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RESUMEN 

Los (bio)materiales compuestos conductores (bio)compósitos) han sido en los últimos 
años, una interesante alternativa en el desarrollo de (bio)sensores amperométricos 
debido especialmente, a su capacidad de integrar varios materiales de diferente 
naturaleza, y formar un nuevo material con propiedades físicas, mecánicas y eléctricas 
muy distintas a los materiales originales que lo constituyen. Los (bio)sensores 
desarrollados con estos materiales presentan diferentes ventajas analíticas respecto a los 
conductores puros, que les proporcionan un alto valor añadido como por ejemplo, 
versatilidad, durabilidad, facilidad de regeneración superficial y de integración, 
funcionalidad como reservorio de material biológico, etc.  

Las propiedades eléctricas de los (bio)compósitos y, por tanto, su aplicabilidad 
analítica, están drásticamente influenciadas por la naturaleza de las partículas 
conductoras que lo forman, así como, de la cantidad y distribución espacial de las 
mismas en la matriz del (bio)compósito. Una de las características electroquímicas más 
importantes que poseen estos materiales, es la similitud en su comportamiento 
electroquímico respecto a (bio)sensores desarrollados con haces de microelectrodos. La 
presencia de áreas conductoras separadas por áreas no conductoras en la superficie del 
electrodo, mimetiza la distribución más o menos ordenada de microelectrodos separados 
entre sí por un aislante eléctrico. Las características de respuesta de los haces de 
microelectrodos dependen fundamentalmente, de las dimensiones y separación entre sí 
de los microelectrodos. De manera, que una apropiada optimización de la separación de 
las partículas conductoras y de su distribución interna en los (bio)compósitos 
desarrollados permitiría mejorar la eficacia analítica de los (bio)sensores basados en 
(bio)compósitos. 

En el trabajo de investigación presentado en esta tesis, se han implementado un 
conjunto de técnicas instrumentales que, aplicadas de forma estratégica y sistemática, 
han permitido la caracterización y optimización de la composición de (bio)materiales 
compuestos basados en grafito y resina epoxy (Epotek H77), permitiendo el desarrollo 
de (bio)sensores amperométricos más eficaces. Se ha mejorado la estabilidad y 
reproducibilidad de la señal, y se ha disminuido los límites de detección de forma 
significativa  aumentando la relación señal/ruido. 

En primer lugar, se ha caracterizado el material compuesto de partida en función de la 
composición de grafito-resina presente en el mismo. Se han utilizado diferentes técnicas 
de caracterización que permiten obtener información de las propiedades eléctricas, 
electroquímicas y morfológicas del material. Se han construido electrodos compósitos 
de diferentes composiciones y se han caracterizando usando las técnicas de 
espectroscopia electroquímica de impedancias, voltamperometría cíclica, microscopia 
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de fuerza atómica con punta conductora, microscopia electrónica de barrido, 
microscopia láser confocal y amperometría hidrodinámica. 

La utilización de estas técnicas ha permitido estudiar, el efecto que la incorporación  de 
un tercer elemento de carácter biológico, en el material compuesto, tiene sobre la 
distribución espacial de las partículas conductoras que forman el biocompósito.  La 
eficacia de estas técnicas ha quedado demostrada en la optimización de la composición 
(16%-17%) de un biosensor de glucosa modelo, donde la eficacia de la respuesta 
analítica ha sido superior a los biosensores con un contenido de grafito estándar (20%).  

Los nuevos criterios de optimización, han sido aplicados a biosensores basados en 
(bio/inmuno)compósitos, que presentan un interés relevante en aplicaciones analíticas. 
La respuesta analítica de los nuevos biosensores optimizados, se ha comparado con 
biosensores basados en el mismo tipo de (bio/inmuno)compósito que contienen  un 20% 
de grafito, y que pueden encontrarse en la bibliografía. Concretamente, se han estudiado 
un biosensor de acetilcolinesterasa, aplicado a la determinación de pesticidas por 
inhibición enzimática, y un inmunosensor de inmunoglobulina G aplicado a la 
determinación indirecta de un antígeno, mediante la detección del correspondiente 
anticuerpo marcado. En los dos casos, se han obtenido mejoras significativas en la 
respuesta analítica después de la optimización de la composición del 
(bio/inmuno)compósito.   
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ABSTRACT 

The conducting (bio)composites have been in the last years an interesting alternative in 
the development of amperometric (bio)sensors due to their great capability of 
integrating different kind of materials and due to the creation of a new material with 
different physical, mechanical and electrical properties from the originals compounds. 
The developed (bio)sensors with these materials present different analytical advantages 
regarding to a pure conductive material, for example, versatility, durability, easy surface 
regeneration and integration, functionality as a biological material reservoir, etc.  

The electrical properties of the biocomposites and, therefore, their analytical 
applicability are directly influenced by the conducting particles nature and the amount 
and spatial distribution of them inside the biocomposite. One of the most important 
electrochemical properties of these materials is the similarity of their electrochemical 
behaviour regarding to a microelectrode array. The presence of conducting areas 
separated by non-conducting areas on the electrode surface simulates imitate more or 
less an orderly distribution of microelectrodes separated by an electric insulated. The 
response characteristics of a microelectrode array depend on the dimensions and the 
separation between the microelectrodes. So, an appropriate optimization of the distance 
between the conducting particles and their inner distribution of the developed 
(bio)sensors will allow improving the analytical efficiency of (bio)sensors based on 
(bio)composites. 

In the work presented in this thesis, it has been implemented a group of instrumental 
techniques that, systematically applied, have allowed the characterization and 
optimization of (bio)composite materials composition based on graphite and epoxy 
resin (Epotek H77) and the development  of a more efficient amperometric (bio)sensors. 
This efficiency has become in an improvement of the stability and signal reproducibility 
and, specially, an increase of the signal-to-noise ratio which has allowed decreasing the 
detection limits. 

Firstly, it has been characterized the initial composite material as function of the 
graphite-resin composition present on it. It has been used different characterization 
techniques that allow obtaining information about the electric, electrochemical and 
morphological properties of the material. It has been constructed composite electrodes 
with different compositions and it has been characterized using electrochemical 
impedance spectroscopy, cyclic voltammetry, current sensing atomic force microscopy, 
scanning electronic microscopy, confocal microscopy and hydrodynamic amperometry 
techniques. 
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The use of these techniques has allowed studying the effect of incorporating a third 
biological compound on the composite material has on the spatial distribution of the 
conducting particles of the composite. The efficiency of these techniques has been 
demonstrated in the composition optimization (16%-17%) of a glucose model 
biosensor, where the analytical response efficiency is higher compared to biosensors 
with the standard graphite proportion (20%). 

The new optimization criteria have been applied to composite electrodes based on 
alternative biological compounds, and the analytical response of the optimized 
compositions was compared to the one obtained from biosensors with the standard 
graphite proportions (20%), reported on the literature. Concretely, it has been studied a 
biosensor with acetylcholinesterase, applied to pesticide determination by means of 
enzymatic inhibition, and an immunosensor of immunoglobulin G applied to the 
indirect determination of an antigen by means of the detection of their corresponding 
labeled antibody. In both cases, it has been obtained an improvement of the analytical 
response after the composition optimization of (bio/immune)composite. 
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1. Introducción 
 

1. Introducción 

La nanotecnología es un punto de encuentro de diversas disciplinas como la física, la 

química, la biología, las ciencias de la computación, la ingeniería, etc. Este carácter 

multidisciplinar ha favorecido investigaciones en la frontera entre dichas disciplinas, 

propiciando descubrimientos que ya son de aplicación en múltiples sectores y nos 

ayudarán a enfrentarnos a los grandes retos que los seres humanos tenemos ante 

nosotros: medioambiente, salud, energía, transporte, comunicaciones, alimentación, etc.  

Dentro de la química analítica en general, y en el campo de los (bio)sensores en 

particular, la nanotecnología ha aportado numerosos beneficios al desarrollo de estos 

dispositivos analíticos. Concretamente, el uso de materiales de dimensiones 

nanométricas y micrométricas ha contribuido de forma significativa, a una mejora de las 

propiedades electroanalíticas y un buen desempeño de los (bio)sensores 

amperométricos. Éstos, han experimentado un notable avance en los últimos años, 

debido fundamentalmente al desarrollo de nuevos materiales transductores basados en 

micro/nano estructuras, altamente compatibles con sistemas biológicos, que han sido 

aplicados a diferentes áreas como por ejemplo  la biomedicina, el medioambiente, y de 

forma más incipiente la industria agroalimentaria. 

La continua búsqueda de nuevos sensores y biosensores que ofrezcan una mejora de las 

propiedades analíticas se ha centrado fundamentalmente, en la mejora de la respuesta 

electroquímica de los electrodos convencionales, así como en la proporcionada por 

nuevos materiales conductores. En este contexto, los materiales basados en diferentes 

estructuras de carbono (glassy carbon, carbon black, fibras de carbono, grafito 

policristalino en polvo, grafito pirolítco, grafito pirolítico altamente ordenado, 

nanotubos de carbono o grafeno) han estado y están siendo ampliamente utilizadas, 

tanto en el soporte de nuevos electrodos como para crear nuevas distribuciones y 

geometrías, ya sean ordenadas (haz de micro/nano electrodos) o desordenadas 

(micro/nano compósitos) que proporcionen ventajas electroquímicas (Olivé-Monllau et 

al., 2010, 2009). Actualmente, entre todas estas configuraciones, los materiales 

compuestos basados en nanoestructures se han visto impulsados por la aparición de 

nuevos materiales como los nanotubos de carbono (carbon nanotubes, CNT) o el 
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grafeno. Sin embargo, a pesar que el grafito es la configuración más básica y que ha 

estado explotada durante décadas (Cespedes and Alegret, 2000; Cespedes et al., 1996), 

presentan propiedades comparables a la de los nuevos materiales. Esta estructura 

proporciona al compósito alta estabilidad mecánica y elevada área superficial, con unas 

excelentes propiedades tanto eléctricas como electroquímicas. Asimismo, debido a su 

fácil maleabilidad, pueden adquirir cualquier forma y geometría antes del proceso de 

curado (el proceso de endurecimiento de la fase polimérica). Gracias a esta propiedad y 

juntamente con las ventajas que presentan los compósitos una vez han sido 

caracterizados y optimizados, los hacen aptos para ser integrados como detectores 

altamente mejorados en sistemas automáticos de análisis.  

 

1.1 Sensores Químicos 

La necesidad creciente de tener instrumentación analítica que pueda generar 

información fuera del laboratorio ha hecho de los sensores químicos una herramienta 

útil de análisis en diferentes campos de la Química Analítica. Su capacidad de reducir la 

complejidad analítica es debida a que integran la mayor parte de las etapas del proceso 

analítico tradicional (toma de muestra, transporte, tratamiento, separación, reacción, 

detección, procesamiento de la señal e interpretación) en un espacio muy reducido.  

Se define un sensor químico como un dispositivo capaz de transducir la información 

química de una muestra en una señal analítica útil (Alegret et al., 2004). Los sensores 

químicos constan de dos componentes básicos: un sistema de reconocimiento molecular 

o receptor y un transductor, sobre el que se encuentra conectado el primero. 

El receptor reconoce selectivamente la información química presente en la muestra y la 

convierte de forma que pueda ser reconocida por el transductor, que la transforma a su 

vez de una señal primaria a una señal secundaria procesable fácilmente, generalmente 

de tipo eléctrico (Figura 1.1). Existen tres tipos de receptores (Turner and Wilson, 

1987): 

� Físicos, cuando no hay reacciones químicas involucradas en la detección. Un 

ejemplo son los materiales piezoeléctricos utilizados para detectar cambios de 

masa. 

� Químicos, la señal proviene de una reacción química. Por ejemplo agentes 

quelantes, ionóforos, etc. 

� Biológicos, cuando el material receptor tiene una procedencia biológica. Por 

ejemplo, enzimas, anticuerpos, ADN, células, etc. En este caso, los sensores 

químicos se denominan biosensores. 
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Figura 1.1 Diagrama esquemático del funcionamiento de un sensor químico. Sólo un componente de la 
muestra es reconocido por el sistema de reconociemiento (R). La señal asociada a este proceso de 
reconocimiento es convertida en señal eléctrica por el transductor (T); posteriormente esta señal es 

amplificada (A) y procesada y se presenta en la forma deseada (Alegret, 1995). 

 

1.1.1 Clasificación de los sensores en base al tipo de transducción 

Una de las posibles clasificaciones de los sensores químicos presentada por la IUPAC, 

se basa en los diferentes métodos de transducción (Hulanicki et al., 1991). Se denomina 

transducción a la acción de un transductor que implica la transformación de la energía 

obtenida en el reconocimiento de una señal física útil obtenida para extraer información 

analítica de la muestra. Según esta clasificación, mostrada en la Tabla 1.1., se incluye 

dispositivos ópticos, electroquímicos, eléctricos, sensibles a masa o pizoeléctricos, 

magnéticos, termométricos, etc.  

De entre todos los tipos, los métodos electroquímicos han recibido una mayor atención 

en el desarrollo de los sensores químicos debido a su sencillez, tanto instrumental como 

conceptual. El proceso electroquímico tiene lugar en la interfase electrodo-disolución, 

sin necesidad de interaccionar con todo el volumen de muestra. Además, son técnicas 

que no requieren de instrumentación sofisticada por lo que se reduce el coste de análisis. 
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Tabla 1.1 Clasificación de los sensores químicos en base a los diferentes tipos de transducción 

Transducción Descripción Medidas 

Ópticos 

Transforman los cambios 

producidos en una señal 

óptica por la interacción de 

un analito con el receptor 

Absorbancia, reflectancia, 

quimioluminiscencia, 

fluorescencia, índice de 

refracción, efecto 

fototérmico, dispersión de la 

luz 

Electroquímicos 

La señal transformada es 

debida a una interacción 

electroquímica entre el 

analito y el electrodo 

Potenciométricos, 

voltamperométricos 

(amperométricos) 

Eléctricos 

Miden los cambios de las 

propiedades eléctricas, sin 

que tengan lugar procesos 

electroquímicos 

Conductividad, 

permeabilidad 

Piezoeléctricos 

Dispositivos que 

transforman un cambio de 

masa que se da sobre el 

electrodo con materiales 

de propiedades 

piezoeléctricas 

Frecuencia de oscilación 

 

 

Los métodos electroquímicos también se pueden clasificar a su vez en función del tipo 

de señal utilizada para cuantificar. Principalmente, se pueden clasificar en 

potenciométricos y en voltamperométricos.  Los potenciométricos miden la diferencia 

de potencial generada a través de una membrana (electrodo selectivo de iones y 

transistores de efecto de campo sensible a iones). Los métodos voltamperométricos 

miden la intensidad de corriente generada por una reacción de transferencia de carga 

derivada de la aplicación de un potencial. Los métodos voltamperométricos pueden 

operar midiendo la intensidad de corriente generada al variar el potencial dentro de un 

intervalo preestablecido o a un potencial fijo. Cuando se trabaja a un potencial fijo se 

denominan técnicas amperométricas. En ambos casos, se requiere de tres electrodos 

(conductores) y una solución de contacto (electrolito), para complementar el montaje de 

la celda electroquímica. 
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1.2 Sensores amperométricos 

La técnica amperométrica presenta numerosas ventajas que la hacen adecuada para su 

implementación en el campo de los sensores. Entre ellas se puede citar (Másson et al., 

1995): 

� La existencia de una relación directa entre la concentración de la especie que se 

quiere analizar y la intensidad de corriente que es la señal analítica observada. 

Ésta es la causa por la que presenta mayor sensibilidad respecto a la técnica 

potenciométrica, en la que la señal analítica (potencial) depende del logaritmo de 

la concentración. Esto se traduce también en la obtención, en general, de 

mejores límites de detección. 

� Se basa en reacciones que tienen lugar en la superficie del electrodo, por lo que 

la señal obtenida no depende del volumen de la muestra. 

� Es una técnica analítica simple, robusta y económica. 

� La señal analítica obtenida es fácilmente procesable. 

� Presenta un amplio rango dinámico (de 4 o 5 décadas de concentración). Esto 

favorece la posibilidad de aplicación en la automatización de la señal y en 

control de procesos y de automatización. 

� No es susceptible de interferencias de tipo físico (color, turbidez, viscosidad). 

Esto lo que evita es la necesidad de tratamiento de muestra. 

� Los materiales utilizados para la construcción de electrodos pueden ser simples 

y accesibles. 

 

Su principal desventaja es que todas las especies que tengan comportamiento redox 

similar al analito o a la molécula responsable de otorgar la información analítica, es 

decir, que se reduzcan u oxiden a potenciales similares, interferirán en las medidas. Este 

hecho puede solventarse utilizando mediadores químicos y haciendo más selectiva la 

membrana, mediante un reconocimiento bioespecífico, como puede ser una interacción 

DNA/DNA, enzima/sustrato o antígeno/anticuerpo. 

 

Los sensores amperométricos se basan en la medida de la intensidad de corriente 

resultante de la reacción electroquímica que se produce en la superficie del electrodo al 

aplicar un potencial de polarización constante (Habermüller et al., 2000). La elección 

adecuada de este potencial aporta cierta selectividad electroanalítica. Para realizar 

medidas amperométricas se utilizan sistemas de tres electrodos (electrodo de trabajo, 

electrodo de referencia y electrodo auxiliar) sumergidos en la solución que contiene la 

especie electroactiva. Sobre el electrodo de trabajo tiene lugar la reacción 

electroquímica, el electrodo de referencia asegura que el potencial aplicado sobre el 
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electrodo de trabajo es el que se quiere imponer para que la reacción química tenga 

lugar y el electrodo auxiliar sirve como contraelectrodo para cerrar el circuito eléctrico. 

La intensidad de corriente es la medida directa de la velocidad de la reacción 

electroquímica (velocidad de reducción u oxidación del analito en el electrodo) descrita 

por la Ley de Faraday (en su forma diferencial) según la ecuación 1.1: 

� = �� ��
��              ecuación 1.1 

 

en donde dc/dt corresponde a la velocidad de oxidación o reducción del analito, en 

moles/s, n es el número de electrones implicado en la reacción electródica y F es la 

constante de Faraday. Esta velocidad de reacción depende de diferentes factores: a) de 

la velocidad de transferencia de electrones entre la superficie del electrodo y las 

especies electroquímicas; b) de las características del electrodo y del transporte de masa 

del analito desde seno de la disolución hasta la superficie del electrodo, que al mismo 

tiempo depende de la concentración del analito en la solución (Ca); c) del área del 

electrodo; y d) de las condiciones de difusión, migración y convección (Alvarez-lcaza 

and Bilitewski, 1993). La migración, que se debe al transporte del analito por un 

gradiente eléctrico, generalmente se elimina adicionando un electrolito soporte en la 

celda. La convección, que se debe al transporte del analito impulsada por un 

movimiento de la solución (por ejemplo, mediante agitación), puede controlarse 

simplemente si no se aplica agitación a la solución o si se aplica una agitación 

constante. La difusión, que se debe al transporte del analito debido al gradiente de 

concentración del mismo, depende del tiempo, hecho que limita este tipo de 

experimentos. 

 

Si la respuesta de los electrodos se mide en una solución estática, la corriente I decrece 

con el tiempo, según la ecuación descripta por Cottrell (Bard and Faulkner, 2001): 

� = ���	
�
�� 
�            ecuación 1.2 

 

en donde n es el número de electrones que participan  en la reacción electroquímica, F 

es la constante de Faraday, A el área del electrodo, Da el coeficiente de difusión de la 

especie electroactiva en la solución, t corresponde al tiempo durante el cual se produce 

la reacción y  Ca es la concentración de la especie electroactiva en la solución. Debido a 

la dependencia del tiempo como se evidencia en la ecuación de Cottrell, en estas 

condiciones la corriente debería de disminuir hasta cero después de un período de 
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tiempo, pero en realidad se obtienen intensidades de corrientes bajas (Alvarez-lcaza and 

Bilitewski, 1993).  

 

Una posibilidad para obtener medidas de intensidad altas y proporcionales a la 

concentración de analito es utilizar técnicas hidrodinámicas en las cuales se fuerza la 

convección, por ejemplo, agitando la solución o utilizando un electrodo de trabajo de 

disco rotatorio. En estas condiciones, el transporte de masa en estos experimentos, que 

es más rápido, es una combinación de la convección y la difusión. De esta manera, se 

forma una capa de difusión estática en la superficie del electrodo de un grosor d que 

depende de la velocidad de agitación. Así se consigue que el transporte de masa en la 

superficie del electrodo esté determinado solamente por la difusión en esta capa. Se 

obtiene entonces un estado estacionario en un tiempo relativamente breve, en el que el 

transporte de masa es estable y el valor final de la intensidad depende de la 

concentración del analito. Esta relación se puede expresar como: 

 

� = 	 ���
����                ecuación 1.3 

 

 

Esta expresión se puede simplificar según la ecuación 1.4: 

 

� = �
�                    ecuación 1.4 

 

en donde K es la constante que incluye la constante de Faraday, el área del electrodo y 

el coeficiente de difusión, entre otros. Para la utilización de esta ecuación se asume que 

la distribución del analito en la solución es uniforme hasta la capa de difusión, y que en 

la superficie del electrodo la concentración del analito es cero. 

 

 

1.2.1 Materiales y geometrías utilizadas en el desarrollo de sensores 

amperométricos 

Uno de los requisitos indispensables que han de cumplir los materiales utilizados en la 

construcción de sensores amperométricos es que sean conductores y al mismo tiempo 

inertes. Así mismo, las medidas amperométricas están fuertemente influenciadas por el 

tipo de material sensor utilizado, por las dimensiones de éstos y por su geometría. 

Algunas de las características más importantes que deben presentar  este tipo de 

materiales en términos de respuesta analítica son alta sensibilidad, mínima resistencia a 

la transferencia de carga, una alta reproducibilidad y una elevada relación señal/ruido. 
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Su elección depende principalmente de dos factores, como son el comportamiento redox 

del analito y la corriente residual (no farádica) en la región de potencial requerida para 

la medida. Otros factores a tener en cuenta son la ventana de potencial de trabajo, la 

conductividad eléctrica, la reproducibilidad de la superficie, las propiedades mecánicas, 

el coste, la disponibilidad y la toxicidad. 

Se pueden encontrar diversos materiales conductores de la electricidad como el 

mercurio, el carbono y los metales nobles que son idóneos para su utilización como 

transductores electroquímicos. El mercurio presenta un sobrepotencial de hidrógeno 

elevado, una amplia ventana de potencial catódico (comparado con los electrodos 

sólidos), una alta reproducibilidad, es fácilmente renovable y presenta una superficie 

lisa. Sin embargo, tiene algunas desventajas como son su elevada toxicidad, corrientes 

no farádicas  elevadas y la limitación en el intervalo de potencial anódico. 

Otro tipo de materiales sensores son los electrodos sólidos que, a diferencia del 

mercurio, tienen una ventana de potencial que se extiende hasta los potenciales anódicos 

(Wang, 2000). De entre todos los materiales sólidos utilizados como electrodos, los más 

comúnmente utilizados son el carbono, el platino y el oro. Otros como la plata, el níquel 

o el cobre se pueden utilizar también pero para aplicaciones más concretas. Un factor 

importante a tener en cuenta en este tipo de electrodos es la dependencia directa de su 

respuesta con el estado de la superficie del electrodo. Por tanto, frecuentemente, el uso 

de estos electrodos requiere pre-tratamientos previos y procesos de pulido para poder 

obtener resultados reproducibles. A diferencia del mercurio, los electrodos sólidos 

presentan una superficie heterogénea respecto a la actividad electroquímica. Entre los 

electrodos sólidos se incluyen los electrodos basados en carbono, como glassy carbon 

(Li and Wang, 1996) y los compósitos (Adams, 1958), y los basados en metales, como 

el platino y el oro. 

Un tercer tipo de materiales sensores son los electrodos modificados. Estos materiales 

se basan en la incorporación de sustancias sobre la superficie o matriz del electrodo que  

modifican las características de respuesta del sensor. Esta modificación se puede llevar 

a cabo tanto físicamente, mediante la incorporación de catalizadores electroquímicos,  

químicamente con mediadores redox, como biológicamente para el desarrollo de 

biosensores. Este tipo de electrodos abren un nuevo camino de aplicaciones analíticas y 

de diferentes dispositivos de detección. Algunos de los beneficios que pueden aportar 

este tipo de sensores son un aumento de la velocidad de transferencia de carga, 

acumulación preferencial o permeabilidad de la membrana selectiva, lo que 

analíticamente se traduce como un aumento de la sensibilidad, la selectividad y la 

estabilidad del dispositivo. Las diferentes aplicaciones analíticas y las mejoras que 

aportan este tipo de dispositivos han estado ampliamente reportadas (Arguello et al., 
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2008; Emr and Yacynych, 1995; Gligor et al., 2009; He et al., 2010; Lee et al., 2010; 

Mandler and Turyan, 1996; Ndangili et al., 2010; Pauliukaite et al., 2008; Sánchez et 

al., 2008). 

Por otro lado, desde el punto de vista dimensional, ha surgido una nueva variedad de 

sensores que mejoran las características de análisis, no solamente por el tipo de material 

utilizado sino que también por sus dimensiones y geometrías; son los llamados 

microelectrodos.  

Desde  el punto de vista electroquímico, los microelectrodos presentan importantes 

ventajas respecto a los macroelectrodos, como una mayor relación señal/ruido, menor 

limite de detección, capacidad de detectar especies electroactivas en medios altamente 

resistivos, como solventes orgánicos o en ausencia de electrolito soporte, presentan 

constantes de celda (RC) muy bajas, lo que permite realizar medidas muy rápidas y, por 

tanto, la detección de los productos con tiempo de vida muy cortos (productos 

intermedios de reacción) y la medida de constantes de velocidad muy elevadas. El 

problema de los microelectrodos es que generan intensidades de corriente muy bajas, lo 

que genera la necesidad de utilizar instrumentos especiales con amplificadores de bajo 

ruido. 

Una solución a este problema son los haces de microelectrodos. La configuración más 

sencilla para este tipo de electrodos es aquella en la que la fase conductora se distribuye 

de manera ordenada o desordenada en la superficie del electrodo dentro de una matriz 

aislante. Los haces de microelectrodos presentan, a parte de las ventajas de los 

microelectrodos, la posibilidad de generar intensidades de corriente mucho más grandes. 

Esta mejora viene dada, entre otras cosas, por la manera en que la especie electroactiva 

se difunde en la superficie del electrodo. En general, se conocen dos tipos de difusión: 

la radial y la lineal. La difusión radial tiene lugar normalmente en una distribución de 

haz de microelectrodos y favorece la transferencia de masa. Este hecho es debido a que 

no sólo hay una difusión lineal de la especie electroactiva desde el seno de la solución 

hasta la superficie del electrodo sino que también, de las zonas no conductoras a las 

conductoras. Este incremento en el transporte de masa debido a esta difusión radial 

favorece directamente a la señal analítica en términos de un aumento de la relación 

señal/ruido. La difusión lineal tiene lugar normalmente en electrodos de superficie 

continua, donde la especie electroactiva se difunde de manera lineal des del seno de la 

solución a la superficie del electrodo. Este tipo de difusión puede darse también en una 

distribución de haz de microelectrodos, dependiendo de la distancia que existe entre los 

diferentes microelectrodos, de su radio y de la velocidad de barrido a la cual se realiza 

la medida (Davies and Compton, 2005; Davies et al., 2005, 2004, 2003). De esta 

manera, teniendo en cuenta estos parámetros para que el haz de microelectrodos 
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conserve todas sus ventajas analíticas, es necesario que los diferentes electrodos que lo 

componen sean difusionalmente independientes (Aoki and Oteryoung, 1981; Caudill et 

al., 1982; Simm et al., 2005; Welch and Compton, 2006). Se considera que un haz de 

microelectrodos es difusionalmente independiente si los electrodos dentro del haz están 

suficientemente separados y el tiempo de barrido es suficientemente corto para que la 

capa de difusión formada encima de cada electrodo no se superponga entre ellas. 

 

 
Figura 1.2 Esquema de los diferentes tipos de difusión (A  lineal y B radial) que se pueden dar en un haz 

de microelectrodos. 

 

La configuración de los diferentes tipos de difusión que pueden tener lugar en un haz de 

microelectrodos se muestra en la Figura 1.2. La configuración donde los 

microelectrodos se encuentran demasiado cerca, produce una difusión lineal debido a la 

superposición de las diferentes capas de difusión de cada microelectrodo (A). El límite 

máximo de superposición se produce cuando la distancia es muy pequeña o cuando los 

tiempos de barrido son muy grandes. En este límite, la capa de difusión está formada 

por un grosor uniforme sobre toda la superficie del electrodo (Xiao et al., 2008).  En 

cambio, cuando los microelectrodos se encuentran demasiado separados entre ellos se 

produce difusión radial, lo que causa  una disminución de la sensibilidad y, a la vez, un 

aumento de la resistividad del material (B). 

 

1.3 Materiales compósitos utilizados como transductores amperométricos  

Se define un material compuesto o compósito (composite) como el resultado de 

combinar dos o más materiales diferentes de manera que cada uno mantiene sus 

propiedades individuales (no reaccionan químicamente), pero el material resultante 

tiene unas características físicas, químicas y mecánicas nuevas (Cespedes and Alegret, 

2000). 

