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RESUMEN

El colesterol juega un papel muy importante en la vida de cada ser humano; no
sélo por la multiples funciones que desempefia dentro del organismo, sino porque
actualmente el indice de mortalidad relacionado con enfermedades
cardiovasculares se ha incrementado como consecuencia de elevados niveles de
colesterol en sangre. Sin lugar a dudas, el contenido de colesterol en sangre y en

alimentos deber ser constantemente evaluado.

De hace varios afos la comunidad cientifica se ha interesado en la determinacion
de colesterol y por consiguiente ha disefiado gran variedad de técnicas analiticas
qgue han reportado diversidad caracteristicas. Entre ellas destacan las técnicas
electroanaliticas por su simplicidad y bajo costo.

Considerando que el objetivo principal de este trabajo es desarrollar y caracterizar
sensores electroguimicos para la determinacion colesterol y cuyo intervalo de
deteccidén se ubigue al menos entre los niveles normales en suero sanguineo y
sean compatibles con su fabricacion en serie y el andlisis descentralizado; hemos
explorado y desarrollaro diferentes técnicas electroanaliticas para la cuantificacion

de colesterol.

El presente estudio esta organizado en 6 capitulos. El primero presentan los
antecedentes relacionados con el las caracteristicas e importancia del colesterol y
las metodologias de se han desarrollado para su cuantificacion; asimismo, se
presentan los objetivos de este trabajo. En el capitulo 2 se reportan los estudios
realizados durante el desarrollo de un sensor potenciométrico. Por otra parte en el
capitulo 3 se presentan y discuten los resultados del desarrollo de sensores
voltamperométricos. En el capitulo 4 se discuten los principales resultados
respecto al desarrollo de biosensores amperométricos de colesterol en
configuracion cilindrica. Finalmente, en el capitulo 5 se muestran los resultados
del desarrollo de biosensores amperométricos en configuracion plana utilizando
diversos mediadores para reducir interferencias e incrementar la sensibilidad. Las

principales conclusiones y proyecciones del trabajo son reunidas en el capitulo 6.
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Estudio de alternativas electroanaliticas para la cuantificacion de colesterol

1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

1.1 Generalidades del colesterol

1.1.1 Quimica del colesterol

El colesterol es uno de los esteroles mas importantes en la naturaleza; posee un
grupo hidroxilo en el anillo A, un doble enlace en el anillo B y una cadena carbonada
unida al anillo D (Fig.1.1). La molécula de colesterol tiene una region no polar
(anillos fusionados y cadenas carbonadas) y una cabeza polar (grupo —OH), siendo
esta Ultima la posicion quimicamente mas reactiva y que en suero sanguineo se
encuentra esterificada entre un 70 y 80%. La férmula quimica del colesterol se
representa de dos formas C,7H460 y C27H460H [Bohinski, 1998; Solomons, 2000].

Figura 1.1 Estructura del colesterol

El colesterol es un esterol de origen animal, sélido a temperatura ambiente y que se
caracteriza por ser una sustancia blanda y grasosa. Es una molécula tan hidrofébica
que su solubilidad como especie libre en agua es de tan sélo 10® M; sin embargo, es

muy soluble en disolventes no polares como la acetona [Buehler, 2002]. Debido a la
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gran insolubilidad del colesterol en agua, su transporte en la sangre sélo es posible

mediante las lipoproteinas.

El colesterol se identificO por primera vez en los célculos de la vesicula biliar a
principios del siglo XIX por Salkowski, de aqui su nombre que proviene del griego
chole (bilis) y stereos (s6lido) [Cid, 2007].

La biosintesis del colesterol se efectia en el reticulo endoplasmatico liso de los
animales vertebrados. Este proceso consiste de diversas etapas que fueron
descubiertas en 1940 por Konrad Bloch en la Universidad de Harvard [Boyer, 2000].
La sintesis comienza con la produccién de mevalonato a partir de tres moléculas de
acetil CoA con la posterior formacién del isopreno (2-meti-1, 3 butadieno, Fig. 1.2) de

la cual se deriva la molécula de colesterol.

Figura 1.2 Estructura del isopreno.

Para sintetizar el sistema de anillos fusionados, se combinan seis bloques de
isopreno para dar origen al escualeno que tras la accion de la enzima escualeno

monooxigenasa y otras reacciones adicionales, genera el lanosterol.

El lanosterol, para transformarse en colesterol, necesita de aproximadamente veinte
etapas catalizadas por diversas enzimas que favorecen la pérdida de grupos metilo y

el reacomodo de dobles enlaces (Fig. 1.3).
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\eanleno
monooxigenasa N

Lanosterol
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- 3 metilos + 2H*

HO

Colesterol

Figura 1.3. Biosintesis del colesterol

1.1.2 Importancia del colesterol

El colesterol es una molécula compleja e importante que se ha asociado a los
peores riesgos cardiovasculares por la formacion de ateromas o placas aterogénicas
en los vasos sanguineos. Si bien esto es verdad, hay que tener presente también la
importancia biologica que posee en el metabolismo y en el mantenimiento de
nuestra salud [Cid, 2007; Henry, 1990].

1.1.2.1 Funcién

El colesterol y los ésteres del colesterol abundan en un tipo especifico de proteinas
plasmaticas denominadas lipoproteinas, cuya funcién es transportar las diversas
grasas en el organismo a tejidos corporales; especialmente triglicéridos y colesterol.

Las lipoproteinas se clasifican segun su densidad en:
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Lipoproteinas de baja densidad: (Low Density Lipoprotein, LDL). Es la principal
responsable de transportar al colesterol desde su lugar de origen que es el higado
hacia los tejidos periféricos. Contienen mas grasa que proteina, por lo que
popularmente se consideran como “colesterol malo”, ya que son susceptibles de
depositarse en las paredes de los vasos sanguineos; provocando la ateroesclerosis

y dificultando el bombeo de la sangre del corazén al cuerpo.

Lipoproteinas de alta densidad: (High Density Lipoprotein, HDL). Al igual que LDL
transportan el mismo colesterol pero en sentido opuesto (del tejido periférico hacia al
higado); asi al viajar por el torrente sanguineo atrapan el exceso de colesterol y lo
llevan al higado donde es excretado por el organismo, por esta razén se ha
considerado como “colesterol bueno” y consecuentemente es importante consumir

alimentos que mantengan un buen nivel de HDL en nuestra sangre [Boyer, 2000].

El colesterol presenta una funcidn estructural muy importante que lo hace
imprescindible para la vida. Forma parte de las membranas plasmaticas de los
animales regulando sus propiedades fisico quimicas y particularmente el transporte
de nutrientes y desechos; se encuentra en una proporcion 1:1 con relacién a los
fosfolipidos [Krause, 1975; Tudela, 2002]. Ademas de esta funcion estructural, el
colesterol participa como precursor de diversas moléculas que regulan el

metabolismo como hormonas, vitaminas y sales biliares.

1.1.2.2. Metabolismo

A partir del colesterol el organismo sintetiza diversas biomoléculas que coadyuvan a

regular el metabolismo [Bohinski, 1998] (Fig. 1.4).
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Figura 1.4 Rutas biosintéticas que inician con colesterol para generar estructuras
importantes en el metabolismo.

Las biomoléculas mas importantes que se sintetizan a partir de colesterol son las
siguientes:

* Vitamina D: Esencial en el metabolismo del calcio y fésforo; un déficit de la

vitamina ocasiona raquitismo en los niflos y en los adultos (fragilidad en los

huesos).

* Sales biliares: Esenciales en la absorcién de algunos nutrientes lipidicos. Las
sales biliares se producen en el higado, se almacenan en la vesicula biliar y
se secretan en el intestino para ayudar a solubilizar, digerir y absorber las

grasas de la dieta. El principal &cido biliar es el &cido colico.

Por otra parte, existen cinco hormonas esteroideas; tres hormonas sexuales
(progesterona, andrégenos y estrogenos) y dos hormonas suprarrenales 0
corticoides (mineralocorticoides y glucocorticoides) cuya biosintesis inicia a partir del
colesterol.

* Progesterona. Regula los cambios fisiolégicos del embarazo

* Androgenos. Promueven el desarrollo de los caracteres sexuales masculinos
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* Estrégenos. Dan lugar al desarrollo de los caracteres sexuales femeninos
* Mineralocorticoides. Regulan la adsorcién de Na*, CI, y HCO3  en los rifiones
* Glucocorticoides. Influye en el metabolismo al promover la gluconeogénesis, la

formacion del glucégeno y la degradacion de grasa.

1.1.2.3. Fuentes

El ser humano obtiene el colesterol a través de dos vias [Cid, 2007; Xu, 2002]:

e Via exdégena. El colesterol que se ingiere a través de los alimentos de origen
animal, como los sesos, la yema de huevo, leche, camarones, carnes rojas,
entre otros alimentos que son ricos en grasas.

e Via endbgena. Es el colesterol sintetizado por el higado. Diariamente el
organismo produce entre 800 y 1000 mg de colesterol [Bohinski, 1998],
produccion que depende de factores hereditarios por lo que algunas personas

pueden producir mas colesterol que otras.

1.1.2.4. Importancia

Todos los seres humanos en su organismo tienen colesterol en mayor o menor
proporcion, ya que es imprescindible para mantener las funciones vitales. Asi, el
organismo sintetiza todo el colesterol que requiere y en realidad no seria necesario
adquirirlo en la dieta. Algunas personas producen exceso de colesterol por causas
hereditarias, pero la mayoria de la gente que presenta altos niveles de colesterol en
sangre, es debido a su dieta.

Los alimentos contribuyen a aumentar el nivel de colesterol total, debido a que a
través de ellos se ingieren grasas saturadas e insaturadas. Las grasas saturadas
son la principal causa de que el colesterol aumente, éstas se encuentra
principalmente en los alimentos que provienen de los animales como: leche,

mantequilla, huevo, sesos y mariscos entre otros.
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Las grasas insaturadas también contribuyen a aumentar el colesterol total; estas se
encuentra en las grasas trans que son el resultado de afiadir hidrégeno a los aceites
vegetales.

Pese a que el colesterol es necesario, su incremento provoca reacciones adversas
en la salud. Los niveles normales de colesterol en sangre se muestran en la Tabla
1.1. Su exceso se denomina hipercolesterolemia [Henry, 1990; Enciclopedia
Encarta, 2010].

Tabla 1.1. Concentracién de colesterol en sangre

Nivel Concentraciéon mg dL™ (mM)
Normal <200 (3.9)

Moderado 200-239 (3.9-6.5)

Alto > 240 (6.5)

Los niveles de colesterol en la sangre han recibido mucha atencion, ya que se ha
identificado como un factor en la aparicion de enfermedades del corazén como la
ateroesclerosis, infartos cardiacos y cerebrales, embolias e hipertension entre otras.
En estas enfermedades, las placas que contienen colesterol se depositan en las
paredes de las arterias, en especial en las de pequefio y mediano tamafio,
reduciendo su diametro interior y el flujo de sangre. El cierre total de las arterias

coronarias, por ejemplo, provoca un ataque al corazén [Tudela, 2002 ].

1.2. Métodos analiticos para cuantificaciéon de colesterol

Debido a los conocidos riesgos a la salud que trae consigo el aumento del nivel
colesterol, es de suma importancia cuantificarlo en alimentos y/o en plasma

sanguineo.

En la actualidad existen diversos métodos de andlisis para la deteccion de colesterol
y en muchos de los casos para cuantificarlo. En la literatura cientifica, se reportan

métodos  colorimétricos, espectrofotométricos, enzimaticos, fluorométricos,
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electroforesis capilar y métodos electroquimicos principalmente [Zak, 1977
Ruizgutierrez, 1995; Hoving, 1995; Richmond, 1992: Johg, 1990 Xu., 2002].

En el afio 1910 se desarroll6 el primer método para la determinacién de colesterol, el
cual consiste en un proceso gravimétrico desarrollado por Windaus [Zak, 1977]En el
mismo aflo Schoenheimer-Sperry tomaron como referencia dicho trabajo y crearon el
primer método colorimétrico a micro escala [Shoenheimer, 1934; Sturges 1938]; no
obstante, hoy en dia se ha demostrado que son metodologias poco eficientes y
cualitativas, aunque son pruebas muy rapidas. Poco tiempo después se desarroll6 la
reaccion de Liebermann-Buchard que es uno de los métodos de amplio uso en el
gue se realiza la deteccion cuantitativa de colesterol y esteres de colesterol
mediante una reaccion con acido acético y acido sulfdrico en medio con cloroformo
[Burke, 1974 ].

Por otra parte, las técnicas cromatograficas han resultado ser buen método para la
cuantificacion de colesterol [Ruizgutierrez, 1995; Hoving, 1995; Richmond, 1992 ].
Actualmente se estan implementando métodos por electroforesis capilar, con la
ventaja de facil operacion y reduccién de volumen, trayendo consigo un menor

tiempo de analisis [Thiam, 2000].

Los métodos enzimaticos han destacado por su aplicacién dentro de la medicina,
sobre todo en la determinacién de compuestos fisiolégicos, ya que los métodos
convencionales adolecen de baja sensibilidad y selectividad; asi como de facilidad

de manejo.

Aunque las técnicas enzimaticas han representado un importante avance en la
cuantificacién de colesterol, su uso no esta exento de ciertas desventajas como: un
largo tiempo analisis, grandes cantidades de muestra, alto costo, necesidad de
personal capacitado para el manejo de los equipos y no son aplicables en campo.
En este sentido, el desarrollo de técnicas electroquimicas es una alternativa para
superar algunas de estas desventajas sin sacrificar la confiabilidad con respecto a

otros poderosos métodos instrumentales de analisis.
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Considerando las interesantes ventajas de contar con métodos electroquimicos de
cuantificaciéon de colesterol; particularmente la posibilidad de aplicarlas en analisis
de campo, se han reportado diversas técnicas, el objetivo de estudio en el presente

trabajo.

1.3 Métodos electroquimicos para la cuantificacion de colesterol

La instrumentacién electroquimica es significativamente mas econémica y compacta
gue en otros métodos instrumentales de andlisis; asi, es posible hacer andlisis de
campo superando algunas de las desventajas de otras técnicas sin sacrificar la
fiabilidad con respecto a los poderosos métodos instrumentales de analisis.[Vikas,
2008]. Entre los meétodos electroquimicos reportados para la cuantificacion de

colesterol destacan los sensores y biosensores electroquimicos.

1.3.1 Determinacién voltamperométrica para colesterol

La voltamperometria es una de las técnicas electroguimicas que en la actualidad se

ha utilizado para la determinacion de colesterol sin el uso de enzimas.

Estas técnicas se basan en diferentes modos de deteccion del colesterol, una de
ellas se basa en oxidacion de ferrocianuro que es parcialmente impedida por la
adsorcion de colesterol, aunque no se mide eficientemente el analito y la selectividad
esta comprometida [Pilesky, 1999; Chou, 2005; Hosokawaa 2009]. Otra forma de
deteccion reportada consiste en la oxidacion directa del colesterol en acido acético
glacial sobre un electrodo de platino; no obstante, esta técnica no es viable para la

cuantificacion de colesterol en muestras biologicas [Kowalksi, 2005].

Asimismo, la determinacion directa de colesterol basada en la voltamperometria de
redisolucion anddica es otra técnica voltamperométrica basada en la adsorcién de
colesterol sobre la gota de mercurio y su posterior oxidacion mediante la aplicacion
de un barrido de potencial. En este caso el intervalo de concentracion de trabajo es

reducido y se trabaja en un medio etanol-agua [Peng, 1992].
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No obstante los esfuerzos voltamperométricos para cuantificar colesterol sin
enzimas, la mayoria de los sensores electroquimicos pertenecen al grupo de los
biosensores [Ayra, 2007; Vikas 2007].

1.3.2 Biosensores de colesterol

Una definicion clasica de sensor quimico es la de “pequefio dispositivo que como
resultado de una interaccién quimica entre el analito y el sensor, transforma
informacion quimica o bioquimica de tipo cuali o cuantitativo en una sefial medible y
atil analiticamente” [Stetter, 2003]. El sensor quimico esta constituido por un
elemento de reconocimiento quimico o receptor que se encuentra inmovilizado sobre
un transductor. Algunos sensores quimicos pueden incluir en su configuracion una
estructura adicional entre la muestra y el receptor, por ejemplo, una membrana

semipermeable (Fig. 1.5).

=00»
-O =
SERNAL > R SENAL
> »
= »
0 =

Sefial primaria Sefial secundaria
electroquimica eléctrica

Figura 1.5. Sensor quimico.

La clasificacion de los sensores se hace con base en diferentes criterios, por
ejemplo de acuerdo a su aplicacion, al costo del dispositivo, la tecnologia empleada
en su fabricacion, tipo de receptor, su exactitud, etc.; sin embargo, la clasificacion
mas aceptada se basa en el principio de operacion del transductor: o6pticos,

electroquimicos, masicos, térmicos y otros (Tab. 1.2) [Janata, 1989; Brett, 1993].

11
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Tabla.1.2 Clasificacion de los sensores quimicos

Principio operativo del transductor Descripcion

Optico Fendmenos opticos, resultantes de la
interaccion del analito receptor
Electroquimico Efecto de la interaccidon electroquimica

entre el analito y el electrodo

Masico Cambio de masa sobre una superficie
modificada
Térmico Efecto calorifico de la interaccion entre el

analito y el receptor

Los transductores electroquimicos se subdividen de acuerdo al tipo de medida en

conductimétricos, potenciométricos y amperométricos.

Los transductores conductimétricos se basan en la medida de los cambios en la
conductividad asi como en las propiedades asociadas a ésta (impedancia, cambios
de constante diélectrica, etc.) inducidos por un agente de reconocimiento quimico.
Dentro de este grupo de dispositivos, encontramos a los quimioresistores, sensores
basados en 6xidos semiconductores y los sensores con membrana permeable a

gases.

Los transductores potenciométricos son aquellos en los cuales la sefal primaria,
fruto de la interaccion entre analito y elemento de reconocimiento, es un potencial
eléctrico. La medida se realiza a intensidad nula, frente a un electrodo de referencia.
Este tipo de transductores son el grupo mas desarrollado y estudiado. Debido a
criterios de indole histdrico y tecnolégico, se subdividen en tres grupos: sensores de
iones, sensores de gases y biosensores. Dentro de los sensores de iones se ubican
los electrodos selectivos de iones con contacto liquido y electrodos selectivos de
iones con contacto solido.

Los transductores amperomeétricos se basan en la proporcionalidad que existe en la
concentracion de alguna especie electro-activa y la corriente eléctrica registrada al

oxidarse o reducirse ésta en su superficie; la relacion intensidad-concentracion, esta

12
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gobernada fundamentalmente por el transporte de la especie y por el potencial
aplicado al electrodo. Existen basicamente tres grupos: electrodos modificados,
biosensores amperométricos (transferencia electrénica directa o través de un

mediador) y electrodos de gases.

Los transductores electroquimicos poseen importantes ventajas, la mas importante
esta relacionada directamente con la caracteristica de los equipos de medida de

costo reducido y facil manejo.

Los biosensores son un subgrupo de los sensores quimicos modificados
biol6gicamente con un bioreceptor que nos permiten identificar, transformar y
cuantificar un evento bioquimico de manera extraordinarimente selectiva.

Estos bioreceptores son elementos biolégicos de reconocimiento que como

consecuencia de la interaccién analito-receptor producen o consumen especies

electroactivas que los transductores electroquimicos transforman en sefiales
eléctricas facilmente procesables.

Generalmente el bioreceptor es una enzima inmovilizada que transforma el analito

en un producto que es detectable por el transductor. Existen gran variedad de

bioreceptores, los mas empleados son catalizadores biolégicos (enzimas),
microorganismos, tejidos, inmunoreceptores y quimioreceptores.

* Catalizadores biolégicos. Las enzimas pueden ser extraidas de una o mas
fuentes (in situ) para aplicaciones especificas y pueden usarse solas o con sus
cofactores. Las enzimas que se consiguen comercialmente presentan las
siguientes ventajas: se reproducen en lotes, amplios tiempos de vida,
caracteristicas conocidas y disponibilidad inmediata. Las desventajas de las
enzimas purificadas son que no son siempre estables y necesitan la presencia de
cofactores para operar en forma apropiada.

