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PARA LA DETECCION DE LAGTATO
ANTES Y DURANTE EL ESFUERZ0
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Basado enun proyecto de investigacion en biofisica en la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), se realizé un estudio con el
objetivo de desarrollar una técnica electroquimica simple y de bajo
costo paraladeteccionde lactato ensaliva. El lactato es un metabolito
clave producido durante el metabolismo anaerobio de la glucosa, y
suacumulacién es un indicador ampliamente reconocido de la fatiga
muscular durante el esfuerzo fisico. La metodologia propuesta con-
siste eninmovilizarla enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) sobre un
electrodo, utilizando materiales como nanoparticulasy silice mesopo-
rosa. Lareaccién enzimdtica se mide electroquimicamente mediante
un Analizador de Parametros de Dispositivos Semiconductores, que
detectalacorriente generadaapartirde laoxidacion del lactato. Este
enfoque busca proporcionarunaalternativa accesibley eficiente frente
amétodos mas complejos y costosos como la RMN para el monitoreo
de umbrales de lactato.
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Abstract

Lactate is a byproduct of glucose metabolism, generated when cells
produce energy in the absence of sufficient oxygen. It is also key
in physical activity, as its accumulation is linked to muscle fatigue.
There are several methods formeasuring lactate, one of whichisin the
presence of saliva. Therefore, in this project, we will develop a tech-
nique to detect it using enzyme immobilization and electrochemical
measurements, following a procedure from attaching an electrode to
obtaining the results of salivary lactate measurements.
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Lactato y su relacion con el esfuerzo fisico

El metabolismo energético humano
depende principalmente de la via aero6-
bica; sinembargo, durante actividad fisica
intensay sostenida se activalaviaanaero-
bica, enlacuallalactatodeshidrogenasa
(LDH) catalizalaconversidnreversible de
lactato a piruvato.

lactato + NAD* LDH - piruvato + NADH

Este proceso ocurre principalmente en
glébulos rojos, médula espinal, cerebro
y musculo esquelético. En condiciones
normales, laconcentracion de lactato en
sangre oscila entre 0.5-1.5 mmol/L, man-
teniéndose estable gracias a la depura-
cién realizada por higado y rifiones. No
obstante, durante esfuerzos elevados se
alcanza el umbral de lactato, punto en el
que la produccion supera la capacidad
de eliminacién, lo que provoca su acu-
mulacién y se asocia con la aparicién de
fatiga muscular.
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Figura 1. Relacién de la concentracién de lactato con
la intensidad del ejercicio realizado.
https://franruiz.neocities.org/OCR/tips

La deteccidon de lactato es fundamen-
tal en medicina y deporte, por lo que
proponemos un biosensor basado en
lactato deshidrogenasa (LDH) y nano-
particulas metalicas con silice meso-
porosa, que permite cuantificarlo
mediante la conversién de lactato a
piruvatoy la generaciéon proporcional
de NADH. Este sistema ofrece ven-
tajas frente a métodos tradicionales
como quimioluminiscencia o pruebas
colorimétricas, al ser mas econémico,
portatil, rapidoy con alta selectividad
en matrices complejas como la saliva.

Disefio del biosensor

Unbiosensorfunciona como un “detector
biolégico” que reconoce una sustancia
especifica y transforma esa reaccién en
una sefial eléctricamedible. Estd formado
por:

Biorreceptor:identificalamolécula
de interés (en este caso, lactato)

Transductor: convierte lareaccion
biolégica en una sefial eléctrica.

En este trabajo se desarrollé un biosen-
sorelectroquimico, que mide cambios en
corriente o voltaje generados porreaccio-
nes enzimaticas. Para ello se emplea un
sistema de tres electrodos:

Electrodo de trabajo (WE): contiene
el biorreceptor.

Electrodo de referencia (RE): man-
tiene estable y confiable lamedicién.

Contraelectrodo (CE): permite que
circule la corriente.

Laenzimausada fue LDH seleccionadapor
su alta especificidad y porque convierte
lactato en piruvato sin requerir oxigeno.
En cuanto a materiales, se utilizé PET-ITO
(plasticoflexible recubierto conunacapa
conductora de 6xido de indio y estafio),
ideal para sensores portatiles y de bajo
costo. Los electrodos se imprimieron con
tinta de plata, que ofrece buena conducti-
vidady bajo precio. Paramejorar el desem-
pefio, el electrodo de trabajo se modifico
con nanomateriales:

Oxido de zinc (Zn0O), que facilita
la transferencia de electrones.

Silice mesoporosa (mSiO,), que
proporciona una superficie porosa
para fijar mejor las enzimas.

Gracias a estas optimizaciones, el
sensor logra mayor sensibilidad.
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Figura 2. Diagrama representativo del biosensor de
lactato y el sistema de 3 electrodos. Diagrama elabo-
rado por el autor.

Elaboracion del biosensor

1. El biosensor se construyo utili-

zando pequefias placas de PET-ITO,
un material plastico flexible recu-
bierto con una capa conductora.
Tras limpiarlas, se disefid y recorté
laformade los electrodos conayuda
de plantillasy cinta especial. Poste-
riormente, se aplicé pintura de plata
para formarlas pistas conductorasy
se fijo mediante calentamiento.