=

Difusión lineal Difusión radial

A B
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Un material compuesto acostumbra a tener un componente que se encuentra en mayor 

porcentaje el cual se denomina matriz y, normalmente si el compósito es conductor, este 

componente matriz es el que actúa como fase aislante y proporciona estabilidad tanto 

física como mecánica al compósito.  Este componente matriz puede ser de tipo cerámico 

o polimérico. Los polímeros presentan bajo módulo de fuerza y las cerámicas son 

rígidas pero frágiles. Las matrices polimétricas son más utilizadas en la construcción de 

sensores basados en materiales compuestos ya que presentan baja resistencia mecánica 

y baja rigidez, propiedades que facilitan la incorporación del componente refuerzo y, a 

la vez, son las más fáciles de preparar ya que no requieren de temperaturas ni presiones 

extremas. 

El otro componente acostumbra a denominarse refuerzo. Tanto las propiedades físicas 

como las mecánicas de los compósitos dependen de la forma, tamaño, distribución y 

porcentajes de este componente refuerzo. Si este componente refuerzo es de  conductor 

de la electricidad (grafito, CNT, grafeno, platino, oro, etc.), la presencia y un aumento 

de éste, hace aumentar la conductividad del material resultante. Se pueden emplear una 

gran variedad de materiales conductores así como también una gran cantidad de 

matrices poliméricas o de otro tipo de naturaleza, en función de la aplicación posterior 

del sensor. 

Los compósitos conductores se pueden clasificar según la distribución de las partículas 

conductoras y aislantes en la matriz del material (Wang, 2000). La clasificación más 

común los agrupa en dos grandes bloques: electrodos compósitos ordenados y 

electrodos compósitos aleatorios (ver Figura 1.3). 

Los electrodos compósitos ordenados presentan un cierto grado de ordenación de los 

componentes que lo forman, mientras que los electrodos compósitos aleatorios, las 

partículas se encuentran distribuidas de manera aleatoria en el material. Estas partículas 

pueden encontrarse dispersas, si la distribución del componente refuerzo es totalmente 

aleatoria, o consolidadas, si alguna de las fases predomina de forma aleatoria en alguna 

área de la matriz. 

A pesar de esta clasificación, en la bibliografía se encuentra mayoritariamente el 

termino array para denominar un haz de microelectrodos ordenado. En cambio, para 

describir un sistema desordenado o con una distribución aleatoria, otros autores (Olivé-

Monllau, 2011) utilizan compósito como término genérico, así como en la presente 

tesis. 
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Figura 1.3 Clasificación de los electrodos compósitos en base a la distribución de las partículas 

conductoras dentro de la matriz. 

 

1.3.1 Propiedades de los materiales compuestos basados en carbono. 

Aplicación en el desarrollo de sensores químicos  

Durante más de una década, se han utilizado materiales conductores basados en carbono 

como componente de refuerzo en el desarrollo de (bio)sensores electroquímicos 

(Bellido-Milla et al., 2013). A pesar de que estos materiales comparten algunas de las 

propiedades eléctricas de los metales, su estructura y propiedades químicas difieren 

drásticamente de todos los electrodos metálicos. Se conocen diferentes formas 

alotrópicas del carbono, como por ejemplo, el grafito, el diamante o los nanotubos de 

carbono, que se pueden combinar con una gran variedad de materiales no conductores 

para formar los conocidos compósitos, aptos para el desarrollo de transductores 

electroquímicos. En función de las propiedades de cada una de las fases que componen 

el material compuesto conductor, se pueden obtener diferentes propiedades 

electroquímicas. La forma alotrópica más comuna del carbono es la basada en el grafito 

y es la que se ha usado en el desarrollo y caracterización de (bio)sensores 

voltamperométricos basados en compósitos conductores rígidos de matriz polimérica en 

la presente tesis. En su estructura, los átomos de carbono presentan hibridación sp2, la 

cual cosa implica que se formen tres enlaces covalentes en un mismo plano con un 

ángulo de 120º (estructura hexagonal) y con un orbital π perpendicular a este plano libre 

(estos orbitales deslocalizados son importantes para definir el comportamiento eléctrico 

del grafito).  

Agrupados

(Ensembles)

Mezclado 

con monómero

Mezclado 

con polímero 

Seno (bulk)Superficie

Haz 

(Array)

Electrodos Compósitos

Dispersos

Sólido
Pasta 

(Paste)

Consolidados 

SegregadoImpregnado

Conductor Aislante

Ordenados Aleatorios
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El grafito es de estructura laminar, donde cada capa recibe el nombre de grafeno. Los 

enlaces covalentes entre los átomos de un mismo plano son extremadamente fuertes. En 

cambio, estos enlaces no son tan fuertes entre capas, lo que establece que la 

superposición de los orbitales p libres entre átomos de carbono es muy pequeña. Se cree 

que se establecen fuerzas de Van der Waals. Debido a su estructura laminar, el grafito 

es intensamente anisótropo y muestra un comportamiento conductor en plano x-y, pero 

una baja conductividad eléctrica en el plano z. 

En la Tabla 1.2 se resumen las principales matrices en el uso de (bio)sensores 

electroquímicos basados en materiales compósitos de grafito y su aplicación 

electroanalítica. 

Desde el punto de vista físico y mecánico, los compósitos rígidos basados en carbono 

presentan algunas ventajas importantes con respecto a los electrodos convencionales de 

superficie continua (GC, platino, oro, etc.) como es una  fácil mecanización y 

regeneración de la superficie mediante un simple proceso de pulido (Ramírez-García et 

al., 2002; Rassaei et al., 2007). Por un lado, antes del proceso de curado, son maleables 

y fácilmente moldeables, permitiendo construir electrodos de diferentes formas y 

diferentes tamaños y facilitando así la integración de los mismos en una ceda de flujo, 

para poder realizar medidas en continuo mediante sistemas de análisis automáticos. Por 

otro lado, la superficie del electrodo se puede renovar de manera sencilla sin necesidad 

de recurrir a un proceso exhaustivo de pulido.  

El grafito presenta planos basales y planos edge que normalmente son de elevada 

reactividad química. El área expuesta de carbono es inferior al área geométrica del 

electrodo, donde el resto de espacio es ocupado por la matriz, dando lugar a zonas 

conductoras y zonas no conductoras en la superficie, pareciéndose así a una distribución 

desordenada de un haz de microelectrodos. Dado que la capacidad del electrodo se mide 

casi exclusivamente por la cantidad de carbono expuesto, la corriente de fondo 

resultante de esta capacidad es inferior a lo que cabría esperar por el área geométrica del 

electrodo, normalmente de uno o más órdenes de magnitud.  La difusión radial desde las 

zonas no conductoras a las partículas de carbono proporciona una mejora en la 

eficiencia del transporte de masa de la especie electroactiva a la superficie del electrodo. 

Desde un punto de vista electroanalítico, este hecho se traduce en un aumento de la 

relación señal/ruido de la corriente resultante. Como resultado, se observa un aumento 

relativo de la corriente farádica juntamente con una disminución de la corriente 

capacitiva, ya que la capacidad es proporcional al área conductora expuesta, la cual 

representa un porcentaje menor del área total. De esta manera, el cociente entre la 

corriente farádica y la corriente capacitiva se hace más grande para un electrodo 

compósito que para un electrodo de GC con la misma área geométrica. Además, los 
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valores de intensidad son más parecidos a los obtenidos por el área geométrica del 

electrodo, cuanto más cerca están las zonas de carbono expuestas entre ellas. Bajo estas 

condiciones, los compósitos se pueden comportar como haces de microelectrodos, y por 

tanto, compartiendo muchas de  las ventajas electroanalíticas de éstos con respecto a los 

macroelectrodos conductores puros (Arrigan, 2004). 

 
Tabla 1.2 Matrices utilizadas en la fabricación de electrodos basados en grafito y su correspondiente 
aplicación electroanalítica. 

Refuerzo Matriz Aplicación Referencia 

Grafito 

Epoxi Fructosa (Cespedes and Alegret, 2000) 

 Cloro (Olivé-Monllau et al., 2009) 

 Glucosa (Céspedes et al., 1993) 

 Aspartamo y etanol (Kirgöz et al., 2006a) 

 Fenoles 

Dipirona  

Procaína y 

sulfamerazina 

(Kirgöz et al., 2006b) 

(Pauliukaite et al., 2010) 

(Fenga et al., 2010) 

Difenilacetato Dopamina (Safavi et al., 2009) 

Aceite mineral Luteolina (He et al., 2010) 

Gel Ascorbato (Barsan et al., 2009) 

Acetato de celulosa Ascorbato y glucosa (Barsan and Brett, 2009) 

Teflón IgG (Carralero et al., 2008) 

 

Las propiedades eléctricas de los materiales compuestos dependen de la naturaleza de 

cada uno de los componentes, de la cantidad de material conductor o partículas 

conductoras y de su distribución (Baeza et al., 2011).  Una manera de tener una visión 

general de las propiedades conductoras de los materiales compósitos es mediante las 

curvas de percolación. Estas curvas se construyen siguiendo la teoría de percolación. 

Esta teoría fue desarrollada por Broadbent y Hammersley (Hammersley, 1957) en el año 

1957, sin embargo,  hasta años más tarde no fue aplicada para interpretar el 

comportamiento de la conductividad de los materiales compuestos (Scher and Zallen, 

1970).  

En la Figura 1.4, se muestra el esquema de una curva de percolación típica, tomando por 

ejemplo, el carbono como material de refuerzo. A porcentajes bajos de carbono el 

material compuesto resultante presenta una elevada resistencia por lo que es poco 

conductor. A medida que va aumentando la proporción de partículas conductoras, éstas 

se van aproximando, de manera que la resistencia va disminuyendo y va aumentando la 
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conductividad. El punto en el cual la cantidad de partículas conductoras es la suficiente 

para asegurar una mínima conductividad se denomina umbral de percolación 

(percolation threshold). Cuanto mayor es la carga de carbono, mayor es la 

conductividad, alcanzando un límite físico a  partir del cual, el material compuesto 

resultante pierde su integridad física y mecánica. 

En la curva de percolación se pueden distinguir diferentes zonas en relación al 

comportamiento de conducción eléctrica. La zona de percolación (PC), zona cercana a 

la percolación (NPC) y la zona de baja resistencia (LRC). 

 

 
Figura 1.4 Esquema teórico de la dependencia de la resistividad del compósito en función de la cantidad 

de material conductor. 

 

Debido a la dependencia directa de la conductividad eléctrica del compósito respecto a 

la cantidad de material conductor presente en la matriz, es fundamental una 

caracterización  de estos materiales para determinar la composición óptima que 

proporcione  las mejores  propiedades electroquímicas de estos compósitos en su uso 

como transductores electroquímicos, como son  los límites de detección, la sensibilidad, 

estabilidad, así como la reproducibilidad. 

El criterio convencional utilizado hasta el momento para la optimización de los 

materiales compuestos basados en un material conductor y una resina no conductora, 

teniendo en cuenta solamente las propiedades eléctricas que se obtienen mediante la 

curva de percolación, se ha basado en el de máxima carga de material conductor que el 

material compósito puede soportar sin que éste pierda sus propiedades físicas y 

mecánicas. Sin embargo, el efecto de una mayor o menor dispersión de las partículas 
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conductoras sobre las propiedades electroquímicas de los compósitos resultantes, no se 

han tenido en cuenta.  

 

1.3.2 Caracterización de los electrodos compósitos basados en carbono 

para aplicaciones electroanalíticas 

En general, uno de los factores importantes a tener en cuenta con los electrodos 

compósitos es la dependencia directa de su respuesta electroquímica con la composición 

de carbono. Esta composición tiene que proporcionar un valor de resistividad bajo en el 

seno del compósito resultante, para favorecer el paso de corriente eléctrica. 

Simultáneamente, esta composición también influye drásticamente en el estado de la 

superficie del electrodo. Es sabido que tanto la red conductora en el seno del compósito, 

como la distribución del material conductor en la superficie, son factores que afectan 

directamente a la respuesta electroquímica. Para una composición elevada de carbono, 

la fracción de carbono mostrada en la superficie presenta una distribución donde las 

zonas conductoras están más próximas las unas de las otras. En cambio, para una 

composición inferior en carbono, estas zonas conductoras están más separadas entre 

ellas. Como se ha comentado anteriormente, la optimización de los sensores basados en 

haces de  microelectrodos, depende fundamentalmente de las dimensiones de cada uno 

de los microelectrodos y la separación entre ellos. La distribución de las zonas 

conductoras en la superficie de los electrodos basados  en compósitos es completamente 

aleatoria, sin embargo, el estudio de las características físicas, eléctricas y 

electroquímicas de estas superficies mediante la utilización sistemática de diversas 

técnicas, tanto eléctricas, microscópicas, mecánicas, así como electroquímicas, han 

permitido desarrollar en esta tesis protocolos de caracterización estratégicos para 

determinar la composición óptima, y por tanto, la separación óptima de partículas 

conductoras para el desarrollo de (bio)sensores amperométricos electroquímicamente 

eficientes y competitivos. 

 

1.3.2.1 Técnicas electroquímicas 

Las técnicas electroquímicas que se han utilizado en esta tesis, han contribuido de forma 

estratégica a  evaluar y caracterizar la respuesta electroquímica al variar alguno de los 

parámetros de interés como el grosor del electrodo, la composición y la homogenización 

del compósito , los cuales influyen en la reproducibilidad y la sensibilidad de la señal 

analítica. De entre todas ellas, cabe destacar la espectroscopia electroquímica de 

impedancias (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS) y la voltamperometría 
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cíclica (Cyclic Voltammetry, CV). Estas técnicas permiten, de manera sencilla, obtener 

información sobre los parámetros como la resistencia a la transferencia de carga y la 

capacidad de la doble capa, ambos parámetros relacionados directamente con la 

sensibilidad del sistema, rango lineal y el límite de detección. 

 

Espectroscopia electroquímica de impedancias 

La espectroscopia electroquímica de impedancias (EIS) es una técnica de 

caracterización de gran interés ya que permite estudiar muchas de las propiedades 

eléctricas del material sensor y de los procesos que se llevan a cabo en la interfase 

electrodo/solución. A diferencia de otras técnicas, la técnica de impedancias permite 

realizar medidas en el equilibrio o en estado estacionario, aplicando una perturbación al 

electrodo mediante una señal alterna de amplitud pequeña. En concreto, la técnica de 

EIS se basa en aplicar un potencial de corriente alterna E(t), de tipo sinusoidal y de 

frecuencia variable, sobre el material estudiado y medir la impedancia del circuito o 

componente eléctrico al paso de corriente I(t). 

Un potencial de corriente alterna de tipo sinusoidal se expresa de acuerdo a la ecuación:  

���� = �� sin����            ecuación 1.5 

en donde Eo es la amplitud máxima de potencial y ω es la frecuencia angular 

(radianes/segundo, rad/s) que se expresa como 2π por la frecuencia (Hercios, Hz). 

La respuesta de corriente obtenida también es de tipo sinusoidal, con la misma 

frecuencia (ecuación 1.6), pero desplazada en fase como se muestra en la Figura 1.5. 

���� = 	 �� sin��� − ∅�            ecuación 1.6 

en donde Io es la amplitud de corriente y ∅ es el desplazamiento en fase de la intensidad 

respecto al potencial. 

 
Figura 1.5 Señal de excitación de tipo sinusoidal que se aplica al sistema, la intensidad de corriente 

obtenida y su desplazamiento en fase con respecto a la señal aplicada. 
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La impedancia se expresa de manera análoga a la resistencia para un circuito de 

corriente continuo, según la ecuación 1.7: 

 = !���
"���              ecuación 1.7 

A partir de esta definición se observa que la impedancia tiene una amplitud Zo = 

(Eo)/(Io) y un desplazamiento de fase ∅. 

Según la fórmula de Eulers (ejφ = cos φ + jsin φ), es posible expresar la impedancia 

como una función compleja, descrita en la ecuación 1.8: 

 =  ��cos∅ + sin∅� =  &'�( + ) *+�,              ecuación 1.8 

en donde Zreal es la parte real, j = √−1 y Zimag es la parte imaginaria de la impedancia. 

Los valores de impedancias obtenidos experimentalmente se pueden representar de 

diferentes maneras. De las diversas maneras, la más común es mediante el diagrama de 

Nyquist. Este diagrama representa la parte imaginaria de la impedancia en función de la 

parte real. Cada punto experimental que constituye el diagrama de Nyquist corresponde 

a la impedancia para una determinada frecuencia. Este hecho implica que este tipo de 

diagrama o representación no especifica la frecuencia a la se realiza la medida. 

El tratamiento de los datos obtenidos se lleva a cabo mediante el ajuste de estos datos a 

un circuito equivalente que reproduce el espectro de impedancias durante el 

experimento. Estos circuitos están formados por elementos eléctricos (como 

resistencias, condensadores, bobinas, etc.) que se combinan para reproducir el 

comportamiento de los procesos reales como la resistencia del electrolito entre el 

electrodo de referencia y el de trabajo, la carga de la doble capa electroquímica o la 

transferencia de carga que tiene lugar durante un proceso farádico. Los valores de 

impedancia de algunos elementos eléctricos se muestran en la Tabla 1.3. 

 

Tabla 1.3 Valores de la impedancia de algunos elementos eléctricos: Resistencia (R), capacidad (C), 

inductancia (L); ω  es la frecuencia angular y j = √−1. 

Elemento Impedancia 

Resistencia R 

Condensador 1/jωC 

Bobina jωL 
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El circuito equivalente más simplificado consiste en un condensador Cdl, que 

corresponde a la carga de la doble capa electroquímica, conectado en paralelo con una 

resistencia Rct, que corresponde a la resistencia a la transferencia de carga y en series 

con otra resistencia RΩ correspondiente a la resistencia del electrolito al paso de 

corriente (Figura 1.6.A) 

Este circuito equivalente es aplicable para ajustar los datos obtenidos de un sistema 

electroquímico, donde la reacción farádica no está controlada por la transferencia de 

materia o difusión.  

 
Figura 1.6 Diagramas de Nyquist y circuitos equivalentes para una celda electroquímica con un proceso 

simple: (A) sin difusión y (B) con difusión. 

 

Por otro lado, cuando se tienen en cuenta los procesos de difusión, el diagrama de 

Nyquist es más complejo. Si se compara con el anterior, en la zona de bajas frecuencias, 

aparece una zona prácticamente lineal con un pendiente alrededor de 45º. Para 

reproducir este efecto causado por la difusión, se incorpora otro componente al circuito 

equivalente llamado Warburg (W). Este circuito se conoce como circuito de Randles 

(Figura 1.6.B). Este nuevo elemento (W) depende de la concentración y del coeficiente 

de difusión del par redox y también del área activa del electrodo y del número de 

electrones involucrados en el proceso redox. 

La complejidad de los sistemas electroquímicos hace que muchas veces sea difícil 

seguir un comportamiento ideal. En el caso de los condensadores, en muchos sistemas, 

proporcionan espectros de impedancias donde los semicírculos resultan deformados y 

pierden su simetría. Para poder reproducir este comportamiento real de los 

condensadores se incluye otro elemento denominado elemento de fase constante, donde 

su valor de impedancia se expresa según la ecuación 1.9 

/
0 = �)���1
          ecuación 1.9 
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en donde j = √−1, ω corresponde a la frecuencia angular, n’ es un exponente que resulta 

ser 1 cuando el elemento se comporta como un condensador ideal y C es la capacidad 

del condensador 

 

Voltamperometría cíclica 

La voltamperometría cíclica es una técnica muy utilizada dentro del campo de la 

electroquímica, ya que de una manera sencilla y con una sola medida se puede extraer 

mucha información útil en diferentes campos de estudio. En muchos casos, se utiliza en 

finalidades no analíticas que incluyen estudios básicos de procesos redox, mecanismos 

de reacción, propiedades electrocatalíticas o en el estudio de especies intermediarias de 

una reacción. También se utiliza en estudios previos de viabilidad de un dispositivo 

electroanalítico, ya que se puede caracterizar el material transductor en un amplio 

intervalo de potencial. 

Esta técnica se basa en medir la intensidad de corriente cuando se aplica una señal de 

excitación triangular, haciendo variar en potencial a una velocidad constante, dentro de 

un intervalo de trabajo prefijado (potenciales de inversión), tanto en dirección directa 

como inversa. Si el potencial varía hacia valores positivos (sentido anódico), el 

electrodo se convierte en un gran agente oxidante, en cambio, si varía hacia valores 

negativos (sentido catódico) se convierte en un gran agente reductor. De este modo, 

cuando el potencial varía en sentido anódico,  éste llega a un valor donde se favorece la 

oxidación de la especie electroactiva, la intensidad de corriente anódica aumenta 

notablemente hasta llegar a un valor máximo que corresponde a las condiciones de 

máxima polarización del electrodo y se genera un pico característico de oxidación. 

Dado que las medidas se realizan en condiciones de no agitación, al invertir la dirección 

de barrido, la especie electroactiva oxidada que hay en la superficie del electrodo se 

empieza a reducir generando un corriente catódico hasta llegar a un máximo formando 

un pico característico de reducción. 

Los parámetros importantes que se pueden extraer de un voltamperograma cíclico son 

las intensidades de corriente de pico anódico y catódico, así como el valor de los 

potenciales en estos puntos (potencial de pico anódico y catódico). Estos parámetros se 

definen tal y como se muestra en la Figura 1.7. En condiciones ideales de reversibilidad 

se cumple que: 

i. La separación de los potenciales de pico es 0.059/n, donde n corresponde al 

número de electrones que intervienen en la reacción (∆E = Eap – Ecp = 0.059/n). 
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ii. El valor de la intensidad de pico catódico coincide con el valor de intensidad de 

pico anódico, en valor absoluto (ǀipaǀ = ǀipcǀ). 

iii.  Los potenciales de pico son independientes de la velocidad de barrido (v). 

iv. La intensidad de pico es proporcional a v1/2. 

 

 
Figura 1.7. Esquema de un voltamperograma cíclico para un sistema redox reversible ideal. 

 

Normalmente, se utiliza un sistema redox que sea completamente reversible (Fe2+/Fe3+; 

[Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-, etc.) para realizar los estudios previos de viabilidad de un 

dispositivo electroanalítico o para comparar el comportamiento de los diferentes 

electrodos o dispositivos electroquímicos desarrollados. 

Otra relación importante que permite analizar la reversibilidad de un sistema, es aquella 

que relaciona la intensidad de pico, la concentración de la especie electroactiva que 

reacciona y la velocidad de barrido mediante la ecuación (Pacios et al., 2008)  Ip = 3.01 

x 105 n3/2 (α Da υ)
1/2 A Ca, donde n es el número de electrones que intervienen en la 

reacción redox, A es el área del electrodo de trabajo, Da es el coeficiente de difusión, Ca 

es la concentración de la especie redox, v es la velocidad de barrido y ip es la intensidad 

de pico. Para un sistema reversible donde el proceso está controlado por la difusión, se 

esperaría un comportamiento lineal al representar ip en función de v1/2. 

Por otro lado, si se representa el log(I) en función del potencial aplicado se obtiene el 

diagrama de Tafel (Figura 1.8). Para obtener este diagrama es necesario que el proceso 

electroquímico no esté controlado por la transferencia de carga. Este diagrama aporta 

información sobre la intensidad de intercambio (io) la cual está relacionada con la 

reversibilidad del proceso. Simultáneamente, esta constante aporta información sobre la 
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resistencia a la transferencia de carga (Rct) del proceso mediante la ecuación: io = 

RT/nFRct. 

 

 
Figura 1.8 Diagrama de Tafel característico de una especie electroquímica reversible. io corresponde a la 

intensidad de intercambio y Ee al potencial de equilibrio. 

 

Amperometría hidrodinámica 

A diferencia de la técnica de voltamperometría cíclica, en esta técnica se trabaja a un 

potencial constante y en condiciones de movimiento de fluido ya sea por agitación 

mecánica o por la acción de una bomba que hace mover la solución a través de unos 

canales. En la voltamperometría hidrodinámica se registran los cambios de intensidad 

de corriente respecto del tiempo, cuando el electrodo se encuentra polarizado a un 

potencial constante, al adicionar diferentes cantidades de especie electroactiva. De esta 

manera, para cada adición, se produce un salto de intensidad hasta llegar a un valor 

máximo donde la señal se estabiliza. Según la ley de Faraday, esta intensidad de 

corriente es una medida directa de la velocidad de la reacción electroquímica y en 

condiciones de migración (electrolito soporte) y convención (agitación constante) 

controladas, esta intensidad máxima depende únicamente de la corriente de difusión y 

es proporcional a la concentración de la especie electroactiva en el seno de la solución. 

Los valores máximos de intensidad para cada adición de analito, se utilizan para 

construir la curva de calibrado. 
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1.3.2.2 Microscopía de fuerza atómica 

La caracterización de las propiedades eléctricas de los materiales compuestos 

conductores puede ser llevada a cabo mediante la microscopia de fuerza atómica con 

punta conductora (Conducting Atomic Force Microscopy, CAFM) (Balamurugan et al., 

2010; Olivé-Monllau et al., 2009). Mediante esta técnica se puede obtener información 

cualitativa sobre el tamaño, la forma y la distribución del material conductor en la 

superficie del mismo, y por tanto, una aproximación a la distribución del material de 

refuerzo dentro de la estructura del compósito, lo que ha supuesto un gran avance en la 

caracterización de la superficie de los electrodos basados en materiales compuestos. Así 

mismo, esta técnica permite medir de manera simultánea la topografía y la intensidad de 

corriente, lo que a su vez permite estudiar las principales propiedades eléctricas de la 

muestra y elaborar mapas de conductividad, incluso a escala nanométrica. El montaje 

experimental difiere de la configuración típica para el uso de una punta conductora 

operando en modo de contacto sobre la muestra (Figura 1.9). 

 

 
Figura 1.9 Configuración experimental de un CAFM. 

 

La configuración típica se conoce como microscopia de fuerza atómica (Atomic Force 

Microscopy, AFM) y está clasificada como una variante dentro de la microscopia de 

barrido de sonda (Spectroscopy Probe Microscopy, SPM). 

La configuración típica de un AFM permite medir la topografía de la muestra y, 

básicamente, consiste en medir las interacciones entre la muestra y la punta de una 

sonda (tip). Esta punta es muy aguda, de un par de µm de largo y menos de 100 Å de 

diámetro y está ubicada al final de una plataforma (cantiléver) de 100 a 200 µm. La 

fuerza entre la punta y la muestra hace que el cantiléver se doble o se flexione. 
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Para obtener una imagen gráfica de la superficie la posición del cantiléver es detectada 

mediante técnicas ópticas. Una radiación láser incide sobre el dorso especular del 

cantiléver y este se refleja sobre un fotodetector sensible a la posición. El sistema puede 

medir movimientos verticales de la punta del orden de los Å. De todos los tipos de 

fuerzas que contribuyen en el movimiento del cantiléver, las más comunes son las 

fuerzas de Van der Waals.  

La relación de las fuerzas de Van der Waals con la distancia permiten utilizar esta 

técnica con tres modos de operación diferentes: con el modo de contacto, con el de no 

contacto y con el modo de contacto intermitente o tapping. Con el modo de contacto, la 

punta mantiene un contacto físico suave con la muestra, a medida que la punta está 

barriendo la superficie, las fuerzas de contacto originan la flexión del cantiléver, de 

manera que éste se ajusta a la superficie topográfica de la muestra. Con el modo no 

contacto se excita el cantiléver a la frecuencia de resonancia, de manera que vibra cerca 

de la superficie de la muestra, a una distancia de entre 10 y 100 Å. Con este modo la 

sensibilidad de la técnica depende de la frecuencia de amplitud cuando ésta se acerca a 

la superficie. Finalmente, con el modo de contacto intermitente o tapping, la punta está 

en contacto intermitente con la superficie de la muestra durante el análisis. La variación 

de la amplitud de oscilación de la punta, debido al contacto con la superficie, es el que 

se utiliza como una señal de control. 

En la actualidad, a partir de esta configuración típica, existen otras variantes del SPM 

que permiten medir otra magnitud simultáneamente a la topografía solamente 

cambiando la naturaleza de la punta (tip). A parte de la técnica CAFM, es importante 

también destacar la microscopia de fuerzas magnéticas (Magnetic Force Microscopy, 

MFM) que permite medir las propiedades magnéticas de  la muestra, la microscopia de 

fuerza electrostática (Electric Force Microscopy, EFM), que permite medir las cargas 

eléctricas presentes en la muestra, así como la microscopia de barrido de capacidad 

(Scanning Capacitance Microscopy, SCM) que permiten adquirir mapas de capacidad y 

curvas de capacidad-voltaje. 

 

1.3.2.3 Microscopía electrónica de barrido 

La microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM) es una 

técnica ampliamente utilizada en la caracterización de materiales. Se basa en hacer 

incidir un haz de electrones, enfocado con precisión, con una energía de aceleración 

comprendida entre 100 eV y 50 KeV, sobre una muestra gruesa y opaca. Este haz se 

folcaliza encima de la muestra realizando un barrido siguiendo una trayectoria de líneas 

paralelas. 



Parte I   

 

25 

 

De la radiación resultante de la interacción entre el haz incidente y la muestra destacan 

dos tipos de electrones: 1) los electrones secundarios, que se caracterizan por ser de baja 

energía y resultan de la emisión por parte de los átomos que constituyen la muestra, los 

cuales proporcionan información morfológica de la superficie, y 2) los electrones 

retrodispersados, que son los electrones del haz incidente que han reaccionado con los 

átomos de la muestra y han sido reflectados, los cuales proporcionan información sobre 

la composición de los elementos químicos de la muestra. 

Esta radiación es recogida por el detector y se amplifica para cada posición de la sonda. 