* Microorganismos. Son entidades estructurales que poseen todas las enzimas
necesarias y sus cofactores en un ambiente optimizado por la naturaleza.
Pueden reproducir y compensar pérdidas en la actividad enzimética con el
tiempo.

* Tejidos y organelos. El tejido tiene la ventaja de la cohesién, y tiene una

estructura que es lo suficientemente robusta para adherirse a un transductor sin
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necesidad de recurrir a técnicas de inmovilizacion de proteinas. Pueden usarse
tejidos animales y vegetales como fuentes naturales de material enzimatico y
organelos que contienen biocatalizadores en lisosomas, cloroplastos,
mitocondrias, etc..

* Imnunoreceptores. Considerando la reaccion de reconocimiento antigeno-
anticuerpo, se pueden producir anticuerpos para practicamente cualquier analito
(antigeno). Asi, al inmovilizar el anticuerpo sobre un transductor electroquimico
es posible seguir una sefial eléctrica proporcional a la concentracion del analito.

* Quimioreceptores. Se emplean receptores celulares especificos de membranas

celulares que se excitan quimicamente para producir cambios conformacionales.

El paso crucial en la construccion de un biosensor es inmovilizar el receptor de
interés. Las enzimas pueden ser inmovilizada sobre una amplia gama de soportes,
los métodos mas comunes de inmovilizacion se dividen en métodos fisicos y

métodos quimicos [Arroyo, 1998].

Métodos fisicos: Generalmente son mas rapidos y faciles que los métodos quimicos,
entre ellos se encuentra:

» Adsorcion. Implica un contacto adecuado entre la enzima y el soporte. El
enlace pude ser por interacciones fisicas, hidrofébicas, de Van der Waals o
i6nicas, esto va a depender de la naturaleza del soporte. Este es el método
mas simple.

» Retencién en gel. La enzima se queda atrapa en un gel

» Retencién en fibras. La enzima se encuentra atrapada dentro de las
microcavidades de fibras inertes.

» Microencapsulacion. La enzima queda dentro de particulas semipermeables,
gue la retienen permitiendo el transporte de los reactivos y los productos. Las
microcapsulas obtenidas son de forma esférica, de tamafio entre 1 y 100 um

de diametro.

Métodos quimicos. Son los métodos de inmovilizacién mas utilizados.
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Entrecruzamiento. Se basa en la formacion de enlaces entre diversas
moléculas de enzima o entre la enzima y otras proteinas. Normalmente se
utiliza en el proceso un reactivo bifuncional (cross-linking).

Enlace i6nico. Las enzimas se fijan a soportes como resinas intercambiadoras
de iones, la fuerza de la union va a depender del pH y de la fuerza i6nica del
medio.

Enlace metalico. Implica el uso de compuestos que contienen metales de
transicion para activar la superficie del soporte y favorecer el acoplamiento de
la enzima.

Enlace covalente. La union covalente se realiza con la ayuda del
glutaraldehido. ElI método se lleva a cabo a pH neutro y la formacion del

enlace covalente da estabilidad y versatibilidad al biosensor.

Muchos de los desarrollos reportados para cuantificar colesterol han mostrado

diferentes e interesantes caracteristicas con la finalidad de construir un biosensor

electroquimico versatil, sensible, selectivo y de bajo costo. Los biosensores mas

utilizados involucran la inmovilizacion de la enzima colesterol oxidasa, colesterol

deshidrogenasa y colesterol esterasa [Ayra, 2007; Vikas 2007] (Tab. 1.3).

Tabla 1.3 Ejemplos de biosensores reportados para la cuantificacion de colesterol

Receptor LD (ID) (mM) Referencias

COD (0.25-2.5) [Nakaminami,1997]
COD 0.2 (0.2-6.0) [Guo, 2004]

COD 0.012 [Vidal, 2001]

coD (0.01-3) [Yang, 2006]
CODYy CES (1-8) [Shing, 2004]

coD 0.12(0.5-15) [Brahim,2001]
COD 1-20 [Isiar, 2010]

COD 2.5-12.9 [Kumar, 2006]
Hemoglobina 0.95 (0.01-0.6) [Zhao, 2008]

COD Colesterol oxidasa, CES Colesterol esterasa, LD Limite de deteccién, ID Intervalo detecciéon
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Es interesante notar que no todos de los biosensores reportados cubren el intervalo
de concentracion requerido para el analisis de suero sanguineo (3.5-6.5 mM). Por
otra parte, su estabilidad a largo plazo es limitada y debido a su metodologia de
construccion, no pueden ser miniaturizados o producidos a bajo costo. Asi, los
desarrollos no son factibles para hacer posible el andlisis descentralizado por el
propio paciente en el hogar o en su caso, el médico en su consultorio a fin de tomar

oportunamente medidas que conlleven a un mejor estado de salud.
Estimulados por estas limitaciones, se han reportado algunos trabajos sobre el

desarrollo de biosensores en configuracion plana (thick film) [Shen,2007; Li, 2005,
Shin 2009, Carrara 2008].

Tabla 1.3 Caracteristicas de biosensores de colesterol en configuracién plana.

Transductor Mediador o agente Sensibilidad Referencias
electrocatalitico (nA mM* mm3

Oro Sin mediador 17 [Shen, 2007]

Grafito / Fe(CN)" 37 [Li, 2005]

Nanotubos de

carbono

Grafito Fesz0,4 87 [Shih, 2009]

Citocromo P450 Grafito, rodio, oro y 1,120 [Carrara, 2008]

nanotubos de carbono

Es importante sefialar que los reportes presentan una serie desventaja en el costo,
ya que utilizan como transductores electrodos de platino, oro y rodio. Por otro lado la

sensibilidad de algunos ellos es relativamente baja.

1.4 Objetivos

Considerando la relevancia del uso de sensores electroquimicos para el analisis
eficiente de diversas sustancias y la importancia biomédica de contar con
alternativas analiticas para la cuantificacion de colesterol especialmente en muestras

de sangre (suero) y en alimentos (huevo, leche, etc.), el objetivo de este trabajo es:
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Objetivo general

Desarrollar y caracterizar sensores electroquimicos para la determinaciéon
colesterol cuyo intervalo de deteccion se ubique al menos entre los niveles
normales en suero sanguineo y sean compatibles con su fabricacién en serie

y el analisis descentralizado.

Objetivos particulares

e Construir y caracterizar sensores potenciométricos para la cuantificacion de
colesterol.

e Construir y caracterizar sensores voltamperométricos para la cuantificacion de
colesterol

e Construir y caracterizar biosensores amperomeétricos para la cuantificacion de

colesterol.
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2. SENSORES POTENCIOMETRICOS PARA LA
CUANTIFICACION DE COLESTEROL

En el presente capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos en el
desarrollo de electrodos potenciométricos para la cuantificacion de colesterol. Las
estrategias investigadas se basan en la impresion molecular, mediante el

electrodepdsito de polipirrol dopado con colesterol sobre electrodos de carbon vitreo.
2.1. Introduccion

La potenciometria es una técnica analitica que se basa en la medida de la diferencia
de potencial entre dos electrodos de una celda electroquimica en condiciones de
equilibrio termodinamico. Es uno de los métodos electroquimicos mas evolucionado

y de uso mas extendido debido a su simplicidad de operacién y economia.

Originalmente las medidas potenciométricas estuvieron limitadas a determinaciones
de pH; sin embargo, rapidamente se incorporaron como métodos indicadores de
puntos de equivalencia en analisis volumétrico. A partir de 1965 con el desarrollo de
electrodos selectivos de iones (ESI) basados en membranas selectivas, la
potenciometria experimentd un gran impulso que desemboco en la gran variedad de
aplicaciones que se tienen en la actualidad para este tipo de dispositivos [Wang,
2000].

Los sensores potenciométricos tienen muchas ventajas, las cuales estan
relacionadas directamente con los equipos de manejo utilizados, como su reducido
costo, facil manejo y posibilidad de miniaturizacion. Asi mismo, tienen alta
sensibilidad, amplios intervalos de concentracion de trabajo, bajos limites deteccién

y cortos tiempos de respuesta.
Recientemente se han desarrollado sensores potenciométricos basados en la

electropolimerizacion de gran variedad de polimeros conductores dopados con algun

anion de interés analitico [Hutehins, 1995]. Entre los polimeros conductores mas
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estudiados se encuentran polipirrol, polianilina, poliacetileno y politiofeno [Eggins,
1996]. Debido a su amplio intervalo de respuesta lineal y particularmente su
selectividad, estos dispositivos han encontrado diversas aplicaciones en el desarrollo
de gran variedad de sensores utilizando la sintesis electroquimica, asi como la
reduccion u oxidacion del polimero para la determinacion de analitos (metales,

farmacos, moléculas bioldgicas etc.).

El polipirrol es un polimero conductor que se forma a través de la oxidacion del pirrol
por medios quimicos o electroquimicos, siendo estos ultimos los preferidos pues
brindan un mejor control en cuanto al espesor, morfologia y pureza de la pelicula. El

polipirrol se forma a través de la oxidacién electroquimica del monémero (Fig. 2.1).

+

Py e

Oxidacion enla
superificie del electrodo

Iz
T

Figura 2.1. Formacion electroquimica del cation radical de pirrol.

La polimerizacion empieza con la oxidacion del monémero que es convertido en un
cation radical sobre la superficie del electrodo. El segundo paso involucra una
dimerizacion acompafa por la eliminaciéon de dos protones [Fernandez, 2003;
Alegret, 2004; Diaz, 2005] (Fig. 2.2).

Iz
—
\

Figura 2.2. Dimerizacién de cationes radical de pirrol.
Posteriormente, el dimero sufre una oxidacion y forma entonces un nuevo catién

radical que continuara la polimerizacion mediante la reaccion con otro cation radical
de pirrol (Fig. 2.3).
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Propagacion de la oxidacion en
cadenadelaincorporacion al
polimero delanion del electrolito

Figura. 2.3. Propagacion de la electropolimerizacién de pirrol.

Cuando el polipirrol se oxida, se transforma en un cation PPy*, y los aniones del
medio dopan la matriz conductora debido a la atraccion electrostatica, produciendo
la formacion de cavidades selectivas en su estructura. Una vez completado el
proceso de electropolimerizacion, la membrana formada tendra una carga neutra y el
aniéon dopante podra entrar o salir selectiva y reversiblemente de la membrana,

dependiendo del gradiente de concentracion entre la membrana y la solucion.

Como ejemplo, una membrana del polimero conductor formada en un medio de
nitratos es selectiva a estos aniones, ya que son atrapados durante la
electropolimerizacion formando cavidades especificas para el ion en la red
polimérica. La forma de estas cavidades y las interacciones que se establecen con el
analito constituye el mecanismo de reconocimiento de la membrana selectiva a
iones [Fernandez, 2003; Diaz, 2005; Hutehins. 1995; Eggins, 2002].
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Otro polimero conductor es la polianilina (PANI). Es uno de los polimeros con mayor
interés debido a su estabilidad quimica y alta conductividad; ademas de poder ser
mezclada con diferentes polimeros sin que se produzca degradacion. La familia de
estos polimeros ha estado sujeta recientemente a estudios mas detallados debido a
sus propiedades electronicas y Opticas que pueden modificarse variando el niumero
de protones, el numero de electrones, o ambos. El polimero de polianilina puede
presentarse en diversas formas, incluyendo la denominada forma reducida (base de
leuco-esmeraldina), la parcialmente oxidada denominada esmeraldina y la forma

pernigranilina, completamente oxidada [Stejkskal, 2002] (Fig. 2.4).
La forma base de la leucoesmeraldina, esmeraldina y pernigranilina son
eléctricamente aislantes, mientras que el polimero de sal (protonada) de

esmeraldina, es conductora. Por otra parte se sabe que la conductividad de la

polianailina depende del pH y de otros parametros quimicos.

u
O~

Forna mddada (pernigraliniiina)

Figura 2 4 Oxidacion de la anilina
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Dadas las cualidades que representa el uso de la potenciometria como método
instrumental de analisis, desarrollar este tipo de electrodos para la cuantificacion de
colesterol es una alternativa interesante y atractiva; hasta el momento no se han

encontrado reportes en este sentido.

En el presente capitulo se describen los resultados correspondientes al desarrollo y
evaluacion de sensores potenciométricos para la cuantificacion de colesterol

basados en la impresién molecular.

2.2 Metodologia
2.2.1 Instrumentacién, reactivos y soluciones
2.2.1.1 Equipo

El equipo empleado para fabricar y caracterizar fisica y quimicamente los sensores
desarrollados, se lista a continuacion:

e AUTOLAB PGSTAT 30 (Ecochemie)

e Potenciémetro PHM 250 ION ANALYZER (Radiometer Copenhagen).

e Electrodo de alambre de platino (XM110 Radiometer-Copenhagen)

e Electrodo de referencia de doble camisa Ag/AgCl (900200 Orién) con solucion

externa de KNO3 10%
e Electrodo de carbén vitreo MF 2012 (BAS)

2.2.1.2 Reactivos y Soluciones

Todos las soluciones fueron preparadas con reactivos comerciales de grado
analitico.

e NaNO;(Sigma)

e Pirrol (Sigma)

e CHj3(CH2)OSO3Na (Sigma)

e CH30H (Mallikrodt Chromar HPLC)

e Cy7H450H (Hycel México).

e NaCl (J.K Baker)

e Vitamina E y D (productos farmacéuticos comerciales)
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e K4Fe(CN)s (Sigma)

e HCIO4 (Sigma)

e NaClOy4 (J.T. Baker)

e CH3CH,OH (J.T. Baker)

e KCI (Técnica Quimica S. A.)

B-Ciclodextrina (Acros Organics)

huevo

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas con agua desionizada Milli Q
(Millipore) (18.2 MQ cm).

El pirrol fue purificado por destilacion, se protegid de la luz y se mantuvo en
refrigeracion hasta su uso. La destilacion se realizé bajo atmodsfera inerte
(nitrégeno), controlando la temperatura a 80° C con un bafio de aceite [Anderson
1995; Perrin, 1996; Smith 1989].

El colesterol se disgrega en una mezcla de metanol:agua en una proporcién 2:10,
posteriormente se dispersa mediante un bafo ultrasénico (hasta formar una

emulsién estable) y se afora con una solucién de dodecil sulfato de sodio 0.1M.

Para realizar los calibrados de los electrodos potenciométricos obtenidos mediante
electropolimerizacion, se prepararon diferentes diluciones de colesterol en SDS 0.1
M a partir de una solucién stock de colesterol 0.01 M disuelta en metanol 1/5 v/v en

solucién acuosa de SDS 0.1M.

2.2.2. Construccioén de electrodos

Los electrodos de trabajo se construyeron mediante la electropolimerizacién de pirrol
sobre un electrodo de carbdn vitreo. Para los sensores de nitratos, la solucion de
electropolimerizacion se compone de una solucion acuosa de pirrol purificado 0.1M y
nitrato de sodio 0.1M. Para los sensores de colesterol, la solucion de
electropolimerizacion se compone de una solucion de pirrol purificado 0.1M en SDS

0.MM 'y colesterol 0.01M. En ambos casos, antes de empezar Ila
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electropolimerizacion, se desoxigena con N, por 10 min por cada 20 mL y se
electropolimeriza en régimen potenciostatico por 30 mina 0.9 V.
Una vez construidos los electrodos, se acondicionaron con una solucion de nitratos 1

x10°My 1 x 10*M de colesterol en SDS 0.1 M respectivamente.

2.3 Resultados y Discusién

Para evaluar la metodologia global de impresion molecular con pirrol en el desarrollo
de sensores potenciométricos, se fabricé un sensor de nitratos para confirmar el

procedimiento previamente reportado [Hutehins, 1995].

Para desarrollar el sensor de nitratos primeramente se electropolimerizé el pirrol 0.1
M sin purificar en NaNO3; 0.1M, bajo un régimen potensiostatico, usando un voltaje
de 0.9 volts por 30 min. Al término de la electropolimerizacion se observa una

pelicula de color negro correspondiente al polimero de polipirrol.

Realizada la electropolimerizacion, se acondiciono el electrodo por al menos 2 hrs
antes de su calibracion, primeramente con una solucién NaNO; de 1 x 102 M como
se encuentra reportado en la literatura [Hutehins, 1995] aunque posteriormente con
una solucién 1 x 10 M se obtuvieron mejores respuestas en un intervalo de 1 x 10°
a 1 x 10" M del ion nitrato, siendo las respuestas lineales y anidnicas, aunque no
nernstsianas (Fig 2.5). Las pendientes de 10 + 2.85 mV/década se atribuyen a que el

pirrol no esta purificado.
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Figura 2.5 Curvas de calibracién del electrodo de carbodn vitreo con la pelicula de
polipirrol sin purificar dopado con NaNOj (triplicado).
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Realizando la misma metodologia con pirrol purificado 0.1M dopado con NaNO3, se
observa posteriormente a la electropolimerizacién una pelicula negra uniforme, la
cual fue acondicionada conforme a lo anteriormente descrito, obteniendo respuestas

nernstsianas con pendientes 60+2.17 mV/década como se muestra en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Réplicas de curvas de calibracion de un electrodo de carbén vitreo con
una pelicula de pirrol purificado 0.1M dopado con nitratos 0.1M

mV

-log [NO;] 1 2 3 4 5 X SD %CV

5 -36.1 -43.3 -47.8 -51.7 -54.8 -46.74 7.34 -15.71
4 -41.2 -51.4 -66.4 -61.1 -65.3 -57.08 10.67 -18.69
3 -128.6  -133.2 -135.2  -137.5 -139.3 -134.76 4.14 -3.08

2 -176.4  -185.5 -184.9 -188.8 -190.3 -185.78 4.22 -2.27

1 -228.8  -2447 -247.1  -248.5 -250.0 -246.22 3.60 -1.464
pendiente

(mV/década) 61.06 63.22 59.18 61.35 60.51 61.06 > 0.9962

Las curvas de calibracién se realizaron en un intervalo de 1 x 10° a1 x 10" M de
nitratos, encontrando respuestas anidnicas y ademas lineales hasta una

concentracion 1 x 10™* M de nitratos (Fig. 2.6).
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Figura 2.6 Curvas de calibracién del electrodo de carbon vitreo con la pelicula de
polipirrol purificado, dopado con NaNOj3 (triplicado)

2.3.1. Sensores potenciométricos de colesterol

El colesterol es un analito neutro, insoluble en agua y termodinamicamente estable

en la naturaleza, por lo que desarrollar un sensor potenciométrico no es una tarea
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sencilla. Asi, la estrategia propuesta implica cargar y disolver al colesterol utilizando
un tensoactivo anioénico [Pal, 1993].

Debido a la conocida respuesta del polipirrol a los aniones, se desarrolld un
electrodo selectivo de iones con la membrana selectiva compuesta de polimero
conductor de polipirrol dopado con el colesterol en SDS; asumiendo que las micelas
aniodnicas de colesterol seran detectadas por el dispositivo.

Utilizando la metodologia reportada para la electropolimerizacion de nitratos, se
electropolimerizo pirrol purificado 0.1M y colesterol 0.01M en SDS 0.1M obteniendo
una pelicula negra uniforme en el electrodo, el cual fue acondicionado en colesterol
1 x 10 M en SDS 0.1M. Se obtienen curvas de calibracién en un intervalo de 1 x 10°
®a 1 x 102 M como se muestra en la tabla 2.2, observandose una pendiente de 30 +
4.12 mv/década, siendo lineales en un intervalo de concentracion 1 x 10°a 1 x 107
M.

Tabla 2.2 Réplicas de curvas de calibraciéon de un electrodo de carboén vitreo de
pirrol purificado 0.1M dopado con colesterol 0.01 M en SDS 0.1M.

-log mV

[colesterol]

en 0.1M SDS 1 2 3 4 5 X SD %CV
2 -228.6 -233.0 -237.0 -233.0 -227.0 -231.72 397 -1.71
3 -252.4 -256.7 -257.2 -256.7 -257.2 -256.04 2.05 -0.80
4 -286.4 -298.0 -292.6 -298.0 -292.6 -293.52  4.81 -1.64
5 -305.5 -319.4 -310.3 -319.4 -312.3 -313.38  6.03 -1.92
6 -309.1 -306.0 -312.0 -320.1 -313.5 -312.14 530 -1.70
pendiente

(mV) -28.9 -32.5 -27.8 -30.05 -29.13 -29.68 r’> 0.9910

El comportamiento del electrodo desarrollado es catidnico y no corresponde a lo

esperado tedricamente (Fig 2.7).
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Figura 2.7 Curvas de calibracion al electrodo de carbon vitreo con la pelicula de
polipirrol purificado, dopado con colesterol en SDS (triplicado).

