892 »074ppm

10081400 10 X (0,0126)
~0,50892

= 0,247 ppm

Los célculos realizados indican que el biosensor electroquimico propuesto alcanz6 un
limite de deteccion de 0,074 ppm. No obstante, las mediciones electroquimicas se consideran

confiables a partir de 0,25 ppm, segun el limite de cuantificacion. Al comparar estos resultados
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con los reportados en la literatura (Tabla 4), se observé que el biosensor desarrollado en este
trabajo presentd limites de deteccion inferiores a los reportados por Tortolini et al., 2015,
Santacruz, P., 2018 y Hu et al., 2024. Por otro lado, los dispositivos propuestos por Bala et al.,
2017, Cai et al., 2017 y Li et al., 2021 lograron limites de deteccion més bajos que el obtenido en
esta investigacion.
7.2.4 Estabilidad y reproducibilidad

La evaluacion de la estabilidad del biosensor electroquimico se relaciond con su capacidad
de ser reutilizado durante un periodo de tiempo determinado. En este caso, la Tabla 12 presenta un
resumen de las mediciones realizadas durante tres dias consecutivos utilizando el mismo biosensor,
expuesto a una concentracion de 5 ppm de cloruro de mercurio (11).
Tabla 12

Estabilidad del biosensor electroquimico a pH neutro a una concentracion de HgCl: de 5,0 ppm.

Dia 1 Dia 2 Dia 3

., 0)
Biosensor Conczggtrr]?mon Corriente Corriente Corriente Promedio Desviacion RgOD
(rA) (nA) (rA)
1 5,00 1,293919 2,168547 2,478088 1,9802 0,61 31,0
2 5,00 1,206399 1,411590 1,23667 1,2849 0,11 8,62

En el caso del biosensor 1, se observd un aumento progresivo en la intensidad de corriente
alo largo de los dias. Este fendmeno se puede atribuir a la ausencia de lavados intermedios después
de cada medicion con cloruro de mercurio (1), lo cual pudo haber provocado la acumulacion de
residuos de mercurio sobre la superficie del electrodo, generando asi una sefial creciente en los
dias posteriores. Por el contrario, en las pruebas realizadas con el biosensor 2 se implementaron
lavados utilizando la solucidn electrolitica mediante voltametria ciclica (cinco ciclos a 30 mV/s)
al finalizar cada lectura, asi como antes de iniciar una nueva al dia siguiente. Esta estrategia

permitio evidenciar la importancia de realizar lavados entre pruebas como parte de las buenas
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practicas en el uso de biosensores, ya que se observo una disminucion en la desviacion estandar
relativa, lo que refleja una menor dispersién en los datos obtenidos.

Ademés de la estabilidad, se evalud la reproducibilidad del biosensor electroquimico
mediante la preparacion de tres electrodos independientes, los cuales fueron sometidos a
mediciones por triplicado en una solucién de cloruro de mercurio (1) a una concentracion de 2,50
ppm. Los resultados obtenidos mostraron una desviacion estandar relativa (RSD) del 10%, lo cual
evidencia una variabilidad moderada entre dispositivos. Estos datos se presentan en la Figura 27.

Figura 27

Reproducibilidad del biosensor electroquimico en pH neutro (concentracion: 2,50 ppm HgClz)
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7.2.5 Selectividad

La selectividad es la capacidad del método analitico para medir inequivocamente y
diferenciar un analito en presencia de componentes que se espera que estén presentes en el medio
(De Bievre, et al., 2004). En este estudio, se evaluo la selectividad del biosensor frente a iones

comunmente presentes en efluentes mineros, como Pb** y Mn?*. Para ello, se prepararon soluciones
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de sulfato de manganeso (MnSQOa4-H:20) y nitrato de plomo (Pb(NOs)2) a una concentracion de 5,0
ppm. Cada ion fue analizado por separado utilizando biosensores distintos, y posteriormente se
evalud una solucion mixta que contenia iones de Pb*", Mn?* y Hg?* en un tercer biosensor. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 28.

Figura 28

Voltametria de redisolucion anddica de pulso diferencial para la configuracién SPE/ MWCNT75
ugmL/DGPEFEROo,1 v, utilizando KCI 0,1 M como electrolito a pH neutro, frente a concentraciones

5 ppm de Pb(NO:s)., MnSO+H:0 y HgCl
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En la Figura 28 se observa que el biosensor presenta un pico de oxidacion bien definido
para la mezcla con una intensidad de corriente cercana a 2,0 pA, sin embargo, el pico de oxidacion
para el Hg?" es significativamente menor al de la mezcla, lo que indica que en la mezcla se

detectaron sefiales obtenidas para Mn?* y Pb?*. Estos resultados indican que el biosensor
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desarrollado no presenta selectividad relativa hacia Hg?* y, que en presencia de otros iones
potencialmente interferentes como Mn?* y Pb?*, comunes en matrices asociadas a actividades
mineras se presenta interferencia de estos metales.

7.2.6 Conclusiones parciales

Se desarroll6 un biosensor electroquimico para la deteccién de iones de mercurio, el cual
presentd un ajuste lineal de 0,982 en condiciones de pH neutro. Sin embargo, al modificar el medio
a pH basico, el biosensor perdid reproducibilidad, lo cual se atribuye a la formacién de especies
complejas como Hg(OH)2, que reducen la disponibilidad de Hg?* libre en solucion, limitando asi
su reduccion a HgP y, por ende, la respuesta del sensor.

