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RESUMEN

Se realiz6 el disefo y la preparacion de un biosensor electroquimico para la deteccién de
Escherichia coli O157:H7 enterohemorragica conservada en agar durante 4 anos en medio
de cultivo BHI. La deteccion fue realizada mediante voltametrias ciclicas (VC) utilizando
como soporte un hilo de oro (electrodo de oro) con 99,99% de pureza, o,50mm de diametro
y 15mm de longitud, al que se le realiz6 una limpieza con diferentes lijas y se pulié con
gamma-alimina 3 (o,05micrén). Seguidamente se realizé la modificacion de la superficie
del electrodo de oro, sumergiéndolo en una disolucién smM de tiourea, preparada en etanol-
H20 (2:1), formandose monocapas autoensambladas de tioles sobre este. Posteriormente
serealiz6 lainmovilizacion del elemento de bioreconocimiento, incubando los electrodos de
oro modificados con tiourea en disoluciones de anticuerpos contra Escherichia coli 0157:H7
a temperatura ambiente. Los mejores resultados para esta inmovilizacién se encontraron a
pH 6,20, velocidad de barrido a 10o0mV/s y un tiempo de incubacién de entre 30 minutosy
1 hora.

Palabras clave: Escherichia coli O157:H7, monocapas autoensambladas, inmovilizacién
orientada, anticuerpos anti-Escherichia coli O157:H7.

ABSTRACT

The design and preparation of an electrochemical biosensor was performed for the detection
of enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 kept in agar during years in BHI growing
medium. The detection was carried out using cyclic voltammetry (CV) at a modified gold
working electrode (99.99 % wire), 0.50 mm diameter and 15mm length, which was cleaned
with different sandpaper and polished with gamma-alumina 3 (0.05 pm). The modification
of the surface of the gold electrode was then done, immersing it in a smM thiourea-ethanol-
H20 solution 2:1), forming self-assembled monolayers of thiols on it. Subsequently,
the immobilization of the biorecognition element was carried out by incubating the gold
electrodes modified with thiourea in solutions of antibodies against Escherichia coli 0157:H7
at room temperature. The best results for this immobilization were found at pH 6.20, at
100mV/s sweep rate and an incubation time within the range 30 minutes -1 hour.

Key words: Escherichia coli 0157:H7, self-assembled monolayers, oriented immobilization,
anti-Escherichia coli 0157:H7 antibodies.

Pedro Matheus Romero: Dr por la Universidad Auténoma de Madrid dentro del Programa de “Tendencias Actuales en
Quimica Inorganica y Avanzada”. Espafia. MSc en Quimica Aplicada, Mencién Electroquimica. ULA. Venezuela. Diploma
de Estudios Avanzados (D.E.A) por la Universidad Auténoma de Madrid dentro del Programa de “Tendencias Actuales en
Quimica Inorgénica y Avanzada”. Espafia. Personal docente y de investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.
ULA. Jessiree Azuaie Quintero: Estudiante del 7mo. Semestre de la Carrera de Bioanélisis de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis. Universidad de Los Andes. ldelmar Carrillo Monterrey: Licenciada en Bioanalisis. Universidad de Los
Andes. Génesis Colina Nieto: Licenciada en Bioanalisis. Universidad de Los Andes.

38

~
<
1
(-]
m
o)
[-%
5
(-]
a
)
)
=
k=
el
(=
(-}
[}
-
1}
-]
(]
el
[
@
=
(-}
=
©
(=]
©
N
-
>
(-]
E
£




Introduccion
La necesidad de llevar a cabo
determinaciones analiticas de manera

rapida, selectiva y con elevada sensibilidad
ha dado lugar a la aparicion y amplio
desarrollo de los denominados biosensores.
Estos dispositivos analiticos que incorporan
un elemento biolégico como fase sensorial
asociado a un transductor fisico-quimico,
presentan un enorme potencial para
la deteccion de numerosos analitos en
el ambito de analisis clinico, industria
alimenticia o medioambiental.?

