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LISTADO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

Alo largo de la memoria se pueden encontrar las siguientes siglas y abreviaturas:

o ChEt (Cholesterol Esterase): Colesterol esterasa

o ChOx (Cholesterol Oxidase): Colesterol oxidasa

o ECV: Enfermedades Cardiovasculares

o Ewi: Potencial inicial

o Emw: Potencial de inversion

o Epa: Potencial de pico anddico

o Epe: Potencial de pico catodico

o Estep: Potencial de escalon

o FADHz: Flavin Adenin Dinucledtido en su forma reducida

o HDL (High Density Lipoprotein): Lipoproteina de alta densidad

o HRP (Horseradish Peroxidase): Peroxidasa de rabano silvestre

o lpat Intensidad de pico anddico

o lpet Intensidad de pico catodico

o LDL (Low Density Lipoprotein): Lipoproteina de baja densidad

o OMS: Organizacion Mundial de la Salud

o POCT (Point of Care Testing): Dispositivos en cabecera del paciente

o RSD (Relative Standard Deviation): Desviacion estdndar relativa

o SPCE (Screen Printed Carbon Electrode): Electrodo serigrafiado de carbono

o SPCnAuEs (Gold Nanostructured Screen Printed Carbon Electrodes): Electrodo
serigrafiado de carbono nanoestructurado con Oro

o SPE (Screen Printed Electrode): Electrodo serigrafiado

o VLDL (Very Low Density Lipoprotein): Lipoproteina de muy baja densidad
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1.1. El colesterol

1.1.1. Estructura y funcion

El colest-5-en-3-ol, comunmente llamado colesterol, es el miembro mas abundante y
conocido de la familia de los esteroles y fue el primer esteroide que se aislé;

lograndose su aislamiento en 1769 a partir de la vesicula biliar de cadaveres.

El colesterol fue descubierto en 1815 por el quimico francés Michele Eugéne Chevreul
y su estructura se ha ido elucidando desde 1859. En 1888 Friedrich Reinitzer obtuvo
la formula empirica exacta (C27H460) de dicho compuesto, y no fue hasta 1930 cuando
se establecid, mediante difraccion de rayos X, la estructura que hoy se conoce

(ver Figura 1.1.1.) 1.

Figura 1.1.1. Fstructura del colesterol.

El colesterol, tal y como se aprecia en la Figura 1.1.1, es una molécula de
perhidrociclopentanofenantreno que presenta varias sustituciones: un grupo
hidroxilo en la posicion C-3, una insaturacién entre los carbonos C-5 y C-6, dos
radicales metilo en las posiciones C-10 y C-13 y una cadena alifatica en la posicion
C-17. Esta estructura, en la que la parte apolar - constituida por los cuatro carbociclos
y por los sustituyentes alifaticos - predomina frente al grupo polar hidroxilo, es la

responsable de la baja solubilidad en agua del colesterol (0.095 mg/L a 30 °C) 2.

En nuestro organismo el colesterol estd presente en dos formas, libre (30 %) y
esterificado (70 %), y puede proceder de la dieta (origen exdgeno) o ser sintetizado

por nuestras células (origen endogeno) 3.
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Este compuesto es sintetizado fundamentalmente por animales, aunque algunos
organismos eucariotas como plantas y hongos también pueden sintetizar pequenas

cantidades del mismo.

El colest-5-en-33-0l, el esterol mayoritario en el hombre, forma parte de las
membranas plasmaticas e intracelulares y es imprescindible para dar permeabilidad
y fluidez a las mismas. El colesterol es asimismo un componente muy importante de
nervios y neuronas cerebrales y juega un papel crucial en los sistemas inmune y
nervioso. Ademas hace las funciones de precursor en la biosintesis de hormonas
esteroideas (estrogenos, aldosterona, progesteronas y glucocorticoides), acidos

biliares y vitamina D 4.
1.1.2. Transporte a través del organismo

El colesterol circula con el torrente sanguineo en el interior de unos complejos
macromoleculares conocidos como lipoproteinas, pues su caracter hidrofébico hace

que sea insoluble en la sangre >.

Las lipoproteinas son agregados moleculares compuestos fundamentalmente por
lipidos y proteinas que se clasifican en varios tipos segin su grado de

empaquetamiento, siendo las mas importantes las de baja y las de alta densidad .

Las lipoproteinas LDL (Low Density Lipoprotein) o de baja densidad son las
encargadas de transportar el colesterol desde el higado hasta los 6rganos o tejidos
que lo necesiten para satisfacer sus funciones biolégicas. Mientras que las
lipoproteinas de alta densidad o HDL (High Density Lipoprotein) transportan el

exceso de colesterol desde la periferia al higado para su eliminacion ©.

Aproximadamente entre el 60 y el 80 % del colesterol total es transportado por las
lipoproteinas LDL y entre el 15 y el 20 % por las HDL. El colesterol restante circula

unido a lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y a quilomicrones 7.

Comunmente se habla de colesterol bueno o malo segin sea transportado por
lipoproteinas HDL o LDL respectivamente. Esto es una simplificacion extrema e
incorrecta cientificamente, que hace pensar que so6lo las lipoproteinas HDL son

beneficiosas para la salud 7.
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1.1.3. Importancia clinica

El colesterol es un compuesto esencial para los mamiferos pero elevados niveles del
mismo en el plasma no son beneficiosos para la salud. A pesar de no existir una
sintomatologia especifica, una elevada concentracién plasmatica de colesterol se
asocia con un mayor riesgo de sufrir enfermedades del sistema cardiovascular,
fundamentalmente enfermedades cardiacas como angina de pecho y accidentes

cerebrovasculares 5.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son una de las mayores amenazas de la
sanidad a nivel global, debido a su incidencia, prevalencia y tasas de mortalidad.
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) calcula que en el afio 2012 murieron 17.5
millones de personas por esta patologia, lo que representa un 31 % del total de

defunciones registradas en el mundo en dicho afio 8.

Tasa de mortalidad (por 100 000
habitantes)

=200
201-300
301-400

y \ B 01500

W 500
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Sin datos

Figura 1.1.2.Distribucion mundial de la tasa de mortalidad estandarizada por ECV en
2000-2012 (Imagen modificada a partir de la existente en la pagina web de la OMS?8)

Enla Figura 1.1.2. se observa que la tasa de mortalidad por ECV es muy elevada en los
continentes asiatico y africano, mientras que en Europa dicha tasa es inferior.

En concreto la tasa de mortalidad por ECV en el afo 2012 en Espafia fue de 96.8.

La Fundacion Espafiola del Corazén establece que el nivel de colesterol total en
sangre (o colesterolemia) es 6ptimo si es inferior a 200 mg/dL y alto si supera los 240
mg/dL. Mientras que niveles de colesterol comprendidos entre 200 y 239 mg/dL

constituyen el limite de riesgo °.

Uno de los principales factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares es la
hipercolesterolemia y la prevalencia de esta patologia en la poblacién espafiola es

alta. Segun la OMS en el afio 2008 un 56.1 % de la poblacién nacional con edad
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superior a veinticinco afios tenia una colesterolemia igual o superior a 200 mg/dL y

un 16.4 % igual o superior a 250 mg/dL.

La cuantificacion del colesterol total presente en la sangre es de gran interés pues un
nivel alto ademas de con las enfermedades cardiacas esta directamente relacionado
con otras enfermedades como son: diabetes mellitus, nefrosis, mixedema e ictericia
obstructiva. Por otro lado, niveles bajos de colesterol estan relacionados con

enfermedades como hipotiroidismo, anemia y sindromes de mala absorcion 19.

Idealmente la concentracién total de colesterol en sangre de un individuo sano debe
ser superior a 140 mg/dL e inferior a 200 mg/dL. Asimismo en personas saludables la
concentracion de colesterol libre, sin esterificar, en sangre debe estar comprendida

entre 40 y 85 mg/dL 11.

1.1.4. Determinacion

Desde que en 1872 el bioquimico y patélogo aleman Ernst Leopold Salkowski 12
describié la primera reaccion de generacion de color para la identificacion de
colesterol se ha desarrollado un gran nimero de métodos y procedimientos que

permiten la determinacion de dicho compuesto.

Tradicionalmente el colesterol se  determinaba mediante  métodos
espectrofotométricos no enzimaticos, en los que se media la absorcion de luz de los
compuestos coloreados generados a partir del analito. Uno de los métodos clasicos
mas utilizado es el basado en la reaccién de Liebermann-Burchard, mediante la cual el
colesterol reacciona con anhidrido acético y con acido sulftirico generando un i6n

pentaenilico con un maximo de absorcién a 620 nm 13,

Los métodos clasicos no enzimaticos no son adecuados para determinar el colesterol,
pues la mayoria son inespecificos y conllevan procedimientos complejos de
extraccion, saponificacion y precipitacién, que consumen bastante tiempo y dinero.

