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RESUMEN

En el presente trabajo se reporta la respuesta voltamperométrica ciclica del biosensor enzimatico de carbono
con nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) sintetizadas por la ruta sol-gel, para determinar la sensibilidad de de-
teccion de colesterol. Se obtuvieron Nps ZnO de estructura hexagonal tipo wurtzita con didmetro hidrodina-
mico de 11.5 nm, presentando absorbancia en la regién UV a 347 nm debido a la formacion del excitén y con
una banda prohibida de 3.57 eV. El biosensor enzimético de carbono con NPs ZnO: COX/NPs ZnO/C, detec-
td un aumento de corriente respuesta pico con el incremento de concentracion de colesterol asi mismo un
incremento en la corriente pico Faradaica al aumentar la concentracion de colesterol debido a la transferencia
electrénica en la reaccion redox que se da en la interfaz biosensor-solucion hacia el electrodo mediante su
mediador, mostrando linealidad directa entre ambas variables desde 25 mg/dL a 180 mg/dL, lo cual no fue
detectado sin nanoparticulas de ZnO. Se determiné la sensibilidad del biosensor, obteniéndose un valor alto
de 30.8 pAmM-1cm2 Las nanoparticulas de ZnO mejora la sensibilidad de deteccion de colesterol del bio-
sensor de carbono ya que inmoviliza a las enzimas por adsorcidn fisica para una mejor interaccién con el
colesterol mejorando la transferencia electrénica con el potencial aplicado.

Palabras clave: Biosensor enzimatico de carbono; nanoparticulas de ZnO; colesterol; voltamperometria ci-
clica; sensibilidad.

ABSTRACT

In this work, the cyclic voltammetric response of the enzymatic carbon biosensor with ZnO nanoparticles
(ZnO NPs) synthesized by the sol-gel route is reported, to determine the sensitivity of cholesterol detection.
ZnO NPs with a wurtzite-type hexagonal structure with a hydrodynamic diameter of 11.5 nm were obtained,
presenting absorbance in the UV region at 347 nm due to the formation of the exciton and with a band gap of
3.57 eV. The enzymatic carbon biosensor with ZnO NPs: COX / ZnO NPs / C, detected an increase in peak
response current with increasing cholesterol concentration as well as an increase in Faradaic peak current
with increasing cholesterol concentration due to the electronic transfer in the redox reaction that occurs at the
biosensor-solution interface towards the electrode through its mediator, showing direct linearity between both
variables from 25 mg/dL to 180 mg/dL, which was not detected without ZnO nanoparticles. The sensitivity
of the biosensor was determined, obtaining a high value of 30.8 pAmM-*cm2. ZnO nanoparticles improve the
cholesterol detection sensitivity of the carbon biosensor since it immobilizes the enzymes by physical adsorp-
tion for a better interaction with cholesterol, improving the electronic transfer with the applied potential.

Keywords: Enzymatic carbon biosensor; ZnO nanoparticles; cholesterol; cyclic voltammetry; sensitivity.

1. INTRODUCCION

El desarrollo de los biosensores dentro de la industria biomédica ha permitido detectar procesos biol4gicos,
quimicos o fisicos que sufre el cuerpo del ser humano; de forma répida, selectiva y con elevada sensibilidad.
Estos dispositivos que incorporan un elemento bioldgico asociado al transductor fisico-quimico, presentan un
enorme potencial para la deteccion de muchos analitos. Debido a la necesidad por aumentar la eficiencia de
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estos dispositivos para la deteccién de diversos analitos biolgicos, en los Gltimos afios se ha venido investigan-
do nuevas técnicas de acoplamiento molecular y desarrollando diferentes tipos de biosensores, incorporando
enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, receptores celulares, diferentes mediadores y nanoestructuras como pla-
taformas inmovilizadoras, orientados a detectar presencia de glucosa, peroxido de hidrégeno, fenol, colesterol,
acido Urico y urea (Zhao et al., 2010; Maigler, 2020; Gonzalez et al., 2021; Intisar et al., 2023; Ortiz et al., 2023).
Estos dispositivos electronicos convierten la sefial biolégica o quimica en sefiales eléctricas las cuales se trans-
miten, se amplifican y se reportan en el software, son disefiados en diversas formas y tamafios; por lo tanto, se
pueden adaptar a diferentes sistemas de deteccion, pueden ser de un solo uso o de uso mdltiple y proporcionar
informacién puntual o continua (Valdés et al., 2025). La funcidn de los biosensores es el de monitorear las con-
diciones de salud de los seres humanos para poder tomar decisiones acertadas sobre un posible tratamiento, por
lo que en este trabajo se ha escogido como analito el colesterol, el cual es un lipido, que se encuentra en los teji-
dos corporales y en el plasma sanguineo de los vertebrados, no obstante, cuando se excede su nivel normal en
sangre 3.5-6.5 mM, se pueden producir enfermedades cardiacas y renales (Tudela, 2002).

