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ELECTRODOS SERIGRAFICOS MODIFICADOS CON EL ENZIMA CYP450 PARA LA DETERMINACION SELECTIVA DE COCAINA

INTRODUCCION

La cocaina fue utilizada en los afios ochenta como anestésico local, pero se dejo
de utilizar con ese fin debido a la dependencia que genera. A pesar de su bien conocido
efecto adictivo, ha llegado a convertirse en una droga de abuso, por lo que su deteccion,
e incluso discriminacion frente a otros tipos de sustancias o drogas, precisa de métodos
rapidos y sensibles.

En los ultimos afios, el desarrollo de este tipo de métodos se ha centrado en la
fabricacion de biosensores para la determinacion de distintos analitos en los campos
clinico, medioambiental y agroalimentario. La selectividad es inherente a este tipo de
dispositivos ya que su componente biolodgico, en muchos casos enzimas o anticuerpos,
reacciona especificamente con el sustrato a analizar.

Siendo un conocido sustrato del Citocromo P450 (CYP450), en el presente
trabajo se ha puesto a punto un biosensor basado en este enzima para el analisis
selectivo y sensible de cocaina. Asi, electrodos serigrafiados de carbono modificados
covalentemente con el enzima CYP450 se han utilizado para la determinacion
cronoamperométrica de cocaina en diferentes tipos de muestras.

Las variables que mas influyen en la respuesta cronoamperométrica del
biosensor, pH de la disolucion tampon y potencial aplicado, se han optimizado a través
de la metodologia del disefio de experimentos. La selectividad conferida por el enzima,
unida a la selectividad alcanzada por el hecho de medir en las condiciones que
maximizan la respuesta cronoamperométrica de esta droga, dan lugar a biosensores
altamente reproducibles y con una capacidad de deteccion del orden de nM.
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1- FUNDAMENTOS TEORICOS Y ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS

1.1.- Biosensores electroquimicos

Un biosensor es un dispositivo analitico que combina un material
bioldgicamente sensible, lo que le confiere especificidad, con un sistema transductor
apropiado, que transforma la respuesta bioquimica en una sefial eléctrica u dptica
(Figura 1) [1].

El elemento biologico constituye el elemento sensible o sensitivo del biosensor,
es decir, es la especie que interacciona propiamente con el sustrato o analito.
Finalmente, la sefial analitica generada en el transductor es recogida y registrada en un
procesador de sefiales para su posterior amplificacion, derivacion, etc.

Los biosensores electroquimicos son un tipo de sensores quimicos que combinan
el potencial analitico de las técnicas electroquimicas con la especificidad de los
procesos de reconocimiento bioldgico. El agente bioespecifico se inmoviliza o se retiene
en un electrodo apropiado, en este trabajo electrodos serigrafiados de carbono, que
convierte la respuesta bioldgica en una respuesta amperométrica o potenciométrica
facilmente cuantificable.

\

Analito E.leme.ntu l Transductor I Procesador
biologico de seiiales

Figura 1.- Distribucion esquematica de un biosensor

1.1.1.- Elementos biol6gicamente sensibles

El componente mas importante del biosensor es el elemento bioldgico. La
amplia variedad de bioelementos utilizados en biosensores, permite clasificarlos en dos
grandes grupos [2]:

= Biosensores cataliticos: enzimas, tejidos o microorganismos y receptores
biologicos.
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» Biosensores de afinidad: acidos nucleicos y anticuerpos.

Los biosensores cataliticos han sido los mas desarrollados, y de ellos, los
enzimaticos, debido a su bajo coste, disponibilidad en el mercado y facil manipulacion.
Los enzimas son catalizadores de numerosas reacciones bioquimicas, muchas de ellas
especificas de un solo sustrato.

Los tejidos orgdnicos o microorganismos, que contienen varios enzimas en su
composicion, pueden utilizarse directamente como biosensores, pero no han mostrado
tanta selectividad como los enzimas purificados [3].

Los receptores, proteinas que se encuentran atravesando la bicapa lipidica de la
membrana celular, presentan propiedades de reconocimiento molecular, siendo su grado
de afinidad y especificidad comparable con la de los anticuerpos.

Los anticuerpos, que se unen especificamente con su correspondiente antigeno,
confieren una elevada sensibilidad a los biosensores. Sin embargo, han sido menos
utilizados para la fabricacion de biosensores.

1.1.2.- Métodos de inmovilizacion

Para que el biosensor sea efectivo debe haber un contacto intimo entre el
elemento bioldgico y el transductor. El método de inmovilizacién es, por tanto, una
etapa decisiva en la fabricacion de estos dispositivos, llegando a influir en parametros
caracteristicos del mismo, como su tiempo de vida o su sensibilidad.

Se han descrito distintos tipos de inmovilizacion del componente biologico,
como son adsorcién, microencapsulacion, atrapamiento, entrecruzamiento o union
covalente.