Ademas presentan problemas de inestabilidad de los reactivos generadores de color.

Para la determinacién de colesterol en fluidos biol6gicos también se han descrito
analisis mediante cromatografia liquida-gaseosa 14 y cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) 1516, Ambos métodos ofrecen mayor sensibilidad y selectividad que
los métodos previamente comentados, pero no son adecuados para una deteccién

rapida y de bajo coste.
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Los métodos enzimaticos - colorimétricos 1718 y espectrofotométricos 1920- han
desbancado a los métodos quimicos gracias a su excelente especificidad.
En la actualidad uno de los métodos mas utilizados en los hospitales para la
cuantificacion del colesterol total es el método Trinder, un método
espectrofotométrico enzimatico en el que se genera un compuesto rojizo que absorbe

radiacion a 505 nm 21,

Hoy en dia la mayoria de las pruebas de rutina para la determinacion de colesterol en
sangre implican la toma de una muestra de sangre y el envio de la misma a un
laboratorio para su andlisis. Este andlisis debe ser llevado a cabo por personal
especializado y requiere emplear instrumentacién a gran escala, lo que imposibilita
la realizacién de determinaciones in-situ del nivel de colesterol en sangre por parte
del paciente a nivel doméstico o por parte de médicos y/o enfermeras en las

consultas o en las visitas a domicilio.

En las dltimas décadas, debido al aumento de la tasa de mortalidad por enfermedades
como ateroesclerosis, infarto de miocardio y trombosis cerebral la poblacion ha ido
tomando conciencia sobre la importancia de monitorizar el nivel de colesterol en
sangre. Esto junto con las tendencias actuales de miniaturizacion y descentralizacion
de los anadlisis hace que exista una demanda creciente de desarrollo y fabricaciéon de
dispositivos selectivos, exactos, precisos, rapidos, portatiles, desechables y de bajo

coste para determinar la concentracién plasmatica de colesterol.

El desarrollo, construccion y comercializacion de biosensores para la determinacion
de colesterol con fines terapéuticos ha ido evolucionando en los ultimos afios, y hasta
la fecha la mayoria de los dispositivos comerciales disponibles estan basados en

métodos colorimétricos 22-26,

Algunos ejemplos de dispositivos existentes en el mercado para la medida de
colesterol en sangre son: CardioChek® de Polymer Technology Systems Inc.
(PS-003528 ER1 1005), CholesTrak® Total Cholesterol Test de AccuTech, LLC, USA
(US Pat. No. 5340539), Roche’s AccuChek Instant Plus Cholesterol Test Strips
(US Pat. Nos. 6866675 y 4869249) y Biosafe’s Total Cholesterol Test Kit
(US Pat. No. 6040135).
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1.2. Biosensores

El desarrollo y disefio de biosensores es un campo multidisciplinar
que comenzd su andadura en 1962 con el desarrollo de un biosensor de glucosa 27.
Este campo estad en constante evolucion gracias a los progresos en quimica, fisica,
bioquimica y biologia molecular, que permiten la creaciéon de biosensores para un
amplio rango de analitos. Ademas, los avances en campos como la ingenieria y la
microelectrénica permiten desarrollar transductores de menor tamafio y coste y que

proporcionen mejores relaciones sefial /ruido.

Los biosensores son herramientas analiticas de bajo coste y de facil operacién que
ofrecen soluciones viables a algunos de los problemas planteados por la industria
sanitaria de la sociedad actual 28, Estos dispositivos se caracterizan por su
especificidad, lo que hace de ellos herramientas ideales para trabajar en muestras con
matrices complejas como los fluidos corporales. Ademas representan un area de la

tecnologia emergente, que es ideal para los analisis POCT (Point-Of-Care-Testing).

Los biosensores, un tipo de sensores quimicos, son dispositivos compuestos por un
elemento de reconocimiento de origen biolégico conocido como bioreceptor y un
transductor fisico-quimico. Estos sistemas combinan la selectividad del bioreceptor

con el poder procesador de la microelectronica de los transductores.

MUESTRA
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Figura 1.2.1. Representacion esquematica de un biosensor.

El principio de funcionamiento de los biosensores es, tal y como se ilustra en la Figura
1.2.1, el reconocimiento especifico del analito por el bioreceptor inmovilizado.
Este proceso de reconocimiento molecular provoca un cambio fisico-quimico que el

transductor convierte en una sefial eléctrica cuantificable.
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Los biosensores pueden clasificarse en diferentes tipos segin la naturaleza del
bioreceptor: anticuerpos, enzimas, acidos nucleicos, células, secciones de tejido, etc.
Se habla de biosensores de afinidad cuando el elemento de reconocimiento es un
reactivo inmunolégico (inmunobiosensor) o un acido nucleico (genobiosensor).
Mientras que cuando el elemento de reconocimiento son enzimas, células o tejidos los

biosensores se conocen como cataliticos.

Los biosensores también se pueden catalogar en funcién de la naturaleza del
transductor y del tipo de sefial analitica que generan. En la construccién de un sensor
pueden emplearse transductores electroquimicos, 6pticos, piezoeléctricos o térmicos.
Los transductores electroquimicos - que a su vez se subdividen en amperométricos,

potenciométricos y conductimétricos - son los mas frecuentes y numerosos.

Para disefiar y construir un biosensor, en primer lugar hay que seleccionar una
biomolécula, que interaccione con una alta afinidad con el analito diana, como

elemento de reconocimiento.

Una de las biomoléculas mas empleadas como elemento de reconocimiento son las
enzimas 2%(ver Fjgura 1.2.2.). Las enzimas son reactivos de un precio relativamente
alto que se caracterizan por presentar una selectividad elevada respecto a un analito

dado y por proporcionar una respuesta rapida.

4000 = Enzima
- Anticuerpo
AS00 - Aptimero
= Célula completa
3000 —=— Acido nucleico
- Polimero molecularmente impreso
2500 - Fago
— " AfTbody”

Nimero de publicaciones

) A——
S

1980 1990 1995 2000 2005 2010 2014

Aiio de publicacion

Figura 1.2.2. Progresion del nimero de publicaciones asociadas con diferentes
elementos de reconocimiento (Figura modificada a partir de la Fig 12°)

El principal inconveniente de las enzimas es su inestabilidad en disolucién, pero en
los biosensores este problema se minimiza ya que las enzimas no estan en disolucién

sino inmovilizadas sobre la superficie del transductor.
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De manera tradicional en los biosensores enzimaticos se empleaba Uinicamente una
enzima, pero los avances en el desarrollo de los biosensores han hecho posible
trabajar con sistemas multienzimaticos en los que se inmovilizan varias enzimas en

una misma plataforma.

Un ejemplo de sensor multienzimatico, concretamente bienzimatico, es el sensor para
la determinacion de colesterol total 3031, En este sensor ademds de la enzima
especifica del colesterol (colesterol oxidasa) se emplea otra enzima (colesterol

esterasa) que hidroliza los ésteres de colesterol.

Tras haber seleccionado el elemento de reconocimiento es necesario escoger el
soporte so6lido o matriz sobre el que inmovilizarlo, asi como la metodologia para
llevar a cabo el proceso de fijacidn: adsorcidn fisica, atrapamiento en membranas

permeables, inclusiéon en matrices poliméricas, uniones covalentes, entrecruzamiento.

En el desarrollo de biosensores de colesterol se ha empleado una gran variedad de
matrices, desde superficies de carbén o metdlicas modificadas con polimeros
conductores 3233 o con nanomateriales - como nanotubos de carbono 3435 o
nanoparticulas 3637- hasta peliculas sol-gel 3% o hidro-gel 3° y monocapas
autoensambladas #40. Otras matrices utilizadas han sido: membranas de acetato de

celulosa 41, fibra 42, cristal 43, discos rotatorios 4.

Al igual que sucede con la mayoria de sensores, en los biosensores de colesterol los
sistemas de transduccion mas habituales son los electroquimicos; siendo las técnicas
electroquimicas mas utilizadas para la deteccién la amperometria 313445-47 y ]a

voltamperometria ciclica 364849,

Aunque la transduccién electroquimica sea la predominante en los biosensores de
colesterol, existen algunas publicaciones en las que se utilizan otro tipo de

transductores, como los 6pticos >° o los de onda acustica 1.

1.2.1. Diseio de un biosensor enzimatico de colesterol

Puesto que el colesterol esta presente en la sangre tanto libre como en forma de
ésteres es posible desarrollar dos tipos de sensores de colesterol: uno que permita
determinar el colesterol tnicamente en su forma libre y otro cuyo propésito sea

cuantificar el colesterol total presente en una muestra.
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En el disefio de ambos sensores hay una enzima clave, la colesterol oxidasa (ChOx).
Esta enzima, del tipo alcohol oxidasa/deshidrogenasa, es una flavoproteina que en

presencia de oxigeno cataliza dos reacciones (ver Figura 1.2.3.).