Por lo que, para mejorar la sensibilidad del biosensor enzimatico y los limites de deteccion del colesterol en
este trabajo; se ha creido conveniente modificar la superficie del electrodo de carbono con nanoparticulas de
ZnO para inmovilizar al coctel enzimético y obtener un mejor monitoreo del colesterol utilizando el poten-
ciostato portatil DROPSENS y mediante la técnica de voltamperometria ciclica a fin de evaluar la corriente
respuesta pico con el aumento de concentracion de colesterol.

2. METODOLOGIA

El objeto de estudio es un biosensor compuesto por un biorreceptor de coctel enzimatico COX soportado sobre nanopar-
ticulas de ZnO depositadas en un electrodo serigrafiado de carbono (DROPSEN 150): (COX/Nps ZnO/C). El coctel en-
zimatico COX estuvo compuesto de suspensiones de 300 U/mL de lipasa fungal (LF), 3 U/mL de colesterol oxidasa
(ChOX) y 20 U/mL de peroxidasa (POX).

Los electrodos impresos, los cuales constan de un electrodo de trabajo de carbono de 4mm de didmetro, un electrodo
auxiliar de platino y un electrodo de referencia de plata, fueron limpiados con acetona seguido de agua ultrapura y seca-
dos en una estufa a 100 °C durante 30 minutos.

Sintesis de nanoparticulas de ZnO: Las nanoparticulas fueron sintetizadas a partir de soluciones precursoras de acetato de
Zn di-hidratado a 0.1 M a 200 °C durante 1 hora'y de NaOH a 0.14 M a temperatura ambiente durante 2 h, ambas en etanol.
Construccion del biosensor: En la elaboracion del biosensor COX/Nps ZnO/C, previamente se depositaron las nanoparticu-
las de ZnO (NPs ZnO) sobre el electrodo de carbono del serigrafiado DROPSEN 150 sumergiéndolas en una solucién coloi-
dal de NPs ZnO bajo agitacién magnética a 80 °C durante 60 minutos, secadas a 100 °C por 20 min sobre una plancha calien-
te y posteriormente, al vacio durante 3 horas, para una mejor evaporacion del solvente. A continuacion, se agregaron 5 uL
del biorreceptor coctel enzimatico COX (COLESTAT ENZIMATICO, Wiener Lab) preparado con su mediador en solucién
de 25% de ferrocianuro potasico a 4mM (Ka Fe (CN)s) en 100mM de KCI y secados al vacio durante 30 minutos, quedando
el sistema descrito como COX/NpsZnO)/C. La solucién conteniendo el analito de colesterol fue preparada a partir de una
solucion estandar 2g/L (COLESTAT ENZIMATICO, Wiener Lab.) en buffer fosfato a pH 7.13, con concentraciones entre
25y 200 mg/dL.

Voltamperometria ciclica: Los ensayos electroquimicos fueron realizados mediante la técnica de voltamperometria
ciclica DC a una velocidad de barrido de 100 mV/s utilizando el Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB y el Potenciosta-
to portatil DROPSENS con el programa NOVA 2.10. La sensibilidad de deteccidn del colesterol y su rango de respuesta
lineal, para este biosensor enziméatico amperométrico con NPs de ZnO, se determiné utilizando la relacién entre intensi-
dad de corriente respuesta pico vs concentracion de colesterol.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de Nanoparticulas de ZnO:

En la Figura 1, se muestran los resultados obtenidos en el analisis de Espectroscopia dindmica de luz (DLS)
obteniéndose nanoparticulas de didmetro hidrodinamico de 11.5 nm en promedio. En la figura 2 se presenta
el patron de difraccion de Rayos X (DRX) mostrando picos caracteristicos de la estructura hexagonal wurtzi-
ta con parametros de celda unitaria de a= b= 3.25300 4 y c= 5.20700 A4, tamafio de cristalito de 20.7 nm
calculado con la formula de Debye- Scherrer. En la figura 3 se muestra el espectro del FTIR con bandas de
absorcion caracteristicas y referidas al movimiento de vibracion de la molécula de ZnO. La figura 4 muestra
una absorbancia en la regién UV desde 361.2 nm a una longitud de onda maxima debido a la transicién de
energia del exciton de 347 nm con una band gap de 3.57 eV debido a su confinamiento cuéntico. La morfo-
logia del sustrato de carbono se presentan en la figura 5y su rugosidad promedio tomada con el Microscopio
de Fuerza Atémica en la figura 6, siendo de 0.154 pum, se observa picos superficiales, lo cual favorece al an-
claje e inmovilizacidn de la enzima.
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INTENSITY-Weighted GAUSSIAN DISTRIBUTION Analysis (Solid Particle)