1.1.2.1.- Inmovilizacién por adsorcion

La inmovilizacion se produce debido a un fendmeno superficial en el que el
elemento bioldgico se deposita sobre la superficie del transductor, por lo que esta
metodologia se utiliza en el caso de sustancias que tienden a quedarse adheridas en la
superficie del transductor. Siendo uno de los procedimientos mas sencillos, tiene el
inconveniente de que las uniones elemento biologico-electrodo son en general débiles,
lo que da lugar a biosensores poco estables en el tiempo.

La adsorcion del elemento biologico puede verse influenciada por variaciones en
la temperatura y evidentemente, por el tipo de material bioldgico y del material que
constituye el electrodo.

1.1.2.2.- Inmovilizacién por microencapsulacion

La microencapsulacion es un método en el que el material bioldgico, puesto en
contacto con el transductor a través de un sencillo proceso de adsorcidn, se protege con
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una membrana que debe ser permeable al analito objeto de estudio. Entre los materiales
mas utilizados como membranas pueden citarse acetato de celulosa, colageno, teflon y
nafion.

En general, este tipo de inmovilizacion origina biosensores mas estables en el
tiempo que los biosensores modificados mediante simple adsorcidn, ya que el enzima se
preserva al no estar en contacto directo con la disolucion que contiene el analito. Esta
separacion fisica hace que la respuesta sea generalmente mas lenta, aunque no menos
sensible.

1.1.2.3.- Inmovilizacion por atrapamiento

En este tipo de inmovilizacion, el elemento biologico es atrapado en un
compuesto polimérico formado a partir de la electropolimerizacion de su mondmero.
Esta polimerizacion se realiza en presencia del elemento bioldgico, por lo que queda
atrapado en el entramado que formara el polimero.

Es una técnica de gran sencillez desde el punto de vista experimental, y que no
requiere una gran cantidad de material biologico. Como ventaja adicional, el
componente bioloégico no sufre ninguna alteracion en su estructura. Uno de los
inconvenientes es la gran barrera creada que dificulta la difusion del analito hasta el
biocomponente, aumentando el tiempo de respuesta del sensor.

1.1.2.4.- Inmovilizacion por entrecruzamiento (crosslinking)

Este método de inmovilizacion implica la utilizacién de una especie quimica
bifuncional que se une al transductor por uno de sus grupos funcionales y por el otro al
elemento biologico, formando asi una verdadera unién quimica entre los dos elementos
del biosensor.

Uno de los agentes bifuncionales mas utilizados es el glutaraldehido.

Estos biosensores son mdas duraderos en el tiempo, pero tienen como
inconveniente la posible desnaturalizacion del componente bioldgico al interaccionar
con el agente de entrecruzamiento.

1.1.2.5.- Inmovilizacion por unién covalente

La union covalente establecida entre el componente bioldgico y el transductor es
un método de inmovilizacion mas complejo que los anteriores, pero que origina
biosensores mas estables en el tiempo. Se basa en la activacion de grupos quimicos del
soporte para que reaccionen con los grupos nucledfilos del elemento bioldgico, lo que
puede conducir a su inmovilizaciéon orientada y, por tanto, a biosensores mas
reproducibles. Este método de inmovilizacion es el utilizado en el presente trabajo, por
lo que se describird més detalladamente en apartados posteriores.
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1.1.3.- Biosensores amperométricos enzimaticos miniaturizados

Entre los biosensores electroquimicos, uno de los mas prometedores por su
sensibilidad es el biosensor amperométrico enzimatico que combina la elevada
selectividad de los enzimas con la simplicidad de los transductores amperométricos.
Estos biosensores monitorizan las corrientes faradaicas resultantes de intercambios
electronicos entre el sistema biologico y un electrodo mantenido a un potencial
constante apropiado [2]. Asi, el enzima interacciona con el analito produciendo especies
que son oxidadas o reducidas en el electrodo de trabajo. En disoluciones con o sin
agitacion, la corriente producida es directamente proporcional a la concentracion del
analito [4].

Los biosensores electroquimicos han cobrado especial importancia en diversas
aplicaciones industriales debido a la aplicacion de tecnologias de miniaturizacion en la
fabricacion de electrodos, lo que facilita la producciéon en masa de biosensores,
reduciendo asi los costes en su fabricacion, y asegurando una gran reproducibilidad.

En el presente trabajo la tecnologia utilizada para la miniaturizacién de los
electrodos ha sido la de capa gruesa o “thick film”, descrita previamente en el Practicum
“DETERMINACION ELECTROQUIMICA DE COCAINA MEDIANTE TECNICAS
VOLTAMPEROMETRICAS UTILIZANDO ELECTRODOS SERIGRAFIADOS” del Master en
Quimica Avanzada. En resumen, mediante la tecnologia serigrafica es posible poner a
punto dispositivos miniaturizados de distintas configuraciones electrodicas basados en
la utilizacion de distintas tintas , lo que confiere versatilidad a los mismos, y la
realizacion de una produccion en masa, lo que reduce significativamente el coste
pudiendo utilizarse como desechables [3].