1) Oxidacidon
HO / \ o]
Chix gy Chidxrog
Colesterol Colest-5-en-3-ona
2) Isomerizacion
Oz Hz Oz

Colest-4-en-3-ona

Figura 1.2.3. Mecanismo de reaccion catalizado por la enzima ChOx.

En primer lugar la colesterol oxidasa cataliza la deshidrogenacion del grupo hidroxilo
en posicion C-3 del colesterol, y al mismo tiempo su cofactor en forma reducida
(FADH?) transfiere electrones al oxigeno molecular, formandose peroxido de
hidrégeno. La colesterol oxidasa ademds cataliza la isomerizacién A®> —» A* del

compuesto carbonilico formado ( la colest-5-en-3-ona) L.

Para disefiar el biosensor se selecciona la transduccién electroquimica como sistema
de transduccion. En los biosensores electroquimicos basados en la colesterol oxidasa

las estrategias de deteccion mas sencillas son:
e Medida del oxigeno consumido, empleando un sensor de oxigeno de Clark.
e Deteccion amperométrica del peréxido de hidrogeno generado.

Sin embargo, dados los inconvenientes que presentan, estas estrategias no son las
mas adecuadas. En el primer caso los resultados dependen del contenido de oxigeno
de la muestra, mientras que en el segundo es bastante probable que haya

interferencias, pues la deteccién amperométrica del H20; requiere aplicar potenciales

10
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que pueden inducir la oxidacion simultanea de otras especies electroactivas, como el

acido ascorbico o el acido trico, tipicamente presentes en muestras biolégicas 31.

Con el fin de minimizar la contribuciéon de especies interferentes se han estudiado
varios enfoques que permiten reducir el elevado potencial a fijar en la deteccion:
coinmovilizacién de peroxidasa de rabano silvestre (HRP) con colesterol oxidasa 5253,
deposicion de capas metdlicas 54, modificacién de la superficie del electrodo con
sustancias capaces de aumentar el area efectiva del mismo, como son nanotubos de
carbono °> o nanoparticulas metalicas °657, sustitucion del aceptor natural de

electrones (02) por un mediador artificial 5859,

En este Trabajo Fin de Master se ha optado por combinar dos de las opciones
comentadas, siendo el biosensor a desarrollar un sistema bienzimatico oxidasa-
peroxidasa que utiliza el par redox ferrocianuro/ferricianuro como mediador de

transferencia electroénica.

0,

HO
Colesterol

0 ‘/\_ H,0, Fe(CN)6™*
Colest-4-en-3-ona \ /_-
-

HQD ‘/\ Fe[[fN}6'3

Figura 1.2.4. EFsquema de reacciones del biosensor propuesto para determinar colesterol.

moHdngoowaeERdA

En la Figura 1.2.4. se recoge el esquema de reacciones en el que se basa el sensor a
construir. En el disefio propuesto sobre la superficie del transductor se inmovilizan

las enzimas ChOx y HRP y el mediador en su forma reducida (Fe(CN)g*).

La primera reaccion que se produce al poner en contacto la fase sensora con una
disoluciéon de muestra es la oxidacion, catalizada por la colesterol oxidasa, de

colesterol (C27H460) a colest-4-en-3-ona (C27H440).

11
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ChOx
Cy7HyO + 0,y —_— Ca7HyO + Hy0,

Ecuacion 1. Reaccion de oxidacion del colesterol, catalizada por la ChOx.

El peroxido de hidrégeno generado en la reaccién catalizada por la ChOx
(ver Ecuacion 1) se reduce sobre la superficie del transductor, a la vez que se oxida la
forma reducida del mediador; siendo la reaccidon redox que se produce la que se

muestra en la Ecuacion 2.

HRP
2 Fe(CN),* + H,0, + 2H" ——»  2Fe(CN),¢ + 2H,0
Ecuacion 2. Reaccion entre H-0- yFe(CN),* catalizada por la HRP.
En la reaccién catalizada por la HRP se genera ferricianuro, y este compuesto se
reducird (ver Ecuacion 3 ) sobre la superficie del electrodo mediante una

amperometria

Fe(CN)¢® + & ——»  Fe(CN)*

Ecuacion 3. Reduccion de ferricianuro a ferrocianuro.

En el sensor amperométrico a desarrollar la sefial analitica es la intensidad de
corriente del proceso de reduccion del ferricianuro generado. Dicha intensidad de

corriente es proporcional a la concentracién de colesterol presente en la muestra.

El esquema de reacciones comentado puede emplearse para construir un sensor de
colesterol libre pero también para un sensor de colesterol total, si se afiade una etapa

previa de transformacion de los ésteres de colesterol.

Para la cuantificacion del colesterol total es necesario incorporar al disefio del
biosensor una tercera enzima, la colesterol esterasa (ChEt). Esta serin-proteasa
convierte los ésteres de colesterol en colesterol (ver Ecuacion 4) y el colesterol
liberado se incorpora junto con el colesterol libre de la muestra al esquema de

reacciones mostrado en la Fjgura 1.2.4.

ChEt
Esteres de colesterol + H,0 —— = C(Colesterol + Acidos grasos

Ecuacion 4. Hidrolisis de los ésteres de colesterol catalizada por la enzima ChEt
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1.3. Electrodos serigrafiados

Una de las principales tendencias de la electroquimica es el desarrollo de sistemas
miniaturizados y desechables, y uno de los enfoques mas atractivos para lograrlo es la

serigrafia.

La tecnologia de serigrafia o de capa gruesa (thick film), una adaptacion de la
industria de la microelectronica, se introdujo en el mundo hace mas de mil afios y
comenzd a aplicarse a la fabricacidon de biosensores hacia la mitad de los afios 80 ©1.
Esta técnica permite una produccién eficiente y a gran escala de electrodos planos
solidos, miniaturizados, mecanicamente robustos y de bajo coste. Ademas es una
técnica muy versatil, que permite desarrollar disefios y configuraciones propias de

electrodos.

El fundamento de la serigrafia es la deposicion secuencial de tintas conductoras o no
conductoras sobre un sustrato sélido inerte, utilizando una pantalla 0 malla para

definir la geometria de los electrodos 62.

Las principales ventajas que presentan los electrodos serigrafiados (SPE, Screen
Printed Electrodes) respecto a los electrodos convencionales son: bajo coste,
pequefias dimensiones y variedad de disefios. Ademas los SPE pueden producirse en

masa de manera automatizada.

Gracias a su pequefio tamafio, son portatiles y aptos para determinaciones in-situ.
Asimismo, son ideales para determinaciones en las que la cantidad de muestra esta

limitada, pues el volumen requerido es del orden de microlitros.

El coste relativamente bajo de los SPE hace que puedan ser desechados tras su uso,
evitando asi algunos inconvenientes de los electrodos tradicionales como el efecto

memoria o los pasos de limpieza, en ocasiones ineficientes, y que consumen tiempo.

En la construccién del biosensor se emplearan electrodos serigrafiados como
transductor, debido a las buenas caracteristicas electroanaliticas que han mostrado
este tipo de electrodos en diversos sistemas de anadlisis tanto clinicos como

medioambientales 63
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1.3.1. Tipos de electrodos serigrafiados

Dentro de la gran variedad de electrodos serigrafiados existentes, los de carbono
(SPCE, Screen Printed Carbon Electrodes) son muy atractivos para la construccién de
sensores electroquimicos. El gran interés por los SPCEs se debe tanto al bajo coste del
carbono como a sus buenas caracteristicas electrédicas: amplia ventana de

potenciales, baja resistividad eléctrica y bajas corrientes de fondo.

Sin embargo, el carbono es un material quimicamente inerte, dificil de modificar
quimicamente. Esto conlleva una baja capacidad de los SPCEs para retener material

biolégico y puede suponer problemas en el funcionamiento de los biosensores.

Otro material usado habitualmente en la construccién de biosensores electroquimicos
es el oro. Este metal noble tiene un coste superior al del carbono y peores cualidades
como material electrédico, pues no es facilmente oxidable ni reducible en un amplio
rango de potenciales. El oro es un material muy interesante pues no es inerte
quimicamente y las proteinas pueden inmovilizarse, directamente a través de sus

residuos de cisteina, sobre superficies de dicho material 4.

El empleo de superficies continuas de oro ademas de un elevado coste tiene el
inconveniente de que se establece un elevado nimero de interacciones con el
material proteico. Esto puede conllevar cambios drasticos en la estructura del

material quimisorbido y una orientacién poco selectiva.