Las variaciones en la intensidad de la señal producidas durante el análisis se utilizan 

para hacer variar la intensidad de la señal en un tubo de rayos catódicos que se desplaza 

juntamente con la sonda. De esta manera, se puede relacionar directamente la posición 

de haz de electrones con la fluorescencia producida en el tubo de rayos catódicos. El 

resultado que se obtiene es una imagen topográfica muy ampliada de la muestra. Si la 

muestra no es muy conductora, se suele recubrir con una capa fina conductora metálica 

o de carbón, para evitar así que se cargue cuando ésta se irradia y, a la vez, se aumenta 

la emisión de electrones secundarios. 

  

1.3.2.4 Microscopía láser confocal 

La microscopia láser confocal se engloba dentro de la microscopía óptica, en concreto 

en la microscopía de fluorescencia. En ella, la luz interacciona con la muestra a 

diferentes profundidades por lo que se pueden obtener imágenes a diferentes secciones 

(x-y-z) y reconstruir una imagen tridimensional. La ventaja que proporciona el uso de 

este tipo de microscopio es la combinación de medidas por reflexión y por 

fluorescencia, permitiendo además la superposición de las dos imágenes. En el caso de 

las medidas de fluorescencia es muy frecuente el uso de fluorocromos, por lo que la 

longitud de onda de la fuente de la luz (láser) se ha de corresponder con la de excitación 

de éstos (Charcosset et al., 2000; Ferrando et al., 2005). 

 

1.4 Biosensores amperométricos basados en materiales biocompósitos  

Se denominan biosensores a los sensores químicos que incorporan un receptor de origen 

biológico el cual está en contacto directo con el transductor. La naturaleza de este 

componente biológico les confiere la ventaja sobre el resto de sensores de una mayor 

especificidad frente al analito en estudio, debido sobre todo a que las capacidades de las 

sustancias biológicas no se pueden emular fácilmente mediante materiales sintéticos. 
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El funcionamiento de los biosensores químicos es similar al de los sensores químicos 

con la salvedad de que el elemento biológico de reconocimiento le confiere cierta 

selectividad al biosensor. En la Figura 1.10 se esquematiza el funcionamiento de un 

biosensor químico. 

 

 
Figura 1.10 Diagrama esquemático del funcionamiento de un biosensor químico. Sólo un componente de 
la muestra es reconocido por el sistema de reconocimiento (R). La señal asociada a este proceso de 
reconocimiento es convertida en señal eléctrica por el transductor (T); posteriormente esta señal es 

amplificada (A) y procesada y se presenta en la forma deseada (Alegret, 1995). 

 

Los biosensores pueden clasificarse en función de la transducción o también en base a la 

naturaleza del proceso biológico responsable de generar la señal primaria. Pueden 

distinguirse dos grande grupos (Pingarrón and Sánchez Batanero, 1999): 

� Biosensores catalíticos, cuyos receptores pueden ser enzimas, tejidos o 

microorganismos. 

� Biosensores de afinidad, entre los que se encuentran los inmunosensores y los 

basados en quimiorreceptores y los que utilizan ácidos nucleicos. 

Se ha de destacar que en referencia a los biosensores catalíticos, debe decirse que sin 

duda alguna los más utilizados son los biosensores enzimáticos.  

Un biosensor basado en un material biocompósito resulta de la combinación de tres o 

más materiales de diferente naturaleza donde al menos uno de ellos es de origen 

biológico (Cespedes and Alegret, 2000).  Los materiales compuestos basados en una 

dispersión de partículas conductoras (por ejemplo, de grafito) en una matriz polimérica, 

son unos candidatos idóneos a integrar en su matriz estas sustancias biológicas, 

aportando al nuevo material biocompósito, características muy ventajosas con respecto 

A SeñalMuestra R T

Señal primaria

•Electroquímica
•Óptica
•Másica
•Térmica

Señal secundaria

•Eléctrica
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a los biosensores tradicionales con inmovilización biológica en superficie. Algunas de 

las más importantes son la simplicidad en la construcción del biosensor, la facilidad de 

inmovilización y, sobre todo, la posibilidad de que el biocompósito actúe  como 

reservorio del componente biológico, permitiendo una fácil regeneración de la 

superficie biosensora mediante un simple pulido de la misma. En el desarrollo de 

biosensores amperométricos basados en biocompósitos, la incorporación de un 

componente biológico puede producir una modificación en la separación espacial y 

distribución interna de las partículas conductoras, por lo que será muy importante una 

caracterización, a posteriori, del nuevo material. La respuesta electroanalítica de un 

biosensor basado en un biocompósito depende de la transferencia carga y también del 

área activa del electrodo. Además, la transferencia de carga en la superficie del 

electrodo depende de la carga de partículas conductoras y también de su distribución 

(Bojorge and Alhadeff, 2011; Sadana and Sadana, 2011). La mejora de las propiedades 

electroquímicas de un biosensor basado en biocompósitos es debida a una óptima 

distribución de las partículas conductoras dentro del biomaterial y, en consecuencia, en 

la superficie del biosensor. 

Actualmente en el ámbito de la química analítica existen diferentes áreas donde es 

necesario determinar bajas concentraciones de analito y que con frecuencia se 

encuentran en muestras cada vez más complejas. Bajo esta premisa, es importante 

desarrollar dispositivos (bio)sensores más sensibles que puedan llegar a cubrir estas 

necesidades. Mediante una apropiada caracterización del transductor, o lo que es lo 

mismo, de la composición de éste,  se pueden optimizar las propiedades electroquímicas 

y por consiguiente las propiedades electroanalíticas, consiguiendo así mejorar la 

estabilidad, reproducibilidad y sensibilidad de los biosensores desarrollados y mejorar 

significativamente los límites de detección.   

Uno de los campos en los que se requiere alcanzar límites de detección bajos  es en el 

control de sustancias contaminantes que  afectan a la calidad medioambiental, como por 

ejemplo los metales pesados, bifenilos, policlorados, organofosforados, fenoles, 

hidrocarburos aromáticos policíclicos y  plaguicidas (Rodriguez-Mozaza et al., 2005). 

El endurecimiento de las leyes ha hecho necesario encontrar métodos analíticos que 

permitan alcanzar estos requerimientos. Los biosensores son una alternativa a los 

métodos clásicos de análisis, ya que permiten ser usados tanto como métodos de 

seguimiento o como métodos de cribado (screening). Por otro lado, el desarrollo de 

dispositivos biosensores ha supuesto un importante avance tecnológico en el área de la 

medicina. En la sociedad que vivimos cada vez se hace más necesario el desarrollo de 

dispositivos de análisis que sean baratos, portátiles, fiables, selectivos, de fácil manejo y 

que requieran de pocos microlitros de muestra para determinar un parámetro concreto. 

El gran interés en la descentralización del diagnóstico clínico hacia diferentes lugares de 
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atención médica, que permitan una monitorización más personalizada o incluso un 

autocontrol de los propios parámetros clínicos, ha promovido el desarrollo y una 

continua expansión de los biosensores. 

 

1.4.1 Receptores biológicos. Métodos de inmovilización 

Una de las principales características del material biológico empleado para la 

fabricación de biosensores es su alta selectividad, permitiendo diferenciar en algunos 

casos, isómeros de una misma molécula. Esta particularidad hace que estos compuestos 

sean de gran interés en su aplicación como receptores en la fabricación de biosensores. 

Los biosensores, sobre todo los basados en transductores electroquímicos, son uno de 

los campos que más ha avanzado en cuanto a investigación en los últimos años. 

Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre transductores 

electroquímicos, como por ejemplo: enzimas, anticuerpos, ácidos nucleicos, 

microorganismos, tejidos orgánicos, etc. 

La inmovilización del material biológico es un proceso mediante el que se confina el 

bioreceptor sobre el transductor electroquímico, para dar lugar a formas insolubles que 

retienen su actividad. Es el proceso más importante en la fabricación de un biosensor, ya 

que características como el tiempo de vida o la sensibilidad, dependen en gran medida 

de la metodología de inmovilización utilizada. 

Por otro lado, cabe destacar que el empleo de material biológico inmovilizado presenta 

una ciertas ventajas (Gonzalo Ruiz, 2006) : 

� Aumento de la estabilidad del receptor biológico. 

� Posible reutilización del biosensor disminuyendo el coste del proceso. 

No obstante, los principales procesos inconvenientes del proceso de inmovilización son: 

� Alteración de la conformación del material biológico respecto su estado nativo. 

� En el caso de la utilización de enzimas, pérdidas de su actividad catalítica. 

 

En general, los métodos de inmovilización se suelen clasificar en dos grandes grupos: 

retención física y unión covalente (Sassolas et al., 2012) (Figura 1.11). 
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Figura 1.11 Clasificación de los métodos de inmovilización. 

 

A continuación se exponen las técnicas generales más comunes de inmovilización en 

superficies sensoras.  

• Atrapamiento en una matriz: Debido a que este proceso no implica una 

interacción química con la enzima, se preserva bien la actividad biológica del 

material que se retiene mediante el atrapamiento físico en matrices de geles 

como agar, nylon, almidón, poliacrilamida, poliuretano (Fritzen-Garcia et al., 

2009; Puig -Leixà et al., 2001) o en matrices electródicas compósitas rígidas 

como el grafito-teflón o el grafito-resina epoxi. En el primer caso, usando 

matrices de geles, hay que optimizar el procedimiento de inmovilización para 

que las biomoléculas no se liberen con facilidad y los biosensores pierdan 

sensibilidad. Con este método se inmovilizan habitualmente microorganismos o 

enzimas en matrices poliméricas. Cuando se trata de biocompósitos, se prepara 

un material en el que las biomoléculas (enzimas, anticuerpos, etc.) se encuentran 

con el transductor (grafito en polvo, pasta de carbono, etc.) (Antiochia and 

Gorton, 2007; Odaci et al., 2008; Rubianes and Rivas, 2003) y los posibles 

mediadores o co-factores en el seno de un material aglutinante que hace el papel 

de matriz soporte. 

 

• Microencapsulación: Este método de inmovilización permite la retención de las 

biomoléculas utilizando membranas de porosidad variable semipermeables al 

sustrato. Se consigue así un buen contacto entre el material biológico y el 

transductor, se preservan sus propiedades, se limita la contaminación y la 

biodegradación. Algunos ejemplos son las membranas de acetato de celulosa 

que retienen las proteínas y retrasan la difusión de algunos iones interferentes, 

las de nafión que excluyen los aniones, etc. 

 

Métodos de inmovilización

Retención física Unión química

Atrapamiento Microencapsulación
Adsorción en la 

superficie

Entrecruzamiento

(cross-linking)
Enlace covalente
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• Adsorción en la superficie: Representa el método más sencillo para la  

inmovilización de proteínas y otras biomoléculas, por lo que suele resultar la 

alternativa más simple (Sassolas et al., 2012).  Este protocolo se basa  en la 

unión del  material biológico mediante interacciones iónicas, fuerzas de Van der 

Waals, puentes de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas, etc. Presenta ventajas 

como ser una técnica simple, de bajo coste y en la que la actividad de las 

biomoléculas se mantiene prácticamente intacta. Sin embargo, presenta 

limitaciones de reproducibilidad y estabilidad, disminuyendo su sensibilidad con 

el uso debido a la pérdida de material inmovilizado, además de su fácil 

alteración por cambios de pH, temperatura o fuerza iónica. A pesar de sus 

limitaciones es una técnica frecuentemente usada (Chaubey et al., 2000; Wang et 

al., 2009). 

 
• Entrecruzamiento: Se consigue una mayor estabilidad que en el caso de 

adsorción. El entrecruzamiento se basa en el atrapamiento físico del material 

biológico (generalmente enzimas) mediante la reacción con un agente 

bifuncional como el glutaraldehido, diisocianato de hexametileno, etc., o 

multifuncionales (Berezhetskyy et al., 2008; Gogol et al., 2000; Kong et al., 

2009; Luo et al., 2008). Los dos grupos carbonilos terminales reaccionan con 

grupos amino de las proteínas para dar agregados insolubles de elevada masa 

molecular, inmovilizando las biomoléculas por atrapamiento dentro de la matriz 

reticulada. Debido a que la actividad de las enzimas puede verse alterada por el 

proceso de entrecruzamiento, dado que el agente bifuncional puede enlazarse 

con grupos amino de sus centros activos, se disminuye esta limitación añadiendo 

proteínas no activas con las que reaccionar, como la albúmina de suero bovino 

(BSA) (Berezhetskyy et al., 2008; Gogol et al., 2000; Yonemori et al., 2009). 

Aunque se puede controlar el grado de entrecruzamiento variando la cantidad de 

agente bifuncional, las capas de membrana formadas suelen presentar problemas 

en la difusión de los sustratos. Un inconveniente añadido es la toxicidad de los 

agentes bifuncionales empleados. 

 
• Enlace covalente: Se basa en la formación de enlaces covalentes entre la 

superficie del sensor, previamente activada, y los grupos funcionales de las 

proteínas (-NH2 (Ferreira et al., 2003), -COOH (Delvaux and Demoustier-

Champagne, 2003), -OH (Sassolas et al., 2012), -SH (Sassolas et al., 2012), -Ph-

OH, etc.) que no estén directamente implicados en la acción catalítica o en la 

reacción de afinidad. Los mayores inconvenientes de este tipo de inmovilización 

son que muchas veces daña la actividad biológica, ya que se requiere de 

procedimientos complicados y tediosos y son de difícil reproducibilidad. Sin 



Parte I   

 

31 

 

embargo, en términos de estabilidad, es una de las técnicas de inmovilización 

con mejores resultados, obteniendo superficies modificadas biológicamente que 

forman parte de los biosensores con  tiempos de vida más prolongados. 

 

1.4.2 Biosensores enzimáticos 

Las enzimas son proteínas que actúan como catalizadores en los sistemas biológicos, 

aumentando así la velocidad de las reacciones químicas sin que haya consumo de las 

mismas gracias a su capacidad de regeneración. Su alta especificidad permite 

transformar sustratos o grupos de sustratos en sus respectivos productos. 

Cuando se emplean enzimas con finalidades analíticas como es el caso de los 

biosensores enzimáticos, un factor importante a tener en cuenta es la sensibilidad. Ésta 

se relaciona directamente con la afinidad de la enzima por el sustrato y con la velocidad 

con la el complejo enzima-sustrato evoluciona para dar el producto, es decir, depende 

de la capacidad catalítica desarrollada. Estos factores se pueden cuantificar a partir de 

los valores de las constantes que se derivan del análisis de Michaelis y Mentis  sobre la 

cinética de las reacciones enzimáticas. De esta manera, conociendo los fundamentos 

básicos de este tipo de reacciones permite extraer la máxima información a la hora de 

diseñar una estrategia de uso de los biosensores enzimáticos. 

Se plantea el siguiente mecanismo para una reacción catalizada por un enzima en 

disolución que sólo involucre un sustrato: 

  ecuación 1.10 

donde E es la enzima, S el sustrato, ES el complejo intermedio enzima-sustrato, P el 

producto, K1 y K-1 la constante cinética de formación del complejo intermedio enzima-

sustrato y su inversa, respectivamente, y K2 la constante cinética de la formación del 

producto. Mediante una serie de tratamientos matemáticos, que consisten en la 

aplicación de la teoría del estado estacionario a las reacciones enzimáticas, se obtiene la 

siguiente expresión que relaciona la velocidad de formación del producto con la 

concentración inicial de sustrato y la concentración de enzima en la solución: 

                                        2 =34		[!]7	[8]39:	[8]                                  ecuación 1.11 

 

donde KM es la constante de Michaelis, que viene dada por: 

E + S ES P + E
K1

K-1

K2
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     �;	 =	 �3<=:	34�3=    ecuación 1.12 

 

El valor de la KM, que se puede determinar experimentalmente como la concentración 

de sustrato a la cual la velocidad es la mitad de la velocidad máxima, da idea de la 

afinidad de una enzima por su sustrato. Así, si KM tiene un valor pequeño, quiere decir 

que K1 >> K-1 y, por tanto, la enzima tiene mucha afinidad por su sustrato. 

En un biosensor la evolución de la velocidad de de una reacción enzimática en función 

de la concentración de sustrato sigue el comportamiento marcado por la ecuación 1.11, 

en la que para una determinada cantidad de enzima constante presenta una respuesta 

como la que se muestra en la Figura 1.12. Hay que tener presente que la señal medida 

con este tipo de sensores es proporcional a la velocidad de reacción, dado que como más 

rápida es la reacción más varía la concentración de la especie de la cual se está 

realizando el seguimiento. 

 

 
Figura 1.12 Respuesta enzimática, basada en la dependencia de la velocidad de reacción con la 

concentración de sustrato, que se ajusta a la cinética propuesta por Michaelis y Menten. La región (A), 

donde se cumple que S<<KM. La región (B) es útil para la determinación cuantitativa de la actividad 

enzimática. 

 

En el caso de lo que se pretende determinar es la concentración de alguna de las 

especies presentes en muestra, implicadas en la reacción enzimática, se mide la 

velocidad  con la que la enzima transforma el sustrato en producto. En estos casos, 

habitualmente se trabaja en la región correspondiente a [S] << KM, donde la velocidad 
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depende linealmente de la concentración de sustrato. Sin embargo, en algunos casos, se 

deberá de trabajar en condiciones de exceso de sustrato. 

La medida puede ser directa, cuando la detección del analito es inmediata a través de la 

medida de un cambio provocado en alguna propiedad relacionada con las especies 

directamente implicadas en  la reacción enzimática, o bien indirecta, si el analito no 

interviene directamente con la reacción de catálisis enzimática utilizada para su 

cuantificación.  

A continuación se describen ambos tipos de medida: 

Medida directa: En estos casos, como ya se ha mencionado, el analito participa 

directamente de la reacción enzimática, y su concentración es cuantificada a partir de la 

detección de especies electroactivas involucradas en la biocatálisis. Si se parte de una 

reacción enzimática simple, como la mostrada en la ecuación 1.10, en la que solamente 

participa un sustrato para dar un producto, la cuantificación del analito puede realizarse 

a través de la oxidación o reducción de los  productos  o co-sustratos 

electroquímicamente activos que participan en la reacción de biocatálisis. Hay enzimas 

que  en el proceso de catálisis enzimática necesitan de la presencia de una molécula 

orgánica no proteica que se denomina co-factor. En este caso el co-factor pude 

encontrarse enlazado a la enzima (como por ejemplo, el FAD) o bien puede añadirse en 

el medio de reacción (como por ejemplo, el NADH). En ambos casos, la medida de la 

velocidad de reacción enzimática se puede relacionar con el cambio de alguna 

propiedad inherente al propio co-factor, que puede ser detectado por el transductor y 

que servirá, por tanto, para obtener información sobre la actividad catalítica de la 

enzima y, en consecuencia, sobre la concentración de analito presente en la muestra. Por 

lo tanto, la cuantificación  del analito puede hacerse de forma directa a partir de la 

medida electroquímica de especies electroactivas que participan en la reacción 

enezimática, como por ejemplo un co-sustrato, un producto de la reacción o el co-factor 

enzimático. 

Medida indirecta: La actividad catalítica de una enzima puede verse afectada por 

pequeñas variaciones en la estabilidad de la enzima. A pesar de trabajar bajo unas 

condiciones óptimas de trabajo, la actividad catalítica puede verse también modificada 

por la presencia de ciertas sustancias  que actúan como activadores o como inhibidores 

enzimáticos. La propiedad de ciertos analitos de activar o inhibir la actividad catalítica 

de una enzima es utilizada para la cuantificación de éstos mediante una medida  

indirecta. En estos casos, la medida se basa en comparar la actividad catalítica en 

ausencia y en presencia de determinadas especies que afectan al valor de este parámetro. 

Es por eso que es necesario conocer  el mecanismo de reacción para poder saber si 

conviene trabajar en condiciones de [S] << KM o bien de [S] >> KM. Esta segunda 



Introducción 
 

34 

 

opción es la escogida en los casos en que el valor de la velocidad máxima varía con la 

presencia o ausencia de determinadas especies. 

La inhibición enzimática se utiliza bastante en el diseño de biosensores enzimáticos con 

finalidades medioambientales, dado que a menudo los contaminantes actúan como 

inhibidores enzimáticos (Albareda-Sirvent et al., 2001; de Albuquerque and Ferreira, 

2007; Gogol et al., 2000). Además, cabe destacar la elevada sensibilidad que pueden 

alcanzar los dispositivos basados en inhibición enzimática debido a que la cantidad de 

enzima en un biosensor acostumbra a ser muy pequeña y, por tanto, pequeñas 

cantidades de inhibidor, del orden de los nM o pM, pueden provocar cambios 

importantes en la actividad catalítica global (Pundir and Chauhan, 2012). 

La inhibición enzimática  puede ser irreversible o reversible. La inhibición irreversible 

conlleva una pérdida definitiva de la actividad enzimática sin posibilidad de recuperarla. 

La inhibición reversible, comporta una recuperación e de la actividad catalítica ya sea 

de forma espontánea o mediante la utilización de una reacción química. Dentro de la 

inhibición enzimática reversible, ésta se puede subdividir en inhibición competitiva, 

inhibición acompetitiva i inhibición no competitiva. 

En cambio, cuando lo que se pretende es conocer la cantidad de enzima presente en una 

muestra, se ha de trabajar en la región correspondiente a [S] >> KM (ver Figura 1.12). 

En esta región, la velocidad es independiente de la concentración de sustrato y su valor 

corresponde al valor máximo (vmáx) que se obtiene para una cantidad de enzima 

determinada cuando el sustrato está en exceso, es decir, en estas condiciones se puede 

establecer una relación lineal con la vmáx y con la cantidad de enzima. 

Esta estrategia de uso de los biosensores enzimáticos utiliza la enzima como analito y 

normalmente se utilizada como sistema de detección en casos de marcación enzimática. 

Así por ejemplo, cuando se trabaja con inmunosensores, la cantidad de enzima presente 

en la superficie del biosensor está relacionada, directamente o indirectamente, con la 

concentración de la especie que se quiere determinar. 

 

1.4.3 Inmunosensores  

Los inmunosensores electroquímicos constituyen una importante herramienta analítica 

en diferentes campos, tales como el análisis de alimentos, clínico y medioambiental 

(Carralero et al., 2008). Las diversas configuraciones de inmunosensores 

electroquímicos constituyen excelentes alternativas por su alta sensibilidad, bajo coste y 

facilidad de miniaturización. 
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Los inmunosensores son un tipo de biosensor que incorporan anticuerpos (Ab), también 

llamados inmunoglobulinas (IgG), como material biológico. Los anticuerpos son 

glicoproteínas que circulan por la corriente sanguínea y el sistema linfático. Son 

secretados por los linfocitos B como respuesta a la aparición de sustancias extrañas 

(antígenos (Ag)) a lo que se denomina respuesta inmunitaria (Harlow and Lane, 1988). 

La estereoespecificidad de los puntos de unión en los anticuerpos confiere una alta 

selectividad a éste tipo de interacción de afinidad Ag-Ab.  

 

1.4.3.1 Técnicas de inmunoensayo o técnicas inmunoquímicas de análisis  

El inmunoensayo es una técnica analítica basada en el uso de inmunoespecies como 

reactivos analíticos para la determinación cuantitativa de un analito en disolución. Dada  

su alta sensibilidad y selectividad, se logra la cuantificación de un gran número de 

compuestos a concentraciones del orden de ng/mL o incluso pg/mL. La técnica incluye 

todos los ensayos que utilizan antígenos o anticuerpos marcados, donde este marcaje 

determina la técnica de detección necesaria para el seguimiento de la interacción 

inmunológica. 

Existen muchos tipos de inmunoensayos por lo que su clasificación resulta bastante 

compleja debido a la gran variedad de criterios que se pueden emplear. Los métodos de 

inmunoensayo, de manera general, pueden clasificarse en homogéneos y heterogéneos. 

En los primeros, el marcador modifica su actividad cuando se unen anticuerpo y 

antígeno, por lo que puede seguirse su aumento o disminución sin mayor complicación. 

En este caso, dado que las inmunoespecies se encuentran en disolución y no se lleva a 

cabo ninguna separación de la matriz de la muestra, la sensibilidad suele ser reducida 

debido a la presencia de interferencias. En los métodos heterogéneos, donde si se 

incluye un paso de separación de la matriz de la muestra y del reactivo excedente 

(normalmente una etapa de lavado de la superficie sólida), se consigue eliminar gran 

parte de estas interferencias obteniéndose a su vez, mayor sensibilidad y mejores límites 

de detección. 

Uno de los ensayos heterogéneos más importantes es el ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay). Los inmunosensores amperométricos implementan este tipo de 

ensayo inmovilizando las inmunoespecies sobre el transductor, integrando así la 

selectividad de los reactivos inmunológicos, la sensibilidad de las reacciones 

enzimáticas y la simplicidad de la detección amperométrica. Normalmente, se efectúan 

los ensayos de dos formas diferentes, ensayo competitivo y ensayo no competitivo 

(sándwich) 
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En el ensayo competitivo se pone en contacto el reactivo inmovilizado (antígeno o 

anticuerpo según el caso) con una mezcla de muestra que contiene el analito a la que se 

le añade además una cantidad perfectamente conocida de un reactivo marcado 

generalmente con una enzima (de idéntica estructura que la del analito que se quiere 

determinar). Su enlace con el reactivo de captura es proporcional a las cantidades de 

ambos en solución. Después de una etapa de lavado en la que se elimina el 

sobrenadante, se determina la cantidad de reactivo marcado que ha reaccionado 

mediante la medida de la actividad enzimática superficial. Según el desarrollo del 

formato competitivo, los inmunoensayos pueden ser directos cuando se utiliza la 

molécula análoga marcada, y ésta y el analito compiten por unirse al anticuerpo 

marcado que se encuentra inmovilizado en un soporte sólido, o indirectos, cuando se 

utiliza el anticuerpo marcado y la molécula análoga al analito se encuentra 

inmovilizada, y se añade a la disolución el analito y el anticuerpo. La señal obtenida en 

ambos casos es inversamente proporcional a la concentración de analito en la muestra. 

 

 

 

 

Figura 1.13 Principales formatos de inmunoensayo: (A) Ensayo competitivo directo, (B) ensayo 

competitvo indirecto y (C) ensayo no competitivo o sándwich. 

Lavado

Lavado

Lavado Lavado

(A) 

(B) 

(C) 
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En el ensayo no competitivo o sándwich, el reactivo de captura se inmoviliza en el 

soporte sólido, y posteriormente se incuba en la muestra que contiene el analito 

(antígeno) de manera que se enlace selectivamente. Después de una etapa de lavado en 

que se retira el exceso de muestra, se incuba con una disolución que contiene en exceso 

un segundo anticuerpo marcado, que se enlaza a un etíope del antígeno diferente al que 

lo ha hecho el primer anticuerpo. Se separa el sobrenadante y se monitoriza la reacción 

enzimática proporcionando la información analítica requerida. La señal obtenida en este 

ensayo es directamente proporcional a la concentración de analito. 

 

1.5 Automatización de los sistemas de análisis 

Desde hace más de una década, se ha producido un aumento en la demanda de 

información en tiempo real para la monitorización y control de diferentes parámetros 

químicos de interés medioambiental y biomédico. Esta demanda se traduce en el 

desarrollo e implementación de analizadores automáticos a pie de proceso que a su vez 

sean robustos, económicos, sensibles, precisos, versátiles y de fácil automatización.  La 

característica principal de este tipo de analizadores es que permiten la integración de 

todas las etapas del proceso analítico: el muestreo, la mezcla o la reacción, etapas de 

separación (difusión gaseosa, pre-concentración, separación electroforética) y la etapa 

de detección. Además, facilitan la integración de una gran variedad de sistemas de 

detección basados en distintas técnicas instrumentales (ópticas, electroquímicas, etc.) 

(Valentini et al., 2003; Wang and Musameh, 2003). 

Bajo este contexto, y teniendo en cuenta las propiedades intrínsecas de los materiales 

compósitos basados en carbono expuestas anteriormente, tales como la fácil 

maleabilidad, la capacidad de adquirir cualquier forma y geometría, el bajo coste y la 

alta sensibilidad, los materiales compósitos se convierten en unos candidatos idóneos 

para el desarrollo de (bio)sensores que pueden ser integrados, como detectores, en 

sistemas automáticos de análisis. 

Los métodos automáticos de análisis se pueden clasificar en función de las diferentes 

formas de gestionar los fluidos. En una primera aproximación, se pueden clasificar 

según tres tipos: robotizados, discontinuos y continuos (Valcarcel et al., 1984). Dentro 

de los métodos continuos hay de dos tipos: los segmentados y los no segmentados. La 

diferencia entre ambos es el tipo de estrategia que se utiliza para mantener la integridad 

de la muestra dentro del analizador y evitar la contaminación entre muestras sucesivas. 

En los segmentados, las muestras son aspiradas secuencialmente, situando entre ellas 

burbujas de aire o de nitrógeno que separan (segmentan) el flujo establecido (Figura 
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1.14) y que evitan el solapamiento entre muestras consecutivas, reduciendo la 

posibilidad de contaminación entre muestras.  

 

Figura 1.14 Modelo básico de muestreo en un sistema de flujo segmentado. P es la solución portadora; R, 

reactivo; M, muestra. 

 

En cambio, en los métodos no segmentados, el flujo no se separa por burbujas de aire y 

la muestra es inyectada, en lugar de ser aspirada. En este tipo de sistemas de flujo la 

identidad de la muestra se preserva mediante un control exhaustivo de la dispersión 

dentro del sistema. Los métodos no segmentados genéricamente se denominan métodos 

de Análisis por Inyección en Flujo (Flow Injection Analysis, FIA) y fueron propuestos a 

mediados de la década de los 70 por Ruzicka y Hansen (Ruzicka & Hansen, 1975). A 

principios de los 90, y basado en el mismo concepto de dispersión controlada, surgió la 

técnica de análisis por inyección secuencial (Sequential Injection Analysis, SIA). Esta 

técnica alternativa propone una nueva estrategia de gestión de fluidos basada en la 

automatización del proceso. Para ello, es necesario utilizar un software de control del 

analizador más complejo que gestiona todos los elementos necesarios para llevar a cabo 

el análisis. 