1.2.- Biosensores para la determinacion de cocaina.

Como se describi6 en el Practicum del Master “DETERMINACION
ELECTROQUIMICA DE COCAINA MEDIANTE TECNICAS VOLTAMPEROMETRICAS UTILIZANDO
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS”, es de notable interés la puesta a punto de métodos
rapidos y selectivos que permitan la deteccion y determinacion de cocaina debido al
extendido consumo de esta droga de abuso (Figura 2). Entre estos métodos cabe
destacar los biosensores electroquimicos.

0

o]
Figura 2.- Estructura de la cocaina

Entre los escasos procedimientos basados en el empleo de biosensores para la
determinacion de cocaina que se encuentran actualmente descritos en la bibliografia,
cabe destacar:
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e Inmunosensores amperométricos basados en la combinacién de anticuerpos de
anti-benzoilecgonina con un electrodo de oxigeno [5].

e Biosensores voltamperométricos basados en la inmovilizaciéon de aptameros
sobre electrodos de 6xido de indio y estafio (ITO) recubiertos de capas de
ferroceno y nanoparticulas de oro alternadamente [6].

e Biosensores bifuncionales piezoeléctrico/amperométrico basados en la
modificaciéon de electrodo de oro con propidio y anticuerpos de anti-
benzoilecgonina [7].

Si bien los anticuerpos, junto el ADN, son los agentes bioldgicos mas selectivos
que existen, el empleo de enzimas en la puesta a punto de biosensores para cocaina
facilitaria la fabricacion de los mismos.

El citocromo P450 (CYP450) es el principal responsable del metabolismo
oxidativo de los xenobidticos (Figura 3). Entre los sustratos preferidos de este enzima,
mas especificamente de la familia 2B, se encuentra la cocaina [8].

Figura 3.- Estructura cuaternaria del enzima citocromo P450

El sistema citocromo P450 presenta una enorme versatilidad funcional que se
refleja tanto en la gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado
numero de substratos que es capaz de metabolizar [9]. Entre las oxidaciones catalizadas
por el CYP450 se incluyen hidroxilaciones aromaticas y alifaticas, N- y S-oxidaciones,
epoxidaciones, O-, N- y S-desalquilaciones, desaminaciones, desulfuraciones,
deshalogenaciones y deshidrogenaciones.

En el caso de la cocaina, se produce concretamente una N-desmetilacion que
conduce a la formacion del metabolito conocido como norcocaina (Figura 4) [10, 11]:
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Figura 4.-: Esquema del metabolismo de la cocaina mediado por el citocromo P450
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Cuando un sustrato (cocaina) se une a una molécula de CYP450, se produce un
cambio conformacional de la estructura proteica alrededor del atomo de hierro:

e Para que tenga lugar la hidroxilacién (monooxigenacion), el hierro del grupo
hemo debe ser reducido desde el estado férrico (Fe’") al ferroso (Fe*"), de modo
que pueda unirse el oxigeno.

e En esta reaccion se requieren un total de 2 electrones que se transfieren a la
molécula de CYP450 individualmente. El primer electron permite la union
oxigeno/Fe*", mientras que el segundo genera la especie de oxigeno activa que
permite la insercion de un grupo hidroxilo en el sustrato [12].

e En los biosensores electroquimicos basados en el enzima CYP450 es el propio
electrodo el que realiza el aporte electronico necesario [13].

2.- EXPERIMENTAL

2.1.- Materiales, equipos y software

Los transductores amperométricos fueron fabricados con un equipo serigrafico
DEK 248 (DEK, Weymouth, Reino Unido).

Las tintas o pastas utilizadas,

Carbono C10903P14 (Gwent Group, Gran Bretafia)

Plata Electrodag 418 (Acheson Colloiden, Paises Bajos)

Ag/AgCl Electrodag 6037 SS (Acheson Colloiden, Paises Bajos)
Material dieléctrico Electrodag 452 SS (Acheson Colloiden, Paises
Bajos)

Material dieléctrico 242-SB (ELS, EEUU)

. Material dieléctrico D2071120D1 (Gwent Group, Gran Bretafia)

se depositaron sobre laminas de poliéster de 0.5 mm de espesor (HiFi Industrial Film,
Dardilly, Francia).

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Las soluciones fueron
preparadas con agua desionizada ultrapura (18.2 MQ cm).

Las disoluciones de ferricianuro potédsico (Merck, Darmstadt, Alemania) se
prepararon disolviendo la cantidad adecuada de éste en una solucién 0.1 M de KNO;
(Merck, Darmstadt, Alemania).