Una posible solucién al problema comentado pasa por utilizar nanoestructuras de
oro, pues al reducir las dimensiones también lo hace el nimero de interacciones con
el material proteico. Las nanoestructuras de oro tienen las mismas propiedades de
reactividad que el oro a gran escala, pero ofrecen una mayor biocompatibilidad pues a
nivel nanométrico el proceso de quimisorcion tiene menor influencia en la estructura

del material proteico quimisorbido.

A lo largo de este Trabajo Fin de Master se utilizaran SPCEs y también electrodos
serigrafiados de carbono nanoestructurados con Oro (SPCnAuEs), pues para
construir sensores electroquimicos parece interesante disponer simultaneamente de
las propiedades electrédicas de los SPCEs y de las propiedades quimicas de las

nanoestructuras de oro.
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1.4. Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas, tanto de oro como de otros metales, son clusters compuestos por
un numero variable de atomos (100-1000) y con dimensiones del orden de los
nandmetros. Estos materiales poseen propiedades fisicas - Opticas, magnéticas,
eléctricas- y quimicas unicas y muy diferentes a las que presenta el material

macroscépico de igual composicion ©.

Las propiedades unicas de las nanoparticulas de oro, como su elevada area
superficial, proporcionan un ambiente adecuado para la inmovilizacién de
biomoléculas al permitir que la concentraciéon de la especie inmovilizada sea
considerablemente mayor respecto a la inmovilizacién sobre superficies planas.
Esto hace que las nanoestructuras de oro sean ampliamente utilizadas en la
construccién de biosensores electroquimicos; obteniéndose mejores rendimientos

analiticos que en otros disefios de biosensores ©°.

La excelente conductividad de las nanoparticulas de oro hace que sean adecuadas
para actuar como “cables electronicos”, promoviendo la transferencia electrénica
entre el elemento biolégico y la superficie electrodica. Esta propiedad de las
nanoparticulas proporciona mayores sensibilidades y permite reducir los

sobrepotenciales de muchas reacciones de interés, como la oxidacién del H20> ¢7.

En la bibliografia existen numerosas metodologias para sintetizar nanoparticulas de
oro sobre superficies electrodicas, pero la que mejor resultado ha dado en nuestro

grupo de investigacion es la generacion electroquimica in-situ de las nanoparticulas.

La deposicion electroquimica es un método rapido y adecuado para la preparacion de
nanoparticulas de oro sobre superficies de sustratos conductores, pues el mecanismo
de electrodeposicion es muy similar a la cristalizacion y permite la electrodeposicion

de cristales con dimensiones en la escala nanomeétrica ©8.

Las técnicas electroquimicas permiten una modificacion rapida, sencilla, eficaz y
reproducible de la superficie electrédica con nanoparticulas de oro. Ademas existe
una gran variedad de métodos que se pueden aplicar para generar nanoparticulas:
deposicion a potencial controlado, deposicién a intensidad de corriente constante,

aplicacion de pulsos de potencial.
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El método mas comun para electrodepositar nanoparticulas de oro es la aplicacion de
un potencial constante durante un tiempo determinado a una disolucién acida de
tetracloroaurato ©°. Durante el proceso de electrodeposicion, el Au (III) se reduce a
oro nativo [Au(O)] y se deposita en la superficie del electrodo, haciendo que dicho

electrodo pase a tener las propiedades y ventajas de las nanoparticulas.
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OBJETIVOS

Este trabajo se incluye dentro de una de las lineas de investigacion de la empresa

Healthsens S.L, cuyo objetivo es desarrollar, producir y comercializar un sensor

enzimatico electroquimico para determinar colesterol total en sangre periférica.

Para desarrollar el biosensor de colesterol total son necesarias varias etapas.

Una de ellas consiste en desarrollar un biosensor para colesterol libre usando como

transductor electrodos serigrafiados (monosensores). La consecucién de dicha etapa

es el objetivo principal de este Trabajo Fin de Master.

Este objetivo principal puede dividirse en los siguientes objetivos especificos:

Seleccion del potencial a fijar en la construccion del sensor con deteccion
amperométrica. Para ello se estudiara el comportamiento electroquimico del

par redox ferrocianuro/ferricianuro en el transductor de interés.

Estudio de la metodologia a seguir en la construccion del biosensor y eleccion
del tiempo 6ptimo de medida. En este apartado se evaluara la respuesta
analitica obtenida al construir el biosensor empleando diferentes érdenes de
deposicion de los reactivos. Ademas se seleccionara el tiempo de medida que
proporcione la mejor sefal analitica, considerando tanto el criterio de

sensibilidad como el de reproducibilidad.

Analisis de la influencia de los factores involucrados en la construccion del
sensor en la sefal analitica. Para lograr la consecucion de este objetivo se hara
un disefio factorial usando el programa Minitab®, el cual mediante un
desarrollo estadistico proporcionara informacién sobre la dependencia

existente entre cada uno de los factores y la sefial analitica.

Optimizacién de las condiciones analiticas. Se ensayaran varias combinaciones
de los reactivos, construyendo en cada uno de los casos un calibrado con

patrones de colesterol de diversas concentraciones.

Evaluacion del empleo de electrodos serigrafiados de carbono

nanoestructurados con oro como transductor.
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EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

3.1. Instrumentacion

En el desarrollo de este trabajo se hizo uso de un bipotenciostato puSAT 200
(S/N: ST40010022) conectado a un ordenador. Tanto el bipotenciostato como el
software Dropview 200 que controla el mismo fueron suministrados por DropSens

(Oviedo, Espafia).

Los electrodos serigrafiados de Carbono empleados a lo largo de este proyecto han
sido suministrados por DropSens. En la Fjgura 3.1.1. se muestra una representacion

esquematica de dichos electrodos.

Electrodo
auxiliar (AE)

Electrodo de
trabajo (WE)

Conexién del AE Hoctroto de

referencia (RE)

Conexién del WE

Conexién del RE

Figura 3.1.1. Electrodo serigrafiado de carbono (modelo DRP 110) de DropSens.

Los electrodos serigrafiados DropSens presentan una configuracién convencional de
tres electrodos que estan serigrafiados sobre un sustrato ceramico, un soporte de

alimina, de dimensiones 3.4 x 1.0 x 0.05 cm (largo x ancho x alto).

El electrodo de trabajo es circular (diametro 4 mm) y esta constituido, al igual que el
electrodo auxiliar, por una tinta de carbono. Mientras que el electrodo de referencia

es un pseudo-electrodo de referencia de plata, al igual que los contactos eléctricos.

Las tarjetas estan recubiertas con una capa aislante que deja expuestos los contactos
eléctricos y un area de trabajo que hace las funciones de celda electroquimica, con un

volumen de aproximadamente 50 pL.

Para conectar los electrodos al potenciostato se empled un cable conector uSAT
modelo CAST de DropSens. La conexion entre el bipotenciostato y los electrodos

serigrafiados de carbono se ilustra en la Figura 3.1.2.
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Bipotenciostato
uSAT 200

ey

Conector uSAT

—
SPCE

Figura 3.1.2. Interfase electrodo-potenciostato

Ademas en el transcurso del proyecto se utilizé:

Balanza analitica (z 0.001 g) Acculab modelo VIC-303 del grupo Sartorius

(Goettingen, Alemania).

pH-metro Docu-pHmeter de Sartorius (Goettingen, Alemania).

Agitador Vortex Mixer modelo F202A0175 de VELP Scientifica (Usmate,
[talia).

- Bano termostatico IDL-AGS5 de Labolan (Navarra, Espafia).
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3.2. Reactivosy disoluciones

3.2.1. Reactivos

Los reactivos empleados en el transcurso de este proyecto son:

Ferrocianuro potéasico trihidratado (ref. P9387) de Sigma Aldrich (Estados
Unidos)

Colesterol (ref. C8667) de Sigma Aldrich (Estados Unidos)
Triton ™ X-100 (ref. X100) de Sigma Aldrich (Estados Unidos).

Peroxidasa de rabano silvestre (HRP; ref. HRP4C) de BBI Solutions (Cardiff,
Reino Unido)

Colesterol oxidasa (ChOx; ref. CO5F) de BBI Solutions (Cardiff, Reino Unido)

Agua ultrapura obtenida con un sistema de purificacién Direct Q-5 ChemLabor

de Millipore (Darmstadt, Alemania)

Tabletas de disolucion reguladora de fosfatos (Dulbecco A) de Oxoid

(Hampshire, Inglaterra)
Acido tetracloroatirico (III) trihidratado de Merck (Darmstadt, Alemania)
Acido clorhidrico fumante 37 % de Scharlau (Barcelona, Espafia)

3.2.2. Disoluciones reguladoras y otras disoluciones
preparadas

Las disoluciones de ferrocianuro potasico se prepararon en agua Milli-Q, mientras

que las disoluciones de enzimas, HRP y ChOx, en PBS 0.1 M pH 6 y 7 respectivamente.