2. Paralos electrodos de referencia

se afiadieron compuestos de plata
y cloro, y se prepararon distintas
variantes del electrodo de trabajo:
algunos con nanoparticulas de ZnO
y silice mesoporosa (mSiO,), y otros
solo con mSiO,. Sobre el electrodo
de trabajo se inmovilizé la enzima
LDH capaz de reaccionar especifi-
camente con el lactato.

3. Enseguidaseincorporéunasolucién

con el cofactor NADH y, finalmente,
los electrodos se conectaron a un
potenciostato, un instrumento que
mide corrientes eléctricas muy
pequefias. Primero se probaron con
NADH puroy después con muestras
de saliva, comprobando asi la capa-
cidad del biosensor para detectar
lactato en condiciones reales.

Figura 3. Conexién de los electrodos analizador. Ima-

gen elaborada por el autor.

Se obtuvieron muestras de salivade una
mujer de 20 afios (1.60 m, 70 kg) en con-
diciones controladas (27 °C, hidratacién
normal). La participante enjuagé suboca
15 minutos antes de la recoleccién. Se
tomaron dos muestras de 1.5mL en micro-
tubos de polipropileno, una en reposo y
otra tras el esfuerzo fisico, junto con el
registro de la frecuencia cardiaca.

La prueba de esfuerzo consistié en cami-
nar1kma~5m/s sobre unapendiente de
40°. La muestra en reposo se tomd con
una frecuencia cardiaca de 107 Ipm, y la
muestra post-esfuerzo serecolecté inme-
diatamente después, con una frecuencia
de 182 Ipm.

Reduccion de NADH a NAD+

Para evaluar la presencia de lactato en
muestras saliva, se implementaronambos
tipos de electrodos fabricados (con
mSiO,-ZnO en los electrodos #1y #2y
consolomSiO; enloselectrodos #3y #4)
parareducirel NADH depositado en cada
electrodo a NAD*. Esto se realizé en una
mediciéninicial con el Analizador de Para-
metros de Dispositivos Semiconductores
Keysight B1500A, aplicando una medi-
cién A-V (corriente-voltaje) a1V hasta
observar una trayectoria satisfactoria
de aumento de corriente en el gréfico de
salidadel sistema (Figura 4). Este proceso
serepite con el resto de los electrodos.



RD-ICUAP <o 3505025 155w 2008-5829

Actividad del electrodo de m8i02-Zn0

Una vez realizada la oxidacion de NADH
en cada electrodo, fue colocada una
muestra salival previa al esfuerzo fisico
en el electrodo de mSiO,-ZnO. En este
serealizaron 3 ciclos de medicién con el
KEYSIGHT B1500A (Figura 5), donde se
observacémo durante la primeramedicién
se presenta un aumento en la corriente
hasta42mA en comparacion con suprevia
oxidacién (Figura 4); en las mediciones 2
y 3, la trayectoria se muestra diferente,
estoal transformarmds lactato presente
en la muestra. Por otro lado, la muestra
salival recolectada durante el esfuerzo
fisico deberfa mostrar niveles mas altos
en la corriente durante las mediciones

Corriente (A)

(Figura 6); sin embargo, una vez comple-
tadalaruta, lacorriente esmenor en cada
uno de los ciclos.

Con la muestra salival previa al esfuerzo
en el electrodo de mSiO,, se muestra
una corriente maxima de 25 mA (Figura
7). En el caso del electrodo con mSiO,
y la muestra salival durante el ejercicio
(Figura 8), muestra una vaga diferencia
al comportamiento del grafico anterior
(Figura 7); debido a un aumento simi-
lar a una linea recta, debido a esto fue
dificil determinar con claridad el punto
donde ocurre la oxidacion.

Oxidacion NADH!

o 200m 400m

s0om ‘200m 3

Voltaje (V)

Figura 4. Oxidacién de NADH a NAD+ en el electrodo #1

de mSi0,-ZnO sin saliva en medicidn de A-V. Grafico de

elaboracién propia.
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Figura 5. Actividad del electrodo #1 de mSiO2-ZnO,
incorporado con muestra salival previo al esfuerzo

fisico. Grafico de elaboracién propia.
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Figura 6. Actividad del electrodo #2 de mSi02-ZnO,
incorporado con muestra salival durante al esfuerzo

fisico. Grafico de elaboracién propia.
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Figura 7. Actividad del electrodo #3 de mSiOz, incorpo-
rado con muestra salival previa al esfuerzo fisico.

Grafico de elaboracién propia.
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Figura 8. Actividad del electrodo #4 de mSiO., incorpo-
rado con muestra salival durante al esfuerzo ffsico.

Grafico de elaboracién propia.
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El conocimiento de los niveles de lac-
tato salival durante o después del es-
fuerzo fisico nos permite saber que
estos son proporcionales a la corriente
medida. Por lo tanto, una medicién mas
baja indica una menor presencia de lac-
tato, como se observa en las graficas.

La incorporacién de nanoparticulas de
ZnO junto con mSiO, incrementa la se-
fal frente al uso exclusivo de mSiO,, lo
que nos permite disefiar electrodos mas
selectivos y faciles de construir, Utiles
tanto en el monitoreo durante ejercicio
como talvez en el diagndstico clinico.
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Declaracion de privacidad

Los datos de este articulo, asi como los detalles técnicos para la rea-
lizacién del experimento, se pueden compartira solicitud directa con
el autor de correspondencia.

Los datos personales facilitados por los autores a rd-icuap se usaran

exclusivamente para los fines declarados por la misma, no estando
disponibles para ningulin otro propdésito ni proporcionados a terceros.
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