La deteccion inmunolégica de bacterias,
virus, parasitos y toxinas ha demostrado
ser mas sensible, especifica y reproducible,
debido en gran parte a la producciéon de
anticuerpos especificos de manera rapiday
econémica.2®

Es importante saber que el principio de
deteccion de un biosensor se basa en la
interaccion especifica entre el compuesto
0 microorganismo de interés y el elemento
de reconocimiento. Como resultado de
esta union se produce la variacién de
una o varias propiedades fisicoquimicas
(pH, transferencia de electrones, calor,
cambio de potencial o de masa, variacion
de las propiedades opticas, entre otras)
qgue detecta el transductor. Seguidamente
este sistema transforma la respuesta
del elemento de reconocimiento en una
sefnal eléctrica indicativa de la presencia
del analito o microorganismo, la cual es
proporcional a la concentracion de este en
la muestra.®7

Por consiguiente, el disefio de un biosensor
se ha basado en una serie de pasos que
permitan la deteccién del microorganismo
de interés; estos pasos son: seleccion vy
preparacion del transductor, seleccion del
biorreceptor inmunolégico (anticuerpo),
inmovilizaciondelbiorreceptorinmunolégico
en la superficie del transductor vy
transduccién del evento de bioreconomiento
(unién antigeno-anticuerpo).6:8:9

Escherichia coli es una bacteria de la flora
habitual del intestino y representa uno de
los microorganismos mas importantes en

el humano, debido a que agrupa una gran
variedad decepasquecausanpadecimientos
extraintestinales e intraintestinales. Segln
la Organizacion Mundial de la Salud E.
coli, ha sido identificada como el mayor
microorganismo de interés por su gran
capacidad como patdgeno y supervivencia
bajo condiciones adversas, razones por lo
que se ha establecido un programa continuo
de vigilancia sanitaria, especificamente en
enfermedades transmitidas por alimentos y
por agua.lo 11

A pesar de los numerosos estudios que
se han realizado sobre biosensores,
pocos han sido enfocados en la deteccion
de Escherichia coli especificamente el
serotipo 0157:H7. Para la determinacion
de esta bacteria existen diversas técnicas
estandarizadas que permiten una facil
cuantificacion y determinacion de ella,
pero muy pocas son asociadas a técnicas
electroquimicas. Dentro de este orden de
ideas en esta investigacion se disefid y
prepar6 un biosensor especifico que permita
identificar la presencia de Escherichia coli
0157:H7 en medio acuoso de KCl de una
forma mas rapida y precisa, que permita
estandarizarloy en un futuro seraplicado en
muestras biolégicas y alimentos.

Desarrollo

Las muestras microbiol6gicas utilizadas en
esta investigacion fueron cepas de E. coli
0157:H7 enterohemorragica guardadas en el
Laboratorio de Microbiologia Molecular de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de los Andes durante 4 afos en
agar conservacion, reactivadas inicialmente
en caldo BHI; se repicarony se incubaron de
16 a 18 horas a 372C. Seguidamente fueron
pasadasaplaca(agarBHI)dedondesefueron
repicando en caldo basico para su posterior
utilizacion, siguiendo siempre las pautas de
seguridad y las normas establecidas en el
Laboratorio antes mencionado.?

Para las medidas electroquimicas, se utilizd
una celda construida en vidrio que consta
de un sélo compartimiento, con una tapa
también de vidrio, con tres orificios para
introducirlos electrodos, y otros dos orificios
para la entraday salida de gases; esta celda
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esta conectada a un cilindro de Nitrégeno
y al potenciostato analizador Autolab—-USB
modelo PGSTAT12/30 conectado a un PC
Pentium 4. Como electrodos de trabajo se
usaron hilos de oro con 99,99% de pureza,
de 0,50 mm de diametro y una longitud
aproximada de 15 mm e hilos de oro
modificados con tiourea 5 mM (Au/SAM/
TOU). Como electrodo auxiliar se utilizé un
hilo de platino con 99,9% de purezay como
electrodo de referencia Ag/AgCl, en solucién
saturada de KCI3M.