La disoluciéon madre de colesterol se preparé disolviendo, durante tres dias a 65 °C en

un bafio termostatizado, el colesterol en PBS 0.1 M pH 7.5 y un 7,14 % de

Triton ™ X-100. Los patrones de colesterol se prepararon por dilucién con PBS 0.1 M

pH 7.5 a partir de la disolucién madre.

Para la nanoestructuracion con Oro se utilizé AuCl, 1 mM preparado diariamente por

dilucion con HC1 0.1 M a partir de AuCl; 10 mM en HCI 2 M.
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3.3. Material

El material utilizado a lo largo de este trabajo ha sido:

Material de vidrio de calidad analitica.

- Tubos Eppendorf (Hamburgo, Alemania) desechables de 1.5 mL de base

conica.
- Tubos tipo Falcén cénicos de 50 mL

- Micropipetas de 10, 20, 100 y 1000 uL de VWR International (Pensilvania,
Estados Unidos).
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EXPERIMENTAL

En primer lugar comentar que este proyecto se enmarca dentro de una de las lineas
de investigacion de la empresa Healthsens S.L, spin-off del Hospital Universitario
Central de Asturias, y del grupo de investigacién Inmunoelectroanalisis de la
Universidad de Oviedo, dirigido por el catedratico de Quimica Analitica

D. Agustin Costa Garcia.

Dado que este Trabajo Fin de Master forma parte de un desarrollo ya comenzado,

existen diversos parametros que han sido previamente optimizados.
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4.1. Seleccion del potencial de trabajo

Tal y como se ha comentado en la /ntroduccion, en el biosensor amperométrico a
desarrollar la reacciéon de reducciéon de ferricianuro a ferrocianuro es el proceso

redox en el que se fundamentan las medidas.

Con el fin de seleccionar el potencial de trabajo se estudié el comportamiento
electroquimico del par redox Fe(CN)g*/Fe(CN)g>® mediante voltamperometria
ciclica. Este estudio se hizo empleando disoluciones acuosas de ferrocianuro potasico

de tres concentraciones diferentes: 0.008,0.010y 0.012 M.

Para cada nivel de concentracién se registraron cinco voltamperogramas entre
-1.2 y+ 1.0 V con una velocidad de barrido de 0.1 V/s y un escalén de potencial de
0.01 V. En cada caso se depositaron 40 pL de la disolucién acuosa de ferrocianuro

sobre la superficie de un SPCE.

En la Figura 4.1.1. se recogen los voltamperogramas ciclicos promedio obtenidos para

los tres niveles de concentracion de ferrocianuro ensayados.

250 -
200 -
150 -
100 - \
50 | == Ferrocianuro
—~ / 0.008 M
3 0 < . . . Ferrocianuro
e 0.010 M
-50 Ferrocianuro
0.012 M
-100
-150
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
E (V)

Figura 4.1.1. Voltamperogramas ciclicos [Eipni : -1.2 Vi Epy : +1.0 V; Egep: 0.01 V;
Vel: 0.1 V/s] promedio de Fe(CN)g* (ac) en SPCEs.




EXPERIMENTAL

En la Fjgura 4.1.1. se aprecia que el potencial de pico catddico es negativo:
(=0.10 £ 0.01) V , (=0.15 + 0.02) V y (—0.14 + 0.01) V para las disoluciones

acuosas de ferrocianuro 0.008, 0.010 y 0.012 M respectivamente.

En base a los potenciales de pico catddico y teniendo en cuenta los voltamperogramas
ciclicos de la Figura 4.1.1. se decidio fijar el potencial de medida en -0.3 V, ya que al
trabajar con un potencial mas negativo que el de pico catédico se garantizara la

reduccion total del ferricianuro generado (ver Figura 4.1.2.).

HO 0,
Colesterol \ /

0 4/\ H,0, Fe(CN)4*
Colest-4-en-3-ona \ /

H-0 A FE{EN]E"E

Figura 4.1.2. Esquema de reacciones de la sintesis de ferricianuro en el sensor a desarrollar.
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4.2. Estudio de reproducibilidad

Una vez fijado el potencial de medida se realizaron tres ensayos (A-C), variando la
manera y el orden de depositar el mediador y las enzimas sobre la superficie del

transductor.

El objetivo de este estudio es seleccionar las condiciones mas reproducibles y que
proporcionen las mejores sefiales, con el fin de emplear las mismas en los

experimentos posteriores.

En todos los ensayos se deposité la misma cantidad de mediador y las mismas
unidades de enzimas sobre la superficie del transductor. Estos parametros se
seleccionaron en funciéon de datos obtenidos previamente por Healthsens S.L.

La metodologia seguida en los diferentes ensayos es la que se detalla a continuacion:
» Ensayo A (Mezcla de mediador y enzimas)

Sobre la superficie del electrodo de trabajo del SPCE se depositaron 5 pL de una
mezcla preparada combinando 20 pL K,Fe(CN)¢ 0.1 M, 40 pL. HRP 3000 U/mL y
40 pL ChOx 750 U/mL. Tras la deposicion de la mezcla de reactivos sobre el electrodo,

se dej6 secar éste a temperatura ambiente durante al menos treinta minutos.
» Ensayo B (12: mediador; 22: mezcla de enzimas)

En este caso sobre la superficie del electrodo de trabajo se deposité6 1 uL de
K,Fe(CN)¢ 0.1 M y se dejé secar durante veinte minutos. Pasado este tiempo se
comprobé que el electrodo estaba seco y se depositaron sobre el mismo 4 pL de una
disolucién preparada mezclando volumenes iguales de las disoluciones de enzimas
(HRP 3000 U/mL y ChOx 750 U/mL). Al igual que en el ensayo A se dejé secar el

electrodo durante treinta minutos a temperatura ambiente.
» Ensayo C (12: mezcla de enzimas; 22: mediador)

Este ensayo es andlogo al B tanto en las disoluciones utilizadas como en los
volimenes empleados, pero varia el orden de deposiciéon de los reactivos. En este
caso se deposit6 en primer lugar la mezcla de enzimas y una vez seco el electrodo se

deposito la disolucion de ferrocianuro potasico.
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Para cada uno de los ensayos se utilizaron doce SPCEs. Una vez depositado el
mediador y las enzimas y tras la etapa de secado se depositaron sobre el electrodo
40 pL de una disolucion de colesterol de 200 mg/dL, a la que se le aplicé un potencial
de - 0.3 V durante 300 segundos. Los amperogramas promedio correspondientes a

cada ensayo se recogen en la Fijgura 4.2.1.

- Ensayo A Ensayo B Ensayo C
0 T T T T T 1

o

i(uA)

-10 -
0 50 100 150 200 250 300

t(s)

Figura 4.2.1. Amperogramas [AD: -0.3 V 300 s, intervalo: 5 s] promedio de los ensayos A-C.

En cada amperograma se midio6 la intensidad de la sefial a tres tiempos diferentes:
100, 200 y 300 segundos (ver 7abla 4.2.1.) En la Figura 4.2.2. se representan las

intensidades promedio medidas a dichos tiempos en cada uno de los ensayos.

Tabla 4.2.1. Intensidades promedio y desviaciones estdndar relativas correspondientes a las
medidas hechas a tres tiempos (100, 200 y 300 s) en los amperogramas [AD: -0.3 V 300 s,
intervalo: 5 s] de los ensayos A-C.

t=100s t=200s t=300s
Ensayo A RIED(H(?/S) : 2174-{_5:4? & - 3.2_;__30.3 - 3.2.;—10.3
Ensayo B RIED(H(?/S) : 217514;5? . - 312015_704 - 3143i5??5
Ensayo C PQEDG?/S) : 2113-%50 § - 2.;.2i90.2 _ 2.2.8i10.2
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t=100s t=200s t=300s

i(pA)

B EnsayoA ®EnsayoB ®EEnsayoC

Figura 4.2.2. Diagrama de columnas de las intensidades promedio medidas a 100, 200 y
300 s en los amperogramas [AD: -0.3 V 300 s, intervalo: 5 s] de los ensayos A-C

Se observa que en las condiciones del ensayo C se consigue la menor sefal analitica, y
por ello, siguiendo el criterio de sensibilidad, se decide descartar este ensayo. En los
dos ensayos restantes (A y B) la intensidad de la sefial es muy similar y para decidir
qué condiciones son las mas adecuadas se utilizé6 como criterio de seleccién la
reproducibilidad obtenida, que como se recoge en la 7abla 4.2.1. es mejor en el

ensayo A.

El ensayo A ademas de una mayor sensibilidad y una mejor reproducibilidad presenta
una ventaja adicional respecto a los ensayos B y C. Esta ventaja es una disminucién en
el tiempo de construccion del sensor, pues en el ensayo A sélo existe una etapa de
deposicion de reactivos frente a las dos etapas que presentan los ensayos B y C.
Considerando todo lo anterior se decidi6 depositar el mediador y las enzimas de

manera conjunta sobre la superficie del electrodo en los experimentos futuros.