Disoluciones 0.05 M de tampén fosfato (Panreac, Barcelona, Espafia) y 0.1 M de
KCl (Merck, Darmstadt, Alemania) se utilizaron como electrolito de soporte. Para
ajustar el valor de pH se utilizé una disolucion 1 M de NaOH (J.T. Baker, Deventer,
Holanda).
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El pH de las disoluciones se cuantifico utilizando un pHmetro Crisol Modelo
2002 (Barcelona, Espafia).

Las disoluciones de cocaina se prepararon disolviendo la cantidad adecuada de
C17H21NO4.HCI (Sigma-Aldrich, Seinheim, Alemania) en tampodn fosfato pH 7.

La sal de diazonio utilizada para la modificacion del electrodo (N2,CsH4NO, BF4,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) se disolvid en acetonitrilo (Merck, Darmstadt,
Alemania) que contenia 0.1 M de NBusBF, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).

Las disoluciones de hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Fluka, Steinheim,
Alemania) se prepararon en tampon fosfato 10 mM pH 4.

El enzima utilizado en el estudio fue CYP450 2B4 (C9095-15Y, US Biological,
Swamscott, MA, EEUU).

Las medidas electroquimicas se realizaron utilizando un potenciostato pAutolab,
controlado a través del software GPES (Eco CEIME, Utrecht, Paises Bajos).

El analisis de los datos fue realizado con los programas STATGRAPHICS
PLUS [14] para el disefio de experimentos, PROGRESS [15] para realizar la regresion
robusta y DETARCHI [16] para determinar la capacidad de deteccion.

2.2.- Fabricacion de los electrodos serigrafiados

Se disefiaron distintos tipos de transductores mediante tecnologia serigrafica, de
acuerdo al procedimiento descrito en el Practicum de Master “DETERMINACION
ELECTROQUIMICA DE COCAINA MEDIANTE TECNICAS VOLTAMPEROMETRICAS UTILIZANDO
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS”, que implica la deposicion secuencial de las diferentes
tintas y sus posteriores curados.

La tabla 1 resume las etapas de fabricaciéon de cada tipo de dispositivo,
incluyendo el tipo de tintas utilizado y los tiempos y temperaturas de curado de las
mismas.

2.3.- Modificacién de los electrodos serigrafiados con el enzima
CYP450

La construcciéon de los CYP450-biosensores, implica la funcionalizacion del
electrodo de trabajo previa a la inmovilizacion covalente del enzima.

Con este fin se sumergio un electrodo serigrafiado en una disolucion 3 mM de
N2CsH4NO, BF4, 0.1 M de NB4BF4 en acetonitrilo y se realizaron dos barridos de
potencial, entre 0.8 y - 0.4 V, a una velocidad de barrido de 200 mV s (Figura 5) [17,
18], lo cual conduce a la formacién de una capa de grupos nitro extendida por toda la
superficie del electrodo (Figura 6).
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Tabla 1.- Composicion de los distintos electrodos serigrafiados fabricados.

Tipo I Tipo Il | Tipo III Tipo IV
1.- Vias conductoras, contraelectrodo - Ag/C C C
y electrodo de trabajo
Tcurado (OC) - 60 60 60
teurado (IMIN) - 30 30 30
2.- Vias conductoras Ag - - -
T(:urado (OC) 120 - - -
tcurado (mln) 20 - - -
3.- Electrodo de referencia Ag/AgCl | Ag/AgCl | Ag/AgCl Ag/AgCl
Teurado (°C) 120 120 120 120
tcurado (min) 20 20 20 20
4.- Electrodo de trabajo y C - - -
contraelectrodo
T(:urado (OC) 60 - - -
tcurado (mln) 30 - - -
5.- Material dieléctrico 242-SB | 242-SB | 452 SS* | D2071120D1
Teurado (°C) 120 120 - 80
tcurado (min) 60 60 - 30
* Curado en horno UV
1500
1000 |
;:«; 500
=t
; o
-500 -
-1000
OIA I —OI.Z 0?0 0!2 0f4 I 0!6 0{8 1.0
Potecial (V)

Figura 5.- Formacion de la monocapa de sal de diazonio mediante barridos
voltamperométricos en una disolucion 3 mM de N,CsH4NO, BF,4, 0.1 M de NB4,BF, en
acetonitrilo, entre 0.8 y - 0.4 V, a una velocidad de barrido de 200 mV s™.
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‘ @ NO,
@ NO,

Figura 6.- Formacién de la monocapa de la sal de diazonio sobre
la superficie del electrodo

A continuacién, el electrodo funcionalizado se introdujo en una disolucion
desoxigenada de agua/etanol (9:1) y KCI 0.1 M, en la que se realizaron dos barridos
voltamperométricos de 0 a - 1.7 V a una velocidad de barrido 200 mV st [17, 18]
(Figura 7). Se produce de esta manera la reduccion de los grupos nitro a amino, lo que
se constata a través del pico registrado a un potencial aproximado de — 1.2 V en el
primer barrido voltamperométrico. En el segundo barrido se observa un par redox
reversible que puede asignarse al equilibrio amina <> hidroxilamina.