El sensor de colesterol fue aplicado a muestras estandar de colesterol a fin de
evaluar su potencial para determinar su concentracion (Tab. 2.3). A partir de
medidas potenciométricas de las soluciones “problema” por interpolacién directa de

la curva de calibracion, se obtuvo la concentracion.

Tabla 2.3 Resultados de las muestras estandar

Muestra Concentracion preparada  Concentracion obtenida
Directa’ 0.00050M 0.00453 M
Por Extraccion 2 0.0010 M 0.00090 M

'Obtenida en solucién estandar

2Obtenida por una técnica extraccion utilizada para la cuantificacion de colesterol de huevo. [Reynolds, 1974]

Los resultados de concentracién obtenidos son ~10% mas bajos que los esperados,
no obstante cabe aclarar que en términos logaritmicos el error de la determinacion
es 1.8%.

Para poder corroborar si se llevd a cabo la impresion molecular propuesta se
prepararon electrodos dopando y sin dopar con colesterol, obteniendo respuesta
potenciométrica hacia colesterol en ambos casos. Cuando se dopd con colesterol se
obtuvo una respuesta lineal de 1 x 10% a 1 x 10" M con una pendiente de 30 + 3.12
mV/década y un coeficiente de correlacion 0.9931 (Fig. 2.8). En contraparte el
electrodo no dopado muestra los mismos intervalos de respuesta y pendiente que el
anterior; aunque menor coeficiente de correlacion (0.9530). Los resultados

obtenidos, no permiten asegurar que la impresion molecular se llevé a cabo.
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Figura 2.8 .Comparacion de curvas de calibracion del electrodo potenciométrico de
polipirrol dopado con colesterol en SDS y del electrodo potenciometrico de polipirrol
no dopado en SDS.

2.3.1.1 Interferencias

Debido al comportamiento que exhiben los sensores potenciométricos construidos
dopando y sin dopar con colesterol, se estudiaron diversos analitos organicos e
inorganicos como los cloruros y nitratos quienes posiblemente pueden interferir en la
respuesta potenciométrica de los electrodos desarrollados. Otra posibilidad de
interferencia es la de moléculas neutras como glucosa, Vitamina D y E ya que al
igual que el colesterol son especies neutras y presentes comunmente en suero
sanguineo; Adicionalmente las Vitaminas E y D tienen una estructura quimica similar
al colesterol. Otro interferente importante estudiado es el acido ascorbico, ya que es

el principal interferente en los biosensores amperométricos.

Para analizar las interferencias que pudiera tener el electrodo de colesterol dopado
se realizaron curvas de calibracion obteniendo las pendientes mV/década para
diferentes especies quimicas potencialmente interferentes. En Tabla 2.4 se
presentan las pendientes y coeficientes de correlacién obtenidos. Comparando con
la pendiente de colesterol podemos observar que si hay interferencia en términos de
sensibilidad con los cloruros, nitratos, la vitamina D y acido ascoérbico. Es posible
que para el acido ascérbico se deba a que existe formacion de micelas, en
consecuencia la existencia de cavidades en donde estas moléculas ocupan este
espacio; por otra parte, la respuesta a cloruros y nitratos puede atribuirse a la

respuesta que los electrodos de carbon exhiben a los aniones [Huerta, 2006].
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Tabla 2.4 Respuesta potenciométrica del electrodo de pirrol purificado 0.1M dopado
con colesterol en SDS 0.1M.

Analito mV re

Glucosa 0.90 0.8293
Vitamina E 1.08 0.9531
NaCl -7.36 0.9145
NaNO; -5.32 0.9108
Vitamina D -14.4 0.9122
Acido Ascorbico 8.36 0.9942

Para analizar las interferencias que pudiera tener el electrodo de SDS (no dopado),
se realizaron las curvas de calibracion respectivas (Tab. 2.5). Comparando con la
pendiente de colesterol podemos observar que practicamente no existe interferencia

con ningun de estos analitos.

Tabla 2.5 Respuesta potenciométrica del electrodo de pirrol purificado 0.1M no
dopado con colesterol en SDS 0.1M.

Especie mV r’

Glucosa -0.94 0.9624
Vitamina E -1.78 0.7372
NaCl -2.93 0.8939
NaNO; -4.30 0.9900
Vitamina D -1.10 0.1409
Acido Ascorbico 1.61 0.6522

Es importante sefalar que el electrodo no dopado exhibe menor interferencia hacia
los 4 analitos mencionados, hecho que implicaria que en el electrodo dopado si se

llevo a cabo la impresion molecular en alguna medida.

2.3.1.2 Optimizacién de las variables de la construccién de los electrodos

Una vez establecida la posible funcionalidad del electrodo desarrollado, con la
finalidad de mejorar el desempeno del electrodo, se procedioé a evaluar el efecto de

las variables mas importantes relacionadas con su construccion.
Se realizaron estudios en la variacion de concentracion tanto para el pirrol, como el

dodecil sulfato de sodio para el electrodo con colesterol y sin colesterol, obteniendo

las pendientes para cada una de las condiciones.

35



Estudio de alternativas electroanaliticas para la cuantificacion de colesterol

Para el electrodo con colesterol (Tab. 2.6, Fig. 2.9) se observan pendientes mayores
cuando la concentracion de dodecil sulfato de sodio y pirrol son ambas 0.1 M. Asi,
no se puede determinar un patrén claro en cuanto al efecto independiente de cada

una de las especies quimicas.

Tabla 2.6 Pendientes en mV /década para diferentes concentraciones de pirrol y de
dodecil sulfato de sodio para el electrodo dopado con colesterol.

., i Concentracion de SDS
Concentracion de pirrol

0.01M 0.05M 0.1 M
0.2M -16.5 -6.3 =271
0.1M -12.0 -16.1 -30.8
0.05M -17.2 -23.1 -17.2

E/mV

Figura 2.9 Superficie de respuesta del electrodo potenciométrico de polipirrol
purificado dopado con colesterol en SDS variando la concentracion de pirrol y SDS

Para el electrodo sin colesterol (tabla 2.7, Fig. 2.10) se observan pendientes
mayores cuando la concentracion de dodecil sulfato de sodio es 0.01 My la de pirrol

es 0.05 M. Asi, el patron es diferente al del electrodo dopado con colesterol.

Tabla 2.7 Pendientes para diferentes concentraciones de pirrol y de dodecil sulfato
de sodio para el electrodo sin dopar con colesterol.

., ) Concentracion de SDS
Concentracion de pirrol

0.01M 0.05M 0.1 M
0.2M -6.2 -6.5 -15.0
0.1M -25.0 -4.8 -26.4
0.05 M -31.9 -15.5 -18.0
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Figura 2.10. Superficie de respuesta del electrodo potenciométrico de polipirrol
purificado sin dopar variando la concentracién de pirrol y SDS

Haciendo el analisis de las dos condiciones que se variaron, podemos observar de
manera muy general que a mayores concentraciones de pirrol y SDS se
electropolimeriza mejor el electrodo con colesterol; sin embargo, para el electrodo
sin colesterol se encuentra el caso contrario. Esté hecho pudiera ser debido a que
cuando se polimeriza con colesterol, la solucion no es totalmente acuosa requiriendo
mayor concentracion de pirrol para formar el depdsito y requiriendo mayor

concentracion de SDS para incrementar la solubilidad.

2.3.1.3 Mecanismo de deteccion

Los electrodos desarrollados responden al colesterol como si se tratara de un
dication; este hecho podria explicarse si consideramos que existe una diferencia de
dos moléculas de SDS entre las micelas sin colesterol, con respecto a las que
incorporan al colesterol; asi, al difundir las micelas con colesterol en la membrana de
polipirrol, desplazarian a las micelas “vacias” que tendrian dos moléculas mas de
SDS, creandose un transporte de carga positivo hacia el interior de la membrana
(Fig. 2.11).
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Figura 2.11 Propuesta de mecanismo de respuesta del electrodo de carbon vitreo
polimerizado con pirrol dopado con colesterol en dodecil sulfato de sodio.
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Debido a la baja solubilidad del colesterol en SDS, la solucion stock del analito
contiene metanol 4.9 M; razén por la cual al realizar las diluciones necesarias para
preparar las curvas de calibracion se diluye el metanol en la misma proporcion que
el colesterol manteniéndose la concentracion de SDS constante. Asi, existe la
posibilidad que el sensor responda a metanol, consecuentemente es necesario
evaluar el posible efecto del metanol en la respuesta. En este sentido se realizaron
curvas de calibracion para un electrodo de pirrol dopado con colesterol conforme a la
tabla 2.8.

Tabla 2.8: Combinaciones posibles para las calibraciones potenciométricas del
electrodo dopado con colesterol

Electrodo
electropolimerizado SDS 0.01M Metanol (4.9 M) Colesterol
con Py 0.1M
A Constante Variable Variable
B Constante Constante Variable
C Constante No agregado Variable

Los resultados obtenidos (Fig. 2.12), muestran claramente que los electrodos
solamente responden cuando varia la concentracién de metanol, sugiriendo que la
respuesta observada y reportada en trabajos anteriores puede no ser debida

mayoritariamente a colesterol.
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Figura 2.12 Curvas de calibracion potenciométricas de electrodos
electropolimerizados con pirrol y dopados con colesterol (para condiciones ver tabla
2.8).

Para tener la certeza de los resultados anteriores, se evaluaron nuevamente los
electrodos, realizando curvas de calibracién de metanol diluido en agua sin SDS y
sin colesterol, obteniendo respuestas potenciométricas equivalentes a las

anteriormente reportadas y donde la concentracion de metanol varia (Fig. 2.13).
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Figura 2.13 Curva de calibracion potenciométrica de un electrodos de carbon vitreo
electropolimerizado con pirrol y dopados con colesterol en funcion de la
concentracién de metanol.

Con la finalidad de disminuir el efecto del metanol en la respuesta potenciométrica y
resaltar la del colesterol, se evaluaron los electrodos dopados con colesterol en

diferentes soluciones con una concentracién de metanol 0.01M (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9: Combinaciones posibles para las lecturas potenciométricas del electrodo
dopado con colesterol.

Variable independiente SDS (0.01M) Metanol (0.01M) Colesterol
A-p alcohol No agregado Variable No agregado
B-p alcohol Constante Variable No agregado
C-p SDS Variable Constante No agregado
D-p SDS Variable No agregado No agregado
E-p colesterol Constante Constante Variable
F-p colesterol Constante No agregado Variable

A partir de los resultados obtenidos (Fig. 2.14), es posible observar que los
electrodos responden exclusivamente y de manera aniénica hacia el SDS y que en
este caso la concentracion baja de metanol, no afecta dicha respuesta. La sefal
hacia el cambio de concentracion de metanol en este intervalo bajo de
concentraciones, no se presenta. Finalmente, estos estudios confirman que los

electrodos desarrollados no responden significativamente a colesterol.
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Figura 2.14. Curvas de calibracion del electrodo potenciométrico de polipirrol
dopado con colesterol en SDS para diferentes especies

2.3.2 Electrodo potenciométrico de colesterol basado en la

electropolimerizacién de B-ciclodextrina

Debido al fracaso de la estrategia de electropolimerizaciéon de pirrol, se estudié la
posibilidad de hacer un desarrollo con base en la electropolimerizacién de

ciclodextrinas. Existen reportes que demuestran la impresién molecular de colesterol
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con ciclodextrinas [Davidson, 2002; Pilestsky, 2002; Manakker, 2008], el incremento
en su solubilidad y su capacidad de electropolimerizar. Asi, se intento
electropolimerizar la ciclodextrina en un electrodo de carbdn vitreo, en un medio que
contenia acido perclorico 1M y B-ciclodextrina 0.01M por voltametria ciclica a
condiciones previamente reportadas [Roa, 2009]; desafortunadamente se obtiene

nula polimerizacion.

Para aprovechar la mayor solubilidad del colesterol en soluciones de ciclodextrinas y
la posible formaciéon de complejos de inclusion, se realizé una copolimerizacion en
un electrodo de carbén vitreo con pirrol 0.05M, B-ciclodextrina 0.01M en acido
perclérico 1 M a las mismas condiciones de trabajo. Al realizar calibrados de
colesterol disuelto en una concentracion constante de -ciclodextrina, se obtiene una
pendiente aniénica de 20 mV/década aproximadamente la cual se podria atribuir al
colesterol; sin embargo, dado el caracter neutro de las especies presentes en
solucion es dificil proponer un mecanismo de respuesta (Fig. 2.15) considerando
ademas que la concentracion de acido perclorico y B-ciclodextrina son constantes en

todo el intervalo de pColesterol.
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Figura 2.15. Curva de calibracién potenciometrica de un electrodo potenciométrico
de carbon vitreo polimerizado con pirrol y p-ciclodextrina en medio de acido
perclorico.

Por otra parte, intentando cargar el colesterol durante la co-polimerizacion se agrego

al medio de electropolimerizacion utilizado anteriormente, dodecil sulfato de sodio.
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Obteniendo una minima respuesta potenciométrica catiénica, con pendiente de 2 a 3
mV/década (Fig. 2.16).
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Figura 2.16.Curva de calibracién de un electrodo potenciométrico de carbdn vitreo
polimerizado con pirrol 0.05M y B-ciclodextrina 0.01M en medio de acido perclérico
1M con colesterol 0.01M y dodecil sulfato de sodio 0.01M. En la curva de calibracion
se mantiene una concentracion constante de B-ciclodextrina, acido perclérico y SDS.

A partir de los resultados se puede decir que la respuesta hacia colesterol es
practicamente nula, lo cual puede atribuirse a una mayor respuesta a SDS como en

los electrodos polimerizados con polipirrol en SDS anteriormente descritos.

2.3.3 Evaluacion de electrodos potenciométricos para cuantificar colesterol

basado en lainteraccién del analito con ciclodextrinas.

En virtud de no contar con resultados satisfactorios para la cuantificacion
electroquimica de colesterol hasta el momento, se exploré la posibilidad la
interaccion del colesterol con ciclodextrinas a partir de la respuesta potenciométrica
de un electrodo de Pb?*, su disminucién de potencial al agregar clclodextrinas y el
posible aumento de la sefal al competir el colesterol con el plomo por la
ciclodextrina. Asi, se trazaron curvas de calibracion E contra pPb en agua,
obteniendo respuestas potenciométricas con pendientes de 40 mV/década (Fig.
2.17). Al realizar los calibrados de plomo en ciclodextrina 0.01M se observa el
aumento de potencial esperado en bajas concentraciones, debido a la formacién del

complejo de inclusién; sin embargo, al agregar colesterol, no se obtiene la esperada
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disminucién del potencial por el desplazamiento del plomo por el colesterol (Fig.
2.17).
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Figura 2.17 .Curva de calibracion del electrodo potenciométrico selectivo a plomo.

Por otra parte, tratando de formar una membrana que fuese selectiva a plomo, se
electropolimerizé un electrodo de carbén vitreo en perclorato de sodio 0.01M,
ciclodextrina 0.01M y plomo 1X10* M utilizando la metodologia reportada para la
polimerizacion de ciclodextrinas [Roa, 2000]. En esta ocasion se presenta una ligera
capa del polimero sobre la superficie del electrodo, la cual demostré ser sensible a
Pb?* (30 mV/década) (Fig. 2.18). Desafortunadamente, en este caso la competencia

entre Pb y colesterol, tampoco es observada (Fig. 2.18).
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Figura 2.18. Curva de calibracion del electrodo potenciométrico polimerizado con -
ciclodextrina, perclorato de sodio1M y plomo 0.0001M
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2.3.4 Electrodo potenciométrico de colesterol basado en

la  electropolimerizacién de polianinilina

Pretendiendo desarrollar una alternativa para la cuantificacion de colesterol sin el
uso de una enzima, se hace un estudio con base en la impresion molecular, en esta
ocasion con anilina. Asi, se realizé un estudio preliminar de la caracterizacion
electroquimica de pani (polianilina) mediante la técnica reportada Haiyan sobre un
electrodo de carbon vitreo [Wang, 1999]. Mediante voltamétria ciclica se identifican
durante el proceso potenciodinamico 3 procesos redox (Fig. 2.19). Los primeros
aparecen en 0.3 V y son atribuidos a la oxidacién/reduccion de leucoesmeraldina y
esmeraldina, mientras el segundo proceso redox en 0.5 V implica los estados
complemente oxidado (pernigranilina) y parcialmente reducido (nigranilina) de la
anilina. El tercer proceso en 0.8 V corresponde a los productos de degradacién
benzoquinona/hidroquinona [Focke, 1987]. Se ha reportado que el pH en la solucion
es muy importante sobre las propiedades de selectividad y electroactividad del
polimero, observando que en solucion buffer de PBS de pH 6.2 y 7.0 van

desapareciendo los picos representativos de la electropolimerizacién de pani.
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Figura 2.20. Voltamperogramas de caracterizacion en solucion 1.0 M de H,SO4 para
pani.

Asi mismo se evalud un codepdsito de pani y polipirrol; sin embargo sélo se observa
la electropolimerizacién parcial de anilina, aunque los potenciales de pico se ven

afectados por el pirrol (Fig. 2.21a, b y c).
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Figura 2.21. a) Voltamperogramas de caracterizacion en solucion de H,SO4 pH 0,
(b) PBS 0.05M (0.1 KCI) pH= 6.2 y (c) en solucién PBS 0.05M (0.1 KCI) pH= 7.0 para
polipirrol-polianilina.

Considerando los resultados obtenidos se realiz6 la impresidon molecular inicialmente
con la polimerizacion de anilina 0.1M, dodecisulfato de sodio (SDS) 0.05M vy
colesterol en acido sulfurico 1M sobre un electrodo de carbdn vitreo con un régimen
potenciostatico de 0.5 V por 30 min. La curva de calibracién potenciométrica del
electrodo desarrollado no muestra cambios apreciables de potencial respecto a la
concentracién de colesterol; este hecho es consecuencia de la escasa solubilidad

del SDS ya que se protona bajo las condiciones elegidas (pKa 4.16).
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3. SENSORES VOLTAMPEROMETRICOS PARA LA
CUANTIFICACION DE COLESTEROL

En este capitulo se presentan y se discuten los principales resultados obtenidos a
través del desarrollo de electrodos voltamperométricos para la cuantificacion de
colesterol. Las estrategias investigadas involucran el uso de la polarografia con un
electrodo de gota de mercurio y el efecto de la adsorcién en la corriente de oxidacién

del ferrocianuro sobre un electrodo de carbdn vitreo.
3.1. Introduccion

Las técnicas voltamétricas tienen su origen en el afo 1922, cuando el quimico
Jaroslav Heyrovsky desarrolld la polarografia. La voltamperometria en general,
engloba un grupo de métodos electroquimicos en que la informacién analitica se
obtiene a partir de la medida de la intensidad de corriente que fluye a través de un
electrodo de trabajo en funcion del potencial aplicado [Wang, 2000]. Estos estudios
pueden ser usados con fines cualitativos o cuantitativos y es posible obtener a partir

de ellos informacion tanto termodinamica como cinética.

En la voltamperometria ciclica (CV), el potencial aplicado al electrodo de trabajo es
cambiado linealmente con respecto al tiempo, partiendo de una posicion en la que
no se verifique ninguna reaccion electroquimica (potencial de corriente nula). La
direccion del barrido de potencial sera aquella en la que se lleve a cabo el proceso
de oxidacion o reduccion que nos interese estudiar. Una vez recorrida la region del
potencial en que la reaccion electroquimica de interés tiene lugar, la direccion del
barrido es invertida de tal manera que los productos electroactivos generados son
detectados. Esta técnica ha sido utilizada con éxito para estudiar la cinética de las
reacciones que se verifican en la interface electrodo solucion; asi mismo, es una
poderosa herramienta para elucidar mecanismos de reaccion [Skoog, 1995, Harris,
2001].
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La voltamperometria lineal (LSV) difiere de la CV en que el barrido de potencial
solamente se lleva a cabo en una direccidon y en consecuencia, es una técnica que
aporta menos informacion. No obstante, en sistemas electroquimicos Io
suficientemente conocidos, es de gran utilidad cuando se requiere obtener

informacion analitica en forma reproducible y rapida.