En la Figura 4.2.2. se aprecia que la intensidad medida aumenta con el tiempo, siendo
300 segundos el tiempo al que se obtiene una mayor sefial analitica y el que se va a

emplear, por tanto, en los siguientes experimentos.




EXPERIMENTAL

4.3. Diseio factorial

Tras haber seleccionado la manera de depositar los reactivos y el tiempo de medida
se decidi6 estudiar, mediante un disefio factorial, la influencia en la sefial analitica de

la concentracién de mediador y de la concentracién de enzimas.

El diseno factorial se llevd a cabo con el propoésito de reducir costes, es decir, de evitar
realizar ensayos de la manera tradicional, variando todos los parametros implicados

en el diseno del sensor.

El disefio factorial se hizo empleando el programa Minitab® y para llevar a cabo el
mismo se fijaron dos niveles de concentracion, tanto de mediador como de enzimas

(ver Tabla4.3.1.).

Tabla 4.3.1. Factores y niveles fijados en el disefio factorial.

Factor Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
A: [Fe(CN)g*] (M) 0.02 0.2
B: [HRP] (U/mL) 1500 5000
C: [ChOx] (U/mL) 375 1500

Los niveles de concentracion fijados se seleccionaron en funcion de las condiciones
empleadas en el estudio de reproducibilidad, de tal forma que las mismas se

encontraran en la zona central del intervalo establecido.

En base a las condiciones de la 7abla 4.3.1. el programa Minitab® propuso los
experimentos que se detallan en la 7abla 4.3.2. Cada uno de ellos se hizo por

triplicado y de forma aleatoria, siguiendo el orden indicado por el programa.

Tabla 4.3.2. Condiciones de los experimentos que conforman el diserio factorial.

Experimento [Fe(CN);*] [HRP] [ChOx]
A + + -
B’ + - -
c + + +
D’ - - -
E + - +
F - + +
G - - +
H’ - + -
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En todos los experimentos sobre la superficie del electrodo de trabajo se depositaron
5 uL de una mezcla 1:2:2 de Fe(CN)z*, HRP y ChOx. Una vez secos los electrodos se
depositaron sobre ellos 40 uL de una disolucién de colesterol 200 mg/dL y se hizo

una amperometria aplicando un potencial de - 0.3 V durante 300 segundos.

A partir de las intensidades medidas (ver 7abla 81.1. en Anexos) el programa
desarrolla el modelo e indica qué factores o combinaciones de los mismos tienen una

mayor influencia sobre la sefial analitica.

1
A R A:[Fe(CN)¢*]
E B EENNN——— | B: [HRP]
| 5 C: [ChOx]
A :

0.5 1 1.5 z

=

Efecto de estandarizacion

Figura 4.3.1. Diagrama de Pareto de los efectos de estandarizacion.

En la Figura 4.3.1. se observa que el factor B es el inico que se encuentra por encima
del 10 % del nivel de significaciéon (definido por la linea punteada). La concentracion

de HRP es el tnico parametro que influye de manera significativa en la sefial analitica.

A partir del diagrama de la Figura 4.3.1. puede concluirse que los otros dos factores
(concentracion de mediador y concentracion de colesterol oxidasa) no tienen
influencia sobre la sefial analitica. Sin embargo, la combinaciéon de los mismos si que
afecta a la sefial analitica aunque no de forma significativa, pues en el diagrama de
Pareto la barra correspondiente a la combinacién AC aparece por debajo del 10 % del

nivel de significacion.

En las siguientes figuras se ilustra cdmo varia la sefial analitica con los tres factores

fijados asi como con la combinacion de factores Ay C.
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-2,5 )
-2,5552
—
<K -2,75 -
=
—rt
-2,85711
-3 4
1500 5000

[HRP] (U/mL)

Figura 4.3.2. /nfluencia del factor B en la sefial analitica.

En la Figura 4.3.2. se aprecia que la intensidad de la sefial analitica disminuye al
aumentar la concentracién de peroxidasa y que la maxima sefal se consigue cuando

se emplea la disoluciéon de HRP de concentracion 1500 U/mL.

-2,5 .
— -2,64032
i -2,75 +
- -2,77199

-3 -
0,02 0,2

[Ferrocianuro] (M)
Figura 4.3.3. Influencia del factor A en la serial analitica

Al igual que sucede con la peroxidasa, una mayor concentraciéon de ferrocianuro
proporciona menores sefales. Aunque la variacion que se observa en la sefial
analitica es mas notable al modificar la concentracion de peroxidasa que al alterar la

de ferrocianuro.
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-2,5 .
-2,70722 -2,70509
= ¢ ¢*
= '2,75 7
Nt
-3 -
375 1500

[ChOx] (U/mL)

Figura 4.3.4. /nfluencia del factor C en la sefial analitica

Como se ve en la Figura 4.3.4. un cambio en la concentracion de colesterol oxidasa no

conlleva ninguna variacion en la sefial analitica.

=@—ChOx375U/mL  ==ChOx 1500 U/mL
-2,4 )

-2,63232

-2,77787
-2,91167

-3,1 -

0,02 0,2

[Ferrocianuro] (M)

Figura 4.3.5. Influencia de la combinacion de los factores A y C en la sefial analitica.

De la Figura 4.3.5. se deduce que las mayores sefiales se consiguen cuando se trabaja
bien con los niveles inferiores o bien con los niveles superiores del mediador y de la
enzima. La maxima sefal se obtiene con los niveles inferiores de ferrocianuro y de

colesterol oxidasa, 0.02 M y 375 U/mL respectivamente.

Segun el informe proporcionado por el programa Minitab® las modificaciones de los
diferentes factores explican el 41 % de la variacion en la respuesta, y la mayor sefial

analitica se consigue cuando se trabaja con los niveles inferiores de los tres factores.
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4.4. Calibrados de colesterol libre

En base a las concentraciones de mediador y de enzimas 6ptimas segun el disefio
factorial (Ferrocianuro 0.02 M, HRP 1500 U/mL y ChOx 375 U/mL), se hizo un
calibrado de colesterol libre entre 0 y 400 mg/dL por triplicado, empleando patrones

de colesterol de concentracion: 0, 25, 50, 100, 200, 300 y 400 mg/dL.

El calibrado (ver Figura 4.4.1.) se hizo en SPCEs sobre los que se depositaron 5 pL de
mezcla 1:2:2 de ferrocianuro 0.02 M, peroxidasa 1500 U/mL y colesterol oxidasa
375 U/mL. La deteccion se hizo en las condiciones seleccionadas en los apartados 4.1

y4.2 (AD-0.3V3005s).

Calibrado 1

0,0 ‘ T T T T 1
-0,5 -

-1,0 - ®
-1,5 i

2,0 -
2,5 -
-3,0 -
-3,5 -

-4,0 -
0 100 200 300 400 500

i(nA)

[Colesterol] (mg/dL)

Figura 4.4.1. Calibrado 1 de colesterol libre en SPCEs
[Fe(CN)z* 0.02 M; HRP 1500 U/mL y ChOx 375 U/mL]

En la Figura 4.4.1. se observa que, al trabajar con las condiciones propuestas por el
disefio factorial, el sensor satura a partir de una concentracién de colesterol de
25 mg/dL (siendo ésta la concentraciéon correspondiente al punto mas bajo del

calibrado).

Segun el disefio factorial en el calibrado anterior deberia obtenerse la maxima sefal
analitica. Sin embargo, a la vista de los resultados obtenidos se cree que éstos se
incluyen dentro del 59 % de la variacion en la respuesta que no es explicado por el
disefio factorial. Por este motivo se decidié descartar la informacién proporcionada
por el disefio factorial y realizar los siguientes ensayos de la manera tradicional

(pruebay error).
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La rapida saturacion de la sefial que se observa en la Figura 4.4.1. puede ser debida a
la pequefia cantidad de mediador depositada en la superficie del electrodo (1 pL de
ferrocianuro 0.02 M), lo que hace que dicho reactivo sea el limitante en lugar de estar

en exceso como le corresponde en su funcion de mediador.

Para tratar de obtener un mayor rango lineal en la zona de interés se opté por
aumentar la concentraciéon de mediador. Se decidié trabajar con disoluciones de
ferrocianuro entre cinco y diez veces mas concentradas que la empleada en el

calibrado 1.

Para cada uno de los niveles de concentracién de ferrocianuro (0.1, 0.15 y 0.2 M) se
hicieron dos calibrados. En uno se emplearon las disoluciones de enzimas utilizadas
en el nivel inferior del disefio factorial, mientras que en el otro se utilizaron las del

nivel superior.