Estos grupos amino proporcionan una conexion fisica y/o eléctrica con el enzima
a inmovilizar en la ltima etapa de la construccion del biosensor (Figura 8).

Intensidad (uV)

-800 +—4———m—+—7—"—F—"F"—"F"—"—TF"—1—+—T7——7—
18 -6  -14 <12 10 08 06 -04 -02 00 02

Potencial (V)

Figura 7.- Reduccién de los grupos nitro de la sal de diazonio mediante barridos
voltamperométricos en una disolucién desoxigenada 0.1 M KCI agua/etanol (9:1)
entre 0y - 1.7 V, a una velocidad de barrido de 200 mV st

11
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O @

Figura 8.- Reduccidn de los grupos nitro contenidos en el electrodo funcionalizado con sal de
diazonio a grupos amino.

Finalmente, se inmoviliz6 el enzima, para lo que se depositaron
consecutivamente sobre el electrodo de trabajo funcionalizado:

e 5 pulde CYP450 2B4.
e 2 pl de una disoluciéon 20 mM de NHS en tampon fosfato 10 mM pH 4.
e 2 pl de una disolucion 40 mM de EDC en tampon fosfato 10 mM pH 4.

Se permitié reaccionar a la mezcla durante 90 minutos a una temperatura de 4°C,
tiempo tras el cudl se utilizo el biosensor para la realizacion de medidas
cronoamperométricas.

3.- DETERMINACION DE COCAINA UTILIZANDO LOS
BIOSENSORES CONSTRUIDOS

3.1.- Caracterizacion de los electrodos serigrafiados

En la fabricacion de los dispositivos se utilizaron tintas de distinta composicion
para la definicion de los diferentes elementos, cuya influencia en la sensibilidad del
dispositivo final es significativa.

La intensidad de los picos de oxidacion y reduccion del par Fe*'/Fe*" en una
disolucion de KNO; 0.1 M se ha utilizado como identificativo de la sensibilidad de los
distintos electrodos serigraficos construidos [18]. El acondicionamiento de un electrodo
es un proceso por el cual se eliminan posibles impurezas que haya en la superficie de
¢éste, mejorando la intensidad de la sefial analitica.

En la figura 9 pueden observarse los voltamperogramas ciclicos registrados
utilizando un dispositivo tipo I sin tratamiento alguno, con activacion mecanica (pulido
del electrodo de trabajo) y con activacion mecanica y electroquimica (20 barridos entre
2y -2V vs electrodo de referencia serigrafiado de Ag/AgCl, a 100 mV s, en una
disolucion de KCI) [19].
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Este tipo de tinta no precisa ningin tipo de acondicionamiento previo a su
utilizacion, lo que facilita considerablemente su uso.

20
10
N /
< 0+
2
= ]
S
2 -104
=
2 ]
=
220 -
-30 — Electrodo sin acondicionar
i — Electrodo lijado
— Electrodo lijado y activado
-40 -
T T T T T T T T T

T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Potencial (V) vs electrodo serigrafiado Ag/AgCl

Figura 9.- Estudio voltamperométrico del sistema [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* en los diferentes
estadios de la etapa de acondicionamiento. Concentracion de ferricianuro, 5.66 mM. Velocidad
de barrido, 100 mV s™.

Seguidamente, se realizo un estudio sobre los diferentes tipos de electrodos
fabricados, con el objetivo de seleccionar los dispositivos Optimos en términos de
conductividad. Para ello se registraron diferentes voltamperogramas ciclicos de una
disolucion 5.66 mM de ferricianuro en KNO;s 0.1 M, a una velocidad de barrido de 100
mV s” (Figura 10). Se observé una mejor definicion de los picos de oxidacion y
reduccion en el caso de los dispositivos tipo I, sin duda debido a la mayor conductividad
que aportan las vias de Ag respecto a la combinacion Ag/C.

Si bien los dispositivos tipo III y IV presentaron sefiales voltamperométricas
comparables a los de tipo I, el tipo de material dieléctrico utilizado para su fabricacion
no reune las caracteristicas idoneas para la fabricacion de los biosensores desarrollados
en este trabajo (el material dieléctrico se degrada en medios orgéanicos). Por tanto, el
trabajo presentado en las siguientes secciones se centra en los dispositivos tipo I
modificados con el enzima CYP450 de acuerdo al procedimiento descrito en el apartado
2.3.
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Figura 10.- Estudio voltamperométrico del sistema [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*
con los diferentes electrodos fabricados

3.2.- Optimizacién de las variables experimentales en la determinacion
cronoamperométrica de cocaina  utilizando  electrodos
serigrafiados modificados con CYP450

En cualquier procedimiento analitico en el que se trata de obtener una respuesta
relacionada con el analito de interés, es de gran utilidad conocer y controlar los
parametros o variables experimentales que intervienen en el proceso. Con el fin de
mejorar la respuesta analitica de una sustancia, es importante tratar sdlo aquellos que
tienen mayor influencia en la variable respuesta y pueden ser controlados por el
investigador.