La polarografia es un tipo especifico de medida que cae en la categoria general de
voltamperometria de barrido lineal cuando se emplea un electrodo de mercurio. La
respuesta esta determinada fundamentalmente por el transporte difusional de masa
hacia el electrodo, ya que la conveccién y migracidon son controladas fijando la
temperatura y fuerza ionica del electrolito soporte. La respuesta corriente vs
potencial de un experimento polarografico tiene una forma tipica sinusoidal ya que el
area del electrodo cambia constantemente debido al uso del electrodo de gota de

mercurio (DME).

Como una alternativa al uso de costosas enzimas en el desarrollo de biosensores
electroquimicos, se ha reportado la posibilidad de adsorber y oxidar colesterol sobre
un electrodo de gota de mercurio [Peng, 1992]. Este método determina al colesterol
de forma directa adsorbiéndolo sobre la gota de mercurio durante la reaccién
oxidacion, siguiendo la concentracion del analito mediante el aumento de la
intensidad del pico. Aunque se evaluaron interferentes como el acido ascorbico,
acido urico, Cu (1) y Fe (I); sélo se reporta la interferencia del Cu (ll) al disminuir el

pico de colesterol (Tab. 3.1).

Tabla 3.1 Resultados obtenidos en la curva de calibracion del sensor [Peng 1992].
IRL /[Colesterol] Limite de deteccién r’=

0.1-8.0 uM 0.06 uM + 0.3 0.998

Como otra alternativa analitica para la cuantificacion de colesterol sin el uso de
enzimas se han propuesto la adsorcidén de colesterol [Chou, 2005] o la oxidacién
directa de colesterol [Kowalksi, 2005] (Tab. 3.2). El desarrollo propuesto por Chou y
colaboradores, se basa en la reaccion de oxidacion del ferrocianuro y la disminucién

de la corriente por adsorcion del colesterol en una membrana de hexadecil

50



Estudio de alternativas electroanaliticas para la cuantificacion de colesterol

mercaptano crecida en presencia de colesterol para inducir una impresion molecular;
por otra parte, en el reporte de Kowalksi se realiza una oxidacion directa del

colesterol en una solucién de acido acético.

Tabla 3.2 Resultados obtenidos en la curva de calibracién del sensor .

Electrodo de trabajo IRL /[Colesterol] Limite de Ref.
deteccion
platino 0.6-4.0 mM no reportado [Kowalksi, 2005]
oro 66-700 nM 238 nM [Shou, 2005]

Partiendo de las ideas anteriormente reportadas, en el presente capitulo se
presentan algunos de los resultados obtenidos mediante la modificacion de estas

estrategias de cuantificacion de colesterol.

3.2 Metodologia
3.2.1 Equipo, reactivos y soluciones

3.2.1.1. Equipo

El equipo empleado para realizar la caracterizacion fisica y quimica de los sensores
desarrollados, se enlistan a continuacion:

e Electrodo de referencia MF 2012 (BAS) Ag/AgCl

e Electrodo de carbén vitreo MF 2012 (BAS)

e Electrodo de grafito

e Sistema electroquimico BAS Controlled Growth Mercury Electrode (CMGE)

incorporado a un potenciostato BAS 100B
e AUTOLAB PGSTAT 30 (Ecochemie)

3.2.1.2 Reactivos y Soluciones

Todos las soluciones fueron preparadas con reactivos comerciales de grado
analitico.

e NaNO;(Sigma)

e Dodecil Sulfato de Sodio (Sigma)

e metanol (Mallikrodt ChromAr HPLC)
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e Colesterol (Hycel México).

e NaCl (J.K Baker)

o K4Fe(CN)s (Sigma)

e HCIO4 (Sigma)

e NaClO4, (Sigma)

e propanol (J.T. Baker)

e KCI (Técnica Quimica S. A.)

B-Ciclodextrina (Acros Organics)

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas con agua desionizada Milli Q
(Millipore) (18.2 MQ cm).

El colesterol se dispersa con metanol en una proporcion 2:10, posteriormente se
sonica en el ultrasonido (hasta formar una emulsion estable) y se afora con una

solucion de dodecil sulfato de sodio 0.001 M.

Para los calibrados de los sensores polarograficos de mercurio se utilizé una
solucién stock 1 mM de colesterol disuelto en etanol. En este caso el electrolito

soporte fue una solucién acuosa de KCI 0.1M.

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1. Desarrollo de un sensor voltamperométrico de colesterol basado en la

adsorcion sobre un electrodo de carbon vitreo.

El caracter neutro del colesterol, o convierte en una especie que puede adsorberse
facilmente sobre los electrodos en un medio i6nico. En este estudio se evalud la
respuesta voltamperométrica de oxidaciéon del ferrocianuro de potasio sobre carbon
vitreo y la disminucion en la intensidad del pico de oxidacién a consecuencia de la
adsorcion del analito de interés. El estudio se realizé partiendo de una solucion de
ferrocianuro de potasio 0.004M disuelto en pB-ciclodextrina 0.01M para
posteriormente adicionar sucesivamente de 200 pl de solucidon de colesterol

0.025mM en B-ciclodextrina 0.01M. Es importante aclarar que se pretende que la
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ciclodextrina polimerize sobre la superficie tratando de crear una impresion
molecular que contribuya al reconocimiento de colesterol por parte del dispositivo
[Davidson, 2002].

Las curvas de calibracion obtenidas exhiben una sensibilidad muy baja; siendo
mayor a bajas concentraciones y con un intervalo lineal 0.005mM a 0.020mM (Fig.
3.1).
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Figura 3.1 Curva de calibracion de colesterol para el electrodo de carbén vitreo en
una solucion de ferrocianuro 0.004M en ciclodextrina 0.01M

Con la finalidad de incrementar la sensibilidad se evaluaron las curvas de calibracién
por voltametria diferencial de pulsos; no obstante, las caracteristicas de la técnica
afectan significativamente el proceso de adsorcion presentandose cambios mas

pequefio de corriente respecto a la voltametria ciclica (Fig. 3.2).
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Figura 3.2 Curvas de calibracién de colesterol para el electrodo de carbon vitreo en

una solucién de ferrocianuro 0.004M en pB-ciclodextrina 0.01M en los modos de
voltametria ciclica y diferencial de pulsos.
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El sistema voltamperométrico estudiado presenta una sensibilidad muy baja y en
consecuencia no es util para un analisis descentralizado de colesterol ya que no
cubre el intervalo de concentracién de interés clinico. Es necesario mencionar que
no existe evidencia que se haya formado un polimero de ciclodextrina en la
superficie del electrodo y consecuentemente esta puede ser la razén de la baja
sensibilidad. Por otra parte es de esperar que cualquier sustancia neutra presente en

la muestra como proteinas y grasas interfiera significativamente con el analisis.

3.3.2 Desarrollo de un sensor polarografico de colesterol mediante la

adsorcion de este en un electrodo de mercurio.

Continuando en la busqueda de alternativas electroquimicas de cuantificacion de
colesterol sin el uso de enzimas, se estudid voltamperométricamente la adsorcion y
oxidacion de colesterol reportada sobre mercurio en una solucion de KCI 0.1M
[Peng, 1992] (Fig 3.3). Es interesante observar la aparicién de un pico de oxidacién y
uno de reduccion en -0.025 V y -0.040V respectivamente, mismos que no fue posible
reproducir sobre sustratos de Pt, Ag y Au. Es importante mencionar que la
separacion de los picos de oxidacion y reduccidn del colesterol en nuestro caso es
de 15 mV contra los 25 mV reportados por Peng. Asimismo, se confirma que el

producto de oxidacion también es adsorbido sobre la superficie del electrodo.

El modo polarografico utilizado en este trabajo es de electrodo goteante
contrariamente al de gota suspendida utilizado por Peng; este hecho nos permite
controlar mas facilmente el tiempo de adsorcion del colesterol en la gota de

mercurio.
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Figura 3.3 Votamperogramas de una solucién de KCI 0.1M y de colesterol en KCI
0.1M sobre gota suspendida de mercurio a una velocidad de 20 mV/s.

Al incrementar la concentracion de colesterol a partir de la solucion stock disuelta en
etanol, se encuentra que los picos de oxidacion y reduccion se incrementan

proporcionalmente respecto a la concentracion (Fig 3.4).
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Figura 3.4 .Curva de calibracion de colesterol para el electrodo de goteante de
mercurio en una solucion de KCI 0.1M con colesterol.

Al realizar curvas de calibracion por triplicado en un intervalo de 0.01-0.08 mM de
colesterol se encuentra buena reproducibilidad con un intervalo lineal de 0.02 a 0.07
mM y un coeficiente de correlaciéon promedio de 0.9815 con una pendiente de 30 + 3

nA, misma que es superior a la reportada por Peng y colaboradores (20 + 3 nA).

Aunque esta metodologia podria ser de utilidad para muestras de alimentos, no es

adecuada para el anadlisis de suero o sangre, ya que no cubre las concentraciones
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de interés clinico. Adicionalmente es importante mencionar que ésta alternativa
analitica requiere de un electrodo altamente toxico y de una instrumentacion que no

es portatil.

Aunque la idea de desarrollar un sensor electroquimico de colesterol que no
involucre el uso de costosas enzimas es sumamente atractiva, es importante
mencionar que las alternativas electroquimicas hasta el momento presentan serias
deficiencias en cuanto a selectividad e interferencias. Aunque ambos desarrollos
podrian implementarse en configuracion plana para el analisis descentralizado, el
caracter complejo de las muestras de sangre o alimentos hace que su uso sea poco
practico en campo debido a la exigencia de pretratamiento para eliminar las

interferencias.
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4. BIOSENSOR AMPEROMETRICO EN CONFIGURACION
CONVENCIONAL PARA LA CUANTIFICACION DE
COLESTEROL

En éste capitulo se presentan y discuten los principales resultados obtenidos
durante el desarrollo de los biosensores amperométricos para la cuantificacion de

colesterol mediante dispositivos en configuracion cilindrica.

4.1 Introduccién

El principio de funcionamiento de un biosensor electroquimico es relativamente
simple; el elemento receptor interacciona selectivamente con un componente o
analito de la muestra generando una sefal primaria de naturaleza electroquimica,
que posteriormente el transductor se encarga de transformar en una senal util del

dominio eléctrico.

En el caso particular de los biosensores amperométricos enzimaticos, la interaccion
entre el analito y el receptor puede provocar el consumo de algun cosubstrato o
mediador electroquimicamente activo, la generacion de productos electroactivos; o
bien, un cambio del estado de oxidacién del mismo receptor (Fig. 4.1). En cualquiera
de los casos, es posible obtener una intensidad de corriente proporcional a la
concentracion del analito de interés aplicando al transductor un potencial de trabajo

conveniente, de acuerdo a la siguiente ecuacion (Ec. 4.1).

i= KE'™ C; (Etab= constante) Ec. 4.1

Donde i es la intensidad de corriente, C la concentracion del analito, K la constante

de proporcionalidad y Eyap €5 el potencial 6ptimo de trabajo.
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> Procesadorde la
sefial

Analito (sustrato)

Sefal

A

Elemento bioldgico
de deteccion

Transductor

Figura 4.1 Representaciéon esquematica del principio de operacion de un biosensor
amperométrico enzimatico.

El biosensor de glucosa oxidasa es el ejemplo mas conocido y fue desarrollado hace
mas de 50 afios; sin embargo, aun despierta el interés de sectores importante de
investigadores que procuran su perfeccionamiento y amplian sus aplicaciones a
diversas muestras, a la vez que se trabaja en la incorporacién de otras enzimas para
generar dispositivos analiticos de utilidad para cuantificar otras especies quimicas de
interés [Papastathopoulos, 1975]. Debido al importante mercado potencial de los
biosensores electroquimicos y las limitaciones que se encuentran en aplicaciones
especificas, esté campo de investigacion continua siendo un area de importante

cientifica.

En el biosensor amperométrico de colesterol oxidasa COD tipico, la enzima
(receptor), interacciona con el colesterol (el analito) consumiendo O, (cosubstrato o
mediador natural) para genera colestenona y peréxido de hidrégeno (productos). El
consumo de oxigeno por parte de la enzima, provoca la regeneracién del sitio activo
a su forma redox original, conservando de esta manera su actividad catalitica
[Doukyu, 2009]. Hasta ahora no ha sido posible regenerar electroquimicamente los
sitios activos FAD de la enzima colesterol oxidasa [Doukyu, 2009] y debido a que la
colestenona no es una especie electroatractiva, las estrategias de deteccion
amperométrica se reducen a la reduccidon de oxigeno, la oxidacién de perdxido de
hidrogeno, o bien la oxidacién de algun mediador artificial que substituya al oxigeno
(ferroceno, TTF, TCNQ, ftalocianinas, etc.). Las estrategias de deteccion
mencionadas anteriormente han sido implementadas para desarrollar una gran

variedad de biosensores amperométricos en configuracion convencional (Tab. 4.1).
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Tabla 4.1. Biosensores en configuracion convencional para colesterol

Transductor Sensibilidad Intervalo lineal mM Referencia
(A mM?* mm™)

Grafito Nanotubos  90.7 0.05-6.2 [Safavi, 2011]

AuPt

Au 9.02 0.04-0.22 [Saxena,2011]

Grafito 0.54 0.008-0.45 [Tan, 2005]

Grafito Nanotubos  1.55 0.004-0.7

Au Nanotubos 20 0.5-5 [Gopalan, 2009

Platino 1.29 7.5x10™ [Singh, 2006]

Platino-ITO 10.35 - [Dhanda, 2007]

Platino 8.51 [Vidal,2002]

Grafito 0.39 0.1-1 [Li, 2006]

Platino - 0.5-15 [Brahim, 2001]

Este tipo de sensores poseen ventajas relevantes como excelentes sensibilidades
comparados con reportes de afos anteriores, amplios intervalos de linealidad,
limites de deteccion bajos y cortos tiempos de respuesta. Sus principales
desventajas son las interferencias de especies oxidables a los potenciales de
trabajos y que la gran mayoria de estos biosensores utilizan sustratos de alto costo
como platino y oro.

En este capitulo se describe el desarrollo de biosensores amperométricos de
colesterol en configuracion cilindrica con diversas ventajas comparados con los
reportados en la tabla, una de las principales es el uso de grafito incorporando a

diferentes mediadores, idea que podra transportarse a sensores planos.

4.2 Metodologia
4.2.1 Material, equipo, reactivos y reactivos
4.2.1.1. Material

o Tubos de metacrilato de 10.0 cm de largo x 1.0 cm de diametro exterior y 8.5
mm de diametro interior.

« Tubos de metacrilato de 2.0 cm de largo x 8.0 mm de diametro exterior y 4.0
mm de didmetro interior

o Cable blindado coaxial
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» Discos de cobre de 8.0 mm de diametro

« Soldadura de estafio

« Conector banana estandar

« Resina epdxica Araldyt HY956 con catalizador REM 001 (Ciba Geigy)

4.2.1.2. Equipo

La voltamperometria ciclica, cronoamperometria y la preparacion de soluciones

fueron obtenidos mediante la ayuda del siguiente equipo y accesorios:

e AUTOLAB PGSTAT 30 (Ecochemie)

e Electrodo de alambre de platino (XM110 Radiometer-Copenhagen).

e Electrodo de referencia de doble camisa Ag/AgCI (900200 Oridn) con solucion
externa de KNO3; 10% (E=ECS).

e Potenciémetro PHM 250 ION ANALYZER (Radiometer Copenhagen).

e Bano ultrasoénico (Cole—Parmer 8890).

e Estufa incubadora (BOEKEL 132000).

e Amperimetro BAS LC-4C

4.2.1.3 Reactivos y Soluciones

Todos las soluciones fueron preparadas con reactivos comerciales de grado

analitico.

e Cy7H450H (Hycel México).

o Kj3(FeCNg) (Sigma)

e CH3CH,OH (J.T. Baker)

e KCI (Técnica Quimica S. A.)

e Colesterol (Research Organics).

e KH;PO4(Sigma)

e Ky;HPO, (Sigma)

e Triton X-100 (Sigma)

e 7,7,8,8-Tetracianoquinodimetano (Aldrich)

e Ferroceno (Aldrich)
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e Cobalto (Il) Phtalocianina (Fluka)

e Tetratiofulvaleno (Aldrich)

e Colesterol oxidasa de Pseudomonas flourescens 2.4 Ul/mg (Sigma).
¢ Gluteraldehido, grado 1 al 8 % (SIGMA)

e Grenetina

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas con agua desionizada Milli Q
(Millipore) (18 MQ cm).

El colesterol se disuelve con 2 ml de isopropanol y 2 ml de Triton X-100 agitando
hasta formar una solucion estable completamente. Posteriormente se afora a 100
mL con una solucion buffer de fosfatos 0.05M/KCI 0.1M a pH 7.0 (PBS) formandose

una emulsion estable.
4.2.2. Construccion de electrodos en configuracion cilindrica

El cuerpo del electrodo fue construido con tubo de metacrilato de 10 cm de largo y
8.5 mm de diametro interior, un extremo de éste se fija con pegamento a otro tubo
con 2 cm de largo y 4 mm de didmetro interior; a través de este tubo se hace pasar
un cable blindado que se suelda con estafio a un disco de cobre de 8 mm de
diametro, el cual se asienta sobre el tubo interno de metacrilato, dejando un espacio

aproximadamente de 0.5 cm (Fig. 4.2).

3
e 7 zg

i N
|

Figura 4.2. Representacién de la construccion de biosensores amperomeétricos de
colesterol con contacto interno so6lido y membrana de PVC. (1) Tubo de metacrilato
interno. (2) Tubo de metacrilato externo. (3) Disco de cobre. (4) Soldadura de
estano. (5) Cable blindado. (6) Composite y mediador depositados. (7) Superficie
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pulida del composite. (8) Fijacion del cable. (9) Inmovilizacion de la enzima colesterol
oxidasa

4.2.2.1 Preparacion y depésito del composite grafito—epoxy:

Se deposita una mezcla de grafito—epoxy y mediador en el espacio creado entre el
tubo externo de metacrilato y el disco de cobre previamente pulido para quitar el

oxido presente (Fig. 4.2).

Para preparar el composite grafito-epoxy, se mezclan 100 partes en masa de resina
con 20 partes en masa de catalizador; estas a su vez son mezcladas con la carga de
grafito y se dejan curar por al menos 24 horas a una temperatura de 40 °C. La
proporcion de grafito—epoxy en masa es 50 % de polvo de grafito, 50 % resina—
catalizador (100:20). Una vez mezclado el composite y previo al proceso de curado,
se adiciona un 1% en masa de mediador (TCNQ, TTF, Co-Ph y ferroceno). Una vez
endurecido el material, se lija y se pule el composite hasta lograr una superficie

plana y brillante para depositar la membrana enzimatica (Fig.4.2).

4.2.2.2 Inmovilizacién de la enzima

Se prepara una solucién con 5.0 mg de enzima de colesterol oxidasa (1.2 U.l.) y 65
mg de grenetina, las cuales son disueltas a 37° C en 1 mL de buffer PBS. Esta
solucion se gotea sobre la superficie de grafito-epoxi del electrodo, previamente
lavada con agua desionizada. La membrana se calienta en una estufa incubadora a
una temperatura entre 25-30°C durante 15 min, con la finalidad de que se disuelva
totalmente y que a la vez cubra toda la superficie; transcurrido el tiempo indicado, se
sumergen en una solucion al 1% de gluteraldehido por 60 segundos, se enjuaga con
agua desionizada y se sumerge posteriormente en una solucion 0.1 M de glicina por
20 min. Mediante este procedimiento denominado cross-linking o entrecruzamiento,
se lleva a cabo la inmovilizacion fisica de la enzima, creando una red que le da

mayor estabilidad y durabilidad a la membrana de COD.
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4.3 Resultados y Discusion

El funcionamiento convencional de los biosensores de colesterol se basa en la

ecuacion 4.1.