En todos los casos se emplearon SPCEs sobre los que previamente se habian
depositado 5 pL de una mezcla 1:2:2 de ferrocianuro potasico, peroxidasa de rabano

silvestre y colesterol oxidasa de la concentracion correspondiente (ver 7abla 4.4.1.)

Tabla 4.4.1. Concentraciones de mediador y enzimas empleadas en los calibrados 2-7.

N® Calibrado [Fe(CN)*] (M) [HRP] (U/mL) [ChOx] (U/mL)
2 0.10 1500 375
3 0.15 1500 375
4 0.20 1500 375
5 0.10 5000 1500
6 0.15 5000 1500
7 0.20 5000 1500

Los calibrados se hicieron por triplicado, empleando 40 pL de patrones de colesterol
de concentracién 0, 25, 50, 100, 200, 300 y 400 mg/dL preparados por dilucién a
partir de una disolucién madre de colesterol 500 mg/dL. Para la deteccién se hizo
una amperometria aplicando - 0.3 V durante 300 segundos. En las figuras siguientes

(4.4.2. - 4.4.4.) se muestran los resultados obtenidos en los seis calibrados.
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Calibrado 2

EXPERIMENTAL

0,0 T T T T
-0,5 ’
104 & ¢ * 3
—~ -1,5 -
< ot
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_3,0 .
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4,0 -
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[Colesterol] (mg/dL)

500

i (uA)

0,0
-1,0
-2,0
-3,0
-4,0
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-6,0
-7,0
-8,0

Calibrado 5

100 200 300 400 500
[Colesterol] (mg/dL)

Figura 4.4.2. Calibrados 2 [Fe(CN);* 0.1 M; HRP 1500 U/ml; ChOx 375 U/mlL] y
5 [Fe(CN)g* 0.1 M; HRP 5000 U/mL ; ChOx 1500 U/ml] de colesterol libre en SPCEs

Calibrado 3
0,0 ¢ ; ; . .

-0,5 -
-1,0 - ®
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[Colesterol] (mg/dL)

500

0,0
-1,0
-2,0
-3,0
-4,0
-5,0
-6,0
-7,0
-8,0

Calibrado 6

100 200 300 400 500
[Colesterol] (mg/dL)

Figura 4.4.3. Calibrados 3 [Fe(CN);* 0.15 M; HRP 1500 U/ml; ChOx 375 U/mL] y
6/Fe(CN)g* 0.15 M; HRP 5000 U/mlL,; ChOx 1500 U/mL] de colesterol libre en SPCEs

Calibrado 4
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Figura 4.4.4. Calibrados 4 [Fe(CN);* 0.20M; HRP 1500 U/ml; ChOx 375 U/mlL] y
7[Fe(CN)g* 0.20M; HRP 5000 U/mL; ChOx 1500 U/mL] de colesterol libre en SPCEs
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En las Figuras 4.4.2, 4.4.3. y 4.4.4. se aprecia que al trabajar con las disoluciones de
enzimas del nivel inferior de concentracion del disefio factorial el sensor no responde
a un aumento en la concentracion de colesterol y, por tanto, no calibra. Mientras que
al utilizar las disoluciones de enzimas del nivel superior de concentracién del disefio
factorial se observa una relacion de proporcionalidad entre la concentracién de

colesterol y la intensidad medida.

En los calibrados 6 y 7 se aprecia que, hasta 400 mg/dL, la intensidad de la sefal
analitica aumenta de manera logaritmica con la concentracién. En la Figura 4.4.5. se

muestra la linea de tendencia correspondiente a la regresion logaritmica de dichos

calibrados.
Calibrado 6 Calibrado 7
0,0 T T T T ) 0,0 T T T T )
-1,0 - -1,0 -
-2,0 A —~ -2,0 -
?i -3,0 -
2 0
5,0 - -5,0 -
-6,0 - -6,0 -
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
[Colesterol] (mg/dL) [Colesterol] (mg/dL)

Figura 4.4.5. Ajuste logaritmico, entre 25 y 400 mg colesterol/dL , de los calibrados 6 y 7.

Una vez comprobado que existe dependencia logaritmica entre la sefial analitica y la
concentracion de colesterol, se trataron los datos adecuadamente para ajustarlos a

una regresion lineal (ver Figuras 4.4.6. y 4.4.7.).

0,0 T T T 1
-1,0 A
-2,0 -

-3,0 -

i (nA)

-4,0 -

y =-2,9334x + 3,5111
-5,0 - R?=0,9714

-6,0 -
1 1,5 2 2,5 3

Log;,[Colesterol]

Figura 4.4.6. Intensidades correspondientes a los patrones de colesterol (25-400 mg/dL)
del calibrado 6 frente al logaritmo decimal de dichas concentraciones.
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0,0 T T T 1

-2,0 A

y =-2,2183x + 2,2253
-4,0 R*=10,9931

i (nA)

-5,0 -

1 1,5 2 2,5 3
Log;,[Colesterol]
Figura 4.4.7. Intensidades correspondientes a los patrones de colesterol (25-400 mg/dL)
del calibrado 7 frente al logaritmo decimal de dichas concentraciones.
Puede concluirse que las mejores condiciones son las correspondientes a la
representacion mostrada en la Figura 4.4.7, ya que con ellas se obtiene un mayor
coeficiente de determinacion aunque hay una ligera pérdida de sensibilidad respecto

a laregresion recogida en la Figura 4.4.6.

El siguiente paso en la optimizacidn seria realizar ensayos con las concentraciones
6ptimas de enzimas (HRP 5000 U/mL y ChOx 1500 U/mL) variando la concentracién
de ferrocianuro entre 0.15 y 0.20 M, y seleccionar aquellas con las consiga la mejor

regresion lineal, con la menor pérdida de sensibilidad.

Ademas, puesto que se ha visto que la intensidad de la sefal analitica aumenta al
hacerlo la concentracidon de enzimas deberian realizarse ensayos incrementando la

concentracion de las mismas.

Estaba previsto haber realizado dichos ensayos durante este Trabajo Fin de Master,
pero una demora en la entrega de un pedido de colesterol oxidasa lo hizo imposible.
Este retraso es debido a que la casa comercial no poseia la colesterol oxidasa en stock,

siendo necesario sintetizarla.
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4.5. Nanoestructuracion con Oro

Con el propésito de conseguir una mejor interacciéon entre el material proteico y la
superficie electrddica, y un aumento de la sefial analitica se decidié utilizar SPCnAuEs

como transductor en la construccion del sensor.

En base a la experiencia previa del grupo de investigaciéon se opté por generar
electroquimicamente las nanoestructuras de oro sobre la superficie de los SPCEs.

El procedimiento general seguido para preparar los SPCnAuEs consiste en:

1- Depositar una gota de 40 pL de disolucién acida (HCI 0.1 M) de AuCl; 1 mM
sobre la superficie del SPCE.

2- Aplicar un potencial constante durante un tiempo determinado;

produciéndose durante esta etapa la electrodeposicion.
3- Aplicar, usando la misma gota, un potencial de + 0.1 V durante 60 segundos.

4- Lavar el electrodo abundantemente con un chorro de agua del grifo y después

con agua Milli-Q.

Con el fin de seleccionar las condiciones de nanoestructuracion mas adecuadas
se llevaron a cabo una serie de experimentos, modificando el potencial y el tiempo de

electrodeposicion.

Para cada una de las condiciones se prepararon cinco electrodos. Sobre la superficie
de cada SPCE se deposité una gota de 40 pL de K,Fe(CN)4 0.01 My se hizo una
voltamperometria ciclica entre- 1.2 y + 1.0 V, con una velocidad de barrido de

0.1 V/sy un escalon de potencial de 0.01 V.

4.5.1. Influencia del potencial de nanoestructuracion

Se prepararon tres lotes de electrodos, nanoestructurados a + 0.35V, + 043 V y
+ 0.50 V durante 300 segundos. Los voltamperogramas ciclicos promedio de la
disolucién de ferrocianuro potasico registrados con cada tipo de electrodos se

muestran en la Figura 4.5.1.
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200 1

150 .
100 .
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(+0.43 V)
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-50
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-1,5 -1 -0,5 0
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Figura 4.5.1. Voltamperogramas ciclicos [Ep:-1.2 V; Epy: +1.0 Vi Ege: 0.01 1

Vel: 0.1 V/s] promedio deFe(CN)z* (ac) 0.01 M en SPCnAuEs nanoestructurados a tres
potenciales diferentes (+ 0.35, + 0.43 y + 0.50 V) durante 300 segundos.

0,5 1 1,5

En cada voltamperograma se midieron las intensidades de pico anddico y catddico
(ver Tabla 4.5.1.). En la Fijgura 4.5.2. se representan las intensidades de pico

promedio medidas con cada lote de SPCnAuEs.