El análisis por inyección de flujo ha permitido automatizar de un modo asequible y 

robusto un gran número de sistemas de análisis on-line para múltiples parámetros 

químicos y bioquímicos, el desarrollo de esta técnica ha sido exponencial y en la 

actualidad se pueden encontrar 21744 publicaciones sobre el tema. 

La técnica FIA ofrece ciertas ventajas como por ejemplo: la preparación automática de 

las muestras, ya sea por difusión o por dilución; los calibrados continuados del sensor 

sin interrumpir el proceso que se está siguiendo; la detección simultánea de un 

determinado número de analitos mediante la utilización de diferentes reactores o 

sensores dispuestos en paralelo o de forma seriada. Adicionalmente, el gran número de 

aplicaciones posibles debido a la gran variedad de reacciones y detectores que pueden 

ser utilizados. En la técnica FIA es fundamental el control y la reproducibilidad de la 

dispersión de la muestra introducida en una solución transportadora no segmentada. 
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(I) 

 

(II)

 

Figura 1.15 Sistema. (I) Modelo básico de muestreo. (II) Diseño experimental de de un sistema FIA 

convencional, donde P y M son la disolución portadora y la muestra, respectivamente.  

 

En el diseño de un sistema FIA básico consta de una bomba, una válvula de inyección, 

un detector y un tubo de reacción (Figura 1.15). La bomba se utiliza para propulsar una 

o más disoluciones hacia el detector. Estas disoluciones pueden ser reactivos, 

disoluciones tampón y/o acondicionadoras, o disolventes. La válvula de inyección sirve 

para inyectar, periódicamente y de forma precisa, un pequeño volumen de muestra en la 

corriente de la disolución portadora. La propia dinámica de fluido del tubo mezcla la 

muestra con el reactivo y resulta una especie que puede ser detectada por el sistema. La 

señal que genera la especie que es detectada es transitoria, en forma de pico, la altura y 

el área de la cual es proporcional a la concentración de analito y se utilizan para 

cuantificarlo (Figura 1.15 (I)). Las dimensiones de esta señal dependen de diferentes 

variables físicas del sistema, como el caudal, el volumen de inyección, la longitud y el 

diámetro del tubo de reacción, entre otras. Introduciendo muestras de analito de 

concentración conocida se puede obtener la relación matemática entre la señal y la 

concentración. El proceso de detección se puede llevar a cabo de forma manual, con un 

detector conectado a un registrador, o bien, controlado por un ordenador, hecho que 

mejora la capacidad de manipulación y de adquisición de datos. Los detectores más 

habituales son los ópticos (espectrofotometría, UV-Visible, IR, fluorimetría, 

P M P
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espectrometría atómica, etc.) y los electroquímicos (potenciometría, voltamperometría) 

(Andrew, 1994). 

Como se ha comentado antes la técnica FIA ha evolucionado en otras técnicas de flujo 

complementarias, como por ejemplo las de Análisis por Inyección Secuencial (SIA), en 

la que no se utiliza un flujo continuo (Ruzicka and Marshall, 1990), el análisis por 

multiconmutación, o la técnica de flujo detenido (stopped-flow). Los métodos basados 

en el flujo detenido, que consiste en detener el flujo durante un tiempo determinado, 

pueden eliminar el ruido de fondo, aportar capacidad de diferenciación cinética y 

aumentar la sensibilidad. La ventaja directa es que los tiempos de reacción pueden ser 

aumentados sin necesidad de variar la longitud del tubo de mezcla o el caudal, que es el 

modo de operar en continuo pero provocaría un aumento de la dispersión y, por tanto, la 

disminución de la señal analítica. Además, permite la optimización de la relación de 

muestra y reactivo para obtener respuestas lineales con alta sensibilidad, disminuyendo 

el consumo de reactivo respecto del método continuo (Baeza, 2004). 

La continua evolución de los sistemas automáticos de análisis ha dado lugar también al 

desarrollo de un nuevo concepto de sistema de análisis conocido como microsistema 

total de análisis (Micro Total Analysis System, µTAS). El concepto de µTAS fue 

introducido por primera vez por Manz (Manz et al., 1990) en la década de los 90.  Éste 

surge a raíz del desarrollo de sistemas de fabricación en continuo, que permiten la 

conectividad total o parcial de las diferentes etapas del proceso analítico. Los µTAS 

facilitan simultáneamente la integración y la miniaturización de todas las etapas del 

proceso analítico y aportan las ventajas intrínsecas a la reducción de escala.  

Los sistemas de análisis de flujo convencionales permiten desarrollar sistemas 

automáticos, que otorgan trazabilidad y exactitud a las medidas realizadas, así como 

resolución temporal mediante el muestreo en continuo. No obstante, pueden presentar 

ciertos inconvenientes como el elevado consumo de reactivos, un procesamiento lento 

de las muestras y una portabilidad reducida, que restringen la posibilidad de otorgar de 

resolución espacial a los sistemas analíticos. Alguno de estos inconvenientes puede 

resolverse mediante la miniaturización o escalado de los sistemas de análisis y, 

consecuentemente, el desarrollo de sistema de análisis miniaturizados resulta una 

alternativa válida para la automatización de algunos procesos de análisis susceptibles de 

una reducción de escala, ya sea por requerimientos de portabilidad o de reducción de 

costes de ejecución, como sería el caso de la monitorización de parámetros ambientales 

(Olivé-Monllau et al., 2011).   
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2. Objetivos 
 

Uno de los objetivos principales de la química analítica es la determinación selectiva de 

analitos a muy bajas concentraciones, en muestras cada vez más complejas. En este 

contexto, los  sensores y biosensores amperométricos han contribuido en gran medida al 

desarrollo de sistemas analíticos más sensibles y económicos que han permitido realizar 

determinaciones in-situ y en tiempo real. 

En el caso particular de los biosensores basados en biocompósitos, a todas las ventajas 

que aportan los biosensores en general, se les une la facilidad de inmovilizar e integrar 

el componente biológico en el transductor, simplificando de forma extraordinaria la 

construcción de estos dispositivos y, aumentando a su vez la robustez y durabilidad de 

los mismos. La calidad de la respuesta analítica de los biosensores basados en 

biocompósitos ha sido atribuida, en gran medida, a la actividad biocatalítica del 

componente biológico y la forma de integrarse con el transductor electroquímico. Sin 

embargo, ha quedado en un segundo plano, la contribución de la morfología y 

composición del transductor en el buen desempeño analítico de estos dispositivos. 

El objetivo principal de este trabajo de investigación se ha centrado en la aplicación de 

diversas técnicas instrumentales, principalmente electroquímicas y morfológicas, 

orientadas hacia el desarrollo e implementación de nuevas estrategias  para la 

caracterización y optimización de la composición de materiales (bio)compósitos. La 

aplicación sistemática de estas técnicas de caracterización, pretende demostrar que un  

porcentaje óptimo de material conductor en la matriz de los materiales (bio)compósitos, 

permitirá obtener dispositivos (bio)sensores más sensibles y robustos, que posean la 

propiedad de mejorar significativamente los límites de detección de estos dispositivos, 

aumentando considerablemente la relación señal/ruido con respecto a otros biosensores 

basados en los mismos materiales compuestos pero no optimizados.  Bajo este objetivo 

principal, los objetivos parciales planteados para asumirlo son los siguientes:  

- Estudiar las propiedades electroanalíticas de un material compuesto basado en 

grafito y resina epoxy, mediante la caracterización y optimización de su 

composición utilizando diferentes estrategias, como la teoría de la percolación, y 

técnicas electroquímicas y morfológicas, tales como: voltamperometría cíclica, 
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espectroscopia electroquímica de impedancias, amperometría hidrodinámica, 

microscopia de fuerza atómica y microscopia electrónica de barrido. 

 

- Determinar qué técnicas de caracterización proporcionan la información más 

relevante para el desarrollo de transductores altamente eficaces, orientados hacia la 

optimización de la relación señal/ruido y, en consecuencia, a la mejora de los límites 

de detección.  

 
- Estudiar el efecto, sobre las propiedades electroquímicas y analíticas, que tiene  la 

incorporación de un componente biológico en la matriz de un compósito basado en 

grafito y resina epoxy de composición incluida en la zona de percolación. Para ello 

se utilizará la enzima glucosa oxidasa (GOD) como enzima modelo, y se aplicarán 

las técnicas de caracterización y optimización propuestas en el objetivo anterior, 

complementándolas con  la microscopia láser confocal que permitirá el estudio de la 

distribución de la enzima en la superficie del electrodo biocompósito. 

 
- Aplicar, de forma sistemática, las técnicas de caracterización y optimización 

propuestas, para el desarrollo y mejora de la señal analítica de biosensores e 

inmunosensores amperométricos. Para ello se abordarán sistemas biosensores e 

inmunosensores descritos en la bibliografía basados en el mismo transductor pero  

de composición no optimizada. Concretamente se estudiarán: 

• Biosensores basados en grafito y resina epoxy que incorporan la enzima 

acetilcolinesterasa para su aplicación en la detección de inhibidores de las 

colinesterasas, tanto de la familia de los organofosforados como de la de los 

carbamatos. De forma particular, se integrarán los electrodos biocompósitos 

optimizados basados en grafito-epoxi-AChE, en un microanalizador 

amperométrico basado en la tecnología LTCC, y se evaluará la mejora de la 

respuesta analítica mediante la determinación de pesticidas en disolución. 

• Inmunosensores basados en grafito y resina epoxy que incorporan la 

inmunoglobulina G (IgG) inmovilizada en la matriz. Concretamente se 

estudiarán los beneficios que aporta la optimización de la composición del 

inmunocompósito en las técnicas de ensayo descritas en la bibliografía. 
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Materiales y métodos 
 

En este apartado, se presentan las diferentes metodologías experimentales utilizadas 

durante el desarrollo de los estudios realizados en esta tesis doctoral.  

En primer lugar, se hace una breve descripción de los reactivos e instrumentación 

utilizados, así como de los procedimientos de fabricación de los diferentes sensores y 

biosensores basados en los materiales compuestos desarrollados.   En segundo lugar, se 

hace una descripción de los protocolos de caracterización utilizados y los 

procedimientos seguidos en la toma de medidas amperométricas para los diferentes 

sensores y biosensores desarrollados. Por último, se describe detalladamente tanto el 

diseño como la construcción del sistema microfluídico utilizado y del montaje 

experimental necesario para su operación, para la aplicación concreta de la 

determinación de análisis de pesticidas. 

 

3.1 Reactivos 

Cloruro de potasio (99,5%), hexacianoferrato (III) de potasio (99,5%), hexacianoferrato 

(II) de potasio (99,5%), ácido áscorbico (99,5%), nitrato de potasio (99,0%), ácido 

nítrico (65%), dihidrogenofosfato de potasio (99,5%), hidrogenofosfato de potasio 

(99,5%), hipoclorito de sodio (10-13%), peróxido de hidrógeno (30%), hidroquinona 

(99,5%), glucosa oxidasa tipo VII de Aspergillus niger (174400 unidades/g), D-(+)-

Glucosa (≥ 99,5%), acetilcolinesterasa tipo VI-S de Electrophorus electrics (1000 

unidades/mg), cloruro de acetiltiocolina (> 99,0%), metanol para HPLC (99,9%), 

carbofurano PESTANAl, carbarilo PESTANAL, paraoxon-ethyl PESTANAL, malatión 

PESTANAL, diclorovos PESTANAL, inmunoglobulina G de conejo, anti-IgG de 

conejo procedente de cabra conjugada con peroxidasa y sérum albúmina bovina fueron 

subministrados por Sigma-Aldrich. 
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3.2 (Bio)sensores amperométricos basados en (bio)compósitos grafito-

epoxy 

En este apartado se describirán los procedimientos experimentales utilizados en la 

construcción de los electrodos basados en materiales compósitos desarrollados en esta 

tesis para su aplicación como (bio)sensores. 

 

3.2.1 Materiales utilizados en la construcción de los electrodos 

Los materiales compósitos  estudiados en el presente trabajo se basan en micropartículas 

de grafito como material conductor y la resina epoxy Epotek-H77 como material de 

relleno polimérico. Los compósitos de grafito-epoxy se han preparado a partir de grafito 

en polvo, con un tamaño de partícula de 50 µm (Merk Millipore, Darmstadt, Alemania) 

y la resina epoxy Epotek-H77, juntamente con su correspondiente endurecedor 

suministrado por Epoxy Technologies (Epoxy Technologies, Billerica, MA, USA). 

 

3.2.2 Preparación de los compósitos y construcción de los sensores 

amperométricos 

La construcción de los electrodos se realiza en dos etapas. Por un lado, se realiza la 

construcción del cuerpo del electrodo, así como el contacto eléctrico y, por otro lado, la 

preparación del material compósito transductor. En la Figura 3.1 se muestra el proceso 

de construcción de los electrodos compósitos. 

El proceso de preparación del material compósito consiste en mezclar manualmente el 

polímero (Epotek H77A) y su correspondiente componente endurecedor (Epotek H77B) 

en una relación 20:3 (w/w), juntamente con un porcentaje variable de material 

conductor (grafito). Después se homogeniza la mezcla manualmente durante 30 

minutos.  

Para la construcción del cuerpo de los electrodos se utiliza un conector eléctrico  

hembra de 2 mm de diámetro. En su extremo se suelda con estaño una lámina circular 

de cobre (6 mm de diámetro y 1 mm de espesor), a la que previamente se le ha 

eliminado los restos de óxido de cobre e impurezas que pudiese contener con una 

solución de ácido nítrico 1:1. Esta lámina de cobre actúa de contacto eléctrico  entre el 

conector eléctrico y el material compósito. La presencia de una capa de óxido en la 

placa de cobre aumenta la resistencia al paso de corriente e impide tener una buena 

soldadura con el conductor eléctrico y, por lo tanto, una buena adherencia entre la 

lámina de cobre y el material polimérico conductor. Esta conexión eléctrica se introduce 
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en el interior de un cuerpo cilíndrico de policloruro de vinilo (PVC) de 6 mm de 

diámetro interno y 20 mm de longitud. En el otro extremo del cuerpo de electrodo 

queda una cavidad de 3 mm de profundidad en la que se introduce el material compósito 

preparado previamente al proceso de curado. 

 

 
Figura 3.1 Etapas de la construcción del electrodo compósito (I) (A) Al conector hembra de 2 mm se le 
suelda la lámina de cobre. (B) Después se introduce dentro del tubo de PVC. A continuación (C) se llena 
la cavidad con el material compuesto y finalmente, después del proceso de curado (D) se pule la 
superficie del sensor. Detalle del proceso de construcción (II), antes y después del llenado, y dispositivo 

final pulido.  

 

Una vez introducido el material compósito dentro de la cavidad del cuerpo del electrodo 

se lleva a cabo el proceso de curado, es decir, un endurecimiento del material 

polimérico. Este proceso consiste en mantener el cuerpo del electrodo durante 24 horas 

a una temperatura constante de 60ºC. Después del proceso de curado y antes de ser 

utilizados como sensores, es necesario realizar un proceso de pulimiento manual de la 

superficie del electrodo. El pulido se realiza mediante diferentes papeles abrasivos. 

Primero, se empieza con papel de vidrio de grano grueso, y cada vez con uno de más 

fino, y finalmente, con papel de alúmina de 3 mm (Thermo Scientific, Beverly, MA, 

USA). 

Los electrodos construidos tienen un área geométrica de 28 mm2. La conexión a los 

equipos de medidas se realiza mediante un soporte extensor de 15 cm de longitud, 

constituido por un tubo cilíndrico de PVC de esta longitud y de igual diámetro que el 

cuerpo del electrodo. En un extremo se le acopla un conector eléctrico macho de 2 mm 

que está soldado a su vez a un cable conductor. Este cable conductor se hace pasar a 

través del tubo de PVC. En el otro extremo del cable se suelda otro conector eléctrico 

macho como nexo de unión con el equipo de medida. 

Para la construcción de los transductores basados en grafito y resina epoxy, el intervalo 

de composiciones de grafito utilizado fue entre el 13% y el 20%  (w/w) de material 

conductor. 

A B C D
(I) 

(II) 
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3.2.3 Preparación de los biocompósitos y construcción de los 

biosensores 

En la preparación de los biocompósitos, las etapas del proceso de fabricación son 

prácticamente las mismas que se han detallado en el apartado anterior (Figura 3.1). La 

preparación del cuerpo del electrodo y del contacto eléctrico se realiza de la misma 

manera que se ha descrito en el apartado 3.2.2. Sin embargo, en el proceso de 

preparación del material biocompósito se le añade una etapa más. Después de la mezcla 

manual del polímero (Epotek H77A) y su correspondiente componente endurecedor 

(Epotek H77B) en una relación 20:3 (w/w), juntamente con un porcentaje variable de 

material conductor (grafito) durante 30 minutos, se añade la cantidad convenida  de 

material biológico (enzima o antígeno) y se homogeniza durante 15 minutos más la 

mezcla. El proceso de curado de estos electrodos es de 5 días a una temperatura de 

40ºC. Esta temperatura de curado está prefijada por la estabilidad del material biológico. 

El proceso de pulido se mantiene igual que en el descrito en el apartado anterior (3.2.2). 

Durante los periodos en que los electrodos no se utilizan, se conservan en la nevera para 

evitar la degradación del material biológico a una temperatura de 4ºC. 

En la preparación de los  biocompósitos basados en grafito-epoxy que incorporan la 

enzima glucosa oxidasa (GOD), se construyeron dos series de biosensores en las que el 

intervalo de composiciones de grafito estuvo comprendido entre el 13% y el 20%  

(w/w) y la concentración de enzima fue del 1% y el 2% (w/w) de GOD. 

En la preparación de los  biocompósitos basados en grafito-epoxy que incorporan la 

enzima acetilcolinestesterasa (AChE), se construyó una serie de biosensores en la que se 

varió el intervalo de composiciones de grafito entre el 14% y el 17% (w/w)  y se 

construyó su análogo con el 20% (w/w) de grafito. La concentración de enzima se fijó 

en un 0,12% (w/w) de AChE. 

En la preparación de los inmunocompósitos basados en grafito-epoxy que incorporan el 

antígeno inmunoglobulina G de conejo (RIgG), se construyó una serie de 

inmunosensores en la que se varió  la concentración de grafito entre el 15% y el 20% 

(w/w) y se fijó la concentración de la inmunoespecie en un 0,9% (w/w) de RIgG. 

 

3.2.3.1 Construcción de biosensores para su integración en 

microanalizadores de tipo LTCC 

En la Figura 3.2 se muestra un detalle de la configuración de los electrodos 

(bio)compósitos integrados como detectores amperométricos en el microanalizador 
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desarrollado, basado en la tecnología de las cerámicas verdes o LTCC (Low 

Temperatura Cofired Ceramics). 

Esta configuración consiste, básicamente, en una tuerca de PVC de 15 mm de altura 

(Tecan Systems Inc., San José, CA, USA) con un orificio interno de 4 mm de diámetro, 

en el cual se introduce por un de los extremos un conector eléctrico de banana macho de 

2 mm de diámetro (Figura 3.2) que lleva soldado, en el extremo, un disco de cobre de 2 

mm de diámetro. El conector macho es el punto de unión con el equipo de medida. En 

el otro extremo de la tuerca, queda una cavidad donde se incorpora el material 

biocompósito, las dimensiones de la cual son 2 mm de profundidad y 4 mm de 

diámetro. La preparación y el proceso de curado del electrodo biocompósito se realiza 

de acuerdo con el protocolo especificado en el apartado 3.2.3. El electrodo está 

constituido por una mezcla que contiene un 16% (w/w) de grafito y una cantidad de 

AChE constante de 0,12% (w/w). Antes de ser usado como electrodo de trabajo es 

necesario realizar el proceso de pulimiento de la superficie. Como en el caso anterior, 

cuando el electrodo no se está utilizando se conserva en nevera a una temperatura de 

4ºC. 

 
Figura 3.2 Configuración del electrodo de trabajo basado en material biocompósito para integrar como 

detector en el microsistema de análisis. 

 

Finalmente, el electrodo de trabajo se integra en el microanalizador mediante una 

volandera de PVC, la cual está fijada en el microanalizador sobre el canal de flujo 

principal, en una cavidad específica diseñada con este propósito, como se especifica en 

el apartado 3.4. 

 

 

 

BIOCOMPÓSITO
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3.3  Caracterización y evaluación de los (bio)sensores basados en los 

materiales (bio)compósitos desarrollados 

En la caracterización, optimización y evaluación de los (bio)sensores basados en los 

materiales (bio)compósitos desarrollados, se han utilizado diferentes técnicas eléctricas, 

electroquímicas y de microscopia que han sido aplicadas de forma sistemática. 

 

3.3.1 Evaluación de las propiedades eléctricas. Curva de percolación 

La curva de percolación se ha realizado midiendo la resistencia eléctrica de los 

diferentes materiales compuestos basados en grafito-epoxy utilizando un multímetro 

comercial (Fluka Ibérica, S.L., Madrid, España). En este caso las medidas requieren de 

un soporte adecuado. Este soporte consiste en un tubo de PVC de 6 mm de diámetro 

interno y 10 mm de longitud, cuyo interior  se ha rellenado con el material compósito 

(preparado como en el apartado 3.2.2). Se prepararon  composiciones con un contenido 

en grafito comprendido entre el 12% y el 20% (w/w). Antes del proceso de curado, en 

cada uno de los extremos del tubo se colocó una placa de cobre de 6 mm de diámetro, 

con el objetivo de que actuaran como contacto eléctrico. A continuación se cura el 

material durante 24 h a 60ºC. Una vez el material compuesto ha sido curado, se realiza 

el pulido de la superficie de la placa de cobre con papel abrasivo para eliminar la capa 

de óxido que se haya podido formar. Finalmente, la resistencia eléctrica se mide entre 

estas dos placas de cobre. 

 

3.3.2 Caracterización de las propiedades electroquímicas de los 

electrodos (bio)compósitos 

3.3.2.1 Voltamperometría cíclica 

Estas medidas se han llevado a cabo con la unidad de control Autolab PGSTAT12 

potenciostato/galvanostato (EcoChimie, Utrech, Holanda) mostrada en la Figura 3.3. 

Como electrodo auxiliar se ha utilizado un electrodo comercial de platino 52-671 Crison 

(Crison Instruments, Barcelona, España). Como electrodo de referencia se ha utilizado 

un hilo de plata donde previamente se ha electrodepositado AgCl. El potencial de 

referencia suministrado por este electrodo se mantiene estable, manteniendo una 

concentración constante del ión cloruro (0,1 M KCl) en el medio. Como electrodo de 

trabajo se han utilizado los diferentes electrodos basados en materiales (bio)compósitos 

desarrollados. Este sistema de tres electrodos se ha utilizado para caracterizar el 

comportamiento electroquímico de los electrodos preparados para complementar los 
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resultados obtenidos con la técnica de espectroscopia electroquímica de impedancias 

(apartado 3.3.2.2). El medio electrolítico que se utilizó en todo el estudio fue una 

disolución acuosa que contuvo concentraciones iguales (0,01 M) del  par redox 

[Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- y 0,1 M de KCl. La velocidad de barrido utilizada fue de 10 

mV/s. 

  

3.3.2.2 Espectroscopia electroquímica de impedancias 

Estas medidas se llevaron a cabo con un sistema potenciostato/galvanostato PGSTAT12 

Autolab (EcoChimie, Utrech, Holanda). La configuración de la celda utilizada es la 

misma que se describe en el apartado 3.3.2.1. La solución de referencia utilizada 

contuvo 0,01 M en cada una de las especies del par redox [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- y 0,1 

M de KCl. Las medidas se llevaron a cabo usando el potencial de equilibrio, calculado 

previamente mediante los datos obtenidos a través del  voltamperograma cíclico con la 

ecuación Ee = Ecp + ǀ(Ecp – Eap)/2ǀ, donde Ee, Ecp y Eap, son el potencial de equilibrio, el 

potencial de pico catódico y  anódico, respectivamente. El intervalo de frecuencia 

evaluado estuvo comprendido entre 100 KHz y 100 mHz y la amplitud de señal que 

perturba el sistema fue de 10 mV. 

 

 
Figura 3.3 Configuración experimental utilizada para las medidas de impedancias y de la 

voltamperometría cíclica.  

 

3.3.2.3 Voltamperometría de barrido lineal 

Estas medidas se llevaron a cabo con un sistema potenciostato/galvanostato PGSTAT12 

Autolab (EcoChimie, Utrech, Holanda). La configuración de la celda utilizada fue una 

configuración de tres electrodos. Como electrodo auxiliar se ha utilizado un electrodo 

comercial de platino 52-671 Crison (Crison Instruments, Barcelona, España). El 
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electrodo de referencia consistió en un electrodo comercial de unión simple Ag/AgCl 

ORION 900200 (Thermo Electron Corporation, Beverly, MA, USA). Como electrodo 

de trabajo se utilizaron los diferentes electrodos basados en materiales (bio)compósitos 

desarrollados en este trabajo. Con esta técnica, se obtiene en el medio idóneo, el 

potencial de polarización óptimo de los analitos estudiados para cada uno de los 

electrodos (bio)compósitos desarrollados. La técnica consiste en el registro de la 

intensidad cuando realizamos un barrido de potencial en una dirección determinada a 

velocidad constante. Dicho barrido se realizó en ausencia de agitación. Para cada uno de 

los analitos evaluados se realizo un barrido de potencial entre -1 V y 1,5 V, utilizando 

una velocidad de barrido de 10 mVs-1. En primer lugar se realizó un barrido de potencial 

sobre 20 mL de una solución que contenía el electrolito soporte de fondo y a 

continuación, se procedió a la realización de sucesivos barridos sobre la misma solución 

electrolítica, después de adicionar de forma consecutiva diferentes microvolúmenes de 

una disolución que contenía el analito de estudio.  

El potencial de oxidación del ácido ascórbico se determinó sobre un fondo electrolítico 

de 0,05 M de KNO3/HNO3 y 0,1 M de KCl, en el que se añadieron de manera 

consecutiva sobre el mismo fondo electrolítico, microvolúmenes de una disolución 1 M 

hasta alcanzar una concentración en el medio electrolítico de 2mM.  

Para la determinación del potencial de oxidación del peróxido de hidrógeno, las 

medidas se realizaron sobre un fondo electrolítico de 0,1 M de PBS a pH = 7,0 y 0,1 M 

de KCl, sobre el cual se adicionaron microvolúmenes consecutivos de una disolución de 

H2O2 1 M hasta alcanzar una concentración en el medio electrolítico de H2O2 2 mM.  

El potencial de oxidación del hipoclorito se ha determinado sobre un fondo electrolítico 

de tampón fosfato (PBS) 0,1 M y pH 5,5 y 0,1 M de KCl. Se añadieron de manera 

consecutiva microvolúmenes de una disolución patrón de ClO- de 20 ppm hasta 

alcanzar una concentración en el medio electrolítico de 4 ppm. 

La determinación del potencial de trabajo para el biosensor de glucosa, se realizó en un 

fondo electrolítico de tampón fosfato 0,1 M y pH = 7,0 y 0,1 M de KCl, sobre el que se 

añadieron microvolúmenes consecutivos de una disolución patrón de glucosa de 

concentración 0,5 mM hasta alcanzar una concentración en el medio electrolítico de 2 

mM. 

La determinación del potencial de oxidación de la tiocolina con el biosensor de grafito-

epoxy-AChE se llevó a cabo en una celda electrolítica que contenía una disolución de 

tampón fosfato 0,1 M a pH = 7,0 y 0,1 M de KCl, a la que se le adicionaron 

microvolúmenes consecutivos de una disolución patrón de acetiltiocolina 1M hasta 

alcanzar una concentración en el medio de 1mM. 
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El potencial de oxidación de la hidroquinona con el inmunosensor grafito-epoxy-RIgG, 

se realizó en un fondo electrolítico de tampón fosfato (PBS) 0,1 M a pH = 7,0 y 0,1 M 

de KCl, sobre el que se añadieron microvolúmenes consecutivos de una disolución 

patrón 1M hasta alcanzar una concentración en medio de 30 mM. 

 

3.3.3 Evaluación de las características de respuesta de los electrodos 

(bio)compósitos. Amperometría hidrodinámica 

La amperometría hidrodinámica es una técnica electroquímica que ha permitido la 

calibración de cada uno de los (bio)sensores desarrollados. Esta técnica consiste en la 

medida de la intensidad de corriente para diferentes concentraciones de analito en 

condiciones de agitación y potencial aplicado constantes. Las medidas se realizaron con 

la unidad amperométrica LC-4C de marca comercial BAS (Bioanalytical Systems Inc, 

West Lafaytte, IN, USA). Con esta técnica se utilizó una configuración de celda de tres 

electrodos. Como electrodo auxiliar se ha utilizado un electrodo comercial de platino 

52-671 Crison (Crison Instruments, Barcelona, España). El electrodo de referencia 

consistió en un electrodo comercial de unión simple Ag/AgCl ORION 900200 (Thermo 

Electron Corporation, Beverly, MA, USA). Como electrodo de trabajo se utilizaron los 

diferentes electrodos basados en materiales (bio)compósitos desarrollados en este 

trabajo. En la Figura 3.4 se muestra un detalle del sistema experimental utilizado para 

efectuar estas medidas.  