COD
Colesterol + O, + H,0 —— Coles-4-en-3-ona + H,0, (4.1)

La enzima colesterol oxidasa (COD) al entrar en contacto con el colesterol, en
presencia del oxigeno y agua, produce coles-4-en-3-ona y peréxido de hidrogeno;
mismo que es oxidado posteriormente cuando es aplicado un potencial adecuado
sobre el transductor, generando asi una corriente eléctrica proporcional a la
concentraciéon de colesterol. No obstante, el perdéxido de hidrogeno se oxida a
potenciales muy elevados por lo que especies electroatractivas que se encuentren
presentes en las muestras a analizar, como el acido urico, acido ascérbico, etc.

pueden interferir en el estudio.

En primera instancia, con la finalidad de disminuir el efecto de las posibles
interferencias en el biosensor, se incorpord ferricianuro como mediador con el
objetivo de disminuir el potencial de trabajo. Dichos mediadores sustituyen al O, en
el esquema de reaccion enzimatica (Ec. 4.2) regenerando el sitio activo de la
enzima. Asi, el mediador oxidado pasa a mediador reducido, volviéndose a reoxidar
a un potencial menor que el peroxido de hidrégeno, generando una corriente

eléctrica proporcional a la concentracion de colesterol (Ec. 4.2).

Mediador (eg

Colesterol COD,,
CODX X >\EJ"A) “2

Coles-4-en-3-ona COD, 4 Mediador 5y

Para corroborar el mecanismo de funcionamiento de los biosensores se construyo el

biosensor en configuracion cilindrica incorporando como mediador al ferricianuro.
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4.3.1 Biosensor amperomeétrico de colesterol utilizando ferricianuro de potasio

como mediador

Para evaluar la correcta inmovilizacion de la enzima del biosensor de colesterol, se
obtuvo el registro cronoamperométrico del dispositivo (Fig. 4.3). El potencial de
trabajo se fijo a 0.6 V conforme a estudios previos en que se reporta el pico de
oxidacion del ferrocianuro generado a ese potencial. En este caso se utilizaron 15
mL de solucion blanco (buffer de fosfatos pH=7) a la cual se le fueron agregando
sucesivamente adiciones de 1 mL colesterol 20 mM a determinados tiempos. Se
encuentra que al agregar colesterol hay un aumento en la intensidad de corriente, lo

cual corrobora el funcionamiento de la enzima bajo las condiciones de trabajo.
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Figura 4.3 Respuesta amperométricas para el biosensor cilindrico de grafito con 1.2
U | de enzima COD. (Etrapajo = 0.6 V).

4.3.1.1 Parametros analiticos

No obstante que en el registro cronoamperométrico se observa cierta inestabilidad
de la sefal (Fig. 4.3), la curva de calibracion amperométrica exhibe un
comportamiento lineal en un intervalo de concentracion 2.8-11.4 mM con un
coeficiente correlacion de 0.994. (Fig. 4.4). El limite de deteccion se ubicd en 0.80
mM y la sensibilidad es 1.83 pA/mm? + 0.29.
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Figura 4.4. Curva de calibracion amperométricas para el biosensor cilindrico de
grafito con 1.2 U.l. de enzima COD.(Eirabajo = 0.6V).

4.3.1 2 Determinacion de la constante de Michaelis-Menten

Conforme al modelo cinético de Michaelis-Menten [Bonhiski, 1998; Limoges, 2003],
la curva de calibracién se hace asintdtica a concentraciones mayores a 12 mM
debido a la saturacién de la enzima. A partir de la grafica de Lineweaver-Burk, se
calculo la constante aparente de Michaelis-Menten la cual fue de 29.6 + 0.30 mM;
valor mayor al reportado para la COD 0.013-0.35 mM, indicando que la afinidad de la
enzima por el sustrato ha sido afectada por el proceso de inmovilizacién. Este hecho
abre la posibilidad de incrementar la sensibilidad del biosensor mediante la

optimizacién de las condiciones de analisis y fabricacion.

Conforme a los resultados obtenidos, podemos concluir que el desarrollo del
biosensor para colesterol realizado confirma el funcionamiento tradicional de los
biosensores de colesterol en nuestras condiciones de trabajo y que las
concentraciones de trabajo se ubican dentro del intervalo de interés clinico.
Comparando con algunos de los biosensores reportados, aportamos algunas
ventajas en cuanto al costo y la sensibilidad.
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4.3.2 Estudio del Mediador

En la actualidad la multiplicidad de mecanismos de respuesta y la variedad de
tecnologias implicadas en la construccion de los diferentes sensores da lugar a
implementar nuevas tecnologias como la serigrafica que permite la produccion en
grandes cantidades de biosensores a bajo costo, con la ventaja adicional que
pueden ser usados una vez y desecharlos por lo que su tiempo de vida no
necesariamente implica una desventaja. Para hacer compatibles las técnicas
convencionales de construccion de biosensores con metodologias de produccién en
sere e incrementar la reproducibilidad de los dispositivos fabricados es
frecuentemente emplear en serigrafia el dopaje de la pasta que conforma el
electrodo de trabajo; asi, las tintas de carbono pueden ser dopadas con varios
mediadores electroquimicos (TCNQ, TTF, Cobaltoftalocianina) y con derivados del

ferroceno, azul de Prusia o incluso con enzimas.

Considerando que nuestro objetivo es desarrollar un biosensor en configuracion
plana se realizé un estudio mediante voltamperométria ciclica a diversos mediadores
en el cual se incorporé el 1% de mediador dentro grafito-epoxi en el electrodo en
configuracioén cilindrica, la medida se efectu6é en una solucion blanco que contenia
isopropanol 2%, triton X-100 2%, PBS 96% v/v, obteniendo los voltamperogramas
para cada uno de ellos como se muestra en la figura 4.5. Cabe mencionar que solo
se muestra la parte positiva del voltamperograma, dado que es la parte en donde se
observa el pico de oxidacion.
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Figura 4.5 Voltamperogramas ciclicos del transductor y mediador al 1% en solucion
blanco (isopropanol 2%, triton X-100 2%, PBS 96% v/v) (v=10 mV/s). a) blanco b)
ferroceno, ¢) TCNQ, d) TTF, e) CoPh.

Conforme a los resultados se puede observar que los transductores que contienen
un mediador presentan senales de oxidacion en comparacion al electrodo de grafito-
epoxy no dopado (figura 4.5a). En el caso particular del TCNQ se obtienen picos de
oxidacion en 0.3 y 0.45 V, y un pico de oxidacion en 0.3 V para el electrodo cargado
con ferroceno (Fig 4.5b y 4.5c). En cuanto a los electrodos que contienen cobalto

ftalocianina y TTF no se observa claramente el pico de oxidacion, aunque si el
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incremento en la intensidad de corriente. Este hecho podria ser atribuido a la
cantidad insuficiente de mediador que se encuentra en la superficie del electrodo

para estos dispositivos.

Conforme a los resultados obtenidos es posible establecer que los mediadores mas
prometedores son el ferroceno y el TCNQ para el desarrollo de biosensores en

configuracién plana.
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5. BIOSENSORES AMPEROMETRICOS ~ EN
CONFIGURACION PLANA PARA LA CUANTIFICACION DE
COLESTEROL

5.1 Introduccion

La amperometria es una técnica voltamperométrica en la cual el potencial aplicado
al electrodo de trabajo provoca que una especie electroactiva presente en la
solucion se oxide o reduzca en la superficie del electrodo. La corriente producida por
el proceso electroquimico es proporcional a la velocidad con que el analito se
transporta hacia la superficie del electrodo. Existen tres mecanismos de transporte:
migracion (movimiento de cargas a través de un campo eléctrico), difusion
(movimiento de materia a través de un gradiente de concentraciones) y conveccion
(movimiento de especies debido a fuerzas mecanicas). Puesto que la migracion no
esta relacionada con la concentracion, su influencia sobre la corriente medida en un
experimento amperométrico debe controlarse a fin de minimizarlo; esto se logra
mediante la adicion de una sal inerte en alta concentracion al sistema de trabajo

(electrolito soporte).

En la amperometria hidrodinamica la solucién es agitada para que una mayor
cantidad de especie llegue a la superficie del electrodo ya que de esta manera las
corrientes obtenidas son mayores respecto a las de sistemas no agitados (control
difusional). EI régimen de transporte hidrodinamico, provoca ademas una
disminucion del grosor de la capa de difusion, manteniéndolo constante. La principal
ventaja de ésta técnica, es su rapidez respecto a la LSV ya que representa un corte
de potencial si se han empleado velocidades de barrido suficientemente bajas
[Skoog, 1995, Harris, 2001].

Los dispositivos amperométricos trabajan normalmente bajo un régimen de control
potenciostatico, es decir, requieren durante su operacion de la imposicién de un
potencial 6ptimo, mismo que se establece entre el electrodo de referencia y el

electrodo indicador. Una vez satisfecha esta condicién, los procesos electroquimicos
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que se verifican en el electrodo de trabajo dan lugar a la circulacion de la corriente

eléctrica en la celda que es proporcional a la concentracion del analito de interés.

Dependiendo del sistema particular de estudio y del potencial impuesto, el electrodo
de trabajo puede comportarse como un anodo o un catodo; en ambos casos, otro
electrodo debera completar el circuito fungiendo de forma complementaria al de
trabajo de tal manera que mantenga la electroneutralidad en la celda y el flujo de

corriente no se vea limitado.

Para llevar a cabo las medidas amperométricas se han desarrollado configuraciones
a dos y tres electrodos. En el primer caso, el electrodo de referencia ademas de
ayudar a controlar el potencial impuesto al electrodo de trabajo, cumple con la
funcién de contraelectrodo descrita en el parrafo anterior; sin embargo, esta
situacion puede provocar cambios de potencial del electrodo de referencia alterando
la actividad de las especies quimicas que lo conforman. En el segundo caso, la
corriente fluye entre el electrodo de trabajo y un tercer electrodo (denominado
auxiliar o contraelectrodo) de tal manera que al no existir paso de corriente a través
del electrodo de referencia, su potencial se mantiene constante. Consecuentemente,
la gran mayoria de los potenciostatos comerciales emplean el esquema de celda a

tres electrodos en la actualidad.

El grado de miniaturizacion de dispositivos que se puede alcanzar mediante
tecnologia screen- printing, hace posible integrar en un mismo soporte o chip los tres
electrodos necesarios para realizar medidas amperométricas (trabajo, auxiliar y
referencia) [Galan, 1995, 1999]. Este hecho permite obtener sensores quimicos
pequeinos y de facil manejo adecuados para hacer analisis de campo, amplidndose

asi las perspectivas de aplicacion.

En este capitulo se describe el desarrollo de biosensores amperométricos de
colesterol en configuracién a dos y tres electrodos, basados en la integracion del
biosensor con un electrodo de pseudo-referencia de Ag/AgCl y un electrodo auxiliar

de grafito.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Materiales, equipo, reactivos y soluciones

5.2.1.1 Materiales

Pasta serigrafica Ag/AgCl electrodag 7019 (Acheson).
Pastas comercial de grafito PF-407C (Acheson).

Pasta serigrafica dieléctrica fotocurable 451SS (Acheson)
Un rasero de poliuretano

Mallas serigrafias de 90 hilos

Equipo manual de serigrafia

Sustrato estireno

5.2.1.2 Equipo

El equipo empleado para realizar la caracterizacion fisica y quimica de los

biosensores desarrollados, se lista a continuacion:

AUTOLAB PGSTAT 30 (Ecochemie)

Electrodo de alambre de platino (XM110 Radiometer-Copenhagen)

Electrodo de referencia de doble camisa Ag/AgCl (900200 Orion) con solucion
externa de KNO3; 10% (E=ECS)

Potenciometro PHM 250 ION ANALYZER (Radiometer Copenhagen).
Amperimetro BAS LC-4C.

Bafio ultrasénico (Cole—Parmer 8890)

Estufa incubadora (BOEKEL 132000)

5.2.1.3 Reactivos y Soluciones

Todos las soluciones fueron preparadas con reactivos comerciales de grado

analitico.
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e NaCl (J.T. Baker)

e CH3CH,OH (J.T. Baker, Fluka)

e KCI (Técnica Quimica S. A.)

e Grafito Aldrich con tamafio de particula de 1-2 um.

e Triton X-100 (Sigma)

e Colesterol (Research Organics)

e KCI (Técnica Quimica, S.A)

e KHyPO4(Sigma)

e KHPO4 (Sigma)

e 7,7,8,8-Tetracianoquinodimetano (Aldrich)

e Kj(FeCNg) (Sigma)

o K4(FeCNge) (sigma-aldrich)

e FeCl; (Aldrich)

e Glucosa Oxidasa Arpegillus Niger 121.0 Ul/g(Sigma)
e Glucosa (Sigma)

e Acetonitrilo (Fluka)

e Colesterol oxidasa de Pseudomonas flourescens 2.4 U.I./mg (Sigma)

e Tween 85 (Sigma)

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas con agua desionizada Milli Q
(Millipore) (18.2 MQ cm).

El colesterol se prepard conforme a la tabla 5.1.

5.2.2. Construccion de electrodos

Durante el desarrollo del trabajo se construyeron diversos tipos de biosensores
conforme a la tabla 5.1. Dichos desarrollos se implementaron en configuraciones de

2 (tipo 1) y 3 (tipo Il) electrodos.
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Tabla 5.1 Especificaciones de construccion de

desarrrollados

los diferentes biosensores

Tipo de
biosensor

Soluciéon 6 emulsion del
sustrato enzimatico

Coctel enzimatico

Mediador (sintesis)

IFECOA

ITQCOA

IIPBCOA

IIPBGLA

IITQCOA

IITQGLA

El colesterol se disuelve con 2 ml de
isopropanol y 2 ml de Triton X-100,
posteriormente se afora a 100 mL
con una solucién buffer de fosfatos
(PBS A) formandose una emulsién
estable

El colesterol se disuelve con 2 ml
de isopropanol y 2 ml de Triton X-
100, posteriormente se afora a 100
mL con una solucion PBS A
formandose una emulsién estable

El colesterol se disuelve con 2 ml de
isopropanol y 2 ml de Triton X-100,
posteriormente se afora a 100 mL
con una solucién buffer de fosfatos
PBS A formandose una emulsion

estable

El colesterol con 2 ml de
isopropanol y 2 ml de Triton X-100
se agita, posteriormente se afora a
100 mL con una solucién buffer de
PBS A formandose una emulsion
estable

2 ml de

isopropanol y 2 ml de Triton X-100

El colesterol con

se agita, posteriormente se afora a

100 mL con una solucién buffer
PBS A

La glucosa se disuelve PBS A

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo la colesterol oxidasa
y el ferricianuro de potasio al
0.5% en carboxi-metilcelulosa al
0.25%, disuelta previamente en
PBS A.

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo colesterol oxidasa
en carboximetilcelulosa al
0.25%, disuelta previamente en
PBS A

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo la colesterol oxidasa
en carboximetilcelulosa al
0.25%,
PBS A

disuelta previamente

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo la colesterol oxidasa
en carboximetilcelulosa al
0.25%,
PBS A

disuelta previamente

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo colesterol oxidasa
en carboximetilcelulosa al
0.25%, disuelta previamente en

buffer de PBS A

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo la glucosa oxidasa

en carboximetilcelulosa al

Ferricanuro

TCNQ. El mediador se incorpord
al electrodo de trabajo
mezclandolo previamente con la

pasta de grafito.

Azul de Prusia (PB). Se sintetizé
mezclando dos soluciones, una
solucion con 2 g FeCl; en 100mL
de agua desionizada y la otra con
1 g de K4sFe(CN)s en 100 mL de
agua desionizada, precipitando el
azul de Prusia (polvo azul) para
posteriormente filtrar y se secar a
100°C por 24 hrs
2000]. EI PB se

electrodo de trabajo mezclandolo

[Karyakin,
incorporo al
previamente con la pasta de
grafito.

Azul de Prusia (PB). Se sintetiz6

e incorporo al electrodo de trabajo

al igual que en el biosensor
IIPBCOA.
TCNQ. EI TCNQ-grafito se

prepara mezclando grafito con
TCNQ mezclando 1 gr de grafito
con 10 mL de TCNQ 0.1 M en
TCNQ-
grafito se filtra y se seca a 100°C
1hr. El TCNQ-grafito se

incorporé al electrodo de trabajo

acetonitrilo. ElI material

por

mezclandolo previamente con la
pasta de grafito.

TCNQ. Se prepar6 e incorporé al
electrodo de trabajo al igual que
en el biosensor ITQCOA.
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IIFRCOB

El colesterol se prepara con 2 ml de
Tween y 1ml de Triton X-100
agitando, posteriormente se afora a
100 mL con una solucién buffer de
PBS B formandose una emulsién

estable

0.25%, disuelta previamente en
PBS A

El coctel enzimatico se prepara
disolviendo la glucosa oxidasa
en carboximetilcelulosa al
0.25%, disuelta previamente en
buffer de PBS B

Ferrita. Ferrita (Fe;04) fue
preparado  con: 0.03 mol
FeSO,.7H,O se disuelve en 100
mL de agua. La mezcla se agita
vigorosamente mientras que la
temperatura se incrementé a 60 °
C. Se burbujea en el tiempo que
mezcla una solucién de NaOH (2
mol L-1) se afiade hasta ajustar el
pH a 10. Después de 1.0 hr., Los
precipitados de ferrita fueron
aislados del disolvente por un
iman permanente y se lava varias
veces con agua desionizada

La Ferrita se incorporé al
electrodo de trabajo mezclandolo
previamente con la pasta de

grafito.

I: transductores a 2 electrodos, Il: transductores a 3 electrodos, FE: mediador de ferricianuro, TQ: mediador de TCNQ, PB:
mediador de Azul de Prusia, FR: mediador de Ferrita, CO:Colesterol, GL: Glucosa, A: buffer de fosfatos 0.05M/KCI 0.1M a pH
7.0, B:buffer de fosfatos 0.05 M/NaCl 0.1 M a pH=6.5, PBS: Buffer de fosfatos.
Ejemplo: IFECOA.- Biosensor para colesterol utilizando ferricianuro con PBS (buffer de fosfatos 0.05M/KCI 0.1M a pH 7.0)

5.2.2.1 Construccion de biosensores en configuracién plana (tipo I)

Los transductores fueron fabricados por serigrafia sobre sustratos de estireno en

configuraciéon de dos electrodos conforme al disefio mostrado en las figura 5.1.

A

A

(a)
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P Contraelectrodo Grafito

‘ e 7.2uL muestra

2mm

—
]
—
b

/

iLi;
¢ 75 mm, /

P A—
~
/ \ Laminade acetato

Electrodo de trabajo Grafito mediador

v ””‘
I

Electrodo de referencia Ag/AgCI
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Figura 5.1. a. Disefio de impresidon de transductores electroquimicos en
configuracién a dos electrodos. |zquierda: pistas de Ag/AgCI (electrodo de referencia
y contactos). Centro: pistas de grafito (electrodo de trabajo 8mm?). Derecha:
Encapsulante (dieléctrico). b. Biosensor amperométrico de colesterol al término de
su construccion.

Para la fabricacion de los dispositivos se empled un equipo manual de impresion y
pantallas de 90 hilos. Las pastas fueron aplicadas con la ayuda de un rasero de
poliuretano. Para la impresién del electrodo de referencia se utilizé una pasta
serigrafica constituida por una resina vinilica cargada con Ag y AgCl. El curado fue
realizado a 40 °C por al menos 30 minutos. Posteriormente, para la fabricacion del
transductor, se emple6 una pasta comercial de grafito cargada con el
correspondiente mediador con un proceso de curado igual al anterior. Por ultimo, se
aplic6 una resina dieléctrica fotocurable dejando bajo exposicion directa a

iluminacion solar por una hora.

5.2.2.2 Construccion de biosensores de configuracion plana (tipo Il)

Los transductores fueron fabricados por serigrafia sobre sustratos de estireno en

configuracién de tres electrodos conforme al disefio mostrado en las figura 5.2.
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Electrodo de referencia Ag/AgCl
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Figura 5.2. a) Disefio de impresion de transductores electroquimicos en
configuracién a tres electrodos Izquierda: pistas de Ag/AgCI (electrodo de referencia
y contactos). Centro: pistas de grafito (electrodo auxiliar y de trabajo (8mm?)).
Derecha: Encapsulante (dieléctrico). b) Biosensores amperométricos de colesterol
en configuracion plana a tres electrodos.