Todos los experimentos fueron realizados a
temperatura ambiente, presion atmosférica
y atmoésfera saturada de Nitrogeno. El
material de vidrio fue previamente lavado
con solucién sulfocrémica (10g. de K2Cr207
disueltosen9gomLde aguay 360 mLde acido
sulfirrico); debe tenerse extremo cuidado
al manipular esta solucion. Seguidamente
el material fue lavado con abundante agua
destilada y finalmente con agua ultrapura
(18MQ).12

Materiales y métodos.

La activacion de la bacteria E. coli
0157:H7 se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad
de Los Andes. Los ensayos electroquimicos
fueron realizados en el Laboratorio de
Electroquimica de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de Los Andes.

Preparacion de las superficies de oro

Para la preparacion de las superficies de oro,
se realizd una limpieza con diferentes lijas
(desde la mas gruesa hasta la mas fina), se
pulié con gamma-alimina 3 (0,05 pm). Por
Gltimo, se lavé con agua ultrapura (18 MQ) y
se dejo secar al aire.’3

Caracterizacion y determinacion del area
efectiva del electrodo

La caracterizacion y determinacién del area
efectiva del electrodo de oro, se llevé a cabo
mediante la realizacion de voltametrias
ciclicas en medio acido, segln protocolo
establecido en la litertura.” 9- 12, 13

Formacion de monocapas autoensambladas
de tiourea (SAM/TOU

Las monocapas autoensambladas de tiourea
(SAM/TOU) sobre la superficie de oro fueron
formadas segln protocolo reportado en la
literatura.”» 9> 12, 13

Inmovilizacion del biorreceptor
inmunolégico en la superficie del
transductor

La  inmovilizacion del  biorreceptor
inmunolégico (anticuerpo especifico contra
E. coli O157:H7) se realizd6 mediante la
formacion de monocapas autoensambladas
sobre la superficie de oro. Para formar las
monocapas orientadas y ordenadas sobre
la superficie del metal, se planted el uso de
compuestos anfifilicos con atomos de azufre
en uno de sus extremosy grupos amino en el
otro, tal es el caso de moléculas de tiourea.

Al unir los atomos de azufre a la superficie
de oro, el extremo con los grupos aminos de
la molécula anfifilica queda libre para fijar el
fragmento constante (Fc) de los anticuerpos
conformados por grupos carboxilicos de
la proteina. De esta forma, se plante6
inmovilizar el elemento de reconocimiento
mediante la preparacion de monocapas
autoensambladas de tioles sobre superficie
de oro.

Esta metodologia permite exponer al
medio, ligandos con afinidad especifica
(anticuerpos) por un analito particular
(antigeno), proporcionando una estructura
molecular ordenada bidimensional que
se obtiene tras la quimisorcion oxidativa
de tioles sobre superficies de oro, la cual
permitiralainmovilizaciéndelosanticuerpos
que interaccionaran con la Escherichia coli
0157:H7 (antigeno).%:14

Para la inmovilizacién del anticuerpo
positivo (Ac*) contra E. coli O157:H7, se
incubaron los electrodos de oro modificados
con tiourea (Au/TOA) en 5oopul de solucién
buffer NaH2PO4/KCl 0,1 M a pH 6,20
conteniendosopldeAc*adiferentestiempos
(30 minutos, 1 horay 2 horas) a temperatura
ambiente. Una vez seleccionado el tiempo
de incubacién, se procedi6 a realizar las
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diferentes medidas voltamétricas.
Ensayos electroquimicos