El diseno de experimentos [20, 21] es uno de los métodos que existen para llevar
a cabo la optimizacion conjunta de las variables experimentales, teniendo en cuenta su
influencia en la respuesta de interés.

En el caso de medidas cronoamperométricas, los parametros experimentales mas

influyentes en la corriente registrada son el potencial aplicado (Eg,) y el pH de la
disolucion tampon en la que se realizan las medidas. Con estos dos factores se realizo

14
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un disefio 2% central compuesto en el que se tomé como variable respuesta, el valor de la
. . ., . ., , <7 -5
intensidad de reduccion, para una disolucidon de cocaina de concentracion 1.96 x 10~ M.

De acuerdo con el procedimiento habitual de trabajo en la realizacion de este
tipo de optimizacidn, se seleccionaron dos niveles, alto y bajo, para cada uno de los
factores a optimizar:

pH (_) =6 Eap (‘) =-04V
pH (+)=10 By (+)=-0.1V
pH (0) =8 Eyp (0) =- 025 V

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para cada experimento
individual realizado.

Tabla 2.- Resultados del disefio central compuesto para la optimizacion de los parametros
experimentales en la determinacién de cocaina.

N° Experiencia pH Eap (MV) Intensidad (nA)
1 6.0 -400 0.01
2 10.0 -400 0.01
3 6.0 -100 0.01
4 10.0 -100 2
5 52 -250 0.01
6 10.8 -250 5
7 8.0 -462 0.01
8 8.0 -38 0.01
9 8.0 -250 23

10 8.0 -250 21
11 8.0 -250 18

A partir del analisis de la varianza (ANOVA), que se muestra en la tabla 3,
puede observarse que una funcion de segundo grado es adecuada para modelar los
datos, ya que el fallo de ajuste no es significativo a un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 3.- ANOVA de los datos de la tabla 2.

EFECTO S.C. G.L. M.C. Fexp Pactual
A: pH 10.229 1 10.229 1.62 0.3316
B: Eqyp 0.495 1 0.495 0.08 0.8061
AA 485.094 1 485.094 76.59 0.0128
AB 0.990 1 0.990 0.16 0.7308
BB 624.466 1 624.466 98.60 0.0100
Fallo de ajuste 4.828 3 1.609 0.25 0.8550
Error puro 12.667 2 6.333
Total (corr.) 889.429

R*=0.98033
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La corriente de reduccion registrada se representd graficamente frente a las
diversas variaciones de pH y E,, (Figura 11). El estudio de las curvas de nivel indica un
maximo claramente definido para la variable respuesta en las siguientes condiciones de
las variables experimentales,

pH=8.1 Eqp = -250 mV

-100
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-200

\\\
B
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-300
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|
e e)
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Figura 11.- Curvas de nivel de la variable respuesta obtenidas con los datos de la tabla 2.

La gran calidad de la sefial obtenida en las condiciones Optimas permite realizar
curvas de calibracion en el rango de concentraciones de 19 a 166 nM, tal y como se
muestra en la figura 12.
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Figura 12- Cronoamperograma registrado para la determinacién de cocaina en las
condiciones optimizadas, pH 8.1y E,, = - 250mV. Cada adicion corresponde a 100 pL de una
disolucion 10° M de cocaina en 5mL de tampdn fosfato pH 8.1
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3.3.- Caracterizacion de los electrodos serigrafiados modificados con
CYP450 construidos para la determinacion de cocaina en
estandares puros.

Para caracterizar un procedimiento analitico es importante establecer su
precision, en términos de reproducibilidad y repetibilidad, asi como su capacidad de
deteccion.

La reproducibilidad del procedimiento fue comprobada realizando varios
experimentos mediante adiciones sucesivas de 100 pL de una disolucion 10° M de
cocaina en las condiciones optimizadas de las variables experimentales, utilizando
diferentes electrodos serigratiados de carbono.