Los potenciales de trabajo óptimos, fueron determinados por voltamperometría de 

barrido lineal (ver apartado 3.3.2.3). Tras aplicar el correspondiente potencial de 

polarización a cada uno de los (bio)sensores estudiados, se procedió a estabilizar la línea 

base y a continuación se  registró la señal analítica para diferentes adiciones sucesivas 

de una solución patrón del analito   a estudiar, sobre una solución electrolítica de fondo  

adecuada a cada sistema. 
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Figura 3.4 Medidas amperómetricas llevadas a cabo con el potenciostato Bionalytical System BAS LC-

4C utilizando una configuración de tres electrodos. 

 

A continuación se detallan las condiciones experimentales utilizadas para la realización 

de las curvas de calibración y determinación de los parámetros electroanalíticos de cada 

uno de los electrodos (bio)compósitos evaluados. 

 

3.3.3.1 Evaluación de la respuesta de los compósitos grafito-epoxy 

La evaluación de los transductores basados en grafito-epoxy se ha realizado utilizando 

tres analitos modelo: ácido ascórbico, peróxido de hidrogeno e hipoclorito. La 

determinación del potencial de polarización para cada uno de los analitos se realizó 

mediante la voltamperometria de barrido lineal. En todos los casos se ha utilizado una 

celda electrolítica que contenía un volumen de 10 mL de disolución electrolítica de 

fondo, de acuerdo al analito a estudiar. En dicha solución se sumergió el electrodo de 

trabajo, electrodo auxiliar y el electrodo de referencia. Las medidas se realizan 

utilizando el potencial de  trabajo correspondiente a cada analito y en agitación 

constante. Una vez se ha alcanzado la estabilidad del sistema, se adicionaron volúmenes 

consecutivos de diferentes disoluciones patrón de concentración conocida. 

Para la determinación de ácido ascórbico se aplicó un potencial de 450 mV (vs. 

Ag/AgCl) y las medidas se realizaron en un fondo electrolítico de 0,05 M de 

KNO3/HNO3 y 0,1 M de KCl. Los patrones que se utilizaron (0,1 mM, 10 mM y 100 

mM) permitieron abarcar un rango de concentraciones comprendido entre 0,018 ppm y 

800 ppm. En el caso de la determinación del peróxido de hidrogeno, el potencial de 

trabajo aplicado fue de 950 mV. El fondo electrolítico utilizado fue una disolución de 

0,1 M de PBS a pH = 7,0 y 0,1 M de KCl. En este caso se emplearon cuatro 
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disoluciones patrón (1 mM, 10 mM, 1M y 10 M) que permitieron abarcar un rango de 

concentraciones comprendido entre 0,002 mM y 30,1 mM. Para la determinación del 

hipoclorito, las medidas se realizaron aplicando un potencial de trabajo constante de -

250 mV. En este caso el fondo electrolítico empleado fue tampón fosfato (PBS 0,1 M y 

pH 5,5) y 0,1 M de KCl. Se utilizaron tres disoluciones patrón de concentración 

conocida (0,5 mM, 1mM y 4 mM) que permitieron abarcar un rango de concentraciones 

de 0,05 ppm y 5,8 ppm. 

 

3.3.3.2 Evaluación de la respuesta de los biocompósitos basados en 

grafito-epoxy-GOD 

Para la determinación de la glucosa como analito, las medidas se llevaron a cabo a un 

potencial de polarización constante de 1050 mV (vs. Ag/AgCl) en una celda electrolítica 

que contenía 20 mL de una disolución de tampón fosfato (0,1 M de PBS a pH = 7,0) y 

0,1 M de KCl en la que se sumergieron el electrodo de trabajo, el electrodo auxiliar y el 

electrodo de referencia. Las adiciones consecutivas de pequeños volúmenes se 

realizaron utilizando dos disoluciones patrón (0,1 M y 1 M) las cuales permitieron 

abarcar un rango de concentraciones de glucosa entre 0,04 mM y 60 mM. 

 

3.3.3.3 Análisis de muestras reales de glucosa por adición estándar 

El análisis de muestras reales de glucosa procedentes de un fermentador se ha llevado a 

cabo por el método de la adición estándar. Las medidas fueron realizadas en una celda 

electrolítica que contuvo un volumen de 10 mL de una disolución tamponada (PBS 0,1 

M y pH = 7,0) con agitación constante en donde se sumergieron el electrodo de trabajo, 

el electrodo auxiliar y el electrodo de referencia. El potencial de trabajo constante 

utilizado fue 1050 mV (vs. Ag/AgCl). Después de la estabilización de la señal del 

biosensor en el tampón fosfato, se realizó la adición de volúmenes conocidos de una 

disolución estándar de glucosa de concentración perfectamente conocida (10 mM) y se 

registró la variación de intensidad generada. A continuación se adicionó las alícuotas de 

analito (glucosa del fermentador) de concentración desconocida  a evaluar y se registró 

la variación de intensidad generada. 
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3.3.3.4 Evaluación de la respuesta de los biocompósitos basados en 

grafito-epoxy-AChE 

La respuesta de los biosensores grafito-epoxy-AChE al sustrato cloruro de 

acetiltiocolina se realizó por el método de la adición conocida. En un volumen 

determinado (10 mL) de una disolución de tampón fosfato (PBS 0,1 M y pH = 7,0) y 

0,1 m de KCl se sumergieron los tres electrodos: referencia, auxiliar y el biosensor. Las 

medidas se realizaron aplicando una agitación constante y polarizando el electrodo a un 

potencial de trabajo constante, determinado por la voltamperometría lineal de barrido, 

que en este caso fue de 700 mV (vs. Ag/AgCl). Después de obtener una señal de fondo 

estable, se adicionaron diferentes volúmenes de las disoluciones patrón de 

concentración perfectamente conocida (1 mM y 10 mM) y se midió la señal para cada 

concentración para obtener la curva de calibración respectiva. A partir de los parámetros 

de la curva, se determinaron el rango de respuesta lineal,  el límite inferior y superior de 

respuesta lineal, así como la zona de saturación de la enzima. 

 

3.3.3.5 Determinación amperométrica de pesticidas: medidas de 

inhibición enzimática 

La determinación del porcentaje de inhibición enzimática experimentado por los 

biosensores grafito-epoxy-AChE, por la acción de los pesticidas estudiados, se ha 

llevado a cabo utilizando la metodología de inhibición indirecta que consiste en hacer 

dos determinaciones consecutivas de la actividad enzimática. La primera determinación, 

se realizó antes de que el biosensor estuviera en contacto con el pesticida para establecer 

el valor máximo de señal analítica cuando no hay inhibición enzimática. La segunda, se 

realizó después de una previa incubación del electrodo, sumergiéndolo  en una solución 

que contenía el pesticida, y se evaluó la respuesta del biosensor después del proceso de 

inhibición enzimática. El potencial de polarización utilizado fue 700 mV (vs. Ag/AgCl) 

correspondiente a la oxidación de la tiocolina, producida por la reacción de hidrólisis de 

la acetiltiocolinesterasa y el sustrato acetiltiocolina en la superficie del biosensor. 

Para ello, se siguió el procedimiento habitual para determinar la actividad enzimática 

(Figura 3.5):  

i. Se sumergió el biosensor en una celda electroquímica que contenía 10 mL de 

una solución  tamponada (PBS 0,1 M y pH = 7,0 en fondo de 0,1 M de KCl), 

con agitación constante, y cuando se obtuvo una intensidad residual estable, se 

adicionó un volumen de una solución de  concentración perfectamente conocida 

de sustrato, en este caso de 5,5·10-4 M de acetiltiocolina (determinada en el 
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apartado 3.3.3.4). La intensidad de corriente alcanzada, suministró información 

del estado estacionario (Iee) correspondiente a la actividad enzimática máxima 

del biosensor en ausencia de inhibidor.  

ii. Posteriormente, en un experimento aparte, se colocó el biosensor en una nueva  

disolución tamponada (10 mL de PBS 0,1 M y pH 0 7,0) y en agitación 

constante, que contenía una determinada concentración del pesticida, y se 

mantuvo sumergido durante un tiempo determinado (tiempo de incubación). En 

este caso fue durante 10 minutos. 

 
iii.  Se procedió de nuevo como en el paso i., y se obtuvo un  nuevo estado 

estacionario con una señal analítica inferior o intensidad menor (Ip) por efecto de 

la inhibición. 

De este modo se puede calcular el porcentaje de inhibición expresado por la ecuación 

ecuación 3.1: 

I % = ((Iee – Ip) / Iee ) · 100    ecuación 3.1 

 

 
Figura 3.5 Esquema del proceso de determinación indirecta de pesticidas por inhibición enzimática. Se 
efectúan dos medidas de la actividad, la Iee corresponde a la señal analítica máxima obtenida (intensidad) 
del biosensor en ausencia de inhibidor y la Ip es la señal analítica  alcanzada después de una incubación 

previa en presencia de inhibidor. 

 

La disolución patrón de acetiltiocolina utilizada contuvo una concentración, 

perfectamente conocida, de 0,028 M en agua MilliQ. Los patrones de pesticida se 

prepararon diariamente en una disolución 1:1 (v/v) de metanol y agua, a partir de una 

disolución 2,0·10-4 M. 
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3.3.3.6 Análisis de aguas de riego dopadas con pesticidas 

La evaluación de las muestras de agua dopadas con agua del grifo se realizó siguiendo 

el procedimiento detallado en el apartado 3.3.3.5 y utilizando las mismas condiciones de 

fondo electrolítico, potencial de oxidación y concentración de sustrato (ATCh). Los 

inhibidores estudiados fueron el carbofurano y el paraoxón. Las muestras de agua 

dopadas se obtuvieron después de regar una planta doméstica de 400 gramos con un 

volumen de agua de 2L. A partir del agua recogida, se prepararon los diferentes 

patrones de concentraciones perfectamente conocidas de los pesticidas. En el caso del 

carbofurano se prepararon tres disoluciones de concentración: 40,32 ppb, 4,03 ppb y 

0,403 ppb. Para el paraoxón se prepararon tres patrones de concentración: 30,08 ppb, 

3,01 ppb y 0,3 ppb. 

 

3.3.3.7 Evaluación de los inmunosensores grafito-epoxy-RIgG: ensayo 

competitivo 

Este estudio se basa en la cuantificación de la actividad del enzima marcador del 

anticuerpo GaRIgG, en este caso la peroxidasa (HRP), que se encuentra presente en la 

superficie como consecuencia de haber interaccionado con la inmunoglobulina G de 

conejo (RIgG) contenida en el inmunosensor. Para ello, se ha empleado el ensayo 

competitivo indirecto. 

Para llevar a cabo la incubación de los inmunosensores con la GaRIgG conjugada con la 

enzima peroxidasa, se prepararon las disoluciones siguientes: 

- Disoluciones bloqueantes:  

Disolución bloqueante 1: BSA 1% (p/v) en tampón fosfato (PBS) 0,1 M a pH = 

7,0. 

Disolución bloqueante 2: BSA 0,1% (p/v) en tampón fosfato (PBS) 0,1 M a pH 

= 7,0. 

 

- Disolución patrón stock de inmunoconjugado: 

GaRIgG marcada con peroxidasa de rábano picante al 1% (v/v) en BSA 1%. 

 

- Disolución patrón stock de analito: 

0,83 mg/mL de RIgG en BSA 0,1%. 

Las disoluciones patrón más diluidas se prepararon con la misma solución de BSA 

0,1%. 
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Se emplearon diferentes disoluciones de peróxido de hidrógeno para determinar la 

actividad de la peroxidasa, las cuales permitieron abarcar concentraciones comprendidas 

entre 1,0·10-5 M y 2,5·10-2M. La disolución stock de hidroquinona (mediador redox) 

tuvo una concentración de 0,04 g/mL. El sustrato enzimático y la hidroquinona se 

prepararon diariamente, y la disolución de ésta última se conservó protegida de la luz y 

bajo atmósfera de nitrógeno. 

El ensayo competitivo se llevó a cabo en dos etapas. Una primera incubación en la que 

se dejó interaccionar previamente el analito (RIgG) con su correspondiente anticuerpo 

marcado (GaRIgG-HRP) durante 15 minutos, a temperatura ambiente y con agitación 

constante. Seguida de una segunda incubación en gota, en la que se puso en contacto 

una cantidad fija de la disolución (RIgG-GaRIgG-HRP) sobre la superficie del 

electrodo, en este caso 45 µL, y se dejó en contacto durante 15 minutos. Las 

condiciones de trabajo utilizadas se muestran en la Tabla 3.1 y el esquema del 

procedimiento seguido para llevar a cabo el ensayo se puede ver en la Figura 3.6. Las 

calibraciones se realizaron añadiendo volúmenes variables de solución stock de analito 

y de solución bloqueante hasta un volumen total constante, a un volumen fijo de 

solución stock de inmunoconjugado. De esta manera se consigue tener siempre en el 

medio de incubación la misma concentración de anticuerpo marcado 

(inmunoconjugado) pero concentraciones variables de antígeno (analito). 

 
Figura 3.6 Procedimiento seguido en el ensayo competitivo, utilizando la enzima peroxidasa como 

marcador. Las condiciones experimentales se detallan en Tabla 3.1. 
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Tabla 3.1 Condiciones experimentales para la determinación de RIgG mediante la técnica competitiva 

utilizando inmunosensores basados en inmunocompósitos y peroxidasa como enzima marcadora. 

Inmunocompósito Grafito-epoxy con 0,9 % (w/w) RIgG 

Analito RIgG 

Marcador del inmunoconjugado Peroxidasa 

Ensayo Competitivo 

Inmunoconjugado (disolución stock) GaRIgG conjugado con peroxidasa 

(disolución comercial de 100 unidades 

enzimáticas/mL) 0,99% (v/v) en 

disolución bloqueante 1 

Disolución bloqueante 1 BSA 1% (p/v) preparada en tampón 

fosfato (PBS) 0,1 M a pH = 7.0 

Disolución bloqueante 2 BSA 0,1% (p/v) preparada en tampón 

fosfato (PBS) 0,1 M a pH = 7.0 

Primera incubación Volúmenes definidos de la solución stock 

de RIgG se adicionan a un volumen fijo 

de disolución de inmunoconjugado y con 

suficiente disolución bloqueante 2 como 

para obtener un volumen final de 90 µL 

Tiempo: 15 min 

Segunda incubación Se depositan 45 µL de la disolución 

resultante de la primera incubación sobre 

la superficie del inmunosensor 

Tiempo: 15 min 

Condiciones de incubación Temperatura ambiente 

Agitación constante en la primera 

incubación (700 rpm) 

Lavado Tampón fosfato (PBS) 0,1 M, KCl 0,1 M 

a pH = 7,0 

Regeneración Pulido con papel de alúmina 

 

 

 

En la Tabla 3.2 se muestran los volúmenes adicionados de las diferentes disoluciones en 

los medios de incubación, así como las concentraciones de las diversas especies 

implicadas en la interacción de reconocimiento inmunológico.  
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Tabla 3.2 Preparación de las disoluciones de incubación del ensayo competitivo 

Disolución 

 stock de 

analito (µL) 

Disolución stock de 

inmunoconjugado 

(µL)  

Disolución 

bloqueante 2 

(µL) 

RIgG 

 (mg/mL)  

% GaRIgG   

(v/v)  

0 30 60 0 0,333 

1 30 59 0,0092 0,333 

2,5 30 57,5 0,0231 0,333 

4 30 56 0,0369 0,333 

6 30 54 0,0553 0,333 

10 30 50 0,0922 0,333 

 

 

Las determinaciones del peróxido de hidrógeno se realizó en una celda electroquímica 

que contenía 20 mL de una disolución tamponada (PBS 0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M de 

KCl, en agitación constante, donde están sumergidos el sistema de tres electrodos, 

siendo el electrodo de trabajo el biocompósito. El potencial de trabajo utilizado en la 

determinación fue de -100 mV (vs. Ag/AgCl). La concentración de hidroquinona 

utilizada como mediador fue de 1,8·10-3 M. Las  concentraciones de peróxido de 

hidrógeno que se estudiaron, estuvieron comprendidas  entre 1,0·10-5 M y 2,5·10-2 M. 

 

3.3.4 Técnicas de microscopia usadas en la caracterización de los 

(bio)compósitos 

En este apartado se describen los procedimientos utilizados para la caracterización física 

y electro-morfológica de las superficies de los electrodos (bio)compósitos desarrollados, 

en función de las distintas técnicas microscópicas utilizadas  

 

3.3.4.1 Microscopia de fuerza atómica 

Las muestras se prepararon depositando el compósito, preparado como se describe en el 

apartado 3.2.2, dentro de un soporte cilíndrico de plástico de 4 mm de diámetro y 2 mm 

de altura. Después, el compósito se curó (proceso de endurecimiento) de la misma 
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manera que se indica en el apartado 3.2.2. Una vez curado, para reducir la rugosidad de 

la superficie, se procedió al pulido de ésta. Para medir la conductividad, se añadió un 

contacto eléctrico con tinta de plata entre el compósito y el soporte metálico del equipo. 

Las composiciones que se caracterizaron  eléctrico-morfológicamente contuvieron una 

proporción en grafito de un 13%, 15% y 20% (w/w). 

 

3.3.4.2 Microscopia electrónica de barrido 

Las imágenes obtenidas con esta técnica permiten estimar la porosidad del material. Las 

imágenes de los distintos compósitos desarrollados se han realizado en el Servicio de 

Microscopia de la Universitat Autònoma de Barcelona con la unidad EVO a un voltaje 

de aceleración de 15 KV. Las muestras se prepararon en el mismo tipo de soporte que se 

describe en el apartado 3.3.4.1. Para obtener una resolución adecuada es necesario 

preparar convenientemente la muestra de compósito. Con este propósito, se colocó la 

muestra sobre un soporte metálico y se recubrió de una capa muy fina de material 

conductor (en este caso de oro). El recubrimiento se llevó a cabo mediante la 

evaporación del metal en condiciones de vacío. La capa tiene un espesor final que oscila 

entre 5 y 10 nm. Las composiciones que se estudiaron  fueron para los compósitos  con 

un 13%, 15% y 20% (w/w) en grafito. 

 

3.3.4.3 Microscopia fluorescente confocal 

Las imágenes se han llevado a cabo en el Servicio de Microscopia de la Universitat 

Autònoma de Barcelona con la unidad LEICA TCS SP2. Las muestras se han preparado 

depositando el biocompósito  preparado como se ha descrito en el apartado 3.2.3 en un 

soporte circular de PVC de diámetro interno de 15 mm y diámetro externo de 35 mm y 

espesor de 3 mm. Después, el biocompósito se curó según se ha descrito en el apartado 

3.2.3. Una vez curado, se realizó el mismo proceso de pulido que a los electrodos 

compósitos y biocompósitos. Las composiciones preparadas contenían un16% y un 20% 

(w/w) de grafito, y una proporción de enzima del 1% y del 2% (w/w) en GOD. 

Se ha utilizado un marcador fluorescente conjugado para la modificación de la 

superficie del electrodo basado en grafito-epoxy-GOD, mediante la unión covalente 

entre los grupos amino de la GOD y los grupos carboxílicos de la biotina. El control 

negativo se ha realizado usando un electrodo de grafito-epoxy-GOD cuya superficie no 

ha sido biotinilada con el marcador fluorescente. 
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La superficie del biocompósito fue modificada en dos etapas. Una primera etapa de 

incubación con 100 µL de una disolución de biotina/estreptavidina-Cy5 (10 mM de 

biotina y 0,02 mg/mL del marcador fluorescente estreptavidina-Cy5) en tampón fosfato 

(PBS 0,1 M y pH = 7,6) a temperatura ambiente (25ºC) y durante 60 minutos. Después 

de esta etapa, se realizaron tres etapas de lavado con tampón fosfato (PBS 0,1 M y pH = 

7,6) a temperatura ambiente (25ºC) y durante 5 minutos. 

Las medidas se llevaron a cabo aplicando un voltaje de 320 V y una longitud de onda de 

excitación de 620 nm. 

 

3.4 Construcción del sistema microfluídico de análisis 

La metodología general para la construcción un dispositivo microfluídico cerámico 

mediante el uso de las cerámicas verdes (LTCC), se encuentra descrita en la bibliografía 

(Martínez-Cisneros, 2010). En general, esta metodología se estructura en las etapas 

básicas del proceso de fabricación. Primero se realiza el diseño del dispositivo mediante 

un programa CAD (Computer Assisted Design). La segunda etapa corresponde a la 

mecanización de las diferentes capas que constituyen el dispositivo. En la tercera, si se 

requiere, se serigrafía las pistas conductoras que actuarán de contacto eléctrico para los 

distintos electrodos: trabajo, referencia y auxiliar. La cuarta etapa corresponde a la 

integración de otros componentes en las cerámicas, en este caso una lámina de platino 

que actúa como electrodo auxiliar, y la superposición de capas. La quinta, es la 

laminación de las capas. La sexta etapa es la sinterización  del dispositivo. Por último, 

se incorporan otros elementos incompatibles con el proceso de sinterización, como son 

los conectores externos o flanges.  

 

3.4.1 Diseño y construcción del microanalizador basado en la tecnología 

LTCC 

Para la construcción del microanalizador amperométrico se utilizó la cerámica Dupont 

951AX (Dupont Ibérica S.A., Barcelona, España). El diseño CAD de las diferentes 

etapas que constituyó el dispositivo se muestra en la Figura 3.7. 

La mecanización de las capas se ha llevado a cabo mediante el equipo ProtLaser200 

(LPKF Lasers & Electronics, Garbsen, Alemania). El dispositivo final está formado por 

8 capas distintas que se muestran en la Figura 3.7 A. La capa a y h corresponden a las 

capas superior e inferior del dispositivo. La superposición de las capas c, d y e forman el 

tubo de reacción o mezclador tridimensional (Figura 3.7 B). Las capas f y g constituyen 
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la estructura para integrar el e

incorporación del electrodo

de un total de 15 capas, 2 x a, 2 x b, 2 x c, 1 x d, 2 x e, 1 x f, 2 x g y 3 x h.

 

Figura 3.7 (A) La capa a y h corresponden a las capas superior e inferior del dispositivo. 
e forman el tubo de reacción o mezclador tridimensional
integrar el electrodo auxiliar de 
después de la sinterización. (B)
trabajo, (j) electrodo auxiliar de Pt, (k), electrodo de referencia, (l) mezclador

2011).  

 

 

a

c

f

A)

la estructura para integrar el electrodo auxiliar de platino. Las capas a, b

incorporación del electrodo de trabajo después de la sinterización. El dispositivo consta 

, 2 x a, 2 x b, 2 x c, 1 x d, 2 x e, 1 x f, 2 x g y 3 x h.

 
corresponden a las capas superior e inferior del dispositivo. 

forman el tubo de reacción o mezclador tridimensional. Las capas f y g constituyen la estructura para 
integrar el electrodo auxiliar de Pt. Las capas a, b y e permiten la incorporación del electrodo de trabajo 

(B) Distribución interna del dispositivo: (i) cavidad para el e
trabajo, (j) electrodo auxiliar de Pt, (k), electrodo de referencia, (l) mezclador (Olivé

a b

d e

g h

b y e permiten la 

El dispositivo consta 

, 2 x a, 2 x b, 2 x c, 1 x d, 2 x e, 1 x f, 2 x g y 3 x h. 

 

corresponden a las capas superior e inferior del dispositivo. Las capas c, d y 
constituyen la estructura para 

rmiten la incorporación del electrodo de trabajo 
: (i) cavidad para el electrodo de 

(Olivé-Monllau et al., 
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Las diferentes capas que forman el dispositivo se alinearon sobre un soporte metálico. 

Este soporte metálico tiene cuatro pivotes que coinciden con cuatro agujeros  de 

alineación incorporados en el diseño de todas las capas de cerámica. El electrodo 

auxiliar es una lámina de platino (4,8 x 4,6 x 0,125 mm) que se fija dentro del 

dispositivo con una pasta de vidrio sinterizable (ver Figura 3.8 B). El electrodo de 

referencia consiste en una pista conductora de plata serigrafiada por debajo de la capa b 

y ubicada por encima del canal auxiliar (ver Figura 3.8 B). 

 

 
Figura 3.8. (A) Equipo láser empleado para llevar a cabo el mecanizado (izquierda) de las capas de 
cerámica verde con los diferentes motivos. (B) Diseño CAD de las diferentes capas que constituyen el 
dispositivo. a) Capa superior; b) entrada/salida de muestras y reactivos. En la parte inferior de esta capa se 
serigrafía una pista de plata que actúa como electrodo de pseudoreferencia; c, d y e) mezclador 

tridimendional; f y g) integración del electrodo auxiliar; h) capa inferior.  

 

Una vez que todas las capas están alineadas se prosigue con el proceso de laminación 

para poder unir las capas entre ellas. Este proceso consiste en aplicar presión durante 1 

minuto mediante una prensa hidráulica a la vez que se mantiene una temperatura de 

100ºC. Una vez laminado el dispositivo, este se sinteriza aplicando una rampa de 

temperatura descrita por la casa comercial que suministra la cerámica verde (Figura 

3.9). 

Para acabar de complementar el dispositivo, después de la sinterización se incorporan 

los diferentes elementos no cerámicos. Éstos se incorporan una vez el dispositivo ha 

sido sinterizado, debido a la incompatibilidad de estos elementos con el proceso de 

sinterización. Se sueldan las conexiones externas, se incorporan las falanges o 

conectores externos de cobre para facilitar la entrada y salida de los líquidos y se 

c

a b

ed

f hg

(B) 

(A) 
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incorpora una volandera de PVC para la integración del electrodo de trabajo (Figura 

3.10). 

 
Figura 3.9 Alineación de las diferentes capas que constituyen el dispositivo. a) el electrodo auxiliar, la 
fijación de la lámina de platino, la pista conductora serigrafiada para el contacto externo y la capa de 
protección; b) el mezclador tridimensional; c) el electrodo de referencia; d) alineación de todas las capas 

que constituyen el dispositivo. 

 

 

Figura 3.10 Proceso de laminación, extracción de los 4 puntos de fiduciales del dispositivo (opcional) y 

la rampa de temperatura del horno para llevar a cabo la sinterización del dispositivo. 
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En la Figura 3.11 se muestra el dispositivo microfluídico final

proceso de sinterizado se incorpora

fluidos,  para las conexiones eléctricas y soportes para los electrodos.

Figura 3.11 Microanalizador amperométrico después del proceso de sinterizado y posterior incorporación 
del resto de elementos no compatibles con este proceso. a) 
conectores externos; b) entrada y salida de muestra y reactivos; c) conectores externos; d) volandera de 

PVC para la incorporación del electrodo de trabajo; e) electrodo de trabajo.

 

3.4.2 Microanalizador amperométrico para la

En la Figura 3.12 se muestra un 

microfluídico amperométrico en 

correspondientes (de derecha a izquierda) de la entrada de disolución de

acetilcolina/pesticida, la entrada de la disolución tamponada o 

disolución de KCl 0,2 M que actúa de solución del electrodo de pseudoreferencia (pasta 

de Ag) y el canal de salida de todas las disoluciones.

La determinación de las medidas de inhibición se realizó siguiendo el método indirecto 

descrito en el apartado 3.3.

flow durante el tiempo de incubación del electrodo

disolución tamponada que contiene el pesticida en la concentración a estudiar. En la 

Tabla 3.3 se detallan las etapas que se siguieron en el proceso de medida para 

determinar el porcentaje de inhibición enzimática que se relaciona logarítmicamente con 

la concentración de pesticida.

microanalizador ha sido el método de 

momento de realizar la etapa de inhibición enzimática

muestra y el caudal ha sido el mismo en todos los casos, 

mL·min-1, respectivamente.

3.11 se muestra el dispositivo microfluídico final en el que después del 

proceso de sinterizado se incorporaron todos los elementos necesarios para la gestión de 

para las conexiones eléctricas y soportes para los electrodos. 

Microanalizador amperométrico después del proceso de sinterizado y posterior incorporación 
del resto de elementos no compatibles con este proceso. a) Pasta soldable para la incorporación de los 
conectores externos; b) entrada y salida de muestra y reactivos; c) conectores externos; d) volandera de 

PVC para la incorporación del electrodo de trabajo; e) electrodo de trabajo. 

3.4.2 Microanalizador amperométrico para la  detección de pesticidas

se muestra un esquema de las condiciones de operación del sistema 

microfluídico amperométrico en 3D, en el que se puede observar 

correspondientes (de derecha a izquierda) de la entrada de disolución de

acetilcolina/pesticida, la entrada de la disolución tamponada o carrier y la entrada de la 

M que actúa de solución del electrodo de pseudoreferencia (pasta 

de Ag) y el canal de salida de todas las disoluciones. 

de las medidas de inhibición se realizó siguiendo el método indirecto 

descrito en el apartado 3.3.3.5. En este caso, se realizó una parada de flujo o 

durante el tiempo de incubación del electrodo, fijado en 10 minutos, 

nada que contiene el pesticida en la concentración a estudiar. En la 

abla 3.3 se detallan las etapas que se siguieron en el proceso de medida para 

de inhibición enzimática que se relaciona logarítmicamente con 

pesticida. La estrategia aplicada para la operación del 

microanalizador ha sido el método de stopped-flow con una parada de flujo en el 

momento de realizar la etapa de inhibición enzimática. El volumen de inyección de 

muestra y el caudal ha sido el mismo en todos los casos, 150 µL y el caudal 

, respectivamente. 
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Microanalizador amperométrico después del proceso de sinterizado y posterior incorporación 
para la incorporación de los 

conectores externos; b) entrada y salida de muestra y reactivos; c) conectores externos; d) volandera de 

detección de pesticidas  

esquema de las condiciones de operación del sistema 

ede observar los canales 

correspondientes (de derecha a izquierda) de la entrada de disolución de 

y la entrada de la 

M que actúa de solución del electrodo de pseudoreferencia (pasta 

de las medidas de inhibición se realizó siguiendo el método indirecto 

. En este caso, se realizó una parada de flujo o stopped-

, fijado en 10 minutos, con la 

nada que contiene el pesticida en la concentración a estudiar. En la 

abla 3.3 se detallan las etapas que se siguieron en el proceso de medida para 

de inhibición enzimática que se relaciona logarítmicamente con 

La estrategia aplicada para la operación del 

con una parada de flujo en el 

. El volumen de inyección de 

y el caudal 0,63 



 Materiales y métodos 

 

72 
 

 

 
Figura 3.12 Esquema 3D del microanalizador amperométrico para la detección de pesticidas en solución. 
Donde a y b corresponden al canal de entrada de disolución de acetiltiocolina (ATCh) y de disolución de 
pesticida controlado por una válvula selenoide de tres vías, c corresponde al canal de entrada de la 
disolución tampón (PBS 0,1 M a pH = 7,0), d corresponde a la entrada de disolución 0,2 M de KCl que 
mantiene constante la concentración de Cl- y permite establecer un potencial de referencia constante y e 

corresponde al canal de salida. 