Para realizar las voltametrias ciclicas
correspondientes los  electrodos de
oro modificados con tiourea con el Ac*
inmovilizado (Au/SAM/TOU/AcY), se
colocaron en la celda electroquimica
previamente  desoxigenada mediante
burbujeo con corriente de N2 a temperatura
ambiente, conteniendo 5smL de solucién de
KCl 0,01M. Antes de medir la respuesta del
antigeno E. coli, se realizaron diferentes
voltametrias con el fin de obtener las
condiciones Optimas de trabajo, con
respecto a tiempo de incubaciéon en
tiourea y estabilidad de la unién Au/TOU
(experimentos no presentados). Ademas,
se optimiz6 el pH, la velocidad de barrido,
el tiempo de incubacion del electrodo Au/
TOU en Ac* y las respuestas voltamétricas
obtenidas una vez agregados a la solucion
electrolitica diferentes volimenes de E. coli
prueba latexy E. coli control latex (50, 100y
150pl en cada caso).912

Resultados
1. Optimizacion del pH.

En la figura 1 se observan las voltametrias
ciclicas (VC) para los electrodos de oro
modificados con tiourea smM en solucién
de KCl 0,01 M en una ventana de potencial
entre oy +8oomV vs Ag/AgCl, con velocidad
de barrido de 10omV/s, a dos valores de pH,
4,92 (voltametrias A) y 6,20 (voltametrias B).

En ambos casos, los electrodos fueron
incubados en sooul de buffer fosfato con
soul de Ac* durante 1 hora. Se puede decir
que a pH 6,20, la intensidad de corriente
en la sefial de oxidacién (I,)), aumenta
notablemente con respecto a la solucién con
pH 4,92 de 15,5 a 34,1pA respectivamente;
ademas a pH 6,20 se observa una senal
de reduccion del anticuerpo positivo (E,.=
130mV) (voltametria B) donde se evidencia
una I, de 15pA, la cual no se observa a pH
4,92 (voltametria A).

Un proceso de inmovilizacion adecuado
debe cumplir con ciertos requisitos de

importancia: la retencién de la actividad
biolégica de las biomoléculas después de
la inmovilizacion sobre la superficie del
sensor, poseer un enlace reproducible,
duradero y estable con el sustrato, frente
a las variaciones de pH, temperatura,
fuerza i6nica y a la naturaleza quimica del
microambiente, ademas debe proporcionar
una localizacién de las biomoléculas de
manera uniforme, densay orientada.5

De acuerdo a lo observado a pH acido, se
puede suponer las siguientes interacciones
en el mecanismo de inmovilizacion del
anticuerpo: inicialmente se realizd la
formacion de la monocapa autoensamblada
de tiourea sobre la superficie limpia del
electrodo de oro, mediante un proceso de
quimisorcién oxidativa en el que tiene lugar
la adicion del enlace S-H a la superficie del
oro, lo que origina la eliminacion reductiva
de Hidr6geno.”13

En la figura 1 se observa que a pH 6,20
se obtiene mejor definicion de la sefal y
una mayor percepcidén de los potenciales
y corrientes de pico, tanto anddico como
catoédico, evidenciando de esta forma la
inmovilizacion del Ac* en la superficie
del electrodo Au/TOU. De acuerdo a estos
requerimientos se ha seleccionado trabajar
a pH 6,20 debido a que representa la mejor
opcion de estabilidad para la inmovilizacion
del anticuerpo.

60 -
50 4
40
30 7

Corriente i | WA
S

0 200 400 600 800

Potencial /| mV (vs.Ag/AgcCl)
Figura 1. Voltametrias ciclicas en KCl 0,01 M de un
electrodo de hilo de oro a 100 mV/s modificado con
TOU/Ac+. Ventana de potencial desde o hasta +800
mV vs Ag/AgCl, donde: (A) pH 4,92, (B) pH 6,20.
Previo burbujeo de Na.
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2. Optimizacion de la Velocidad de Barrido.

Con el fin de seleccionar la velocidad
de barrido apropiada para que ocurra la
respuesta electroquimica de la union entre
la monocapa de tiourea y Ac* contra E. coli
0157:H7, se realizaron VC en KCl 0,01 M a
los electrodos de hilo de oro modificados,
siendo estos incubados en o,5ml de buffera
pH 6,20 con sopl de Ac* durante 1 hora.