GAUSSIAN SUMMARY:

Mean Diameter =115 nm Variance (P.1.) =0.257
Stnd. Deviation =58 nm (50.7%) Chi Squared =12.204
Norm. Stnd. Dev. = 0.507 Baseline Adj. = 0.000 %
(Coeff. of Var'n) Z-Avg. Diff. Coeff. = 3.80E-007 cm2/s
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Figura 1. Curva de distribucion Gaussiana medida con el analizador de tamafio de nanoparticulas por Espec-
troscopia
dindmica de luz (DLS).
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Figura 2. Patrones de DRX de nanoparticulas de ZnO por el método de Sol-Gel, tomado con el Difractometro
de Rayos X con 4nodo de cobre (A= 1.54 A Cu ka) de la marca ECO D8 ADVANCE -BRUKER (RX).
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Figura 3. Absorbancia Vs Longitud de onda de las nanoparticulas de ZnO registrado con el Espectofotémetro UV-VIS-
NIR (180-1100 nm).
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Figura 4. Transmitancia del coloide de Nps ZnO encontrada por Espectroscopia de Transformada de Fourier del Infrarro-
jo (FTIR). El anélisis fue realizado utilizando el espectrofotémetro Lambda 7600 con un rango de barrido entre 500-4000
cm?,

Figura 5. Microestructura de la superficie del electrodo de carbono, utilizando el Microscopio Electrénico de Barrido
(MEB) - TESCAN VEGA 3-LMU.

Figura 6. Imagen tomada con el Microscopio de Fuerza Atomica (AFM ) de marca Edge Dimension- Bruker, presentan-
do una rugosidad promedio de 0.154 um para el electrodo de carbono.

Voltamperometria ciclica:

En la figura 7 se presentan los voltamperogramas ciclicos de los biosensores enziméticos de carbono: COX/C
(sin nanoparticulas) , a diferentes concentraciones de colesterol diluidos en buffer fosfato a pH=7.13, en don-
de se aprecia que solo para 25 mg/dL se da un proceso redox, para las demas concentraciones no se aprecian
picos anddicos ni catédicos, no se aprecia comunicacion electroquimica entre el biosensor -colesterol.

104



Rojas, L.; Angelats, L.; revista Ciencia y Tecnologia, v. 21, n. 1, pp. 101 — 108, 2025.

Voltamperogramas cicilicos del biosensor COX/C
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Figura 7. Voltamperogramas ciclicos del biosensor enzimatico de carbono : COX/C para diferentes concentraciones de
colesterol.

En la figura 8 se muestran los voltamperogramas del biosensor enzimatico de carbono con nanoparticulas de
Zn0O: COX/NPs ZnOIC a diferentes concentraciones de colesterol diluido en buffer fosfato a pH=7.13 de
25mg/dL, 100mg/dL y 180mg/dL, en donde para este sistema ya se observa un aumento de la corriente res-
puesta pico con el aumento de concentracion de colesterol debido a la incorporacion de las nanoparticulas al
sistema, que inmovilizan a las enzimas para que estas puedan interactuar con la muestra de colesterol. En la
figura 9 se presenta la gréfica entre la intensidad de corriente pico Faradaica (A) en funcién de la concentra-
cion de colesterol (mg/dL) en donde se observa que al aumentar la concentracién de colesterol en la muestra
también aumenta la intensidad de corriente pico Faradaica. Se observan picos de oxidacion y reduccién bien
definidos que no se aprecian sin las nanoparticulas. Por lo tanto, las enzimas, como biorreceptores en el bi-
osensor, contribuyen a una gran innovacion en el campo médico y en la industria alimentaria (Anjum et al.,
2023) y que soportadas en nanoparticulas de ZnO como plataforma inmovilizadora y de transferencia elec-
tronica, mejora las propiedades cataliticas del biosensor.

Voltamperogramas ciclicos del biosensor COX/NPs ZnO/C
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Figura 8. Voltamperogramas ciclicos del biosensor enzimatico COX/Nps ZnO/C para diferentes concentraciones de co-
lesterol a 25 mg/dL, 100 mg/dL, 180 mg/dL. Se observa un aumento de corriente pico respuesta a un aumento de poten-
cial entre 0.5 V- 0.7 V. Se aprecia una corriente de carga no Faradaica y una Faradaica.
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Figura 9. Corriente Faradaica vs Concentracion de colesterol del biosensor COX/Nps ZnO/C , para concentraciones de
colesterol de 25 mg/dL, 100 mg/dL, 180 mg/dL.