 

 
Tabla 3.3 Secuencia de operación para la determinación de pesticidas utilizando el microanalizador 

amperométrico y el biosensor de acelticolinesterasa optimizado como detector.  

Acción Tiempo Portador Posición válvula 

I ee 
25 sec Disolución ATCh ON 

Limpieza 5 min Agua OFF 

Tiempo de incubación 10 min Patrón pesticidas OFF 

Limpieza 5 min Agua OFF 

I p 
25 sec Disolución ATCh ON 

 

El cálculo del porcentaje de  inhibición se ha realizado mediante la misma expresión 

(ecuación 3.1) utilizada para los estudios de caracterización de la respuesta del 

biosensor en discontinuo: 

I (%) = ((Iee – Ip)/Iee) · 100 

Residuo

KCl 0,2 M

Solución de ATCh

Solución 
de 

pesticida

PBS 0,1 M

a
b

c
d

e
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Figura 3.13 Esquema de la determinación indirecta de inhibidor con el microanalizador amperométrico. 
Se efectúan dos medidas de la actividad, la Iee corresponde a la señal analítica (intensidad) del biosensor 
en ausencia del inhibidor y la Ip es la señal analítica (intensidad) alcanzada después de la incubación (10 

minutos) en presencia del inhibidor para la misma concentración de sustrato. 
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Las ventajas de los haces de microelectrodos en numerosas aplicaciones 

electroanalíticas, radica en las propiedades que poseen cada una de las unidades 

conductoras del haz, así como sus dimensiones y separación entre las mismas. El 

desarrollo de compósitos conductores ha intentado mimetizar las propiedades de estos 

complejos sensores, haciendo una aproximación mucho más simple en lo que se refiere 

a la distribución de partículas conductoras en un medio no conductor de la electricidad. 

Es por ello que los compósitos conductores resultan una interesante alternativa para la 

construcción de sensores electroquímicos. Además, la capacidad de integrar varios 

materiales de propiedades físicas muy distintas, es una de sus principales ventajas  ya 

que puede proporcionar un valor añadido como por ejemplo, la versatilidad, durabilidad, 

regeneración superficial, facilidad de integración, capacidad de actuar como reservorio 

de material biológico, etc.   

La caracterización y optimización de los compósitos basados en grafito y resina epoxy 

ha sido ampliamente estudiada, utilizando diferentes técnicas de caracterización pero 

siempre bajo el criterio de maximizar la conductividad y la transferencia de carga. 

Ambos parámetros siempre han estado asociados al desarrollo de compósitos con la 

máxima cantidad de partículas conductoras en la matriz sin que el material compuesto 

final pierda su integridad física y mecánica. La máxima conductividad está directamente 

relacionada con la mejora de la sensibilidad mientras que la máxima transferencia de 

carga está asociada con la mejora del tiempo de respuesta. Sin embargo, la optimización 

de la relación señal/ruido, la cual está directamente relacionada con el límite de 

detección, no se ha tenido en cuenta.   

En los compósitos basados en una dispersión homogénea de micropartículas 

conductoras en una matriz polimérica, normalmente, la máxima cantidad de partículas 

conductoras no corresponde a la relación óptima material conductor/resina, cuando se 

evalúa la relación señal/ruido. Las importantes ventajas electroquímicas de los haces de 

microelectrodos dependen de una óptima distribución de los microelectrodos que lo 

componen. Es por ello, que un estudio de la composición de estos (bio)compósitos y la 

caracterización de sus propiedades electroquímicas, permitirá aumentar la eficiencia 

analítica de estos (bio)sensores basados en (bio)compósitos. 

Así mismo, los biosensores basados en este tipo de materiales pueden beneficiarse de 

las mejoras electroquímicas que aporta una óptima composición del material 

transductor. En un biosensor convencional, en el que claramente asociada a la 

transducción electroquímica, existe una reacción biocatalítica independiente que 

transcurre en la superficie del electrodo, es decir, que el sistema biocatalítico no 

participa de forma directa en el intercambio de electrones, cabe esperar una mejora de la 

señal analítica. Esta mejora es debida a la capacidad del transductor de generar una 
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señal analítica a partir de la oxidación o reducción de pequeñas concentraciones de 

especie electroactiva involucrada en el proceso biocatalítico. Por lo tanto, la señal del 

biosensor dependerá de la actividad enzimática y de la óptima transducción 

electroquímica en la superficie del biosensor. 

Por otro lado, se ha de tener en cuenta que la incorporación de un elemento biológico en 

la matriz del material compuesto provoca una variación en la distribución espacial  

interna de las partículas conductoras que forman el biocompósito. Esto hará necesario 

una nueva caracterización del material biocompósito, para estudiar cómo se modifica las 

características de compósitos optimizados electroquímicamente tras la incorporación de 

otros componentes de diferente naturaleza y de origen biológico. 

En  esta sección del trabajo, se muestran un conjuntos de técnicas instrumentales 

aplicadas de forma estratégica y sistemática, que han permitido  la caracterización y 

optimización de la composición de (bio)materiales compuestos basados en grafito y 

resina epoxy, aplicados al desarrollo de (bio)sensores amperométricos más eficientes. 

Esta eficiencia se ha traducido en una mejora de la estabilidad del material, y un 

aumento de la relación señal/ruido, aumentando la capacidad de los nuevos dispositivos 

de determinar bajas concentraciones de analito. 

 

 

El trabajo experimental presentado en esta parte de la tesis ha dado lugar a las siguientes 
publicaciones científicas: 

- R.Montes, J.Bartrolí, F.Céspedes, M.Baeza; Towards to the improvement of 

analytical response in voltammetric sensors based on rigid composites. Journal of 

Electroanalytical Chemistry (2014), 733, 69-73. 

- R. Montes, J.Bartrolí, M.Baeza, F.Céspedes; Improvement of the detection limit for 

biosensors: Advances on the optimization of biocomposite composition. Microchemical 

Journal (2014), en revisión.  
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4. Estudio de las características electroquímicas de los 
transductores basados en compósitos grafito-epoxy. 
Optimización de la respuesta electroanalítica  

 

4.1 Introducción  

El compósito  grafito-epoxy estudiado,  ha sido utilizado como material transductor en 

el Grupo de Sensores y Biosensores desde hace más de veinte años (Céspedes et al., 

1993; Martorell et al., 1994; Ramírez-García et al., 2001). Durante todo este tiempo, el 

criterio de optimización establecido para optimizar la cantidad de fase conductora 

presente en los materiales compuestos grafito-epoxy ha sido la de maximizar la cantidad 

de grafito presente en el material compuesto, para otorgarle al compósito final el 

máximo valor de conductividad sin que éste pierda su integridad física (Ramírez-García 

et al., 2004). En el presente trabajo, el criterio de optimización se ha modificado 

dándole un nuevo enfoque. Se ha hecho una caracterización de las propiedades 

eléctricas, así como de las propiedades electroquímicas, de sensores basados en 

compósitos de distinta composición.  

Con esta finalidad, se ha caracterizado el material compuesto en función de la 

composición de grafito y epoxy presentes en el mismo. Se han utilizado diferentes 

técnicas de caracterización que permiten obtener información de las propiedades 

eléctricas, morfológicas y electroquímicas del material. Para ello, se han construido  

electrodos compósitos de diferentes composiciones y se han caracterizando usando la 

espectroscopia electroquímica de impedancias, la voltamperometría cíclica, la 

microscopia de fuerza atómica con punta conductora, la microscopia electrónica de 

barrido y la amperometría hidrodinámica. Los resultados obtenidos con cada una de las 

técnicas, así como su discusión, se exponen detalladamente a continuación. 

 

4.2. Caracterización y optimización de los materiales compósitos basados 

en grafito y resina epoxy 

En este primer apartado se describen los resultados obtenidos con las distintas técnicas 

de caracterización utilizadas: caracterización eléctrica, electroquímica y morfológica del 

material.  
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4.2.1. Caracterización de las propiedades eléctricas. Curva de percolación 

Las propiedades eléctricas de los materiales compósitos conductores pueden explicarse 

mediante la teoría de la percolación. En este estudio se ha determinado el intervalo de 

composición grafito/epoxy en el cual, el compósito es conductor. Este es un requisito 

indispensable para que los materiales transductores puedan ser utilizados como 

electrodos de trabajo aplicados en voltamperometría. La curva de percolación para los 

electrodos compósitos basados en grafito y resina epoxy fue construida realizando 

medidas de la resistencia del material compósito una vez construidos,  en los que se ha 

variado la cantidad de grafito. Las composiciones estudiadas abarcaron un rango que va 

desde el 12% al 20% de grafito.  

Los resultados obtenidos muestran que las composiciones con una cantidad de grafito 

superior al 20% presentan poca estabilidad mecánica y aquellas que contienen una 

cantidad inferior al 12% presentan propiedades aislantes con R ≈ ∞ (McCreery, 2008). 

El primer umbral de percolación fue encontrado en el 12% de grafito, composición a 

partir de la cual el material compósito es conductor. Como se puede observar en la 

Figura 4.1, los valores de la resistividad decrecen rápidamente a partir del umbral de 

percolación hacia un valor mínimo, en donde las variaciones de resistencia obtenidas en 

función de la composición son mínimas. Además se pueden observar tres zonas 

conductoras diferentes en relación al comportamiento eléctrico: la zona de percolación 

(PC, desde el 12% hasta el 13% de grafito), zona cercana a la percolación (NPC, desde 

el 14% hasta el 16% de grafito) y la zona de baja resistencia (LRC, para composiciones 

desde el 17% hasta el 20% de grafito). 

Por tanto, para la posterior caracterización electroquímica el intervalo de composiciones 

seleccionado es desde el 13% de grafito al 20% de grafito. Este intervalo corresponde a 

la zona de baja resistividad en la que la carga de grafito tiene que ser suficiente para 

garantizar que existe conductividad eléctrica y mínima resistencia óhmica.  
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Figura 4.1 Curva de percolación para el sistema compósito basado en grafito y resina epoxy. En el 

interior del gráfico se muestra una ampliación de la curva para los compósitos en la zona de más baja 

resistividad. PTC: composición correspondiente al inicio de la zona de percolación, PC: zona de 

percolación, NPC: zona cercana a la percolación y LRC: zona de baja resistencia. 

 

4.2.2. Espectroscopia electroquímica de impedancias 

La espectroscopia electroquímica de impedancias (EIS) se ha utilizado para caracterizar 

electroquímicamente los materiales compuestos basados en grafito-epoxy con 

composiciones correspondientes a las zonas PC, NPC y LRC. Mediante la técnica de 

EIS se obtiene información electroquímica complementaria que permite determinar 

importantes características electroquímicas del material. Los parámetros 

electroquímicos determinados son la resistencia óhmica (que incluye la resistencia de la 

solución y la resistencia de contacto), la resistencia a la transferencia de carga y la 

capacidad de la doble capa. Estos parámetros fueron obtenidos mediante el ajuste del 

espectro de impedancias obtenido a un circuito equivalente. Este circuito es 

suficientemente adecuado para interpretar los valores de la resistencia óhmica, la 

resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de la doble capa desde el punto de 

vista de los fenómenos de interfase que ocurren en la celda electroquímica. Dicha 

caracterización electroquímica se ha llevado a cabo en una disolución de referencia 0,01 

M de [Fe(CN)6]
3-/4-

 y en fondo de 0,1 M KCl. El espectro de impedancias se ha 

realizado en un rango de frecuencias de 100 KHz hasta 100 mHz, usando el potencial de 

equilibrio redox y con una amplitud de señal de perturbación del sistema de 10 mV. 

Este estudio se ha realizado para ocho composiciones diferentes de electrodos de 

grafito-epoxy en los que se ha variado la carga de grafito entre el 13% y el 20%. Este 
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intervalo se ha seleccionado en base a la curva de percolación  presentada en el apartado 

4.2.1 y que se encuentra en concordancia con los resultados previos establecidos en 

nuestro grupo de investigación (Olivé-Monllau et al., 2009).  

 
Figura 4.2 Espectro de impedancias para los diferentes electrodos compósitos con diferentes 

composiciones en grafito en presencia de 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4- y 0,1 M de KCl. Rango de frecuencias:  

100 KHz – 100 mHz. En el interior a la derecha de la figura, se muestra el circuito equivalente utilizado 

para ajustar los espectros de impedancias. 

 

En la Figura 4.2 se muestran los resultados obtenidos en forma de diagrama de Nyquist. 

En estos diagramas se puede observar que el espectro de impedancias se caracteriza por 

un semicírculo lo que determina que el electrodo está controlado por el proceso cinético.  

En algunos casos, a frecuencias bajas y cuando la carga de grafito es elevada (desde el 

15% hasta el 20%), se puede observar que el control difusional empieza a diferenciarse 

ya que la función cambia de forma y aparece una zona lineal de respuesta. Sin embargo, 

el espectro de impedancias para los materiales compuestos con baja carga de grafito 

(13%-14%) parece que su comportamiento está dominado por un semicírculo de 

diámetro grande y que predomina el control cinético sobre los procesos del electrodo. 
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Figura 4.3 (A) Valores de la resistencia óhmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia de carga y 

(C) valores de la capacidad de la doble capa, extraídos del ajuste del espectro de impedancias, juntamente 

con su desviación estándar (n = 3) obtenidos en una disolución de referencia 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4-

 y  

fondo de 0,1 M KCl. Rango de frecuencias: 100 KHz – 100 mHz. 
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En la Figura 4.3 se muestran los valores de resistencia óhmica, resistencia  a la 

transferencia de carga y la capacidad de la doble capa extraídos del ajuste de los 

diagramas de Nyquist al circuito equivalente. La variación de la resistencia óhmica (RΩ) 

en función de la carga de grafito se muestra en la Figura 4.3.A. Esta resistencia depende 

de la concentración iónica, de la naturaleza de los iones, del área del electrodo y de la 

resistencia de los compósitos en medio no húmedo. La resistencia óhmica depende 

fundamentalmente, de la resistencia de contacto del compósito cuando la carga de 

grafito es baja. Sin embargo, cuando la carga de grafito es elevada, el valor de la 

resistencia óhmica total disminuye y es debida mayoritariamente  a la resistencia de la 

solución (Olivé-Monllau et al., 2009; Trijueque et al., 1999). Como se puede observar 

en la Figura 4.3.A., el valor de la resistencia óhmica disminuye a medida que aumenta 

la carga de grafito en el compósito. Desde el punto de vista electroanalítico, se requiere 

que la resistencia del compósito sea baja, ya que esto afecta favorablemente al tiempo 

de respuesta y a la sensibilidad del electrodo. Por lo tanto, de acuerdo con los resultados 

obtenidos, los compósitos entre el 20% y el 15% de grafito presentan valores bajos de 

resistencia óhmica. 

Los valores de la resistencia a la transferencia de carga (Rct) se muestran en la Figura 

4.3.B. Este parámetro es inversamente proporcional a la velocidad de transferencia de 

carga heterogenia y también afecta a la sensibilidad y al tiempo de respuesta del 

electrodo. Se puede observar que la tendencia general que se obtiene para este 

parámetro es una disminución de su valor a medida que aumenta la carga de grafito lo 

que indica una fuerte relación entre la reactividad electroquímica y las características 

del material conductor en la superficie. A medida que aumenta la carga de carbono, la 

probabilidad de tener una superficie más electroactiva aumenta y al mismo tiempo, 

también aumenta la velocidad de transferencia de electrones. La idoneidad en términos 

de la resistencia a la transferencia de carga, para una posterior aplicación 

electroanalítica, reside en aquellos compósitos que presentan valores bajos de dicha 

resistencia. Teniendo en cuenta los resultados que se han obtenido, los compósitos entre 

el 20% y el 15% de grafito cumplen este requisito. Por lo tanto, los compósitos que se 

encuentran dentro de este intervalo de composición garantizan un intercambio rápido de 

electrones y aumentan su aplicabilidad en electroanálisis. 

Por otro lado, la normalización de este la resistencia a la transferencia de carga por su 

área electroactiva, calculada mediante la técnica de la voltamperometría cíclica (VC), 

debería ser constante (apartado 4.2.3). No obstante, este comportamiento no fue 

observado en los electrodos desarrollados debido al comportamiento anisotrópico que 

presentan los materiales de naturaleza carbonácea. El grafito presenta anisotropía 

electroquímica al igual que  los nanotubos de carbono (Olivé-Monllau et al., 2010). En 

la Tabla 4.1 del apartado 4.2.3 se muestran los resultados obtenidos. 
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Finalmente, es importante tener en cuenta un tercer parámetro intersticial como es la 

capacidad de la doble capa (Cdl). Este parámetro está directamente relacionado con el 

valor de la corriente de fondo o ruido. Proporciones elevadas de grafito mejoran la 

transferencia de carga, pero pueden aumentar la corriente de fondo o residual e incluso 

en algunas ocasiones puede llegar a enmascarar la señal farádica, especialmente cuando 

el analito se encuentra a bajas concentraciones. Los electrodos basados en compósitos 

muestran sólo una fracción del material conductor en la superficie, es decir, hay 

múltiples zonas conductoras separadas por la fase aislante, lo que contribuye a un 

comportamiento de haces de microelectrodos minimizando la corriente de fondo o no 

farádica. Esta disminución de la corriente de fondo mejora la relación señal/ruido y 

consecuentemente es posible disminuir el límite de detección.  

La Figura 4.3.C muestra la variación de este parámetro en función de la carga de grafito. 

Se puede observar un aumento en su valor a medida que aumenta la carga de grafito 

presente y, por consiguiente, al aumento del área activa del electrodo. Además, aparte 

de que altas proporciones de grafito aumentan las áreas conductoras, la rugosidad de la 

superficie y la porosidad y, consecuentemente, el ruido de fondo aumenta 

considerablemente.  Los compósitos con una composición comprendida entre el 16% y 

el 13% en grafito, presentan los menores valores de la capacidad de la doble capa. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por la técnica de impedancias, así como 

que las propiedades electroanalíticas requeridas en un electrodo son un tiempo de 

respuesta rápido, un límite de detección bajo y una alta sensibilidad, los compósitos que 

se encuentran entre el 15% y el 16% de grafito presentan un equilibrio en  todos estos 

requisitos y, por tanto, estas composiciones pueden considerarse como óptimas para el 

desarrollo de transductores amperométricos más eficientes. Asimismo,  los compósitos 

comprendidos en esta franja de proporciones de grafito,  al presentar propiedades 

electroquímicas parecidas, cabe esperar  que pequeñas variaciones de la composición 

como, por ejemplo, las dadas aleatoriamente por el sistema de fabricación manual 

utilizado o intencionadamente por modificaciones con (bio)catalizadores, no producirán 

variaciones importantes en las características de respuesta de los (bio)sensores 

optimizados, aumentando así la reproducibilidad del proceso de construcción de los 

dispositivos. 
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4.2.3 Voltamperometría cíclica 

El estudio realizado con la técnica de la voltamperometría cíclica se ha llevado a cabo 

para complementar y contrastar los resultados obtenidos con la técnica de 

espectroscopia electroquímica de impedancias. Se registraron los diferentes 

voltamperogramas cíclicos para cada compósito con diferentes composiciones de 

grafito. Las medidas se realizaron con compensación óhmica y con una disolución de 

referencia 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4- y 0,1 M KCl. La Figura 4.4.A muestra los diferentes 

voltamperogramas cíclicos obtenidos para cada composición de compósitos grafito-

epoxy. Es importante resaltar que, a cargas bajas de grafito, los picos de oxidación y 

reducción están más alejados entre sí y las curvas cíclicas presentan un ligero 

comportamiento de haz de microelectrodo donde predomina la difusión radial. Sin 

embargo, a medida que aumentamos la carga de grafito, los voltamperogramas 

obtenidos, los picos de oxidación y reducción están más próximos entre sí, y la forma de 

las curvas son la típica correspondiente a un macroelectrodo, en el que la difusión lineal 

controla el transporte de masa (Ramírez-García et al., 2002; Stulik et al., 2000).  

 

 
Figura 4.4 Voltamperogramas cíclicos obtenidos (A)  para los compósitos evaluados de composición 13-

20% de grafito utilizando una disolución 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4- en fondo de 0,1 M de KCl. Velocidad 

de barrido 10 mV/s. (B) Tendencia de la resistencia a la transferencia de carga para los materiales 

compuestos con diferente carga de grafito. 
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De cada uno de los voltamperogramas cíclicos, se han extraído diferentes parámetros, 

como la intensidad de pico (Ip) y la separación de potencial entre los picos (∆E), los 

cuales se han recogido en la Tabla 4.1. A medida que aumenta la proporción de grafito, 

se observa un aumento de la intensidad de pico debido a que hay un aumento del área 

activa del electrodo y, asociado con este aumento de área activa, se observa también una 

disminución de la separación de los potenciales de pico debido a que se mejora la 

velocidad de trasferencia de carga. 

El área activa relativa se puede estimar con los valores de Ip mediante la ecuación 

siguiente (Pacios et al., 2008): Ip = 3,01 x 105 n3/2 (α Dred υ)
1/2 A C*

red , la cual es 

apropiada para los procesos controlados por la transferencia de electrones. En esta 

ecuación, α corresponde  al coeficiente de transferencia (0,5), Dred es el coeficiente de 

difusión de la especie reducida (6,32·10-6 cm2s-1), υ es la velocidad de barrido a la cual 

se lleva a cabo el experimento (0,01 Vs-1), A es el área electroactiva y C*
red es la 

concentración de la especie electroactiva en el seno de la disolución  (0,01 M). 

Por otro lado, se ha calculado también la intensidad de intercambio (io) mediante los 

diagramas de Tafel (log intensidad vs. potencial). Este parámetro proporciona 

información sobre la reversibilidad del proceso. A su vez, con el valor de io también se 

puede evaluar la resistencia a la transferencia de carga utilizando la expresión siguiente: 

io = RT/nFRct.  Los valores obtenidos de la Rct fueron comparados después con los 

obtenidos mediante la técnica de impedancias. La tendencia observada para este 

parámetro obtenido por ambas técnicas es la misma (Figura 4.4.B). La normalización de 

la resistencia a la transferencia de carga respecto al área activa, presenta una tendencia 

decreciente a medida que aumenta la cantidad de grafito, siendo ésta la misma tendencia 

observada con los resultados obtenidos por EIS. Estos resultados ponen de manifiesto el 

comportamiento anisotrópico que presentan los materiales de naturaleza carbonácea. El 

grafito presenta anisotropía electroquímica al igual que  los nanotubos de carbono 

(Olivé-Monllau et al., 2010). Esta influencia de la anisotropía electroquímica se hace 

más significativa a medida que va aumentando la proporción de grafito presente en la 

estructura global del material compuesto.  
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Tabla 4.1 Parámetros extraídos de los voltamperogramas cíclicos de los materiales compuestos basados 

en grafito-epoxy para las diferentes composiciones estudiadas.  Donde io es la intensidad de corriente de 

intercambio; Rct es la resistencia a la transferencia de carga; Ip es la intensidad  de pico; A es el área 

activa; ∆E es la separación de los potenciales de pico; Rct·A y Rct
EIS·A son la Rct obtenidas con las 

medidas de VC e EIS y normalizadas respecto del área activa. 

Electrodos 
io 

(A) 

Rct 

(Ω) 

Ip 

(A) 

A 

(cm2) 

∆E 

(V) 

Rct·A 

(Ω cm2) 

Rct
EIS·A 

(Ω cm2) 

13% 1,27·10-5 1987 1,17·10-4 0,22 0,7252 437 226 

14% 2,72·10-5 928 1,55·10-4 0,29 0,4835 269 196 

15% 3,11·10-5 811 1,75·10-4 0,33 0,4625 268 149 

16% 6,61·10-5 382 2,44·10-4 0,46 0,3311 176 165 

17% 8,30·10-5 304 2,46·10-4 0,47 0,2360 143 112 

18% 8,32·10-5 303 2,70·10-4 0,50 0,2452 152 103 

19% 8,92·10-5 283 2,75·10-4 0,52 0,2564 148 89 

20% 1,32·10-4 191 2,98·10-4 0,56 0,1417 107 71 

 

 

4.2.4 Caracterización morfológica de la superficie de los sensores 

basados en compósitos  

Para complementar los resultados electroquímicos, se ha realizado un estudio 

morfológico de la superficie sensora de los electrodos compósitos utilizando las técnicas 

de microscopía electrónica de barrido (SEM) y microscopía de fuerza atómica (AFM). 

Los electrodos compósitos con carga del 13%, 15% y 20% de grafito, fueron estudiados 

para determinar y comparar de manera cualitativa su tamaño, su forma, la rugosidad de 

la superficie y la distribución del material conductor en la superficie sensora. 

Las imágenes de SEM permiten observar la rugosidad y la porosidad de la superficie de 

los compósitos de manera cualitativa. En la Figura 4.5 se muestra la comparación de las 

diferentes imágenes de SEM obtenidas para tres las composiciones de grafito 

estudiadas. Se puede comprobar que la superficie del compósito del 20% de grafito es 

más rugosa que la de los compósitos del 13% y 15% de grafito. Además, cuando la 

cantidad de grafito presente aumenta, se puede observar que la estructura morfológica 

de la superficie es menos homogénea y aparecen más zonas con poros (mirar Figura 4.4 

a2, b2 y c2). 
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Figura 4.5 Imágenes de SEM de los materiales compuestos con un (A1-A2) 13% de grafito, (B1-B2) 15% 

de grafito y (C1-C2) 20 % de grafito. 
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Current Sensing Atomic Force Microscopy (CSAFM) permite  la determinación 

simultánea de la conductividad y la topografía de los compósitos de grafito. La Figura 

4.6 muestra los mapas de conductividad obtenidos por CSAFM. En ellos se puede 

observar las microzonas conductoras donde la transferencia de carga electroquímica 

tiene lugar (zonas más luminosas) y las microzonas no conductoras donde este proceso 

no tiene lugar (zonas más oscuras). Como era de esperar, el compósito del 20% de 

grafito presenta más área conductora que los compósitos del 13% y del 15% de grafito. 

Por tanto, se puede observar una relación directa entre la cantidad de grafito presente en 

el compósito y la distribución del mismo en la superficie. Bajos porcentajes de grafito 

generan compósitos con pequeñas áreas aisladas de conductividad, mientras a altos 

porcentajes, los compósitos presentan  muchas más áreas conductoras, tal y como se 

puede apreciar en la Figura 4.6. Las diferentes áreas conductoras en la superficie están 

más separadas cuando la carga de grafito disminuye. Hay que resaltar que la distancia 

entre las diferentes microzonas conductoras se puede controlar parcialmente mediante el 

aumento o disminución del material conductor presente en el compósito. 

Las imágenes topográficas en 3D de la superficie de los diferentes compósitos obtenidas 

por AFM, se muestran también en la Figura 4.6. Se puede observar que a medida que 

aumenta el porcentaje de grafito, la rugosidad de la superficie del compósito resultante 

también lo hace. Los resultados obtenidos por esta técnica están en concordancia con los 

que se obtuvieron por SEM. 

Un incremento de la rugosidad de la superficie y de las áreas conductoras a medida que 

aumenta la carga de grafito tiene una influencia directa en el valor de la capacidad de la 

doble capa, como se observó en las medidas efectuadas por la técnica de impedancias. 
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Figura 4.6 Mapa de conductividad y mapa topográfico en 3D 

13% de grafito, (B) 15% de grafito y (C) 20% de grafito.

nm. El área evaluada es de 10 µm

 

Mapa de conductividad y mapa topográfico en 3D para los materiales compuestos con 

13% de grafito, (B) 15% de grafito y (C) 20% de grafito. Las unidades de x e y son  µm y las de z son  

nm. El área evaluada es de 10 µm2. 
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4.3 Evaluación de la respuesta electroanalítica de los sensores mediante 

amperometría hidrodinámica 

Una vez determinadas las composiciones grafito-epoxy que aportan las mejores 

propiedades electroquímicas, se procedió a la evaluación electroanalítica de los 

electrodos compósitos desarrollados. Mediante la determinación de varios analitos de 

referencia, como el ácido ascórbico, el peróxido de hidrogeno y el hipoclorito, se 

determinaron y compararon algunas características de respuesta electroquímica de los  

sensores estudiados. Estos analitos fueron seleccionados como modelo o referencia 

debido a la experiencia que se tiene en ellos. 