Estas voltametrias fueron realizadas a
velocidades de: (A) oo mV/s., (B) 100
mV/s., (C) so mV/s.y (D) 10 mV/s (figura 2).

Las respuestas voltamétricas muestran
que, a medida que aumenta la velocidad
de barrido, se obtienen corrientes de pico,
tanto anddica como catddica, con mayor
intensidad y mejor definicion. La velocidad
de barrido seleccionada es de 100 mV/s.,
dado que se debe establecer un compromiso
entre la definicion de la sefaly la intensidad
de corriente.

Procesos a velocidades de barrido muy
altas, indican que las reacciones ocurren
muy rapidamente, y que quizas ocurren
reacciones cuyas sefiales no pueden ser
observadas, debido a que estas ocurren
muy lentamente. En ese sentido, se optd
por seleccionar velocidades de barrido
intermedias.

o -
3 8
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o
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0 200 400 600 800

Potencial I mV(vs. Ag / AgCl)
Figura 2. Voltametrias ciclicas en KCl 0,01 M de un
electrodo de hilo de oro modificado con tiourea y
previamente incubado en Ac * durante 1 hora, donde:
(A) 500 mV/s., (B) 100 mV/s., (C) 5o mV/s.y (D) 10
mV/s. Ventana de potencial desde o hasta +800 mV
vs Ag/AgCl. Previo burbujeo de Na.

3. Optimizacion del Tiempo de Incubacién
de los electrodos de oro modificados con
tioles en el anticuerpo positivo (Ac*) contra
E. coli O157:H7.

Posterior a la formacion de la monocapa de
tiourea se procedid a seleccionar el tiempo
de incubacién de los electrodos de oro
modificados en el Ac* contra E. coli O157:H7.

Las VC se realizaron en solucién de KCl 0,01
M, a ventana de potencial desde o a +800
mV vs Ag/AgCl, con previo burbujeo de N2. En
la figura 3 se observan las voltametrias: (A)
en electrodo de oro/tiourea (Au/TOU), (B) en
electrodo de oro/tiourea incubado en o,5ml
de buffer a pH 6,20 con 5oul de anticuerpo
positivo durante 30 minutos (Au/TOU/Act,
30 minutos), (C) en electrodo de oro/tiourea
incubado en o,5ml de buffer a pH 6,20 con
sopl de anticuerpo positivo durante 1 hora
(Au/TOU/Ac*, 1 hora) y (D) en electrodo de
oro/tiourea incubado en o,sml de buffer
a pH 6,20 con 5opul de anticuerpo positivo
durante 2 horas (Au/TOU/Ac*, 2 horas).

Los resultados obtenidos indican que ocurre
un aumento significativo de la corriente
de pico anddica (l,,) cuando se incuba
el electrodo modificado con tiourea en el
Ac* durante 30 minutos (voltametria B), al
compararlo con el control (voltametria A).

Al hacer la incubaciéon en el Ac* durante 1
hora, I, disminuye drasticamente al igual
que lo hace la corriente de pico catddica
(voltametria C). Al aumentar el tiempo de
incubacion a 2 horas, ambas corrientes
de pico disminuyen (voltametria D). En
resumen, al incubar el electrodo modificado
en el Ac*, ocurre un aumento en la |, que
indica la deteccién y posible inmovilizacion
del Ac*.

Al incubar durante 2 horas, parece que se
alcanza la saturacion del medio y comienza
a desprenderse parte del Ac* inmovilizado
ya que, alincubardurante 1 hora, la Ipa tiene
menor valor y se aproxima a la voltametria
control (voltametria A). En este sentido se
selecciond 30 minutos como tiempo de
incubacion apropiado para la deteccion y
posible inmovilizacion del Ac*, por ser el
tiempo minimo necesario para obtener una
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buena definicion de las sefiales (anddica
y catddica) y corrientes de picos con una
intensidad significativa.