Para la fabricacion de los dispositivos se emple6 un equipo manual de impresion y
pantallas de 90 hilos. Las pastas fueron aplicadas con la ayuda de un rasero de
poliuretano. Para la impresion del electrodo de referencia se utilizé la pasta
serigrafica comercial Electrodag 7019; dicha pasta esta constituida por una resina
vinilica cargada con Ag y AgCl. El curado fue realizado a 40 °C por al menos 30
minutos. Posteriormente, para la fabricacién del contraelectrodo y el transductor, se
empled una pasta comercial de grafito cargada del mediador con un proceso de
curado igual al anterior. Por ultimo, se aplicé una resina dieléctrica fotocurable

dejando bajo exposicidn directa a iluminacién solar por una hora.
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En algunos estudios, la pasta de grafito fue adicionada con 5% y 10 % de PB y/o

TCNQ con o sin grafito [Balasubramanian, 2006] previo a su impresion.

5.2.2.3 Inmovilizacion de la enzima

Una vez construido el transductor plano, se inmoviliza la enzima (colesterol oxidasa
o glucosa oxidasa) colocando 5uL de coctel enzimatico sobre la superficie de grafito.
Se dej6é secar en una estufa incubadora a temperatura de 30°C por 30 min.
Inmovilizada la enzima, con papel acetato se forma un canal de un volumen

aproximado de 7.2 mm>.

5.3 Resultados y Discusion

A fin de innovar y crear nuevas tecnologias para el desarrollo de biosensores que se
puedan producir en masa y ademas de bajo costo, en esté trabajo nos hemos
propuesto construir un biosensor competente en comparacién con los que existen en
el mercado y construido con materiales de bajo costo. De forma inicial se realiz6 el

estudio de los electrodos con una solucion de ferricianuro de potasio.
5.3.1. Evaluacién de respuesta de los transductores de planos.
5.3.1.1 Electrodos planos en configuracion a 2 electrodos (tipo I)

Se valoré el comportamiento de un transductor en configuracion plana de dos
electrodos. Para evaluar el comportamiento del electrodo de trabajo (pasta de
grafito) se procedié a obtener los voltamperogramas ciclicos en una solucion de
Fe(CN)s* 0.01 M disuelta en PBS A. Cabe aclarar que como electrodos externos de
referencia y auxiliar se utilizaron el de Ag/AgCl de doble camisa y el de carbén vitreo
respectivamente, a fin de descartar en la interpretacion de los resultados el posible

efecto del electrodo de referencia/auxiliar del mismo chip (Fig. 5.3).
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Figura 5.3. Voltamperograma ciclico tipico del electrodo serigrafico de trabajo en
una solucién de Fe(CN)s™ 0.01 M de PBS A.

De acuerdo a los resultados, el electrodo de trabajo no muestra una buena
transferencia electrénica, ya que la relacion de las picos anddico y catédico dista de
ser la unidad; ademas de la gran diferencia entre los potenciales de oxidacion y
reduccion (> 900 mV), siendo el sistema del ferrocianuro cuasi-reversible sobre el
electrodo de trabajo. Aunque los resultados obtenidos no son optimos, es importante
considerar que el transductor es utilizado para el desarrollo de sensores
electroquimicos potenciométricos y amperomeétricos a muy baja intensidad de

corriente.

Considerando que el electrodo de trabajo es impreso sobre una pista de Ag/AgCl, es
importante identificar las posibles sefales de oxidacion o reduccidon que pueda
presentar dicho electrodo. Asi, se llevaron a cabo estudios de voltamperometria
ciclica en PBS A para el electrodo de trabajo (Fig 5.4a) y las pistas de plata/cloruro
de plata (Fig. 5.4b).
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Figura 5.4. Voltamperogramas ciclicos en PBS a 100 mV/s. (a) electrodo de grafito.
(b) comparativo entre electrodo de grafito y Ag/AgCl.

Conforme a los resultados obtenidos con los electrodos de grafito, es posible afirmar
que la pista de Ag/AgCI es efectivamente cubierta por el grafito durante el proceso
de construccién, ya que no se observan las sefiales de oxidacién y reduccion que

presenta el electrodo de referencia.

Es interesante observar que las pistas de Ag/AgCl presentan tres sefiales anddicas.
La primera de ellas (280 mV) es atribuible a la oxidacion de Ag°® a AgCl, ya que el
PBS contiene una concentracién 0.01M de iones cloruro; posteriormente se presenta
la oxidacién Ag°® a Ag® (570 mV) debida en parte al agotamiento del CI" en la
superficie del electrodo como consecuencia del primer proceso; finalmente se
presenta una senal (820 mV) probablemente debida a la oxidacion de algun

componente de la pasta serigrafica.

Evaluados los electrodos de grafito con los electrodos externos, se obtuvieron
voltamperogramas ciclicos de electrodos de grafito con los electrodos del mismo
chip (Fig. 5.5), observando 2 picos, el primer pico se ubica alrededor 650 mV que es
el potencial promedio atribuido a la sefial de ferricianuro y un segundo pico ubicado
en 880 mV atribuido a la oxidacion de un componente de la pasta de Ag/AgCI que

migra de este electrodo previa reduccion en su superficie.
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Figura 5.5. Voltamperograma ciclico tipico del electrodo serigrafico de trabajo.
Ag/AgCl del mismo chip como contraelectrodo y electrodo de referencia. Fe(CN)g*
0.01M en PBS A.

Una forma de eliminar el problema de la oxidacion del componente de la pasta
Ag/AgCl que migra hacia el electrodo de trabajo previo a su reduccioén, es construir

el electrodo en una configuracion de 3 electrodos (tipo II)
5.3.1.2 Electrodos planos en configuracion (tipo Il)

Debido a los problemas que se tuvieron con el transductor a 2 electrodos en el
estudio anterior, se construyé un transductor a 3 electrodos. Inicialmente para
confirmar los picos tipicos del ferricianuro de potasio, se realizaron voltametrias
ciclicas a un electrodo de carbdn vitreo, en una solucién de ferrocianuro de potasio
0.01M, obteniendo un pico de oxidaciéon y uno de reduccidon en aproximadamente
270 y 150 mV (Fig. 5.6). Cabe mencionar que la separacion que existen una menor
separacion de los 2 electrodos debido a que el sistema en esta ocasidén existen una
buena transferencia de electrones en comparacion con el serigrafico donde

podemos decir que la reaccion es cuasirreversible.
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Figura 5.6. Voltamperograma ciclico tipico del electrodo de carbén vitreo. Fe(CN)g*
0.01Men PBS A

Para evaluar el comportamiento del transductor tipo Il se procedid a obtener los
voltamperogramas ciclicos en una solucién de Fe(CN)s* 0.01 M disuelta en PBS,
observando un pico anddico y uno catédico correspondientes a la oxidacion vy
reduccion del ferrocianuro de potasio en 610 y -293 mV (Fig. 5.7). Confirmando los

picos representativos para ferrianuro obtenidos en el transductor tipo .
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Figura 5.7. Voltamperograma ciclico tipico del electrodo serigrafico de trabajo.
Fe(CN)s* 0.01M en PBS A

Como una manera de estimar la reproducibilidad de las sefiales para transductores

tipo Il de un mismo lote, se obtuvieron los voltamperogramas para diversos
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dispositivos, obteniendo un porcentaje del coeficiente de variacion entre 0.8 y 2.6
para el potencial anddico y catodico y para la intensidad de corriente 3.8 y 4.8 para
intensidad anddica y catddica respectivamente, con una diferencia de potencial
promedio de 900 mV (Tab. 5.2)

Tabla 5.2 Reproducibilidad del electrodo serigrafico de trabajo (tipo I1). Fe(CN)s*
0.01M en PBS.

ELECTRODO Epa (mV) Ipa (MA) Epc (mV) Ipc (MA) A Epc (mV)

SP 610 37 -293 -25 903

SP 605 34 -298 -24 903

SP 615 36 -283 -22 898
DS 4.88 1.35 7.46 1.12 2.82
promedio 610.3 35..5 -291.3 -23.6 901.6
%CV 0.8 3.8 -2.6 -4.8 0.3

De acuerdo con los resultados, podemos observar que el electrodo de trabajo no
muestra una buena transferencia electronica, ya que la relacion de las picos anddico
y catddico dista de ser la unidad; ademas de la gran diferencia entre los potenciales
de oxidacioén y reduccion (> 900 mV) (Tab. 5.2), siendo el sistema del ferrocianuro

cuasi-reversible sobre el electrodo de trabajo.

De acuerdo con los resultados, se realiz6 un estudio del acondicionamiento
potenciostatico del electrodo de trabajo a distintos voltajes por un tiempo de 5
segundos, con la finalidad de mejorar la transferencia electrénica para incrementar la

intensidad de corriente y disminuir la diferencia de potencial (Tab. 5.3, Fig. 5.8).

Tabla 5.3 Potencial e intensidad de corriente del electrodo serigrafico de trabajo con
o sin tratamiento
Electrodo tratamiento

Epa (mV) Ipa(MA) Epc(mV) Ipc (nA) A Epc (mV)

previo (V)
cv NO 278 78 156 =77 122
1SP NO 610 37 -293 -25 903
2SP E=1.0 571 38 -146 -21 718
3SP E=1.1 542 40 -127 -21 669
4 SP E=1.2 537 40 -142 -23 679
5SP E=1.3 547 39 -127 -22 674
6 SP E=1.4 571 38 -146 -21 718
7 SP E=15 503 39 -225 -24 728
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Figura 5.8. Voltamperogramas ciclicos de electrodos serigraficos de grafito con
diferentes potenciales de pretratamiento por 5 segundos. Fe(CN)s* 0.01M en PBS A

Analizando los resultados se encuentra que el mejor acondicionamiento corresponde
a un potencial de 1100 mV con respecto a la menor diferencia de potencial entre los
picos anodico y catddico; sin embargo, considerando el menor potencial de
oxidacion, se considera que la mejor alternativa es a 1200 mV por 5 seg, ya que la
mayoria de los biosensores amperométricos operan siguiendo sefales de oxidacion
de peroxido de hidrogeno o de un mediador artificial. Al evaluar la reproducibilidad
de la respuesta del transductor con pretratamiento se encuentra que los porcentajes
de desviaciones estandar relativas para los potenciales de pico anddico, catodico e
intensidades anddica y catédica respectivamente son 1.9, 0, 1.3, -3.8
respectivamente (Tab 5.4). Asi, se puede afirmar que se mejora la diferencia de
potencial ya que es menor que la del transductor sin el pre-tratamiento. Este hecho
es atribuido a que se inducen fracturas sobre la superficie del electrodo y se oxida el
grafito generando diversos grupos funcionales que hace mas activa la superficie del
electrodo (Fig. 5.9).
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Tabla 5.4 Reproducibilidad del electrodo serigrafico de trabajo con tratamiento a 1.2
V por 5 segundos en Fe(CN)s* 0.01M / PBS A

ELECTRODO Epa (mV) Ipa (pA) Epc (mV) Ipc (uA) A Epc (mV)
1 537.1 395 -141.6 -22.7 678.7
2 556.6 38.5 -141.6 -21.1 698.2
3 541.0 39.2 -141.6 -21.5 682.6
ps 103 0.5 0.0 0.8 10.3
promedio 944.9 39.1 -141.6 -21.8 686.5
%CV 1.9 1.3 0.0 -3.8 1.5
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Figura 5.9. Voltamperograma ciclico tipico del electrodo carbon vitreo y serigrafico
de trabajo. Fe(CN)s* 0.01M en PBS.

Los resultados obtenidos indican que la pasta de grafito cubre efectivamente las
pistas de plata; asimismo es importante destacar que es imprescindible utilizar una
configuraciéon de tres electrodos a fin de no inducir interferencias en las sefiales de

oxidacion (Fig. 5.5).

5.3.1.2.1 Evaluaciéon de la operacion transductor plano y de las senales de

interferencias

Continuando con los estudios del electrodo de trabajo, se evaluaron algunos analitos
que pudiesen interferir en la sefal analitica de un biosensor de colesterol al aplicar el
potencial elevado que demanda la oxidacién del peréxido de hidrogeno (E=400 mV).

Para ello se realizaron voltamperogramas para acetominofen y acido ascérbico,
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observando un incremento en la corriente con respecto al blanco a partir de 0.6 V,

siendo mayor para el acido ascérbico (Fig.5.10).

—— Buffer PBS
Paracetamol
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Figura 5.10. Voltamperogramas ciclicos de electrodos planos de grafito en solucion
PBS para distintos analitos 0.1M.

De acuerdo a los resultados, es posible concluir que es necesario el uso de un

agente que disminuya el potencial de trabajo, al menos, por debajo de 0.4 V.

5.3.1.3 Electrodos planos a 3 electrodos para equipo DropSens

Durante el desarrollo de nuestro trabajo se construyeron transductores adecuados
para el equipo comercial Dropsen, con la finalidad de evaluar el desarrollo de
tecnologia de construccion de los transductores a 3 electrodos ya que DropSens
desarrolla electrodos serigraficos, basados en la tecnologia hibrida de capa gruesa,
para el desarrollo de sensores electroquimicos para ser aplicados a diversos analisis

clinicos, medioambiental etc.

En un inicio para dicho estudio se realizé un estudio mediante voltametrias ciclicas a
transductor comercial, con una solucion de ferricianuro de potasio 0.01M (Fig. 5.11),
obteniendo un pico de oxidacion en 400 mV y uno de reduccion en 0 mV, con una
diferencia de potencial de 400 mV, observando un sistema reversible por tanto existe

una buena transferencia de electrones en el sistema.
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Figura 5.11 Voltamperograma ciclico tigico del transductor comercial. Fe(CN)s*
0.01Men PBS A

Observando lo anterior, se evalué el transductor construido, se realizaron
voltamperogramas ciclicos en la misma solucién, observando un pico anddico y uno
catédico correspondientes a la oxidacién y reduccion del ferricianuro en 400 mV y-
400mV respectivamente (Fig 5.12), confirmado el funcionamiento y los picos

representativos de oxidacion y reduccién de ferricianuro.

-10 T T T T T T T T T T
-1000-800 -600 -400 -200 O 200 400 600 800 1000 1200
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Figura 5.12. Voltamperograma ciclico tipico del electrodo serigrafico de trabajo.
Fe(CN)s* 0.01M en PBS

Sin embargo, podemos observar que el transductor construido no muestra una

buena transferencia electrénica, ya que la relacién de las picos anddico y catodico
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dista de ser la unidad; ademas de la gran diferencia entre los potenciales de

oxidacion y reduccion (>800 mV), siendo el sistema del ferrocianuro cuasi-reversible

Para mejorar el sistema de reaccion del transductor, en forma preliminar se realizé
un acondicionamiento a una condicién de 1.2 V por in tiempo de 30 segundos,
posterior a esto se realizaron las voltamerométrias ciclicas, obteniendo un pico de
oxidacion en 400 mV y uno de reduccion en -250 mV, resultando una disminucion en
la diferencia de potencial a 650 mV e incrementando la intensidad de corriente y por

tanto mejorando el resultado sin acondicionamiento. (Fig. 5.13)

ilnA

-1000 -500 0 500 1000 1500
E/mV

Figura 5.13 Voltamperogramas ciclicos de electrodo serigrafico. Fe(CN)s* 0.01M en
PBSA

Por tanto podemos concluir que se mejoro la diferencia de potencial, lo cual esta
atribuido a que existen rompimientos sobre la superficie generando otras radicales,
lo que hace mas activa la superficie del electrodo; no obstante comparado con el
transductor comercial todavia la diferencia de potencial es mayor, esto puede
deberse a las condiciones de construccion ya que éstas se realizan manualmente, a
pesar ello los transductores construidos son una buena alternativa comparado con el

costo del transductor comercial.

Como un estudio complementario se realiz6 una cronoamperométria y la curva de

calibracion con una solucién Fe(CN)s* (Figs. 5.14 a y b), obteniendo un coeficiente
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de correlacion 0.9998 en un intervalo lineal 0.9 a 9 mM. Corroborando el

funcionamiento de transductor
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Figura 5.14. Cronoamperograma del electrodo serigrafico de trabajo. Fe(CN)s"
0.01M en PBS

Por tanto el transductor serigrafico constituye un disefio econdmico que se puede
producir en masa, y que es una plataforma adecuada para la construccion de

biosensores amperométricos.

5.3.2 Biosensores amperométricos para la determinacién de colesterol

5.3.2.1. Biosensor IFECOA (transductor a 2 electrodos, mediador ferricianuro)

El biosensor amperométrico de colesterol desarrollado, esta basado en la deteccion
amperométrica de la sefal de oxidacion del ferrocianuro de potasio a 0.6 V. Al ser
oxidado el colesterol por la enzima colesterol oxidasa, el sitio activo de la enzima se
reduce inactivandola; siendo el ferricianuro de potasio (mediador) el encargado de
volver a oxidar el sitio activo de la COD y en consecuencia activandolo nuevamente.
Asi, la intensidad de corriente debida a la oxidacion del ferrocianuro producido, es

proporcional a la concentracion de colesterol (Ecs. 5.1, 5.2 y 5.3).

Colesterol + O, + COD.*"* — Colest —4 —en —3 -ona +H,0, + COD!:3*" Ec. 5.1

red

COD nactiva Fe(CN)Z > Fe(CN )g’ + CODQ‘(’“Va Ec.5.2

red
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Fe(CN)& —E28 5 Fo(CN)¥ + e’ Ec. 5.3

5.3.2.1.1 Evaluacion del comportamiento del biosensor

Para la evaluacion del comportamiento del biosensor de colesterol se obtuvieron
registros cronoamperométricos con el blanco (2 ml de tritén X-100 mas 2 ml propanol
en 100 mL de PBSA) y a diferentes concentraciones de colesterol (la emulsion
madre de colesterol fue preparada en solucién blanco) (Fig. 5.15).
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Figura 5.15. Respuestas amperométricas para biosensor IFECOA con 0.6 U.l. de

COD por electrodo a un potencial 0.6 V.

La corriente obtenida al imponer el potencial de trabajo, decrece rapidamente debido
a que es mayoritariamente capacitiva al iniciar el experimento. Posteriormente, a

partir de los 200 s, se estabiliza.

Es interesante observar que cuando existe colesterol, la corriente aumenta
ligeramente después de los 200 s. Este hecho se debe al retardo en la disolucion del
coctel enzimatico, viéndose incrementada la concentracién de enzima y mediador a
través del tiempo; asimismo puede atribuirse parcialmente al bloqueo de la superficie
del electrodo por la CMC.
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De acuerdo a lo esperado, Se observa claramente que conforme aumenta la
concentracion de colesterol presente en la muestra, se incrementa la intensidad de

corriente de manera proporcional.

5.3.2.1.2. Parametros analiticos

Una vez demostrada la funcionalidad de nuestro biosensor, se procedié a realizar
curvas de calibracion a diferentes concentraciones colesterol. Cada punto de la
curva fue realizado por triplicado con tres biosensores diferentes para cada punto
debido a que son desechables. (Fig. 5.16, Tab. 5.5y 5.6).
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Figura 5.16. Curva de calibracion amperométrica del biosensor IFECOA con enzima
COD 0.6 U.I. por electrodo a un potencial 0.6V.

Tabla 5.5 Resultados obtenidos en la curva de calibracion de los biosensores
amperomeétrico IFECOA.
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccién r’=

38.0+0.34 2-8 mM 0.76 mM 0.996

La curva de calibracion muestra un intervalo de respuesta lineal de 2-8 mM con un
limite de deteccion de 0.76 + 0.01 mM. La sensibilidad obtenida es de 38.0 + 0.34
nA/mM con un coeficiente de correlacién de 0.996. Cabe destacar que la respuesta
lineal del dispositivo cubre adecuadamente el intervalo de interés clinico para

muestras de sangre (3.5-6.5 mM), por lo que constituye un desarrollo prometedor.
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El porcentaje de desviacion estandar relativa obtenido para cada uno de los puntos
de la curva de calibracién se ubica por debajo de 8.7%, lo que nos indica una

reproducibilidad competitiva para este tipo de dispositivos (Tabla 5.6).