Se estableci6 un limite de deteccién de 0,074 ppm y un rango de trabajo comprendido entre
0,25 ppm y 7,5 ppm. Al comparar este valor con los reportados en la literatura, se evidencid que
el biosensor desarrollado alcanza limites de deteccion inferiores a los reportados por algunos
autores, lo que indica un desempefio competitivo en términos de sensibilidad.

Se evidencio que el biosensor presenta una estabilidad moderada en el tiempo, siempre que
se implementen protocolos de lavado entre mediciones. Asimismo, las pruebas de reproducibilidad
indicaron un comportamiento consistente entre diferentes electrodos fabricados bajo las mismas
condiciones.

El biosensor electroquimico, disefiado a partir de la secuencia peptidica DGPEFER e
inmovilizado con nanotubos de carbono (MWCNT), no demostro una selectividad considerable
hacia iones Hg?* cuando hay presencia de iones como Mn?* y Pb?*, presentes cominmente en

matrices acuosas asociadas a actividades mineras.
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Conclusiones
La aplicacion de métodos de modelado molecular y acoplamiento estructural permitid
seleccionar la secuencia DGPEFER como el péptido con mayor afinidad por Hg?*, validando el
enfoque computacional como una herramienta eficaz para el disefio inicial del biosensor.
Posteriormente, se establecieron las condiciones 6ptimas para la modificacion del electrodo,
determinando que una concentracion de 7,5 pg/mL de MWCNT y 0,1 puM de péptido
proporcionaban la mejor respuesta electroquimica sin generar pasivacion de la superficie. La

caracterizacion fisico-quimica y morfoldgica confirmé una inmovilizacién efectiva del sistema.

El biosensor ensamblado demostré un comportamiento lineal en un rango de trabajo entre
0,25-7,50 ppm, con un limite de deteccién de 0,074 ppm y un coeficiente de correlacion de 0,982
en condiciones de pH neutro, resultados que lo posicionan como una alternativa competitiva frente
a otros sensores reportados en la literatura. Sin embargo, se evidencié una pérdida de
reproducibilidad bajo condiciones de pH basico, atribuida a la formacion de especies como

Hg(OH)2, que disminuyen la disponibilidad de mercurio libre en solucion.

Adicionalmente, se comprobo que la estabilidad del biosensor puede mantenerse a lo largo
del tiempo si se implementan protocolos de lavado adecuados, y que su respuesta es reproducible
entre distintos electrodos fabricados bajo las mismas condiciones. Finalmente, el biosensor no
exhibio una selectividad notable hacia iones de Hg?* en presencia de otros metales como Pb?*y

Mn?*, caracteristicos de matrices contaminadas por actividad minera.
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En conjunto, estos resultados constituyen un avance significativo para el grupo de
investigacion en el disefio de plataformas electroquimicas basadas en péptidos, estableciendo una
base solida para futuras optimizaciones orientadas hacia la construccion de prototipos funcionales

para la deteccion de mercurio en campo.
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Recomendaciones

Incorporar simulaciones cinéticas o estudios complementarios de especiacion quimica que
permitan confirmar la identidad de los complejos de Hg?* formados, los cuales no pudieron ser
determinados Unicamente a partir del diagrama de Pourbaix.

Evaluar el efecto de los agentes dispersantes en la dispersion de los nanotubos de carbono
(MWCNTSs), analizando si influyen en la inmovilizacion del péptido y en la respuesta
electroquimica del biosensor. Asimismo, se recomienda explorar otros métodos de deposicién
sobre el electrodo de trabajo que permitan una mayor homogenizacion de la superficie activa.

Optimizar el coeficiente de correlacion de la curva de calibracion utilizando dispersiones
de nanotubos de carbono recién preparadas o con menos de una semana de almacenamiento.
Aunque se observO una estabilidad aceptable por seis semanas, es posible que ocurran
aglomeraciones no visibles a simple vista, que afecten la uniformidad del recubrimiento y la
respuesta del sensor.

Ampliar el estudio de selectividad mediante la inclusion de otros iones metalicos relevantes
presentes en efluentes mineros, asi como del ion cianuro (CN-), el cual es comun en procesos de
extraccion de oro. Ademas, se sugiere realizar pruebas de estabilidad y reproducibilidad en un
rango mas amplio de concentraciones para evaluar el comportamiento del biosensor bajo
condiciones més diversas.

Validar el desempefio del biosensor en muestras reales o simuladas mas complejas, que
incluyan interferentes organicos y otras matrices presentes en aguas residuales de mineria, a fin de

evaluar la robustez del sistema fuera de condiciones controladas de laboratorio.
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Apéndice A. Estructuras moleculares seleccionadas para el acoplamiento con iones de Hg?

i

DHGPFHR DGPHFHR DHGPHFHR

Modelo 1 Modelo 1 Modelo 4
Modelo 2
DEGPFER DGPEFER DEGPEFER
Modelo 1 m Modelo 3 Modelo 3
Modelo 3
DFGPFFR DGPFFFR DFGPFFFR
Modelo 2 Modelo 2 Modelo 2
DWGPFWR DGPWFWR DWGPWFWR
Modelo 4 Modelo 4 Modelo 3
DYGPFYR DGPYFYR DYGPYFYR

Modelo 3 Modelo 4 Modelo 2
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Apéndice B. Voltametrias ciclicas registradas a una velocidad de barrido de 30 mV/s, utilizando

como electrolito una solucién de KCI 0,1 M a pH béasico de 11,89, MWCNT (7,5 pg/mL),

DGPFHR y DGPEFER (0,1 uM) para la configuracién PEPTIDO/MWCNT/SPE en las siguientes

concentraciones de HgClz, (A) 1 ppm (B) 10 ppm (C) 100 ppm
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