Resultados similares fueron obtenidos por
Zuzuaregui, quien inmovilizé poliximina B y
observé un aumento de la corriente respecto
a la curva base de oro, lo que atribuy6 a las
cargas presentes en la molécula peptidica.?®

80 -
< 60 A
=L
—
"~ 40 4
2
o
QL 20
=
O
O 01 —
1 e B
-20 + =1
0 200 400 600 800

Potencial I mV(vs. Ag / AgCl)

Figura 3. Voltametrias ciclicas en KCl 0,01 M de un
electrodo de hilo de oro/tiourea con Ac* inmovilizado,
donde: (A) Au/TOU, (B) Au/TOU/Ac* 30 minutos,
(C) Au/TOU/Ac* 1 hora y (D) Au/TOU/Ac* 2 horas.
Ventana de potencial desde o hasta +80o0 mV vs Ag/
AgCl. Velocidad de barrido 100 mV/s. Previo burbujeo
de Na.

4. Inmovilizacion del Ac* contra E. coli
0157:H7 y posterior adicion de E. coli
prueba latex en solucion de KCl 0,01 M.

Para explicar lainmovilizacion del Ac* en los
electrodos de oro modificados con tiourea e
incubados en 0,5 ml de buffera pH 6,20 con
soul de Ac* para luego agregar volimenes
de E. coli prueba latex proveniente del kit
(E. COLI LATEX TEST KIT) a la solucién de KCl
0,01M presente en la celda y su posterior
unién al antigeno E. coli, se realizaron VC en
KCl 0,01M a una ventana de potencial de o a
+800 mV vs Ag/AgCl y velocidad de barrido
de 100mV/s.

En la figura 4 se aprecian las voltametrias
obtenidas, donde: (A) soul de E. coli, (B)
100pl de E. coli y (C) 150pl de E. coli, que
muestran que a medida que aumenta

la concentracion de E. coli prueba latex,
disminuyen ambas corrientes de pico, y
ambos potenciales de pico se desplazan a
valores menos positivos.

351
30 4

¥
S B
A 1

Corriente i/

—(A)
—(B)
—(C)
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o o g o o
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e
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0 260 460 660 360
Potencial  mV(vs. Ag / AgCl)

Figura 4. Voltametrias ciclicas en KCl 0,01M de un
electrodo de hilo de oro modificado con TOU/Ac* a
100 mV/s y ventana de potencial desde o hasta +800
mV vs Ag/AgCl a diferentes concentraciones de E. coli
prueba latex, donde: (A) soul, (B) 100pl, (C) 150pl de
E. coli prueba latex. Previo burbujeo de Na.

En la tabla 1 se presentan los resultados
obtenidos en la figura 4.

Es importante mencionar que la disminuci6n
progresiva de ambas corrientes de pico,
indicaqueamedidaque seagreganalicuotas
de E. coli, estava inhibiendo la transferencia
de electrones entre el anticuerpo y la
superficie del electrodo.

El hecho de que ocurra la inmovilizacion del
Ac*, favorece la posterior unién antigeno-
anticuerpo en la superficie del electrodo
modificado, lo que plantea que esta prueba
pueda ser utilizada para el reconocimiento
de la E. coli prueba latex.

5. Voltametria ciclica para lainmovilizacion
del Ac* contra E. coli O157:H7 y posterior
adicion de E. coli control latex.

La E. coli control latex es un reactivo presente
en el kit (E. COLI LATEX TEST KIT) el cual
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Tabla 1. Valores de Ep,, |4, Epc € I, para cada voltametria de E. coli prueba latex.