 

4.3.1 Determinación del potencial de polarización 

Para la realización del estudio de las propiedades electroanalíticas de los sensores el 

primer paso fue la determinación del potencial de polarización para cada uno de los 

analitos: ácido ascórbico, peróxido de hidrógeno e hipoclorito. Para ello, se llevó a cabo 

un estudio por medio de la voltamperometría de barrido lineal, o cronoamperometría, a 

distintas concentraciones del analito estudiado.  

En la Figura 4.7  se muestran los voltamperogramas lineales obtenidos para cada uno de 

los analitos evaluados. Se puede observar la típica platea correspondiente a las 

intensidades límite debida a  la oxidación de los mismos, por lo que el potencial de 

trabajo seleccionado debe estar dentro de esa platea. Según la Figura 4.7, el ácido 

ascórbico, el peróxido de hidrógeno y el hipoclorito pueden determinarse a 450 mV (vs. 

Ag/AgCl), 950 mV (vs. Ag/AgCl) y -250 mV (vs. Ag/AgCl), respectivamente. Los 

resultados obtenidos para cada uno de los analitos son similares a los descritos en la 

literatura (Morales et al., 1996; Olivé-Monllau et al., 2010, 2009). 
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Figura 4.7 Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos (A) para el ácido ascórbico en una disolución 

0,05 M KNO3/HNO3, (B) para el peróxido de hidrógeno en tampón fosfato (PBS 0,1 M a pH = 7,0) y (C) 

para el hipoclorito en tampón fosfato (PBS 0,1 M  a pH = 5,5). 
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4.3.2 Comparación de los parámetros de calibración de los sensores 

evaluados 

Para comparar la respuesta electroquímica de cada una de las composiciones estudiadas, 

se procedió a determinar los parámetros de calibración de cada uno de los sensores con 

los tres analitos elegidos en el estudio: ácido ascórbico, peróxido de hidrógeno e 

hipoclorito. Las medidas se llevaron a cabo mediante la técnica de amperometría 

hidrodinámica a un potencial de polarización fijo de 450 mV, 950 mV y  -250 mV (vs. 

Ag/AgCl) de acuerdo a los resultados detallados en el apartado 4.3.1. Se asumió  que el 

comportamiento electroquímico para los electrodos con una composición comprendida 

entre un 15% y un 16%, no presentaría diferencias significativas en los resultados. Así 

pues, se escogió el electrodo con un 15% de grafito para hacer el estudio comparativo 

de los parámetros de calibración con respecto a un electrodo con la máxima proporción 

de grafito posible (20%).  

 

Tabla 4.2 Parámetros de calibración obtenidos utilizando la técnica de la amperometría 

hidrodinámica para los electrodos compósitos del 15% y del 20% en grafito utilizando el ácido 

ascórbico, el peróxido de hidrógeno y el hipoclorito como analitos de referencia. 

Analito % Grafito  

Sensibilidadd LD 
 

(µA·L·mg-1) 

(% RSD95%) 
(mg·L-1) 

 

Ácido 15    2,31±0,07 (3%) 0,017±0,004 
 

Ascórbico 20   5,9±0,2 (3%) 0,169±0,007 
 

     
Peróxido  15 0,091±0,006 (7%) 0,98±0,09 

 
de Hidrógeno 20 0,25±0,02 (9%) 5,8±0,2 

 

     

Hipoclorito 15 1,49±0,03 (2%) 0,054±0,001 
 

20 1,65±0.05 (3%) 0,29±0,02 
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Figura 4.8 Curvas de calibración para los electrodos compósitos basados en grafito-epoxy utilizando 

como analito (A) ácido ascórbico (0,05 M KNO3/HNO3), (B) peróxido de hidrógeno (PBS 0,1 M y pH = 

7,0) y hipoclorito (PBS =0,1 M y pH = 5,5). En los gráficos interiores  se muestra una ampliación de la 

zona de bajas concentraciones para cada analito evaluado. 
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Los parámetros analíticos como el límite de detección y sensibilidad fueron evaluados 

para el electrodo compósito del 15% de grafito y se compararon con los obtenidos con 

el compósito del 20% en grafito (máxima carga conductora), el cual ha sido usado en la  

mayoría de los estudios anteriores desarrollados en el grupo de investigación (Céspedes 

et al., 1993; Martorell et al., 1994; Santandreu et al., 1997) y en otros más recientes 

(Ocaña and Valle, 2013; Ocaña et al., 2012). Las medidas se realizaron por triplicado y 

el límite de detección se calculó como, la mínima concentración experimentalmente 

cuantificable bajo las condiciones experimentales de trabajo. La Tabla 4.2 muestra los 

parámetros de calibración obtenidos para los electrodos compósitos del 15% y 20% en 

grafito al analizar  los diferentes analitos. 

Los resultados experimentales muestran que cuando el porcentaje de grafito disminuye 

del 20% al 15% la sensibilidad disminuye ligeramente, pero el límite de detección es un 

orden de magnitud inferior. Además, el rango lineal incrementa por la zona de bajas 

concentraciones (ver Figura 4.8). Esta tendencia se observa en todos los analítos 

utilizados en esta evaluación electroanalítica. Estos resultados confirman que el sensor 

con un 15% en grafito, a pesar de una ligera pérdida de la sensibilidad analítica de 

calibración, el límite de detección mejora significativamente. Además, la 

reproducibilidad y la estabilidad de la señal obtenida se ve muy mejorada con respecto a 

los sensores con un 20% en grafito. 

Estos resultados están en concordancia con los resultados obtenidos previamente, y 

descritos en el apartado 4.2.1, donde se concluyó, a partir de los parámetros extraídos 

del ajuste del espectro de impedancias (RΩ, Rct y Cdl), un comportamiento 

electroanalítico favorable para los compósitos con una composición entre el 15% y el 

16% de grafito.   

 

4.4 Conclusiones 

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, pueden extraerse diversas 

conclusiones:  

• La optimización de la composición del compósito ha permitido mejorar la 

respuesta electroanalítica de los electrodos compósitos basados en grafito y en 

resina epoxy (Epo-Tek H77) en términos de límite de detección, 

reproducibilidad y estabilidad de la señal analítica 
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• La espectroscopia electroquímica de impedancias y  la voltamperometría cíclica, 

son técnicas adecuadas para la caracterización y optimización de la composición 

de sensores basados en compósitos  

 

• Los parámetros obtenidos en las  medidas de impedancias mediante la 

utilización de la técnica de EIS, han podido ser correlacionados  con diferentes 

parámetros de interés electroquímico permitiendo una óptimización de la 

composición de los compósitos. Con esta técnica se ha podido concluir que para 

el sistema grafito-epoxy Epo-Tek H77, el intervalo de composiciones óptimo se 

encuentra entre el 15% y el 16% de grafito. 

 

• Con el electrodo con una composición  del 15% en grafito, se ha mejorado la 

detección electroanalítica del ácido ascórbico, peróxido de hidrógeno e 

hipoclorito con respecto al electrodo del 20% de grafito, considerado éste como 

electrodo de composición convencional normalmente utilizado. 

 

• Los resultados obtenidos han permitido corroborar, que una proporción menor 

de grafito con respecto a la proporción máxima, permite obtener superficies con 

zonas conductoras separadas entre sí por zonas no conductoras, que mimetizan 

el comportamiento de un haz de microelectrodos compartiendo muchas de las 

ventajas electroquímicas.  
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5. Caracterización de biocompósitos en función de la 
composición. Estudio del efecto sobre la señal analítica de un 
biosensor 

 

5.1 Introducción 

Las técnicas de caracterización que se han propuesto en  el apartado anterior, han 

contribuido de forma decisiva en el desarrollo de sensores amperométricos basados en 

compósitos grafito-epoxy mucho más eficientes desde el punto de vista electroquímico. 

Las nuevas estrategias para abordar la mejora de estos materiales, desde el punto de 

vista de la optimización de la composición, ha permitido desarrollar sensores más 

estables, reproducibles y con una alta relación señal/ruido, contribuyendo a la mejora 

significativa de los límites de detección. 

Los resultados obtenidos, son el punto de partida en el estudio  de la viabilidad de la 

aplicación de las diferentes estrategias de caracterización y optimización expuestas, en 

el desarrollo de biosensores basados en biocompósitos más eficientes desde el punto de 

vista analítico. En este apartado, se pretende caracterizar biosensores amperométricos 

basados en biocompósitos, partiendo como base de los materiales compuestos grafito-

epoxy previamente optimizados. Asímismo, se estudiará el efecto  que provoca la 

incorporación de un componente biológico, como una enzima, en este tipo de 

materiales, y como se ven modificadas las características electroquímicas de los 

biocompósitos resultantes, en función de la composición de grafito presente en la 

matriz. Además, se ha de resaltar que esta es la primera vez que estas técnicas de 

caracterización y optimización se aplican a sistemas biocompósitos con el objetivo de 

obtener biosensores más eficientes a partir del estudio de la composición del transductor 

base que lo forman. 

En este sentido, se ha utilizado un biosensor de glucosa ya descrito en la bibliografía, 

para así, poder comparar los efectos sobre la señal analítica de los dispositivos 

desarrollados. El  sistema estudiado ha sido el formado por grafito-epoxy al cual se ha 

incorporado una enzima modelo en la matriz polimérica, en este caso, la glucosa 

oxidasa (GOD). Se ha escogido esta enzima modelo por tres razones. La primera es que 

los biosensores enzimáticos amperométricos de glucosa han sido ampliamente 

estudiados a los largo de las últimas cuatro décadas (Wang, 2001). La segunda es la 

experiencia en este tipo de biosensor que se tiene en el Grupo de Sensores y 

Biosensores. Y la tercera, es fundamentalmente un motivo económico, ya que un 
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estudio exhaustivo como el que se pretende llevar a cabo, conlleva a un gasto 

considerable de enzima.  Anteriormente, un prototipo de biosensor basado en grafito-

epoxy-GOD, ya había sido desarrollado en el grupo de investigación. La composición  

óptima utilizada fue en base al  criterio convencional: composición que asegura la 

máxima conductividad al material biocompósito final (Céspedes et al., 1993). Por las 

razones expuestas y asociado con las propiedades que presenta la glucosa oxidada: alta 

durabilidad, alta estabilidad del enzima y bajo coste, se ha escogido la GOD como 

enzima modelo para el presente estudio. 

Por otro lado, una vez finalizado el proceso de caracterización y optimización de la 

composición de los biosensores, se ha estudiado la morfología de la superficie sensora 

del biosensor final mediante la microscopia láser confocal, lo que ha permitido tener 

una idea de cómo se distribuye la enzima en la superficie del electrodo. 

 

5.2 Caracterización electroquímica y optimización de la composición 

grafito/epoxy/GOD 

En este apartado se describen los resultados obtenidos en el proceso de caracterización 

electroquímica efectuados mediante la técnica de espectroscopia electroquímica de 

impedancias y la técnica de voltamperometría cíclica. Se ha evaluado la respuesta 

electroquímica de los biocompósitos desarrollados en un intervalo de composiciones de 

grafito de 13%-20%, para dos series de biocompósitos de distinta composición de 

enzima,  de 1% y 2% de GOD. 

 

5.2.1 Espectroscopia electroquímica de impedancias 

La caracterización mediante la técnica de espectroscopia electroquímica de impedancias 

ha permitido obtener los parámetros electroquímicos generales de los biocompósitos 

basados en grafito-epoxy-GOD. Dichos parámetros han sido la resistencia de la 

solución o resistencia óhmica, la resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de 

la doble capa. Como se ha explicado en el apartado 4, estos parámetros se obtienen por 

medio del ajuste del espectro de impedancias a un circuito eléctrico equivalente, el cual 

permite interpretar los valores de la RΩ, Rct, y Cdl en términos de fenómeno interfacial 

que ocurre en la celda electroquímica. Esta caracterización electroquímica se ha llevado 

a cabo en presencia de 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4-  y en fondo 0,1 M de KCl. El espectro 

de impedancias ha sido registrado en un rango de frecuencia entre 100 KHz y 100 mHz 
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usando el potencial redox de equilibrio y una señal de amplitud para perturbar el sistema 

de  10 mV. 

En este estudio, se ha evaluado la respuesta electroquímica de dos series de electrodos 

biocompósitos construidos con ocho composiciones diferentes de grafito-epoxy, en las 

que se ha variado el porcentaje de grafito entre el 13% y el 20% y con una cantidad de 

glucosa de 1% y 2%. El intervalo de composiciones se ha escogido en base a la curva de 

percolación obtenida para los materiales compuestos basados en grafito-epoxy, descritos 

en el apartado 4, y que se encuentran en concordancia con los obtenidos en estudios 

previos.  Este intervalo corresponde a la zona de baja resistividad en la que la cantidad 

de grafito tiene que ser suficiente para garantizar la conductividad del material 

compuesto y mínima resistividad. Para cada una de las composiciones de grafito-epoxy-

GOD se han construido y evaluado tres electrodos. 

Los diagramas de Nyquist correspondientes al estudio de impedancia de los 

biocomposites con un 1% y 2% de GOD se muestran en la Figura 5.1.A y 5.1.B, 

respectivamente. Se puede observar que los espectros de impedancias para las 

composiciones con un porcentaje elevado de material conductor (del 20% al 16% de 

grafito) se caracterizan por un semicírculo pequeño por lo que se deduce que el 

electrodo está poco controlado por el proceso cinético, aunque en la zona de bajas 

frecuencias empieza a observarse el control difusional (zona lineal de respuesta). Por  

otro lado, cuando la carga de material conductor es baja (composiciones del 15% al 

13% de grafito) se puede observar que el espectro de impedancias se caracteriza 

básicamente por un semicírculo grande indicando que el proceso está 

predominantemente bajo control cinético. Asimismo, se puede observar que cuando se 

incrementa la cantidad de glucosa oxidasa del 1% (Figura 5.1 A) al 2% (Figura 5.1 B) 

los diámetros de los semicírculos de los espectros de impedancias para cada una de las 

composiciones evaluadas son ligeramente mayores. Por tanto, un incremento de la 

cantidad de GOD aumenta el control cinético (mayor semicírculo), pero a su vez limita 

la transferencia de carga. Este hecho se puede asociar a que se produce una mayor 

separación de las partículas conductoras en el biocompósito debido al incremento de la 

carga enzimática al pasar del 1% al 2%. 

 

 



 Biocompósito grafito-epoxy-GOD 

 

102 

 

 

 

 
Figura 5.1 Espectros de impedancias para los diferentes electrodos biocompósitos con diferentes 

composiciones de grafito/epoxy en presencia de 0,01 M [Fe(CN)6]
3-/4-  y 0,1 M de KCl para (A) 1% de 

GOD y (B) 2% GOD . En el interior a la derecha de la figura (A), se muestra el circuito eléctrico 

equivalente utilizado para ajustar los espectros de impedancias. Rango de frecuencias: 100 KHz – 100 

mHz. 

Z (Real)

-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Z
 (

Im
ag

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

2000
13% grafito
14% grafito
15% grafito
16% grafito
17% grafito
18% grafito
19% grafito
20% grafito

Z (Real)

-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Z
 (

Im
ag

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

2000
13% grafito
14% grafito
15% grafito
16% grafito
17% grafito
18% grafito
19% grafito
20% grafito

Rs

Rct

Rc

Cdl

(A) 

(B) 



Parte II   

 

103 

 

 

 

 
Figura 5.2 Parámetros electroquímicos extraídos del ajuste del espectro de impedancias, para las 

diferentes composiciones de grafito (GOD). (A) Valores de la resistencia óhmica, (B) valores de la 

resistencia a la transferencia de carga y (C) valores de la capacidad de la doble capa. El error 

experimental se ha estimado mediante la desviación estándar (n = 3).  
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En la Figura 5.2.A se muestra la variación de la resistencia óhmica en función de la 

composición de grafito para ambas composiciones de GOD estudiadas. Los factores que 

influyen en la resistencia óhmica son la concentración iónica, la naturaleza de los iones, 

la superficie del electrodo y la resistencia de los materiales compuestos obtenida en 

medio no húmedo. En términos generales, los valores de la resistencia óhmica 

disminuyen a medida que la carga de grafito aumenta, observándose este 

comportamiento para ambas composiciones de GOD. A pesar de esta tendencia, el 

incremento de la resistencia óhmica se acentúa cuando la cantidad de enzima presente 

es mayor. Por lo tanto, la modificación de la matriz grafito-epoxy con un tercer 

elemento no conductor, la enzima GOD, tiene un efecto en el área activa del electrodo 

ya que las partículas conductoras presentes en el material están más separadas por la 

presencia de la enzima. Esto provoca una disminución del área activa del electrodo y, 

por tanto, un  incremento del valor de la resistencia óhmica, de manera que, para 

asegurar una buena sensibilidad y un tiempo de respuesta corto, es importante que los 

valores de la resistencia óhmica sean bajos. 

Las variaciones de la resistencia a la transferencia de carga para las diferentes 

composiciones evaluadas, se muestran en la Figura 5.2.B. Este parámetro es 

inversamente proporcional a la velocidad de transferencia de carga heterogénea, y 

también se correlaciona con la sensibilidad y al tiempo de respuesta del electrodo.  Se 

puede observar una disminución de este parámetro a medida que aumenta la cantidad de 

grafito, lo que pone de manifiesto la relación que existe entre la reactividad 

electroquímica y las características de la superficie del material conductor. A medida 

que aumenta la carga de carbono, la probabilidad de tener más centros activos aumenta 

también y, por tanto, se incrementa la velocidad de transferencia electrónica en el 

electrodo (cinética del electrodo). Se puede concluir que valores bajos de la resistencia a 

la transferencia de carga, permiten incrementar la calidad de la respuesta analítica de los 

biosensores. Del mismo modo que para la resistencia óhmica, los valores obtenidos de 

la Rct aumentan cuando aumenta la carga de GOD en el biocompósito. 

Resulta interesante la discusión del efecto que provoca la normalización de este 

parámetro (Rct), obtenida por la técnica de impedancias, respecto al área electroactiva 

del electrodo, obtenida por la técnica de voltamperometria cíclica, este efecto se 

comentará en el apartado siguiente. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los biocompósitos con una carga en grafito 

comprendida entre el 20% y el 16%, para ambas concentraciones de GOD, son las 

composiciones que presentan un menor Rct. Por tanto, los biocompósitos ubicados en 
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este intervalo de carga de grafito, garantizan un intercambio rápido de electrones con 

respecto a proporciones inferiores al 16%. 

A pesar de esta mejora cinética, se ha observado que una carga elevada de grafito como 

material conductor aumenta también la corriente de fondo o residual y en algunas 

ocasiones puede llegar a enmascarar la señal farádica, especialmente, cuando el analito 

se encuentra a bajas concentraciones. Por este motivo, es importante tener en cuenta el 

parámetro de la capacidad de la doble capa, parámetro relacionado directamente con el 

valor de la corriente de fondo (no farádica) o ruido. La Figura 5.2.C muestra una 

disminución de este parámetro con la disminución de la cantidad de grafito presente en 

el biocompósito para las dos composiciones de GOD estudiadas. Se observa un 

incremento en los valores de Cdl cuando la cantidad de GOD aumenta en los electrodos 

biocompósitos para una misma carga de material conductor (grafito). Una cantidad 

elevada de grafito aumenta considerablemente la corriente de fondo ya que la 

proporción de material conductor expuesto en la superficie del electrodo es mayor, pero 

en contrapartida, empeora la relación señal-ruido y por consiguiente hace que se 

produzca un aumento en el límite de detección del analito. Por lo tanto, un aumento en 

la carga de GOD incrementa el valor de la Cdl asociado a que la presencia de enzima en 

la matriz del biocompósito, reduce la parte de grafito expuesto en la superficie del 

electrodo. 

En base a los resultados obtenidos en el estudio de impedancias llevado a cabo para los 

biosensores desarrollados, y teniendo en cuenta las propiedades electroanalíticas 

requeridas por un electrodo, como son tiempo de respuesta corto, bajo límite de 

detección y alta sensibilidad, el intervalo de composiciones comprendido entre el 16% y 

el 17% de grafito presentan las características óptimas, para las dos composiciones de 

GOD estudiadas. Se ha podido comprobar que los materiales biocompuestos 

desarrollados en este intervalo de composiciones presentan un comportamiento 

electroquímico parecido y un aumento de la reproducibilidad electroquímica, lo que 

permite predecir que las propiedades electroanalíticas de los biosensores resultantes 

serán también mejoradas con respecto a los no optimizados.  

 

5.2.2 Voltamperometría cíclica 

Los resultados obtenidos con la técnica de EIS han sido comparados con los resultados 

obtenidos con la técnica de la voltamperometría cíclica. Los voltamperogramas cíclicos 

de los diferentes biocompósitos se han realizado con compensación óhmica y con una 

solución de referencia 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4- y en un fondo electrolítico de KCl 0,1 



 Biocompósito grafito-epoxy-GOD 

 

106 

 

M. En la Figura 5.3 y Figura 5.4 se muestran los voltamperogramas obtenidos para las 

diferentes composiciones de grafito y ambas composiciones de glucosa oxidasa 

estudiadas. Se puede observar que para ambas composiciones de GOD, los picos de 

oxidación y reducción están más alejados a medida que disminuye la cantidad de grafito 

en el biocompósito. A cargas bajas de grafito, las curvas cíclicas presentan un 

comportamiento más similar al haz de microelectrodos donde la difusión radial es la 

predominante. Sin embargo, a composiciones de grafito altas, los picos de oxidación y 

reducción se encuentran más próximos entre sí y la forma de la curva obtenida presenta 

la forma típica correspondiente a un macroelectrodo, donde la difusión lineal controla el 

transporte de masa. 

Se han extraído diferentes parámetros de cada voltamperograma cíclico, como por 

ejemplo la separación de potencial entre picos (∆E) y la intensidad de pico (Ip). Los 

valores concretos para cada biocompósito se detallan en la Tabla 5.1 (1% GOD) y en la 

Tabla 5.2 (2% GOD). Se puede observar un incremento en la intensidad de pico 

asociado con un aumento de la carga de grafito, provocado por el aumento del área 

electroactiva del electrodo proporcional al aumento de grafito en la matriz del 

biocompósito. Asociado a  éste aumento de carga, se observó también una disminución 

de la separación de los potenciales de pico debido a la mejora de la velocidad de 

transferencia de carga. Esta tendencia se observa dentro de las dos series con distinta 

carga de GOD al incrementar la carga de grafito. 

Igual que el apartado 4, en este caso el área activa del electrodo biocompósito se puede 

estimar con los valores de la intensidad de pico obtenidos de cada voltamperograma 

cíclico, mediante la ecuación: Ip = 3,01 x 105 n3/2 (α Dred υ)
1/2 A C*

red , la cual es 

apropiada para los procesos controlados por la transferencia de electrones (Pacios et al., 

2008). En esta ecuación α corresponde  al coeficiente de transferencia (0,5), Dred es el 

coeficiente de difusión de la especie reducida (6,32·10-6 cm2s-1), υ es la velocidad de 

barrido a la cual se lleva a cabo el experimento (0,01 Vs-1), A es el área electroactiva y 

C*
red es la concentración de la especie electroactiva en el seno de la solución (0,01 M). 

Como cabría esperar, el valor del área activa aumenta a medida que se incrementa el 

porcentaje de grafito en el biocompósito. Hay que destacar, que no se han observado 

diferencias significativas en el valor del área activa, cuando se comparan los valores de 

área activa obtenidos en cada serie (1%-2% GOD) para una misma composición de 

grafito.  
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Figura 5.3 (A) Voltamperogramas cíclicos para una solución 0,01 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y 0,1 M de KCl y 

una velocidad de barrido 10 mV·s-1 para las diferentes composiciones de grafito y 1% de GOD. (B) 

Tendencia de la resistencia a la transferencia de carga para los materiales compuestos con diferente carga 

de grafito y 1% de GOD. 

 

 
Figura 5.4 (A) Voltamperogramas cíclicos para una solución 0,01 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y 0,1 M de KCl y 

una velocidad de barrido 10 mV·s-1 para las diferentes composiciones de grafito y 2% de GOD. (B) 

Tendencia de la resistencia a la transferencia de carga para los materiales compuestos con diferente carga 

de grafito y 2% de GOD. 
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A partir de los diagramas de Tafel (log intensidad vs. potencial) también se ha calculado 

el valor de la intensidad de intercambio (io) que proporciona información sobre la 

reversibilidad del proceso. Se puede observar que el valor de io (Tabla 5.1 y Tabla 5.2) 

aumenta a medida que aumenta la proporción de grafito en los biocompósitos, tendencia 

que se observa para ambas composiciones de GOD estudiadas. El valor de la resistencia 

de transferencia de carga (Rct) se puede calcular a partir del valor de la intensidad de 

intercambio mediante la expresión: io = RT/nFRct. Se puede observar que la tendencia 

obtenida para este parámetro está en concordancia con la que se ha obtenido para este 

parámetro mediante la técnica de impedancias, obteniéndose los valores más elevados 

para los biocompósitos que contienen una cantidad mayor de enzima (ver Figura 5.3B y 

Figura 5.4.B). La normalización de la Rct obtenida  tanto por la técnica de impedancias 

como por voltamperometría cíclica, respecto al área electroactiva del electrodo, debería 

ser constante (Tablas 5.1 y 5.2). No obstante, el grafito presenta un comportamiento 

anisotrópico lo que comporta que la resistencia de la transferencia de carga dependa de 

su naturaleza y estructura y, por consiguiente, de la composición. En este caso, se 

observa, tal y como sucede para los electrodos basados en grafito-epoxy, una 

disminución a medida que se incrementa la carga de grafito. 

 

Tabla 5.1 Parámetros extraídos de los voltamperogramas cíclicos de los materiales compuestos basados 

en grafito-epoxi-GOD para las diferentes composiciones en grafito y 1% de GOD. io es la intensidad de 

corriente de intercambio; Rct es la resistencia a la transferencia de carga; Ip es la corriente de pico; A es el 

área activa; ∆E es la separación de los potenciales de pico; Rct·A y Rct
EIS·A son la Rct obtenidas con las 

medidas de VC e EIS y normalizadas respecto del área activa. 

Electrodos 
io 

(A) 

Rct 

(Ω) 

I p 

(A) 

A 

(cm2) 

∆E 

(V) 

Rct·A 

(Ω cm-2) 

Rct
EIS·A 

(Ω cm-2) 

13% 2,60·10-6 9704,7 8,26·10-5 0,15 1,5595 1456 456 

14% 5,97·10-6 4226,4 1,00·10-4 0,19 1,0895 803 337 

15% 1,08·10-5 2336,2 1,23·10-4 0,23 0,7868 537 348 

16% 1,85·10-5 1363,9 1,35·10-4 0,25 0,5803 341 193 

17% 2,00·10-5 1261,6 1,35·10-4 0,25 0,4949 315 175 

18% 2,34·10-5 1078,3 1,46·10-4 0,27 0,4733 291 173 

19% 6,01·10-5 419,8 1,82·10-4 0,34 0,2314 143 44 

20% 7,76·10-5 325,2 2,06·10-4 0,38 0,1923 124 60 
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Tabla 5.2. Parámetros extraídos de los voltamperogramas cíclicos de los materiales biocompuestos 

basados en grafito-epoxy-GOD para las diferentes composiciones en grafito y 2% de GOD. io es la 

intensidad de corriente de intercambio; Rct es la resistencia a la transferencia de carga; Ip es la corriente de 

pico; A es el área activa; ∆E es la separación de los potenciales de pico; Rct·A y Rct
EIS·A son la Rct 

obtenidas con las medidas de VC e EIS y normalizadas respecto del área activa. 

Electrodos 
io 

(A) 

Rct 

(Ω) 

I p 

(A) 

A 

(cm2) 

∆E 

(V) 

Rct·A 

(Ω cm-2) 

Rct
EIS·A 

(Ω cm-2) 

13% 1,93·10-6 12873,2 7,80·10-5 0,15 1,5666 1931 469 

14% 3,03·10-6 8327,2 8,21·10-5 0,15 1,3245 1249 400 

15% 5,93·10-6 4254,9 1,01·10-4 0,19 0,9720 789 441 

16% 1,51·10-5 1671,0 1,23·10-4 0,23 0,6622 384 276 

17% 1,79·10-5 1409,6 1,37·10-4 0,26 0,5732 366 264 

18% 2,20·10-5 1146,9 1,43·10-4 0,27 0,5091 310 250 

19% 5,27·10-5 478,8 1,73·10-4 0,32 0,2563 153 97 

20% 8,46·10-5 298,2 2,03·10-4 0,38 0,1780 113 77 

 

5.3 Caracterización morfológica de la superficie de los biosensores 

basados en biocompósitos  

La caracterización de la superficie sensora de los biosensores basados en  

biocompósitos, se ha realizado mediante la técnica de microscopia láser confocal. Con 

este objetivo se ha llevado a cabo el estudio de la distribución del componente biológico 

en la superficie del electrodo. Para realizar este estudio, ha sido necesario marcar 

previamente, con marcadores fluorescentes, la enzima GOD expuesta en la superficie 

del biosensor, ya que la fluorescencia de la GOD se encuentra en el mismo campo de 

emisión  (ultravioleta visible) que la de la resina epoxy. El protocolo de marcaje 

utilizado descrito en el apartado 3.3.3.3 consiste en dos etapas. Primero se realiza la 

biotinilización de la enzima con biotina/streptavidina-Cy5 (biotina con el marcador 

fluorescente) y después se procede al lavado de la superficie. 