Los parametros del calibrado, asi como la desviacion tipica, fueron 6ptimamente
evaluados. La presencia de puntos andmalos y/o un rango lineal que no sea
completamente valido, llevarian a estimaciones incorrectas en el calculo de dichos
parametros. Con este objetivo se utilizoé el programa PROGRESS [15], que evalua el
intervalo lineal y la presencia de datos andomalos mediante una regresion en minima
mediana de cuadrados (LMS) y una vez que los elimina del conjunto de calibracion,
construye nuevamente con los restantes una recta de calibracién mediante una regresion
en minimos cuadrados ordinarios (OLS). Esta regresion OLS proporciona una correcta
valoraciéon de la pendiente (sensibilidad) y del término independiente del calibrado,
siendo ambos importantes para juzgar la calidad del calibrado y a partir de ésta, la del
método analitico.

En la figura 13 se presentan los puntos experimentales y las rectas de calibracion
construidas a partir de ellos, una vez eliminados los puntos anomalos, en los diferentes
calibrados realizados con distintos electrodos.

100
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g
e
3
= 50
o
e
= Calibrado 1
® (Calibrado 2
Calibrado 3
<« Calibrado 5
0 N B o e e e ) E B m e
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Ccocaina (nM)

Figura 13.- Rectas de calibrado para el calculo de la reproducibilidad del método. Adiciones
de 100pL de una disolucién 10°M de cocaina en 5mL de tampén fosfato pH 8.1
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La tabla 4 recoge los parametros de calibracion obtenidos con los distintos
métodos de regresion utilizados para la estimacion de la reproducibilidad del método

propuesto.

La reproducibilidad, en términos de desviacion estandar relativa (RSD), asociada
a las pendientes de dichas rectas, se estima en un 3.56 % (n = 4).

Tabla 4.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion, para
estimar la reproducibilidad del método.

. Regresion Regresion OLS
Regresion OLS LMS sin anobmalos

N° de datos 10 10 7
Pendiente (nA pM™) 0.4647 0.4560 0.4475
Tno. Indep. (nA) -0.1273 -1.1558 0.2180
Coef. de determ. (R?) 0.991 0.997 0.997
Desviacion estandar residual 2.342 1.313
N° de datos 10 10 10
Pendiente (nA pM'l) 0.4490 0.4524 0.4490
Tno. Indep. (nA) 4.7928 2.7949 4.7928
Coef. de determ. (R?) 0.992 0.991 0.992
Desviacion estandar residual 2.056 2.056
N° de datos 10 10 8
Pendiente (nA pM'l) 0.3868 0.4381 0.4165
Tno. Indep. (nA) 8.9056 2.1323 5.0631
Coef. de determ. (R?) 0.989 0.993 0.991
Desviacion estandar residual 2.049 1.607
N° de datos 10 10 9
Pendiente (nA pM'l) 0.4171 0.4554 0.4297
Tno. Indep. (nA) 11.1749 9.2232 10.3485
Coef. de determ. (R”) 0.990 0.991 0.992
Desviacion estandar residual 2.122 1.901

De igual manera se calculd la repetibilidad de sucesivas curvas de calibracion

realizadas en las condiciones Optimas de las variables experimentales, utilizando el
mismo electrodo serigrafiado.

La tabla 5 recoge los parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos
de regresion para la estimacion de la repetibilidad del método. En la figura 14 puede
observarse la pérdida de sensibilidad que se produce en las sucesivas curvas de
calibracion realizadas.

Finalmente se estimo la capacidad de deteccion del procedimiento a partir de las
curvas de deteccion construidas con el programa DETARCHI, de acuerdo con la
normativa ISO 11843, asumiendo tanto la probabilidad de falso positivo (o) como
negativo (). Esto conlleva relacionar la sefial medida con la concentracion de analito
mediante la realizacion de calibrados dptimamente evaluados.

18



ELECTRODOS SERIGRAFICOS MODIFICADOS CON EL ENZIMA CYP450 PARA LA DETERMINACION SELECTIVA DE COCAINA

Asi, se realizaron varios calibrados mediante adiciones de 100 uL 10° M de
cocaina. En la tabla 6 se recogen los valores de capacidad de deteccion del
procedimiento, asociados a diferentes niveles de error, para cada uno de los calibrados
realizados.

Tabla 5.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion, para
estimar la repetibilidad del método.