Voltametria Epa (mV) Ipa (uA) Epc (mV) Ipc (MA)
A +448 11,0 +150 7,0
B +420 7,9 +132 6,2
C +397 6,0 +127 57

tiene como funcién verificar que el reactivo
especifico “E. coli prueba latex” permanezca
funcionando de manera correcta. El latex de
control en el kit se incluye para comprobar la
auto-aglutinacion.1®

E. coli prueba latex, es decir, ocurre la
inmovilizacion del Ac+y posterior formacion
del inmunocomplejo en la superficie del
electrodo.

Se realizaron VC en electrodos de oro 20
modificados con tiourea e incubados en
o,5ml de buffer a pH 6,20 con sopul de Ac* < 159
para luego agregar alicuotas de E. coli 3
control latex en KCl 0,01M a una ventana de =< 10
potencial desde o hasta +8oomVvs Ag/AgCl &
y velocidad de barrido de 100mV/s. 3 5-

=
En la figura 5 se aprt(ec)ian lz;s vol/tamet?’as S &l
obtenidas, donde: (A) Au/TOU/Ac* (sin ¥ —(A)
control latex), (B) sopl, (C) 100ply (D) 150pl — =
de E. coli control latex, que muestran que a 51 (D)
medida que aumenta la concentracién de E. T " - . .

0 200 400 600 800

coli control latex en la solucién, disminuyen
ambas corrientes de pico, y ambos
potenciales de pico se desplazan a valores
menos positivos.

En la tabla 2 se presentan los resultados
obtenidos en la figura 5.

Los resultados obtenidos muestran el mismo
comportamiento de los experimentos con

Potencial / mV(vs. Ag / AgCl)

Figura 5. Voltametrias ciclicas en KCl 0,01M de un
electrodo de hilo de oro modificado con TOU/Ac* a
100 mV/s y ventana de potencial desde o hasta +800
mV vs Ag/AgCl a diferentes concentraciones de E.
coli control latex, donde: (A) Au/TOU/Ac+ (sin control
latex), (B) soul, (C) 100puly (D) 150pl de E. coli control
latex. Previo burbujeo de Na.

Tabla 2. Valores de Epa, Ipa, Epc e Ipc para cada voltametria de E. coli control latex.

Voltametria Epa (mV) Ipa (HA) Epc (mV) Ipc (uA)
A +505 17,3 +162 5,3
B +430 7,5 +140 4,2
C +420 6,3 +135 3,9
D +415 6,0 +128 3,7
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Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede concluir:

® Los estudios de tiempo de incubacién del Ac+, velocidad de barrido y pH, mostraron que
para alcanzar una mayor estabilidad de la unién antigeno-anticuerpo, se debe utilizar un
tiempo minimo de incubacién de entre 30 minutos y 1 hora, una velocidad de barrido de
100mV/sy un pH de 6,20.

® Lametodologia utilizada en esta investigacion puede serrecomendada para la elaboracion
de un biosensor especifico para Escherichia coli 0157:H7 con buena afinidad y alta
sensibilidad. Ademas, por ser selectivo y especifico, serviria para reconocer este patégeno
en muestras complejas con miltiples microorganismos,

® Este biosensor (Au/TOU/Ac+) presenta una ventaja significativa frente a las técnicas
microbiolégicas clasicas, debido a que el tiempo requerido para el analisis de muestras
oscila entre 30 minutos y 1 hora, a diferencia de las técnicas microbiol6gicas tradicionales,
cuyo tiempo de analisis es de aproximadamente 48 horas.

® Las monocapas de tiourea autoensambladas por quimisorcién sobre oro, constituyen una
herramienta versatil para la modificacion de superficies y representan un medio ideal para
la inmovilizacion de biomoléculas, principalmente por la alta estabilidad en el tiempo para
la unién Au-TOA.

Por otra parte, y como una sugerencia, seria importante realizar estudios de estabilidad
del biosensor que permitan establecer su vida atil, si bien es cierto, la estabilidad de la
unién oro-tiourea fue estudiada en trabajos anteriores,? 8- 9:12: 13 no menos importante es
la unién del Ac+ a la monocapa de tioles y del Ac+ a la E. coli.
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