Tabla 5.6 Intensidad de corriente obtenida a un tiempo de 200 segundos a partir de
las cronoamperogramas.
[Colesterol 1°" medida 2% medida 3* medida

mM] (nA) (nA) (nA) Promedio DS %DSR
0 145.5 133.6 156.0 145.0 11.2 7.7
2 222.5 249.2 264.0 245.0 21.2 8.6
4 308.2 295.2 321.0 308.0 12.9 41
6 388.1 388.8 387.0 388.0 0.8 0.2
8 427.2 4274 426.0 427.0 0.5 0.1
10 481.0 482.1 492.0 485.0 6.0 1.2
12 484.0 485.2 483.0 484.0 1.2 0.2
14 506.5 497.5 487.0 497.0 9.7 1.9
16 505.4 479.2 494.0 492.0 13.1 2.6

5.3.1.2.3 Constante de Michaelis-Menten.

La curva de calibracion muestra claramente, por arriba de 8 mM, la pérdida de la
sensibilidad a los cambios en la concentracion de colesterol. Este hecho se debe a
la saturacion de la enzima por el sustrato de acuerdo a la teoria de cinética
enzimatica de Michaelis-Menten. Considerando que la velocidad de reaccién
enzimatica es proporcional a la intensidad de corriente registrada, es posible calcular
la constante aparente de Michaelis-Menten Km’ a partir del grafico de Lineweaver-
Burk [Bohinski, 1998].

Procesando la curva de calibraciéon mediante el grafico de Lineweaver-Burk, se
obtiene una velocidad maxima de 6855 nA' y la Km es 11.7+ 0.40 mM.
Considerando que la Km reportada para la enzima empleada en la construccién de
los biosensores se ubica entre 0.013 y 0.35 mM [Vrielink y Ghisla, 2009] y que la Km
es una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato, podemos concluir que la
enzima fue afectada por el proceso de inmovilizacion sobre el transductor, por lo
cual es posible mejorar el desempefio del biosensor mejorando la técnica de

deposicion de la enzima.
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Un valor numérico pequefio de Ky, refleja una alta afinidad de la enzima por su
substrato porque a una baja concentracion del mismo, la enzima ha desarrollado la

mitad de la velocidad maxima.

5.3.2.2 Biosensor ITQCOA (transductor a 2 electrodos, mediador TCNQ)

5.3.2.2.1 Potencial de trabajo

En el desarrollo de biosensores de colesterol basados en COD se han utilizado
diversos mediadores (Arya, et al., 2008); sin embargo, hasta el momento no existen
reportes en que se use el TCNQ, a pesar de ser considerado un compuesto de baja
toxicidad (Kulys, 1992). Con la finalidad de explorar la conveniencia de utilizar
tetracianoquinodimetano como mediador, en primera instancia se evalu6 el

comportamiento del transductor mediante voltametria ciclica (Fig. 5.17).

ilpA

-800 -400 0 400 800 1200
E/mV

Figura 5.17. Voltamperogramas ciclicos del transductor con TCNQ al 5% en
solucion blanco (PBS) (v=50 mV/s).

Los resultados muestran una sefal de oxidaciéon en aproximadamente 150 mV
después del primer barrido. Cabe senalar que dicho mediador no presenta
originalmente ninguna sefal de oxidacion ya que se encuentra totalmente oxidado al

inicio del experimento; asi, al regenerar el sitio activo de la colesterol oxidasa, parte
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del TCNQ se reducira, generando una corriente de oxidacion al imponer un potencial
de trabajo de 150 mV en el biosensor (Ec. 5.4) y eliminando de esta manera la

posible interaccién de acido ascérbico y paracetamol.

Colesterol COD,, Mediador 4
i(nA
COD E
Ec.54
COleS-4-en-3-ona CoDred ediador ox

5.3.2.2.2 Comportamiento del biosensor

Para la evaluacion del comportamiento del biosensor de colesterol se obtuvieron

registros cronoamperométricos a diferentes concentraciones de colesterol (Fig.5.18).
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Figura 5.18. Respuestas cronoamperometrias para biosensor ITQCNA con 0.6 U.I.
de COD y CMC (E=150mV). Electrolito soporte: 2ml de tritbn X-100 mas 2 ml
propanol en PBSA.

Los resultados muestran que la corriente es proporcional a la concentracion de
colesterol y que ésta se estabiliza antes de los 200 segundos encontrados para el
biosensor IFECOA. Considerando que el mediador esta incorporado en la pasta del
transductor en el biosensor ITQCOA y que no se observa un incremento de la

corriente después de los 200 segundos como en el biosensor IFECOA, es indicativo
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que dicho incremento se puede atribuir a la disolucion del mediador mas que a la de

la enzima.

5.3.2.2.3 Parametros analiticos
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Figura 5.19 Curva de calibracion amperométricas para el biosensor ITQCOA con 0.6

De acuerdo a lo esperado, se observa claramente que conforme la concentracion de
colesterol se incrementa, la intensidad de corriente lo hace de manera directamente
proporcional (Fig. 5.18). Una vez demostrada la operatividad del biosensor, se
procedié a realizar las curvas de calibracion amperométricas tomado por duplicado

cada uno de los puntos con diferente biosensor (Fig.5.19).

La curva de calibracion muestra un comportamiento lineal en un intervalo de
concentracién de 0 a 14 mM con un coeficiente de correlacion de 0.992. El limite de
deteccién calculado a partir de la curva de calibracién conforme al criterio IUPAC
(3ox/m) se ubicd en 0.4 mM (Tab. 5.7). La sensibilidad con respecto al biosensor
construido que contiene ferricianuro es significativamente menor, lo que es atribuido
a que hay menos mediador en la interface del electrodo en contacto con la emulsion

que contiene el colesterol.
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Tabla 5.7 Resultados obtenidos en la curva de calibracidon de los biosensores
amperométrico ITQCOA
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccion r’z

7 +0.80 0-14 mM 0.4 mM 0.99

5.3.2.2.4 Constante de Michaelis Menten

Conforme al modelo cinético de Michaelis-Menten y partir de la grafica de
Lineweaver-Burk se calculd la constante aparente de Michaelis-Menten la cual fue
de 0.34 + 0.012 mM (Fig. 5.20); valor que se encuentra dentro del reportado para la
COD 0.013-0.35 mM. Comparado con el biosensor construido con ferricianuro la
constante es mucho menor lo que nos indica que la afinidad de la enzima no es
afectada significativamente ya que el mediador se encuentra dentro de la pasta de

grafito.
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Figura 5.20. Grafica de Lineweaver-Burk, para el biosensor ITQCOA

5.3.2.3 Biosensores tipo Il con TCNQ

El biosensor de colesterol tipo | con TCNQ como mediador ITQCOA representa una
ventaja tecnoldgica respecto a la construccion del dispositivo; ya que incorpora el
mediador directamente en la pasta con la que se imprime el electrodo de trabajo; sin
embargo, su sensibilidad es la décima parte del desarrollado basado en ferricianuro.

Asi, se decidid6 mejorar la distribucion del TCNQ en la pasta de grafito mediante la
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mezcla previa de grafito con una solucion de TCNQ en acetonitrilo (Tab. 5.1) a fin de

incrementar la concentracion del mediador en la superficie del transductor.

Debido al alto costo de la enzima colesterol oxidasa, en primera instancia se evalu6
la estrategia anteriormente descrita, mediante el desarrollo de un biosensor de
glucosa basado en glucosa oxidasa (GOD); misma que presenta el mismo

mecanismo de regeneracion del sitio activo que la colesterol oxidasa.

5.3.2.3.1.1 Biosensor IITQGLA (transductor a 3 electrodos, mediador TCNQ)

El biosensor fue construido a partir del transductor con pasta que contiene mediador
(5% TCNQ-grafito) sobre el que se depositd y se secdé una membrana de
carboximetil celulosa y glucosa oxidasa disueltos en PBSA. El estudio se realizé

imponiendo un potencial de 150 mV.

Los resultados obtenidos muestran claramente que el biosensor responde a glucosa
incrementando la intensidad de corriente de aproximadamente 10 pA para una

concentracion 0.01M de glucosa (Fig. 5.21).
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Figura 5.21. Respuestas cronoamperométricas para el biosensor IITQGLA con 0.3
U.l. de GOD y CMC (E=150mV).
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5.3.2.3.1.2 Parametros analiticos

Para obtener los parametros analiticos del Biosensor desarrollado, se realizaron
curvas de calibracion para glucosa (Figs. 5.21 y 5.22). Los resultados obtenidos
muestran claramente la proporcionalidad de la corriente con respecto a la
concentracién de glucosa, observando un comportamiento lineal de 10 a 100mM.
con un coeficiente de correlacion de 0.99. El limite de deteccion se ubico en 4 mM..
(Tab. 5.8).

25

20 -

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
[glucosa] mM

Figura 5.22. Curva de calibracion amperométricas para el biosensor [ITQGLA (E=
150 mV)

Tabla 5.8 Resultados obtenidos en la curva de calibracidon de los biosensores
amperométrico ITQGLA
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccion r’z

475+ 2.05 10-100 mM 4 mM 0.99

5.3.2.3.2. Biosensor tipo IITQCOA (transductor a 3 electrodos, mediador TCNQ)
Una vez establecida la factibilidad de incorporar el TCNQ en la pasta, previa
impregnacion de grafito con una solucion de TCNQ en acetonitrilo, se procedi6 a

evaluar el biosensor amperométrico de colesterol basado en esta estrategia.

Los resultados obtenidos muestran claramente que el biosensor responde al
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colesterol incrementando la intensidad de corriente respecto al blanco con mayor
sensibilidad que en el caso del biosensor de colesterol que incorpora el TCNQ
directamente en la pasta de grafito ITQCOA (Fig. 5.23). Es importante sefalar que la
corriente se estabiliza en menos de 100 segundos, lo cual es significativamente

menor al tiempo reportado por ITQCOA.
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Figura 5.23. Respuestas cronoamperométricas para el biosensor ITQCOA con 0.6
U.l. de COD y CMC (E=150mV).

5.3.2.3.2.1 Parametros analiticos

Para obtener los parametros analiticos del biosensor desarrollado, se realizaron
curvas de calibracién para colesterol a partir de los cronoamperogramas a los 100
segundos (Fig. 5.24). Los resultados obtenidos muestran la proporcionalidad de la
corriente con respecto a la concentracion de colesterol, observando un
comportamiento lineal para concentraciones comprendidas en el intervalo 2-12 mM
con un coeficiente de correlaciéon de 0.99. El limite de deteccion calculado a partir de
la curva de calibracion conforme al criterio IUPAC (3.36y,) se ubica en 1.56 mM con
una pendiente de 221 £ 1.14 nA/mM. (Tab.5.9). Es importante destacar que cada
uno de los puntos de la curva de calibracion se realiza con un biosensor diferente
debido al caracter desechable y de un solo uso del dispositivo. Este hecho implica

una buena reproducibilidad en la respuesta de los biosensores.
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Tabla 5.9 Resultados obtenidos en la curva de calibracion para los biosensores tipo
[ITQCOA
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccion r’z

221+ 1.14 2-12 mM 1.56 mM 0.99
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Figura 5.24 Curva de calibracion amperométricas para el biosensor ITQCOAcon 0.6
U.l. de COD y CMC (E=150 mV)

5.2.3.3.2.2 Constante de Michaelis Menten

Conforme al modelo de Michaelis Menten y tomando la intensidad de corriente como
la velocidad de la reaccidn, se encuentra que la Km’ aparente es de 0.32 + 0.01 mM,
ubicandose dentro de los valores reportados para la enzima en soluciéon COD 0.013-
0.35 mM. Asi, puede asumirse que la actividad de la enzima no ha sido afectada

fuertemente por el proceso de inmovilizacion. (Vrielink y Ghisla, 2009).

La sensibilidad del biosensor de colesterol suele ser pequefia debido a la necesidad
de incorporar triton X-100 y propanol para emulsionar el colesterol; asi como la
escasa actividad de la enzima disponible en el mercado en comparaciéon con la
glucosa oxidasa. El dispositivo desarrollado presenta una sensibilidad competitiva,
particularmente si se considera que éste no incorpora materiales costosos en su
fabricacion como nanotubos de carbono, mediadores sofisticados o transductores de
metales preciosos [Carrara, 2008; Shih, 2009].
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5.2.3.3.2.3 Interferencias

Con la finalidad de evaluar la selectividad del dispositivo desarrollado se realizd un
estudio de interferencias para acido ascoérbico y dopamina (1.1 mM y 3.7 mM),
encontrando un incremento minimo de la corriente de 3.6 y 1.8 % respectivamente
para una concentracidon de colesterol de 2.5 mM. Debido a que la concentracion del
acido ascérbico estudiada supera mas de 10 veces el limite normal en sangre y que
la concentracion de colesterol utilizada en el estudio esta por debajo de los niveles
normales; es posible afirmar que esta especie no afecta significativamente la
respuesta del biosensor. Por otra parte, la dopamina esta presente en sangre a
niveles traza menores a 0.2 yM por lo que su contribucién en la corriente del
dispositivo desarrollado es despreciable al igual que otras catecolaminas como la
epinefrina. Finalmente, aunque al &cido urico es un conocido interferente cuya
concentracion en sangre es de aproximadamente 6 veces superior al acido
ascérbico, su potencial de oxidacién sobre carbono es superior a 400 mV y en

consecuencia no representa una interferencia importante

5.3.2.4. Transductor tipo Il con Azul de Prusia

5.3.2.4.1. Evaluacion de Azul de Prusia en un electrodo de platino

Como una alternativa para disminuir el potencial de trabajo de biosensores basados
en enzimas oxidasas, se ha reportado el uso del Azul de Prusia (PB) como sonda
para dar seguimiento al peroxido de hidrogeno producido por la reaccidn enzimatica
[Li, 2006 y 2002]. Asi, el funcionamiento convencional de este tipo de biosensores es

representado en la ec. 5.5.

) E
H,O0 Azul de Prusia e- |I_E
c
T
R
b Ec.5.5
b c. 5.
Colesterol COD o H20. Blanco de Prusia E
COD (
Coleste -4-en-ona 4 COD red (oF}
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Con la finalidad de explorar esta estrategia de deteccion, inicialmente se formé el PB
in situ sobre la superficie del electrodo de platino con el objetivo de evaluar su
comportamiento electroquimico. La electrodepositacién se realiz6 sumergiendo el
electrodo de trabajo en una solucion que contiene 1 M KCI, 1 mM Ks[Fe(CN)e] y 1
mM FeCl; aplicando un potencial de 0.4 V por 100 seg., conforme a lo reportado en
la literatura [Gurban, 2008; Vidal, 2004]. Para evaluar el esquema de funcionamiento
de la pelicula de PB formado, se realizaron voltamperogramas en PBS 0.05M (KCI
0.1M) (Fig. 5.25).
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Figura 5.25 Voltamperogramas de PB sobre electrodo de platino a 50 mV/s en
PBSApH 7.0

En la figura 5.25a, se observan dos picos de oxidacién y dos picos de reduccion. El
primer pico anddico en 194 mV es atribuido a la oxidacién de blanco de Prusia (PW)
a azul de Prusia (PB) y el pico catédico en 160 mV es atribuido a la reduccién de PB
a PW (Ec. 5.6) [Lundgren, 1998, Itaya, 1984; Karkaryn, 2000; Mattos, 2001]. El
segundo pico anddico en 890 mV es atribuido a la oxidacion de PB a verde de
Prusia (PG) y el pico catédico a 804 mV es atribuido a la reduccion de PG a PB (Ec.
5.7).

Fes[Fe(CN)ls + 4+ 4K <«— KsFe4 [Fe(CN)gls Ec5.6
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FesFe(CN)gl;-3e+3A <  Fed[Fe(CN):A]3 Ec5.7

Conforme a la literatura la reduccion del PB a PW es catalizada por el peréxido de
hidrégeno; asi, se realizaron curvas de calibracion de H,O;, a un potencial de 0.0 V
siguiendo dicha sefal de reduccién en PBS pH 7.0 (Fig. 5.26). Los parametros
analiticos obtenidos son: un coeficiente de correlacion de 0.9951, un
comportamiento lineal de 0.05 a 0.17 mM y un limite de deteccion de 0.012 mM con
una pendiente de 1uA/mM + 0.001 (Fig 5.26).
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Figura 5.26 (a) Curva de calibracion de peréoxido de hidrégeno. (b)

Cronoamperograma de la curva de calibracion.

5.3.2.4.2. Evaluacion de Azul de Prusia sobre un electrodo de carbdn vitreo

Una vez confirmada la viabilidad de seguir el peréxido de hidrogeno a potenciales
reducidos con la ayuda del azul de Prusia, se evalué el comportamiento de
electrodos de carbén vitreo bajo las mismas condiciones que con platino. Aqui es
posible observar una transferencia electronica mas lenta, pero aun asi se distinguen
los picos de oxidacion y reduccion del PB/PW en 160 y 58 mV respectivamente. (Fig.
5.27).
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Al llevar a cabo un experimento cronoamperométrico imponiendo un potencial de 0.0

mV en PBS y haciendo adiciones sucesivas de H,0,, se observa un incremento en

la magnitud de la corriente debido al efecto catalitico del perdxido de hidrogeno

sobre la reduccién del PB (Fig
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Figura 5.27 Voltamperogramas de PB in situ sobre electrodo de carbdn vitreo en

PBS pH=7.0 a 50 mV/s

Las curvas de calibracion para H,O, a un potencial 0.0 V en PBS pH 7.0, presentan

un coeficiente de correlacién

de 0.9925, un comportamiento lineal de 0.05 a 0.14

mM, limite de deteccion de 0.015 mM y una pendiente de 0.3 yA/mM £ 0.0001. (Fig

5.28).
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5.3.2.4.3. Evaluacién de azul de Prusia en un electrodo plano tipo Il

Al crear la pelicula de PB sobre electrodos de serigraficos de grafito es posible
observar un pico de oxidacién en 120 mV y un pico de reduccién 20 mV debido a la
oxidacion y reducciéon del PB (Fig. 5.29). Se puede destacar que la transferencia
electrénica mejora respecto a la obtenida con carbén vitreo debido a que la

rugosidad de los electrodos serigraficos hace mas activa su superficie.
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Figura 5.29 Voltamperogramas de PB “in situ” sobre electrodo de serigrafico de
grafito en PBS pH=7.0 a 50 mV/s

Al realizar la cronoamperometria en un solucion de buffer PBS haciendo adiciones

N
=
S

sucesivas de H,O,, se observa el esperado incremento en la corriente (Fig 5.30b).

Conforme a los resultados se realizaron curvas de calibracién para H,O, en PBS a
pH 7.0, obteniendo un coeficiente de correlacion de 0.99, un comportamiento lineal
0.02 a 0.18 mM, un limite de deteccion de 0.001 mM y una pendiente de 0.39
MA/mM £ 0.003 (Fig 5.30).
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Figura 5.30 Voltamperogramas de PB “in situ” sobre electrodo de serigrafico de tipo

Il en PBS pH=7.0 a 50 mV/s

Una vez verificado el esquema de deteccién sobre los diferentes electrodos, con la
finalidad de hacer tecnolégicamente compatible la incorporacion del PB en la
construccion de los electrodos serigraficos, se decidié incorporar PB sintetizado con
5y el 10% de polvo de grafito. De igual manera se realizaron voltametrias ciclicas
para cada uno de ellos, obteniendo los picos de oxidacion y reduccion del azul de
Prusia en aproximadamente 190 y 100mV respectivamente. Cabe mencionar que de
la misma manera que el voltamperograma para el electrodo de platino, podemos
observar los picos de oxidacion y reduccidon del verde de Prusia en
aproximadamente en 0.8 V, confimando el buen funcionamiento del electrodo

serigrafico cargado con azul de Prusia previamente sintetizado (Fig. 5.31).
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Figura 5.31 Voltamperogramas cilicos del transductor plano de grafito cargado de
PB.

Dados los resultados anteriores se realizaron curvas de calibracion con peroxido de

hidrégeno obteniendo los siguientes parametros (tabla 5.10).

Tabla 5.10 Parametros del electrodo serigrafico de trabajo cargados de Azul de
Prusia.

ELECTRODO r2 IL LD Pendiente pJA/mM
SP PB-G 5% 0.99 0.05-0.17 0.016 1.20 £ 0.01
SP PB-G 10% 0.99 0.05-0.17 0.016 2.67 £ 0.01

SP screen printing, PB Azul de Prusia, G grafito

Como podemos observar, se obtuvo la mayor sensibilidad conforme a los resultados

con el transductor que contiene Azul de Prusia al 10%.