En la figura 10 se presenta la grafica con su respectiva ecuacion que relaciona la intensidad de corriente pico
Faradaica vs concentracion de colesterol para el biosensor: COX/NPs ZnO/C. Se obtuvo una relacién lineal
directa con una sensibilidad de 30.8 pA mM cm, con un coeficiente de correlacion de 0.997 y con un in-
tervalo de deteccion entre 25 mg/dL a 180 mg/dL. Por lo que se concluye que al aplicar el barrido de potencial
sobre el electrodo de trabajo COX/Nps ZnO/C y al aumentar la concentracion de colesterol se obtiene mayor
corriente Faradaica pico a través de su mediador debido a los electrones liberados en la reaccion con el coctel
enzimatico.

Segun las investigaciones de Pratima et al. (2009) la respuesta eletroquimica de un bioelectrodo compuesto por
ChOx/nano-ZnO/ITO muestra un aumento en la corriente al aumentar la concentracion de colesterol, lo cual se
le atribuye a una red empaquetada cerrada y bien alineada de nano-ZnO, actuando como un eficiente acepta-
dor de electrones generados durante la reoxidacion de la enzima colesterol oxidasa (ChOx) y transferidos al
electrodo a través de la conversion Fe(l11) /Fe(IV), quedando como resultado una mayor respuesta de corrien-
te electroquimica.

Hernandez et al. (2011) afirma que el perdxido de hidrégeno producto de la reaccion enzimatica es oxidado
posteriormente cuando se aplica un potencial adecuado sobre el transductor, generando asi una corriente eléctri-
ca proporcional a la concentracion de colesterol.

Al aumentar la concentracion de colesterol aumenta el peréxido de hidrogeno y por lo tanto mayor corriente
respuesta (Derina et al., 2014; Ortiz et al., 2023).
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Figura 10. Respuesta electroquimica del biosensor: COX / Nps ZnO/ C con respecto a las concentraciones de colesterol,
para 25 mg/dL, 100 mg/dL y 180 mg/dL a uma velocidade de barrido de 100 mV/s.
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Los resultados obtenidos de la voltamperometria ciclica nos reporta que este biosensor enzimatico de coleste-
rol de carbono con NPs ZnO sintetizadas por la ruta sol-gel de estructura hexagonal tipo wurtzita, 11.5nm de
didmetro hidrodindmico promedio con una desviacion estandar de 5.8 nm, tamafio de cristalito de 20.7 nm,
presentando absorbancia en la region UV desde 361.2 a 347 nm con un band gap de 3.57 eV; inmoviliza el
coctel enzimatico utilizado en este trabajo de forma eficiente para una mejor interaccion entre los centros
activos de las enzimas con el analito lo que incrementa la corriente pico Faradaica de los voltamperogramas
con el incremento de concentracion de colesterol mejorando la transferencia electronica con picos de oxida-
cién y reduccion bien definidos, lo que no se obtuvo para el biosensor sin nanoparticulas. Ademas, se detec-
taron corrientes picos, desde pequefias trazas de colesterol de 25 a 180mg/dL, lo cual no fue detectado sin
ellas, convirtiéndose en un biosensor mediador conductor y catalizador.

4. CONCLUSIONES

El biosensor enzimatico de carbono con nanoparticulas de ZnO: COX/NPs ZnO/C aumenta la corriente pico
Faradaica de los voltamperogramas ciclicos con el incremento de la concentracion de colesterol a través de su
mediador redox ferrocianuro potasico/ferricianuro potasico a un potencial entre 0.5-0.7V. Presenta propor-
cionalidad lineal directa entre la intensidad de corriente Faradaica pico (A) y la concentracidn de colesterol
(mg/dL) resultando: Ip= 0.1p %C + 5x107 con un rango lineal de 25 mg/dL a 180 mg/dL. Se obtuvo una
sensibilidad de deteccion de colesterol alta, con un valor de de 30.8 pAmM™cm™ Las nanoparticulas de 6xi-
do de zinc mejoran la respuesta electroquimica, transferencia electrénica y sensibilidad de deteccion de co-
lesterol, debido a su alta area superficial activa, a su pequefa energia de banda prohibida, al confinamiento
cuantico de los electrones en un espacio muy reducido, lo que lo convierte en un conductor con el potencial
aplicado.
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