Tabla 4.5.1. Intensidades de pico promedio de los voltamperogramas ciclicos
[Eni-1.2 V; Einy: +1.0 V; Egep: 0.01 V; Vel: 0.1 V/s] deFe(CN)z* (ac) 0.01 M hechos en
SPCnAuEs nanoestructurados a tres potenciales diferentes (+ 0.35 + 043 y + 0.50 V)
durante 300 segundos.

+035V +043V +050V
i (ud) Valor 172+6 180 + 4 1824
patll RSD (%) 3.27 1.82 2.15
i () Valor 935 21032 21033
pcH RSD (%) 454 1.16 2.26
i,
190 T '70 T T
180 - 80 -
3 170 - g -90 -
160 - ™ -100 -
150 -110 -

(+0,35V) (+0,43V) (+0,50V) (+0,35V) (+0,43V) (+0,50V)

Figura 4.5.2. Intensidades de pico anddico y catdodico medidas en los voltamperogramas
ciclicos [Epni:-1.2 V; Eny: 1.0 V; Egep: 0.01 V; Vel: 0.1 V/s] de Fe(CN)g* (ac) 0.01 M hechos en
SPCnAuFs nanoestructurados a tres potenciales diferentes (+ 0.35 + 043 y + 0.50 V)
durante 300 segundos.
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En la Figura 4.5.2. se observa que cuando se nanoestructura a + 0.35 V se obtiene una
menor sefial analitica que al nanoestructurar a + 0.43 V.6 a + 0.50 V, con los que se
consigue una sefial analitica muy parecida. Se descarta la nanoestructuracién a +0.35
V y entre los dos potenciales restantes se decide trabajar a + 0.43 V pues con el

mismo se consiguen mejores reproducibilidades, tal y como se ve en la 7abla 4.5.1.

4.5.2. Influencia del tiempo de nanoestructuracion

Una vez seleccionado + 0.43 V como potencial de nanoestructuraciéon, se estudié
como afectaba el tiempo de electrodeposicion a la sefial analitica. Se ensayaron tres

tiempos de nanoestructuracion diferentes: 240, 300 y 360 segundos.

200 .

150

100 .

= 240 segundos

0 T — - T T ) 300 segundos

50 7\ A~ ]

-100 \ .

-150 -
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

E(V)
Figura 4.5.3. Voltamperogramas ciclicos [Epi-1.2 V; Env: +1.0 V; Esep: 0.01 Vi Vel: 0.1 V/s)

promedio deFe(CN)g* (ac) 0.01 M en SPCnAuEs nanoestructurados a + 0.43 V a tres
tiempos diferentes (240, 300 y 360 segundos)

i (nA)

360 segundos

En la Figura 453 no se aprecian diferencias significativas entre los
voltamperogramas, y para seleccionar qué tiempo de electrodeposicién es el mas

adecuado se considero la informacion recogida en la 7abla 4.5.2.
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Tabla 4.5.2. Intensidades de pico promedio de los voltamperogramas ciclicos
[Eini=-1.2 Vi Epny: +1.0 V; Egepr 0.01 Vi Vel: 0.1 V/s] deFe(CN)z* (ac) 0.01 M hechos en
SPCnAuFEs nanoestructurados a + 0.43 V a tres tiempos diferentes (240, 300 y 360 segundos)

2405 3005 360s
) Valor 197+7 200+5 1997
patlt RSD (%) 3.24 2.59 3.10
) Valor “108+4 1104 “106+5
pe(1A) RSD (%) 3.65 3.25 416

Si se comparan los valores de RSD mostrados en la 7abla 4.5.2. se puede concluir que
el tiempo de nanoestructuracion mas adecuado son 300 segundos. Ademas a este
tiempo se obtienen sefiales ligeramente superiores a las logradas nanoestructurando

durante 240 y 360 segundos.

Por tanto, las condiciones mas adecuadas para preparar los SPCnAuEs son aquellas en
las que se generan nanoparticulas de oro aplicando un potencial de + 0.43 V durante

300 segundos.

En la Figura 454  se comparan los voltamperogramas ciclicos promedio
correspondientes a la disolucion de K,Fe(CN)¢ 0.01 M obtenidos empleando SPCEs y

SPCnAuEs (nanoestructurados a +0.43 V durante 300 segundos) como transductor.

200 .
150 -
100 .
50 7 Ferrocianuro
0.010 M
(SPCEs)

i (nA)
|

Ferrocianuro

-50 y 0.010 M
(SPCnAuEs)
-100 .
-150 -
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

E (V)

Figura 4.5.4. Voltamperogramas ciclicos [Eini:-1.2 V; Eipy: +1.0 V;: Estep: 0.01 V; Vel: 0.1 V/sj
promedio de Fe(CN)g* (ac) 0.01 M en SPCEs y en SPCnAuFEs nanoestructurados a
+ 0.43 V durante 300 segundos.
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Tabla 4.5.3. Pardmetros  analiticos de  los  voltamperogramas  ciclicos
[Eini=-1.2 V; Eipy: +1.0 V; Egep: 0.01 V; Vel: 0.1 V/s] deFe(CN)g* (ac) 0.01 M hechos en SPCEs
yen SPCnAuFEs nanoestructurados a + 0.43 V durante 300 segundos.

SPCEs SPCnAuEs
Valor 0.41£0.02 0.38+0.02
Epa(V) RSD (%) 5.00 3.72
, Valor 182+5 179+6
tpa(pA) RSD (%) 2.28 332
Valor -0.15 + 0.03 -0.21+0.02
Epc(V) RSD (%) 16.13 6.30
i (uA) Valor -85+4 -106+3
patlt RSD (%) 436 216
Valor 0.56 + 0.05 0.58 + 0.02
|Epa — Epe| V) RSD (%) 7.80 3.27

En la 7abla 4.5.3. se observa que de manera general se consiguen mejores
reproducibilidades al trabajar con los electrodos nanoestructurados. Ademas cuando
se emplean éstos el sistema ferrocianuro-ferricianuro tiene un comportamiento

practicamente reversible, pues su AE es muy proximo a 0,59 V.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas al término de este Trabajo Fin de Master son las

siguientes:

e En base al comportamiento electroquimico del par redox
ferrocianuro/ferricianuro en SPCEs se ha seleccionado - 0.3 V como potencial

a aplicar en la deteccién amperométrica del biosensor.

o El orden de deposiciéon de los reactivos sobre la superficie electrddica tiene
influencia en la sefal analitica; siendo la deposicion conjunta del mediador y

las enzimas la que proporciona los mejores resultados.

e El tiempo 6ptimo de medida, que proporciona la mayor sefial analitica, es de

cinco minutos.

e La informacién proporcionada por el disefio factorial no es coherente con los

resultados obtenidos a posteriori, y por ello no se tuvo en cuenta la misma.

e La optimizacién de las concentraciones de reactivos a utilizar sigue siendo una

asignatura pendiente en el desarrollo del sensor.

e Las condiciones Optimas para modificar la superficie de los SPCEs con
nanoparticulas de oro son: aplicar un potencial constante de + 0.43 V durante

un tiempo de cinco minutos.
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FUTURO DEL SENSOR

El futuro del sensor de colesterol libre pasa por optimizar las concentraciones de las
disoluciones de reactivos a depositar en la superficie del transductor, SPCEs y
SPCnAuEs. Se estudiara cémo afecta el empleo de nanoparticulas de oro a las
caracteristicas analiticas del sensor, y se seleccionara aquel transductor con el que se

consigan las mejores propiedades.

Una vez desarrollado el sensor de colesterol libre se construira un sensor que
responda también a los ésteres de colesterol. Para ello, al disefio previamente
optimizado se le incorporara una tercera enzima, la colesterol esterasa, y se

optimizaran las unidades de la misma a depositar en la superficie electrédica.

Finalmente el sensor de colesterol total desarrollado en electrodos monosensores se
trasladara a un formato de electrodos bisensores, con el fin de reducir los efectos de
matriz ocasionados por las especies interferentes presentes en una matriz tan

compleja como la sangre.
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8.ANEXOS



ANEXOS

8.1. Anexo 1: Diseio factorial

Tabla 8.1.1. Intensidades medidas en los diferentes experimentos del disefio factorial,

BLOQUE CONDICIONES i(na)

A -2,4424
B’ -2,8064
¢ -2,3387

2 D’ -2,8064
E’ -2,9702
F -2,1827
G -2,6271
H’ -2,4166
D’ -3,6328
A -2,6505
F -2,9078

1 c -2,861
G’ -2,8454
B’ -2,9078
H’ -2,8376
E’ -3,9603
F -2,1438
D’ -2,939
E’ -2,097

3 B’ -1,6058
C -2,44
A -2,6037
H' -2,8376
G’ -3,0871
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