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo corroborar los picos representativos
de la reaccion oxido-reduccion de azul de Prusia. [Lundgren, 1998, Itaya, 1984;
Karkaryn, 2000; Mattos, 2001] en el electrodo serigrafico de carbono, demostrando
una mejor transferencia electronica, respecto a los otros electrodos de carbono

estudiados, al incorporar el PB directamente en la pasta serigrafica.
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5.3.2.4.4 Biosensor tipo Il utilizando al Azul de Prusia

5.3.2.4.4.1 Biosensor tipo IIPBGLA (transductor a 3 electrodos, Azul de Prusia)

Debido a cuestiones econdmicas, previo al desarrollo de un biosensor
amperométrico para colesterol, se realizdé un estudio construyendo biosensores con
la enzima glucosa oxidasa (GOD) utilizando el PB. Es importante aclarar que la

reaccion enzimatica en ambos casos produce H;0O».

La figura 5.32 confirma que el Azul de Prusia permite dar seguimiento al incremento

en la produccion de perdxido de hidrogeno al bajo potencial de trabajo.
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Figura 5.32. Respuestas cronoamperométricas para el biosensor [IPBGLA con 0.3
U.l. de GOD y CMC (E=0 mV).

5.3.2.4.4.1.1 Parametros analiticos

A partir de los registros cronomaperométricos se construyen las curvas de
calibracion cuyos parametros muestran claramente la proporcionalidad de la
corriente con respecto a la concentracion de glucosa. Se encuentra un

comportamiento lineal de 0 a 10 mM, un coeficiente de correlacion de 0.99, un limite
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de deteccion de 0.05 mM y una pendiente de 160+ 0.23 nA/mM (Tab.5.11) (Fig.
5.32'y 5.33).

-0.4

-0.6

-0.8 [ ]

-1.0

-1.2

ifpA

-1.4
-1.6 L4
1.8
-2.0 -

-2.2

-2.4

[glucosa] mM

Figura 5.33 Curva de calibracibn amperométricas para el Biosensor para el
biosensor IIPBGLA con 0.3 U.l. de GOD y CMC (E= 0.0 V)

Tabla 5.11 Resultados obtenidos en la curva de calibracion de los biosensores
amperomeétrico IIPBGLA
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccién r’2

160 + 0.23 0-10 mM 0.05 mM 0.99

5.3.2.4.4.2 Biosensor tipo IIPBCOA (transductor a 3 electrodos, Azul de Prusia)

Corroborado el funcionamiento del Azul de Prusia como elemento para reducir el
potencial de trabajo de biosensores amperométricos basados en oxidasas se

procedioé a desarrollar el biosensor de colesterol (Ec.5.5)

El biosensor para colesterol desarrollado, presenta el decremento esperado en la
intensidad de corriente a un potencial de trabajo de 0 mV. Para la evaluacion del
comportamiento del biosensor de colesterol se obtuvieron registros

cronoamperomeétricos a diferentes concentraciones (Fig. 5.34).
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Figura 5.34. Respuestas cronoamperométricas para el biosensor IIPBCOA con 0.6
U.l. de COD y CMC (E=0 mV).

5.3.2.4.4.2 1 Parametros analiticos

Las curvas de calibracién muestran claramente la proporcionalidad de la corriente
con respecto a la concentracién de colesterol, presentandose un comportamiento
lineal de 2 a 16 mM, con un coeficiente de correlacion 0.98 un limite de detencién de
1.29 mM y una pendiente de 41 £ 0.001 nA/mM (Fig 5.35y Tab.5.12).
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Figura 5.35 Curva de calibracion amperométricas para el Biosensor IIPBCOA con
0.6 U.l.de CODy CMC (E=0V)
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Tabla 5.12 Parametros analiticos de biosensores amperométricos IPBCOA
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccién r’>

41+ 0.01 2-16 mM 1.29 mM 0.98

5.3.2.4.4.2.2. Constante de Michaelis-Menten

La constante aparente de Michaelis-Menten fue de 0.66 + 0.02 mM; valor que supera
el intervalo reportado para la COD 0.013-0.35 mM. Comparado con el biosensor
construido con el de TCNQ la constante es mucho mayor lo que nos indica que la
afinidad del biosensor se afecta por el mediador que se encuentra dentro de la

pasta de grafito.

5.3.2.5 Biosensor tipo IIFRCOA (transductor a 3 electrodos, Ferrita)

La ferrita es un mineral de hierro constituido por 6xido ferroso-diférrico (Fe;O4), con
propiedades de conductividad y ferromagnéticas. Al igual que el PB se ha utilizado
como un compuesto electrocatalitico en la reaccion de reduccién del peréxido de
hidrogeno, aunque sus reportes son escasos [Shinn, 2009; Lin 2005]. Con el objetivo
de disminuir el potencial de trabajo para eliminar las posibles interferencia de
especies electroatractivas, la estrategia consisten en mezclar el polvo de la ferrita

con la tinta de impresion del electrodo.

5.3.2.5.1 Potencial de trabajo

Hasta el momento existen un solo reporte en que se use la ferrita como mediador, a
pesar de ser considerado un compuesto de baja toxicidad (Shinh, 2009). El
biosensor desarrollado, esta basado en el uso ferrita y el seguimiento de su
reduccion catalizada por el peroxido de hidrogeno. En primera instancia se evalué el

comportamiento del transductor mediante voltametria ciclica (Fig.5.36).
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Figura 5.36. Voltamperograma ciclico del transductor plano tipo Il con ferrita al 40%
en solucion blanco (PBSB) (v=50 mV/s).

En dicha figura se muestra un pico de oxidacién en 100 mV y un reduccion en 280

mV, los cuales son atribuidos a la oxidacion del Fe** y a la reduccién del Fe**, asi

mismo corroborando el funcionamiento del transductor.

Para evaluar el comportamiento del transductor cargado con ferrita en el
seguimiento de la concentracion de perdxido de hidrégeno, se decidio fijar el
potencial de trabajo en -250 mV. Aunque dicho potencial es menor al pico de
reduccion de la ferrita, el imponer potenciales mayores aumentaba la contribucion en

la corriente de la reduccion de oxigeno y agua.

Siguiendo la sefial de reduccion al incrementar la concentracion del peroxido de
hidrogeno se construyeron curvas de calibracidon que reportan los siguientes
parametros analiticos: coeficiente de correlacion de 0.9959, comportamiento lineal
0.0 2 8.0 mM, limite de deteccion de 0.6 mM (Fig 5.37).
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Figura 5.37 Izquierda: Respuestas cronoamperométricas de transductores de grafito
con 40% ferrita. Derecha: curva de calibracion amperométrica para peréxido de
hidrégeno sobre el transductor plano con 40% de ferrita. Eirapajo = (-0.25 V)
Confirmado el buen comportamiento del transductor cargado con ferrita para seguir
la concentracion de H,O,, el biosensor fue construido a partir de dicho transductor
sobre el que se depositd y secé una membrana de carboximetil celulosa y colesterol
oxidasa disueltos en PBS. El estudio se realiz6 imponiendo un potencial de -0.250
mV.

Los resultados obtenidos muestran claramente que el biosensor responde al

colesterol incrementando la intensidad de corriente respecto al blanco (Fig.5.38)

5.3.2.5.2 Parametros analiticos

Para obtener los parametros analiticos del biosensor desarrollado, se realizaron
curvas de calibracion para colesterol a partir de los cronoamperogramas individuales
de cada biosensor a los 100 segundos (Fig. 5.39). Los resultados obtenidos
muestran excelente proporcionalidad de la corriente con respecto a la concentracion
de colesterol. EI comportamiento lineal se cubre para concentraciones comprendidas

en el intervalo 2-10 mM con un coeficiente de correlacion de 0.99. El limite de
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deteccion calculado a partir de la curva de calibracion es de 0.29 mM. (Tab. 5.13).
Es importante destacar que cada uno de los puntos de la curva de calibracién se
realiza con un biosensor diferente debido al caracter desechable y de un solo uso

del dispositivo. Este hecho implica una buena reproducibilidad de las medidas.
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Figura 5.38 Izquierda: Respuestas cronoamperométricas para el biosensor tipo Il G
con 0.6 U.l. de COD y CMC Derecha: curva de calibracibn amperométrica el
biosensor tipo Il G con 0.6 U.I. de COD y CMC. Eirabajo = (-0.25 V)

Tabla 5.13 Resultados obtenidos en la curva de calibracion de los biosensores
amperomeétrico IIFRCOB.
Sensibilidad nA/mM IRL /[Colesterol] Limite de deteccion r’2

132+ 0.13 2-10 mM 0.29 mM 0.99

5.3.2.5.3 Constante de Michaelis-Menten

Conforme al modelo de Michaelis Menten y tomando la intensidad de corriente como
la velocidad de la reaccion, se encuentra que la Km aparente es de 0.58 + 0.01 mM,
ubicandose razonablemente cercana a los valores reportados para la enzima en
solucion 0.013-0.35 mM y en consecuencia indicando que la actividad de la enzima
no ha sido afectada fuertemente por el proceso de inmovilizacion. (Vrielink y Ghisla,
20009).
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5.3.2.5.4 Interferencias

La interferencia es siempre un tema importante para el desarrollo de un biosensor
electroquimico. Los electrodos basados en el uso de la oxidasa de colesterol y
medicion de la liberacion de perdxido de hidrogeno pueden ser afectados por la
presencia de interferencia, tales como el acido ascérbico, acido urico, creatinina, etc,
que suelen estar presentes en los componentes bioldégicos, como muestras de
sangre o fluidos corporales. Asi, la interferencia de algunos de los compuestos
electroactivos mas representativos ha sido estudiada. Estas especies se agregaron
a una solucion 2.5 mM colesterol estandar ubicada en el intervalo de concentraciéon
fisiolégica normal. Los interferentes adicionados fueron: glucosa 5.4 mM, urea. 3.3
mM, creatinina 1.7 mM, &cido ascérbico 1,1 mM y paracetamol 1,3 mM. Se encontrd
que la presencia de las especies interferentes estudiadas no cambia
significativamente la corriente debida a colesterol obtenida en su ausencia. Los

resultados se presentan en la Tabla 5.14.

Tabla 5.14. Interferencias

Compuesto interferente Interferencia %® RDS %®
glucosa -0.06 213
urea -1.28 0.76
creatinina -2.20 0.51
paracetamol +2.55 2.32
acido ascorbico +0.44 1.56

(a) Interferencia=(l-1,)/1,x100%; Donde | es la respuesta de compuesto interferente y lo es la respuesta de la solucién de
colesterol

(b) (N=3) La concentracion estandar de colesterol 1.58 % RSD

5.4 Conclusiones

De acuerdo al trabajo realizado podemos concluir que el grado de miniaturizacion
que es posible alcanzar mediante la construccién de biosensores electroquimicos de
colesterol por tecnologia screen printing, hace posible integrar en un sola estructura

los 3 electrodos necesarios para realizar medidas amperométricas. Este hecho
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permite fabricar biosensores de facil manejo y reducido tamafio adecuados para el
analisis clinico descentralizado. Los biosensores amperométricos de glucosa y
colesterol desarrollados en configuracion a 2 y 3 electrodos integran en una misma
estructura un electrodo de pseudo-referenica de Ag/AgCl, un electrodo auxiliar de

grafito y el correspondiente electrodo de trabajo (biosensor).

Para evaluar los posibles efectos de la integracion de los electrodos de pseudo-
referencia y auxiliar sobre el biosensor, se construyd y caracterizdé un transductor
amperométrico en configuracion a dos y tres electrodos. A partir de los resultados
obtenidos con este dispositivo, se puede concluir que si existe diferencia entre

ambos tipos de transductores.

Asi mismo, podemos concluir que existen pocos reportes de biosensores para la
cuantificacién de colesterol en configuracion plana [Tab. 5.15], sin embargo muchos
de ellos utilizan como transductor a metales costos como oro y platino, en
comparacion con los biosensores desarrollados que son de bajo costo y cubre el

intervalo de concentracion de interés clinico.

Tabla 5.15 Caracteristicas de biosensores de colesterol en configuracion plana.

Transductor Mediador o agente Sensibilidad Referencias
electrocatalitico (nA mM”" mm?)

Oro Sin mediador 17 [Shen., 2007]

Grafito / Fe(CN)g*" 37 [Li., 2005]

Nanotubos de

carbono

Grafito Fe;O4 87 [Shih, 2009]

Citocromo P450 Grafito, rodio, oro y 1,120 [Carrara, 2008]

nanotubos de carbono

Los biosensores construidos con TCNQ y Ferrita muestran una sensibilidad superior
a la mayoria de los biosensores de colesterol reportados. Sin embargo, el biosensor
construido con Azul de Prusia muestra una sensibilidad baja, aunque aun

competitiva con algunos desarrollos reportados.

La constante de Michaelis Menten en todos los biosensores desarrollados se ubica

por arriba del intervalo reportado, indicando que la metodologia de inmovilizacion
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utiizada afecta la afinidad de la enzima por su sustrato. En este sentido es
importante mencionar que la metodologia de inmovilizacion es compatible con la
fabricacion en serie de biosensores y que en algunos casos la Km™ no es muy
superior a la reportada por lo que la afinidad no fue afectada dramaticamente y en

consecuencia pueden ser utilizados los desarrollos.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

6.1 Conclusiones

Mediante el desarrollo del presente trabajo se logr6 desarrollar y caracterizar
sensores Yy biosensores electroquimicos para la determinacion de colesterol basados

en diferentes caracteristicas de construccion y estrategias de deteccion.

Con la intencion de desarrollar sensores potenciométricos para colesterol se
exploraron las siguientes estrategias:

e Impresion molecular de colesterol con polipirrol

e Impresion molecular de colesterol con polianilina

e Impresion molecular de colesterol con B-ciclodextrina

e Competencia entre colesterol y B-ciclodextrina por plomo con electrodos

potenciométricos de plomo

En cuanto a la primera estrategia se encontr6 que el electrodo respondia
mayoritariamente al alcohol utilizado para solubilizar el colesterol; por otra parte con
polianilina la necesidad de trabajar a pH’s acidos hace que se protone el SDS e
imposibilita incrementar la solubilidad del colesterol y en consecuencia seguir su
concentracion potenciométricamente; esta misma situacion fue exhibida al utilizar -
ciclodextrina. Finalmente al hacer competir el Pb y el colesterol por la CD, se
manifestd mayor afinidad del primero, razén por la cual no fue posible seguir el
cambio de potencial esperado al adicionar colesterol. En resumen, no fue posible

desarrollar un dispositivo potenciométrico eficiente para cuantificar colesterol.

Los sensores voltamperométricos para colesterol basados en la adsorcion del
colesterol y la oxidacion sobre gota de mercurio, demostraron proporcionalidad entre
la corriente y la concentracion de colesterol; sin embargo, los intervalos de respuesta
lineal encontrados se encuentra muy alejados de aquellos de interés clinico, ademas
de ser sefales poco reproducibles. Asi, su utilidad practica para el analisis de

colesterol es limitada y hace imposible su aplicacién en campo.
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Los biosensores de colesterol exhiben un desempefio competitivo respecto a lo
reportado en la literatura, siendo eficientes en la determinacién de la concentracion
de colesterol, cabe mencionar que la corriente es pequeiia para este tipo de
biosensores debido a la necesidad de incorporar diversos tensoactivos para
emulsionar el colesterol; asi como la escasa actividad de la enzima disponible en el
mercado en comparacién con la glucosa oxidasa. No obstante, los dispositivos
desarrollados presentan una sensibilidad detectable y competitiva, particularmente si
se considera que éste no incorpora materiales costosos en su fabricacion como
nanotubos de carbono, mediadores sofisticados o transductores de metales
preciosos. Las especificaciones encontradas para todos los biosensores

desarrollados se resume en la tabla 6.1

Tabla 6.1 Biosensores desarrollados para la cuantificacion de colesterol

Configur analito mediador EN R? I.L. (mM) L.D Sensibilidad
acion (mM) nA/mM
Cilindrico  colesterol Ferricianuro 060 0.99 2.8-11.4 0.80 1830 £ 0.29
plano colesterol Ferricianuro 0.60 0.99 2-8 0.76 38+0.34
colesterol TCNQ 0.15 0.99 0-14 0.40 7+0.80
colesterol PB- G 10% 0.00 0.98 2-16 1.29 41 +0.01
colesterol TCNQ-G 5% 0.15 0.99 2-12 1.56 221 +1.94
colesterol Ferrita 40% -0.25 0.99 2-10 0.29 132 +0.13

Por lo anteriormente expuesto este trabajo establece el desarrollo de biosensores
amperométricos de colesterol con caracteristicas de respuesta competitivas y
compatibles con la produccion en masa. Los dispositivos son de tipo desechable
siendo un prometedor desarrollo para la cuantificacion descentralizada de colesterol,
ya que el intervalo de concentracién encontrado incluye el de interés clinico (3.5-6.5

mM) y el volumen requerido para el analisis es minimo.
El biosensor que mostré los mejores resultados en cuanto a sensibilidad es el

desarrollo utilizando al TCNQ como mediador; mediador no reportado hasta el

momento en biosensores de colesterol (Tab. 6.1).
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El grado de miniaturizacion que es posible alcanzar mediante la construccion de los
biosensores electroquimicos desarrollados, hace posible integrar en una sola
estructura los 3 electrodos necesarios para realizar medidas amperométricas. Este
hecho, permite fabricar sensores de facil manejo y reducido tamafio adecuados para
el andlisis descentralizado, pudiéndose extender sus aplicaciones a diveros ambitos

como el clinico, medioambiental e industrial.

Considerando que una de las limitantes para el uso de los electrodos
voltamperométricos desarrollados son las interferencias, se resalta que los
biosensores con TCNQ vy ferrita no presentan respuesta significativa a los

interferentes cominmente encontrados en muestras de interés bioldgico.

Las ventajas que se tienen con el desarrollo del biosensor para colesterol con
respecto a los comerciales, es el tiempo de analisis y el costo de manufactura. Sin
embargo el tiempo de vida debe ser ampliado, ya que para los comerciales es

aproximadamente de 3 afios y en nuestro caso de un mes.

6.2 Proyecciones

La escasa solubilidad del colesterol en medio acuoso constituye uno de los
principales retos para incrementar la sensibilidad de los dispositivos electroquimicos
ya que hace necesaria la adicibn de tensoactivos y alcoholes que pasivan la
superficie de los electrodos y en el caso de los biosensores afectan la actividad
enzimatica. Asimismo, en el caso particular de los biosensores de colesterol, la
escasa actividad de la enzima disponible comercialmente contribuye a la baja

sensibilidad de los dispositivos.

No obstante que este trabajo contribuye aportando dispositivos con buena
sensibilidad y bajo costo, aun es necesario incrementarla; en este sentido lograr
solubilizar el colesterol con aditivos inocuos a la enzima es una de las lineas de

trabajo que deben seguirse. De igual manera, incorporar en la fabricacion colesterol
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oxidasa mas activa, probablemente mediante modificacion genética, mejoraria

indudablemente la sensibilidad del dispositivo.

Para continuar este trabajo, debe incorporarse la enzima colesterol esterasa, a fin
extender la determinacion a el colesterol total y aplicar en muestras reales como

sangre y alimentos.

Por otra parte, es necesario realizar la fabricacion de los biosensores con equipos
automatizados para contribuir en la mejora de la reproducibilidad; en esta direccion
el perfeccionamiento del método de inmovilizacion es una actividad de gran

relevancia.

Finalmente es importante llevar a cabo evaluaciones del desempefio de los
dispositivos desarrollados en campo mediante su integracion con la instrumentacion
electroquimica portatil disponible en el mercado. Esta actividad validara la

importancia y utilidad del trabajo desarrollado.

El éxito de los biosensores desarrollados y el haber establecido una plataforma
electroquimica basada en diversos mediadores hace relativamente mas sencillo
incorporar otras enzimas para cuantificar otros analitos de interés como triglicéridos,
acido urico, glucosa, etc. La integracion de biosensores de colesterol, triglicéridos y
glucosa en un mismo chip, permitird desarrollar un dispositivo de utilidad clinica para

obtener el perfil diabético de pacientes en el consultorio.
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