. Regresion Regresion OLS
Regresion OLS LMS sin anomalos
N° de datos 10 10 8
Pendiente (nA uM'l) 0.3559 0.3304 0.3247
Tno. Indep. (nA) 17.8915 20.6279 21.0665
Coef. de determ. (Rz) 0.9914 0.9991 0.9985
Desviacion estandar residual 1.7364 0.5346
N° de datos 10 10 9
Pendiente (nA pM'l) 0.2871 0.2722 0.2819
Tno. Indep. (nA) 13.0448 13.9175 13.3838
Coef. de determ. (Rz) 0.9973 0.9974 0.9977
Desviacion estandar residual 0.7797 0.6612
N° de datos 10 10 9
Pendiente (nA pM'l) 0.1800 0.1566 0.1687
Tno. Indep. (nA) 13.5976 15.4497 14.3337
Coef. de determ. (Rz) 0.9816 0.9868 0.9898
Desviacion estandar residual 1.2926 0.8329
N° de datos 10 10 6
Pendiente (nA pM'l) 0.1567 0.1232 0.1227
Tno. Indep. (nA) 7.2510 11.8367 11.9165
Coef. De determ. (R”) 0.9847 0.9992 0.9950
Desviacion estandar residual 1.0231 0.2752
100 1004
= Reéplica |
o Réplica2 . 80
z Réplica 3
£ *  Réplica 4 . . 9
3 = 601
Z 50+ e =
ﬁ . E 40
20 L
0 . . . . . 0 T T r
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Figura 14.- Repetibilidad de las consecutivas réplicas realizadas con un mismo electrodo.
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Tabla 6.- Capacidad de deteccion (nM) obtenida a partir de curvas de calibracion de cocaina
realizadas en las condiciones Gptimas, en el rango de concentraciones de 19 a 166 nM

Capacidad de deteccion (o = 0.05)
Experiencias B=0.05 B=0.03 B=0.01 Seiial (nA)
1 25.07 26.90 30.35 18.58
2 26.44 28.37 32.04 10.94
3 21.79 23.37 26.36 21.88
4 22.01 23.60 26.62 14.56
5 26.40 28.32 31.95 17.69

De acuerdo con la expresion para el calculo del intervalo de confianza de un
valor medio

_ S
{X U noipil ﬁ}

se obtuvo el siguiente valor medio de la capacidad de deteccion del método
propuesto:

[24+3]nM (n =5, o= p=0.05).

3.4.- Determinacion de cocaina en matrices complejas

Los biosensores basados en el enzima CYP450 construidos fueron utilizados
para la determinacién de cocaina en muestras comerciales, facilitadas para este estudio
por entidades autorizadas. El interés de este método seria limitado si no fuera
susceptible de ser aplicado a la resolucion de un problema real.

La selectividad hacia el sustrato que caracteriza a los biosensores permite el
empleo de éstos en complejos analisis utilizando una metodologia tan sencilla como la
adicion estandar, que minimiza el efecto matriz de la muestra.

Una alicuota de la muestra comercial de cocaina (2.2 mg) se disolvio en 1 mL de
tampon fosfato 0.05 M, KC1 0.1 M, pH 7. 0.1 mL del sobrenadante de esta disolucion,
una vez centrifugada, se llevaron a un volumen de 100 mL con el mismo tampoén. Esta
disolucion se utilizo para la cuantificacion de cocaina en la muestra.

En la figura 15 se muestra el cronoamperograma registrado, en las condiciones
optimas de las variables experimentales, mediante la adicion estdndar de idénticos
voltimenes (100 pL) de una disolucién de cocaina 10 M, sobre 100 pL de la disolucién
de la muestra comercial.

Asi, la concentracion de cocaina obtenida en la muestra analizada por
cuadruplicado mediante adicion estandar fue de [29 + 3] % (m/m).
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Figura 15.- Cronoamperograma de cocaina en las condicones optimizadas, pH = 8.1y
Eap =-0.25 V. La intensidad registrada a 1700 s corresponde a la adicion de la muestra real.
Las sucesivas sefiales se corresponden con adiciones de 100 pL de 10° M de cocaina
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4.- CONCLUSIONES

De los resultados precedentes se extraen las siguientes conclusiones,

1. La fabricacion de electrodos serigrafiados a partir de vias conductoras de Ag,
aumenta significativamente la sensibilidad del dispositivo final.

2. La funcionalizacion de electrodos serigrafiados de carbono mediante sales de
diazonio permite la posterior inmovilizacion del enzima CYP450 para la
construccion de biosensores.

3. La respuesta electroquimica de cocaina en el electrodo serigrafiado de carbono
modificado con en el enzima CYP450 permite observar una sefial de reduccion
relacionada directamente con la concentracion de este analito en el medio.

4. En la determinacion de cocaina por cronoamperometria, la sefial obtenida esta
influenciada por diversas variables experimentales tales como el potencial
aplicado y el pH del medio. La optimizacién de estos factores mediante el
empleo de un disefio central compuesto 2° permite obtener sefiales
cuantificables.

5. El proceso de optimizacion de las variables experimentales conduce a unos
valores de pH y potencial de 8.1 y - 0.25V, respectivamente.

6. La reproducibilidad del método asociada a las pendientes de las curvas de
calibracion en términos de RSD fue de 3.56 % (n = 4).

7. La capacidad de deteccion de cocaina obtenida con el método propuesto en las
condiciones optimizadas fue de [24 = 3] nM (o= =0.05, n=15).

8. El biosensor basado en el enzima CYP450 mediante unidén covalente en

electrodos serigrafiados de carbono, permite la determinacion de cocaina en
muestras reales.
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