Este estudio se ha realizado para los electrodos de composiciones en grafito del 16%, 

composición que se encuentra dentro del intervalo óptimo, y 20%, con un 1% y un 2% 

de glucosa oxidasa. En la Figura 5.5 se muestran micrografías obtenidas para los 

materiales biocompuestos evaluados.  La intensa de fluorescencia, que se evidencia por 

las áreas en rojo, corresponde a la unión entre el enzima y el marcador fluorescente 

conjugado. En la Figura 5.5., las micrografías (A2), (B2) y (C2) representan el control 

por adsorción inespecífica que se ha obtenido utilizando la molécula de streptavidina-

Cy5 no conjugada, en la cual no se observan áreas rojas debidas a la presencia del 
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marcador. Este estudio  confirma que la glucosa oxidasa se distribuye de manera 

homogénea en la superficie del biosensor para las dos composiciones de biocomposites 

evaluados. Además, no se han observado agregados de glucosa oxidasa en las 

superficies estudiadas. Por otro lado, estos resultados permite predecir que cuando se 

renueva la superficie del electrodo mediante el pulido de la misma, la nueva superficie 

que se genera presenta una distribución de la enzima GOD similar a la anterior, de 

manera que se garantizaría la homogeneidad y, por tanto, la reproducibilidad de las 

distintas superficies sucesivas del electrodo biocompósito. 

 

5.4 Evaluación y comparación de la respuesta analítica de los 

biosensores grafito/epoxy/GOD  

Para evaluar la respuesta analítica de los biosensores grafito-epoxy-GOD de 

composición optimizada frente a la glucosa, se procedió a una calibración de cada uno 

de los electrodos por el método de la adición conocida mediante una amperometría 

hidrodinámica. La respuesta de los  biosensores es debida a dos reacciones  

consecutivas. En una primera reacción de tipo biocatalítico, la glucosa oxidasa 

interacciona con la glucosa formando peróxido de hidrógeno en la superficie del 

biosensor. En una segunda reacción de tipo electroquímico, el peróxido de hidrógeno es 

determinado amperométricamente por oxidación directa sobre la superficie del 

biosensor a un potencial de trabajo. Este potencial fue optimizado por la técnica 

voltamperométrica de barrido lineal y fue de 1050 mV. La intensidad generada por el 

sistema fue registrada para cada adición de glucosa, registrando las respectivas curvas 

de calibración.  

Los parámetros de calidad de la respuesta analítica  como el límite de detección, la 

sensibilidad y el rango lineal han sido evaluados para los biosensores  con un 16% y 

17% en grafito, composiciones consideradas como óptimas, y 1% y 2% en GOD. Estos 

resultados han sido comparados con los obtenidos para el biosensor del 20% de grafito, 

composición considerada históricamente como estándar, y la misma cantidad de GOD 

(1% y 2%). Con el objetivo de evaluar la reproducibilidad de los biosensores, dado el 

carácter manual de la etapa de construcción de los mismos, para cada una de las 

composiciones estudiadas se evaluaron tres electrodos distintos para cada una de las 

composiciones. 



Parte II   

 

111 

 

 
Figura 5.5  Micrografías obtenidas por microscopia láser confocal para los biocompósitos con 16% en 

grafito con (A1) 1% de GOD y (B1) 2% de GOD y 20% en grafito con (C1) 1% de GOD y (D2) 2% de 

GOD sometidos al proceso de biotinilización. Las micrografías (A2), (B2), (C2) y (D2) corresponden al 

control por adsorción inespecífica utilizando la molécula de streptavidina-Cy5 no conjugada. 
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Tabla 5.3 Parámetros de calibración obtenidos para los electrodos biocompósitos del 16%, 17% y 20%, 

con 1% y 2% de GOD determinados por amperometría hidrodinámica usando la glucosa como analito y 

un fondo PBS 0,1 M y pH = 7,0 (an= 3, 95% nivel de confianza).  Potencial de polarización: 1050 mV. 

% Grafito  % GOD 

Sensibilidada  

(µA·L·mmol-1) 

(% RDS) 

LD 

 (mmol·L-1) 

Rango lineal 

 (mmol·L-1) 

16 1 0,185±0,003 (2%) 0,037±0,001 0,037-1,28 

 2 0,21±0,01 (7%) 0,046±0,008 0,046-0,70 

17 1 0,214±0,005 (3%) 0,036±0,007 0,036-0,70 

 2 0,231±0,009 (4%) 0,035±0,009 0,035-0,70 

20 1 0,74±0,01 (2%) 0,265±0,006 0,265-0,81 

  2 1,35±0,05 (4%) 0,24±0,01 0,24-1,80 

 

En la Tabla 5.3 se muestran los resultados de los distintos parámetros analíticos 

evaluados. Como se puede observar, la sensibilidad aumenta a medida que lo hace la 

cantidad de grafito en el biocompósito, simultáneamente el límite de detección también 

aumenta considerablemente, para una misma composición de glucosa oxidasa. Los 

resultados experimentales obtenidos muestran que en la zona de la composición óptima 

(16% - 17% en grafito con 1%-2% de GOD), no hay diferencias significativas en cuanto 

a la sensibilidad y al límite de detección para las dos composiciones de glucosa oxidasa 

estudiadas. Sin embargo, se puede observar que el biocompósito con un 16% en grafito 

y 1% de GOD presenta un rango lineal más amplio. Cuando la cantidad de GOD 

disminuye del 2% al 1%, la sensibilidad disminuye ligeramente pero el límite de 

detección se mantiene constante. No obstante, cuando se comparan ambos 

biocompósitos (16% y 17%) con la composición convencional del 20%, a pesar de que 

en esta última, la sensibilidad y el rango lineal aumentan, el límite de detección también 

aumenta en un orden de magnitud. Estos resultados ponen de manifiesto que los 

biocompósitos que se encuentran en el intervalo óptimo de composiciones presentan 

una buena sensibilidad, un amplio rango lineal y un límite de detección 

significativamente mejorado. La señal analítica en el caso de las composiciones de 16% 

y 17%, fue mucho más estable que para los biosensores con un 20% de grafito.  

En la bibliografía se ha descrito los resultados obtenidos con electrodos no-optimizados 

basados en grafito-epoxy-GOD (18:80:2 (w/w)). El comportamiento de los cuales 

comparado con los resultados obtenidos con los electrodos basados en biocompósitos 

optimizados, tienen menor sensibilidad y un límite de detección mayor (Perez et al., 

2005). Por tanto, se puede concluir  que las estrategias de caracterización de las 

propiedades electroquímicas del biosensor, y posterior optimización de la composición 
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del material conductor y enzimático, permiten mejorar  las propiedades electroanalíticas 

finales de los biosensores desarrollados. 

 

5.5 Evaluación de la respuesta de los biosensores. Aplicación a muestras 

de glucosa de una planta piloto 

Para comprobar el buen funcionamiento de los biosensores de glucosa  basados en 

biocompósitos optimizados, se procedió al análisis de muestras de glucosa procedentes 

de una planta piloto de fermentación. Fueron analizadas 6 muestras que fueron extraídas 

de un reactor en el que tiene lugar el proceso de producción de la aldolasa recombinada 

(rhamnulose 1-phosphate aldolase, RhuA) en un cultivo de alta densidad celular de 

Escherichia coli (Ruiz et al., 2011). Las muestras analizadas han sido tomadas 

directamente del reactor, el cual está operando en modo fed-batch y fueron filtradas 

antes de ser analizadas. El punto crítico en este proceso de fermentación es la cantidad 

de glucosa presente en el reactor por lo que es importante tener un control continuo off-

line de la concentración de glucosa ya que una acumulación de glucosa en el reactor 

produciría una degradación de la proteína  (Pinsach et al., 2008; Ruiz et al., 2011). La 

monitorización de la concentración de glucosa, es pues, un factor determinante, 

requiriéndose que este valor sea lo más pequeño posible para un buen funcionamiento 

del proceso de fermentación. La determinación de bajas concentraciones de glucosa 

viene limitado por la disponibilidad de técnicas analíticas capaces de alcanzar límites de 

detección lo más bajos posibles.   

Los resultados de las muestras reales analizadas han sido comparados con los obtenidos 

con el método estándar, en este caso con un analizador comercial de glucosa Yellow 

Springs Instruments (Modelo 2700). Las medidas se han llevado a cabo usando los 

biosensores de composición  óptima y que poseen bajos límites de detección (16%-17% 

de grafito con el 1%-2% de GOD). En base a los resultados obtenidos en la 

caracterización electroanalítica, y teniendo en cuenta que pequeñas variaciones en la 

composición no produce una variación del comportamiento electroquímico de estos 

biosensores, se ha seleccionado para el presente estudio el biosensor del 16% en grafito 

con el 1% en GOD ya que con esta composición, se ha obtenido un rango lineal más 

amplio.  El potencial de polarización utilizado ha sido de 1050 mV y las medidas se 

realizan en fondo de PBS (0,1 M y pH 0 7,0) con agitación. En este tipo de muestras, a 

pesar de ser una matriz compleja, no hay interferencias ya que no hay presencia de otras 

especies que puedan ser oxidadas y que puedan interferir en la determinación de 

glucosa.  Cuando fue necesario, las muestras de glucosa se diluyeron con PBS (0,1 M y 

pH = 7,0) para reajustar la concentración dentro del intervalo lineal de respuesta.  
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Los resultados obtenidos con el biosensor de composición optimizada, se han 

comparado con los obtenidos con el analizador comercial. Se ha realizado un análisis 

estadístico mediante la utilización de la prueba t por parejas y el test de la regresión 

lineal, para un nivel de confianza del 95%. En el test de la prueba t por parejas se 

obtuvo una tcal = 2,02 < ttab = 2,57, mientras que en la regresión lineal la recta de 

regresión obtenida (y = ax+b) presenta una pendiente de 0,99±0,01 y una ordenada en el 

origen de 0,03±0,01 con un coeficiente de correlación de r = 0,999. Los resultados 

obtenidos muestran que los biosensores con una composición optimizada, son 

perfectamente válidos en este tipo de análisis y no presenta diferencias significativas 

con respecto al método de referencia. En los análisis realizados con los biosensores 

optimizados no se ha observado ninguna interferencia química a pesar de la complejidad 

de la matriz de la muestra. 

Finalmente, es importante resaltar, que los biosensores optimizados en este trabajo, 

permitiría obtener información on-line para el control del proceso, incluso a 

concentraciones más bajas (haciendo más seguro el control del proceso de fermetación) 

que las limitadas por el método analizador estándar (0,2 mM) (YSI Life Sciences, 

2014). 

 

5.6 Conclusiones 

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, sobre la construcción y 

caracterización de biocompósitos basados en grafito/epoxy/GOD, se han obtenido las 

siguientes conclusiones: 

• Al igual que se concluyó para los transductores basados en grafito-epoxy, las 

técnicas de espectroscopia electroquímica de impedancias y  la voltamperometría 

cíclica, permiten optimizar la composición de biocompósitos para desarrollar 

biosensores más eficientes. Estas estrategias de caracterización de biosensores será 

aplicada en el desarrollo de otros biosensores basados en biocompósitos grafito-

epoxy-enzima, donde se sustituirá la GOD por otro enzima. 

• La optimización del material biocompuesto en base a la composición, permite 

obtener una calidad de respuesta mucho mejor que en biocompósitos no optmizados, 

debido a una mejora en la transducción electroquímica en la superficie del 

biosensor.  

• Los biosensores de glucosa basados en grafito-epoxy-GOD con una composición 

del 16% y 17% en grafito, han mostrado una calidad de la señal analítica 

significativamente superior a los biosensores basados en composiciones con la 
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máxima carga de grafito (20%). Se ha mejorado la reproducibilidad, la estabilidad 

de la señal y los límites de detección sin un cambio significativo de la sensibilidad 

de calibración. 

• Un cambio en la proporción de material biológico (1% y 2%) no provocan cambios 

significativos en la señal analítica, siendo mucho más importante la composición 

relativa entre el material conductor y el polímero utilizado.  

• Mediante la voltamperometría cíclica se ha podido corroborar los resultados 

obtenidos con la técnica de espectroscopia electroquímica de impedancias, así como 

se ha completado la descripción del comportamiento electroquímico de los 

electrodos. 

• En los electrodos biocompósitos de composición comprendida  entre un 16% y un 

17% de grafito, no se han producido variaciones significativas en el comportamiento 

electroquímico del biosensor final. Las técnicas propuestas, permiten definir un 

intervalo de composición óptima que presentan características electroquímicas 

semejantes, y por lo tanto, se aumenta la reproducibilidad en la construcción manual 

de estos dispositivos. 

• La técnica de la microscopia láser confocal ha permitido evaluar la distribución de 

la enzima en la superficie del electrodo y se establece como una herramienta 

complementaría en la caracterización morfológica de la superficie de biosensores 

basados en biocompósitos. 
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Los sensores y biosensores basados en (bio)compósitos estudiados en la Parte II, han 

visto mejorada la calidad de la respuesta analítica después de aplicar estratégicamente y 

de forma sistemática, un conjunto de técnicas de caracterización que han permitido 

definir nuevos criterios de optimización en la construcción de (bio)sensores basados en 

(bio)compósitos. Uno de los beneficios más destacables asociado a estas composiciones 

cercanas a la percolación del material conductor, es la mejora de los límites de 

detección debido a un aumento significativo de la relación señal/ruido. Son muchas las 

aplicaciones analíticas en las que se requiere de dispositivos analíticos capaces de 

determinar bajas concentraciones de analito, por lo que los (bio)sensores de 

composición optimizada a partir de las estrategias de caracterización propuestas, pueden 

aportar beneficios importantes en la obtención de información analítica de mayor 

calidad. 

La optimización de la composición del biosensor de glucosa estudiado a modo de 

ejemplo, ha permitido concluir que, si la actividad de la enzima es una característica 

muy importante en el buen funcionamiento de un biosensor basado en biocompósitos, 

aún es más relevante la optimización de la composición de grafito en la matriz del 

biomaterial compuesto. Así pues, en esta parte del trabajo se pretende estudiar otros 

dispositivos analíticos basados en componentes biológicos, ya estudiados en el grupo de 

trabajo, y comparar cómo se ve afectada la respuesta analítica cuando se varía la 

composición del material, utilizando los criterios de optimización propuestos. 

Concretamente se han estudiado un biosensor de aceltilcolinesterasa, aplicado a la 

determinación de pesticidas por inhibición enzimática, y un inmunosensor de 

inmunoglobulina G de conejo aplicado a la determinación indirecta de un antígeno 

mediante la detección de su correspondiente anticuerpo marcado.  

En el caso del biosensor de acetilcolinesterasa, claramente se prevé un beneficio ya que, 

a pesar de ser una medida indirecta, la determinación de bajas concentraciones de 

pesticida está directamente relacionada con la capacidad del biosensor de generar una 

respuesta electroquímica en función de la actividad enzimática presente en el biosensor, 

después de interaccionar, de forma irreversible, con estas sustancias inhibidoras de la 

actividad biocatalítica de la enzima.  

En el caso del inmunosensor, se ha estudiado un ensayo competitivo para minimizar la 

adsorción inespecífica. A pesar de que en este tipo de ensayos, las bajas concentraciones 

de analito se obtienen con señales de intensidad máximas, la optimización del material 

transductor se prevé que pueda beneficiar a la estabilidad de la señal analítica, entre 

otras posibles mejoras.     
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6. Estudio del efecto de la composición de grafito en 
biosensores basados en biocompósitos  con 
acetilcolinesterasa  

 

 

6.1 Introducción 

La gran mayoría de los pesticidas pertenecen a la familia de los organofosforados y 

carbamatos. Los pesticidas organofosforados y carbamatos son compuestos tóxicos que 

han sido utilizados de manera intensiva en la agricultura debido a su actividad 

insecticida. La legislación actual limita el uso de algunos pesticidas, pero todavía está 

permitida la utilización de algunos de ellos como por ejemplo el policloruro de bifenilo 

(PCB), el cual sólo puede ser usado dentro de sistemas cerrados. Esto unido a una 

legislación cada vez más restrictiva ha limitado su aplicación y, por tanto, su presencia 

en el medioambiente. A pesar de ello, su presencia en el agua y en productos 

alimentarios, sigue siendo un peligro potencial para la salud humana por lo que su 

determinación y control se ha convertido en una cuestión importante en la química 

medioambiental (Pundir and Chauhan, 2012). 

El modo de acción de los pesticidas sobre los organismos vivos, y concretamente sobre 

los seres humanos, se basa en la inhibición de la actividad enzimática de la 

acetilcolinesterasa (AChE) en la hidrólisis del neurotransmisor acetilcolina, el cual es 

responsable de la transmisión del impulso nervioso. Por tanto, la inhibición de la 

actividad de la AChE produce un exceso de acetilcolina en la sinapsis, lo que conlleva 

un impulso continuo de transmisión, e induce a síntomas que pueden ir desde un 

aumento de la salivación y dolor de cabeza, hasta la convulsión y falta de respiración, lo 

que puede llegar a ocasionar la muerte. Los niveles permitidos de estas sustancias varían 

dependiendo de la peligrosidad de cada pesticida. Actualmente, muchos de ellos se 

encuentran prohibidos por la Unión Europea y otros organismos internacionales como la 

Agencia de Protección Medioambiental de Estados Unidos (United States Environvental 

Protection Agency, US EPA). No obstante en algunos casos, el máximo nivel permitido 

para aguas que sean aptas para el consumo oscila entre 0,3 ppb y 400 ppb (Albareda-

Sirvent et al., 2001).  

Los métodos estándar, basados en cromatografía líquida o en cromatografía de gases, 

son comúnmente utilizados para la detección de un amplio número de contaminantes 

con alta sensibilidad, exactitud y precisión. No obstante, a pesar de presentar estas 
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ventajas, son métodos caros, que requieren de instalaciones sofisticadas y de personal 

especializado, además de tener tiempos de análisis largos y que son difíciles de adaptar 

a determinaciones in-situ y en tiempo real (Valdés-Ramírez et al., 2008). Los 

biosensores se caracterizan por ser dispositivos transportables, robustos y económicos 

que permiten la determinación de múltiples analitos de un modo rápido y con resultados 

analíticos rigurosos. En este sentido, los biosensores basados en la inhibición  de la 

enzima AChE han sido una alternativa al uso de estas técnicas más sofisticadas. Es 

conocido que los pesticidas organofosforados y carbamatos inhiben cuantitativamente a 

las colinesterasas (acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa). Por esta razón, los 

biosensores amperométricos basados en la inhibición irreversible de la AChE han sido 

ampliamente aplicados para obtener un análisis rápido, simple y selectivo de pesticidas 

(Bucur et al., 2006; Stoytcheva and Zlatev, 2009). 

En este apartado, se procederá a describir los resultados correspondientes a la 

caracterización y optimización de los biocompósitos basados en grafito-epoxy que 

incorporan la enzima acetilcolinesterasa en la matriz del material compuesto, con el 

propósito de mejorar las propiedades electroanalíticas del biosensor final. Para llevar a 

cabo este objetivo se han utilizado las estrategias de caracterización establecidas en los 

apartados anteriores, como son las técnicas de espectroscopia electroquímica de 

impedancias y la voltamperometría cíclica. Se ha evaluado la respuesta analítica de los 

biosensores mediante calibraciones sucesivas utilizando la técnica de amperometría 

hidrodinámica. Se ha evaluado los parámetros de calidad como la sensibilidad, y la 

precisión para diferentes pesticidas, tanto organofosforados como carbamatos. 

Finalmente, se ha integrado uno de los biosensores en un sistema microfluídico de 

análisis y se ha aplicado en la determinación de pesticidas en muestras sintéticas. 

 

6.2 Estudio de la respuesta electroquímica de los biosensores grafito-

epoxy-AChE  

En este apartado se describen los resultados obtenidos en el estudio de caracterización 

electroquímica mediante la técnica EIS. Los parámetros que se han determinado para 

los electrodos biocompósitos basados en grafito-epoxy que incorporan la enzima 

acetilcolinesterasa, han sido la resistencia óhmica, la resistencia a la transferencia de 

carga y la capacidad de la doble capa. Esta caracterización electroquímica se ha 

realizado en una solución de referencia de 0,01 M de [Fe(CN)6]
3-/4- y fondo electrolítico 

de 0,1 M de KCl. El espectro de impedancias se ha realizado en un rango de frecuencias 

de 100 KHz, hasta 100 mHz usando el potencial de equilibrio redox obtenido para cada 

electrodo y una amplitud de señal de perturbación del sistema de 10 mV. En la Figura 
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6.1, se muestra el espectro de impedancias y el correspondiente circuito equivalente, a 

partir del cual, se han interpretado los valores de la resistencia óhmica (RΩ), la 

resistencia a la transferencia de carga (Rct) y la capacidad de la doble capa (Cdl) 

obtenidos. 

  
Figura 6.1 Registro del espectro de impedancias para los diferentes electrodos biocompósitos con 
diferentes composiciones en grafito y un 0,12 % de AChE. Medidas efectuadas en presencia de 0,01 M de 

[Fe(CN)6]
3-/4- y fondo de 0,1 M de KCl. Rango de frecuencias: 100 KHz – 100 mHz. 

 

En el presente estudio, se ha evaluado el comportamiento electroquímico de cinco 

composiciones de grafito diferentes en los biocompósitos. La selección de la carga de 

grafito, en un intervalo de composición entre 14% y 17% de grafito, se ha basado en los 

resultados previos obtenidos para los electrodos de grafito-epoxy y grafito-epoxy-GOD. 

Composiciones inferiores al 14% de grafito presentaron valores de RΩ y Rct elevados, a 

pesar de que los valores de Cdl eran bajos. Por otro lado, composiciones con un 

porcentaje de grafito superior al 17%, presentaron valores de RΩ y Rct más pequeños 

pero sin embargo, los valores de la Cdl aumentaron considerablemente. Por tanto, el 

intervalo de composiciones estudiado ha sido del 14% al 17% de grafito y se ha 

comparado con la composición convencional del 20% en grafito, utilizada en trabajos 

previos (Martorell et al., 1994). La carga enzimática se ha fijado a un valor constante de 

0,12% para todas las composiciones grafito/epoxy estudiadas. Este porcentaje 

representa la mínima cantidad de actividad enzimática necesaria para poder obtener 

medidas analíticas representativas. En estudios previos, llevados a cabo en el grupo de 

investigación, se desarrollaron biosensores con actividad enzimática comparable, 

aunque con transductores de composición convencional (20% de grafito en 

biocompósitos grafito-epoxy). 
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Los resultados obtenidos se muestran en forma de diagrama de Nyquist en la Figura 6.1. 

Se puede observar que para los materiales biocompósitos que contienen entre un 14% y 

un 17% de grafito, el espectro de impedancias se caracteriza por un semicírculo de 

diámetro grande que representa la existencia de control cinético sobre el proceso 

electroquímico. Lo que está asociado con la menor carga de grafito y por tanto, 

disminución de zonas conductoras sobre la superficie del electrodo y provoca cierta 

limitación en la transferencia electrónica. Sin embargo, a frecuencias bajas y para 

composiciones con carga elevada en grafito (20%), se puede observar que el control 

difusional empieza a diferenciarse. Para composiciones altas de material conductor en la 

matriz del biocompósito, el número de regiones conductoras en la superficie del 

electrodo aumenta, lo que provoca un incremento en la demanda del analito sobre la 

superficie del electrodo.  

Los parámetros electroquímicos obtenidos a partir de los diagramas de Nyquist, al igual 

que en los estudios anteriores, son: la resistencia óhmica (RΩ), la resistencia a la 

transferencia de carga (Rct) y la doble capa (Cdl).  

En la Figura 6.2.A se muestra la variación de la resistencia óhmica en función de la 

carga de grafito y cantidad de AChE constante de 0,12%. Se puede observar que la 

tendencia general que sigue este parámetro electroquímico se mantiene respecto a la 

obtenida para los otros sistemas (bio)compósitos estudiados. A medida que aumenta la 

carga de grafito presente en el biocompósito, el valor de la resistencia óhmica 

disminuye. Esto se asocia a un aumento de material conductor sobre la superficie del 

electrodo, lo que provoca un aumento de número de zonas conductoras. Con el objeto 

de favorecer el tiempo de respuesta y la sensibilidad del electrodo, es conveniente que 

los valores de RΩ sean bajos. Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que los 

biocompósitos entre el 16% y 20% de grafito presentan unas características de respuesta 

idóneas desde el punto de vista electroquímico. 

Los valores de la resistencia a la transferencia de carga se muestran en la Figura 6.2.B. 

La tendencia general que se observa es una disminución de este parámetro a medida que 

aumenta la carga de grafito proporcional al incremento de área activa del biosensor. En 

términos de la resistencia a la transferencia de carga, los valores óptimos para una 

posterior aplicación analítica, reside en aquellas composiciones de biocompósitos que 

presentan valores bajos de Rct ya que favorecen la transferencia electrónica en la 

superficie del electrodo. De acuerdo a los resultados obtenidos, los biocompósitos entre 

el 20% y el 16% de grafito son los que se encuentran dentro del intervalo de 

composiciones adecuado, que garantizan un intercambio rápido de electrones y 

aseguran, por tanto, que la respuesta electroanalítica será óptima. 
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Figura 6.2 Resultados de los parámetros electroquímicos extraídos del ajuste del espectro de impedancias 
para las diferentes composiciones de grafito estudiadas con 0,12% de AChE constante. (A) Valores de la 
resistencia óhmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia de carga y (C) valores de la capacidad 
de la doble capa.  Las medidas se han realizado en una disolución de referencia 0,01 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y 
fondo electrolítico de KCl 0,1 M. Rango de frecuencia: 100 KHz – 100 mHz. Todas las determinaciones 

se han realizado por triplicado y el error experimental se ha estimado mediante la desviación estándar. 
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La resistencia a la transferencia de carga puede normalizarse respecto al valor de área 

electroactiva del electrodo. Cómo en los casos anteriores, se ha utilizado la técnica de 

voltamperometría cíclica para el cálculo del área activa de los electrodos. La 

normalización de la resistencia a la transferencia de carga respecto al área activa debería 

ser constante; pero, al igual que para los (bio)sensores anteriormente desarrollados y 

caracterizados, este comportamiento no se observa en los (bio)compóstitos 

desarrollados ya que el grafito es un material que presenta anisotropía electroquímica 

Los resultados obtenidos y su discusión se muestran en el apartado 6.4. 

En la Figura 6.2.C se muestra la variación de la capacidad de la doble capa en función 

de la composición de grafito en el biocomposite. Este parámetro es de vital importancia 

ya que está directamente relacionado con el valor de la corriente de fondo o no farádica 

y, por consiguiente, con la relación señal/ruido. Se puede observar, como  aumenta el 

valor de la Cdl a medida que aumenta el porcentaje de grafito. Éste está asociado 

directamente con el aumento de material conductor expuesto en la superficie del 

electrodo. Si se tienen en cuenta los criterios de optimización para un buen 

funcionamiento de los biosensores, los biocompósitos con valores bajos de capacidad de 

la doble capa son los óptimos para garantizar una corriente de fondo mínima y, por 

consiguiente, una relación señal/ruido elevada. Esta disminución de corriente no 

farádica se traduce en una mejora de la señal analítica con el consiguiente aumento de la 

estabilidad de la señal y la disminución del límite de detección. Las composiciones de 

biocompósitos entre el 17% y el 14% en grafito son las que presentan menor valor de la 

Cdl. 

Teniendo en cuenta que las propiedades electroanalíticas requeridas por un biosensor 

son un tiempo de respuesta rápido, límite de detección bajo y una alta sensibilidad, los 

resultados obtenidos por EIS en la caracterización electroquímica de los biocompósitos 

basados en grafito-epoxy-AChE, permiten concluir que los biocompósitos que se 

encuentran en el intervalo de composiciones entre el 16% y el 17% de grafito, cumplen 

dichos requerimientos y, por tanto, han sido considerados óptimos para su utilización en 

aplicaciones analíticas. 

 

6.3 Comparativa de las propiedades electroquímicas de los compósitos 

basados en grafito-epoxy vs. los biocompósitos basados en grafito-

epoxy-AChE 

La viabilidad de las técnicas utilizadas en la caracterización y optimización de los 

materiales (bio)compósitos, para los diferentes electrodos (bio)compósitos estudiados, 
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ha quedado demostrada en los apartados 4 y 5. Como se ha descrito en el apartado 5, la 

incorporación de un elemento biológico en la matriz del compósito tiene una influencia 

directa sobre las variables electroquímicas estudiadas, ya que su presencia modifica la 

distribución de las partículas conductoras (grafito) en la fase polimérica. En la Figura 

6.3 se muestra la comparación entre los valores de la resistencia óhmica, la resistencia a 

la transferencia de carga y la capacidad de la doble capa para los electrodos compósitos 

basados en grafito-epoxy (apartado 4) y para los electrodos biocompósitos grafito-

epoxy-AChE caracterizados en este apartado.  

La variación de la resistencia óhmica para los dos sistemas (bio)compósitos se muestra 

en la Figura 6.3.A. Cuando se comparan ambos sistemas, se puede observar que los dos 

materiales compósitos presentan la misma tendencia en función de la composición de la 

fase conductora. A medida que aumenta el porcentaje de grafito en el material 

compuesto el valor de la resistencia óhmica disminuye. Como en los casos anteriores, la 

disminución de la resistencia está directamente relaciona con el aumento de área activa 

en la superficie del electrodo. Asimismo, se puede observar que para un mismo 

porcentaje de grafito, el valor de la resistencia óhmica es mucho mayor para el 

compósito que incorpora el enzima (grafito-epoxy-AChE) respecto al que no lo posee 

(grafito-epoxy). Esta diferencia está influenciada a su vez por el propio porcentaje de 

grafito, siendo más acentuada para las biocompósitos con menores porcentajes de 

grafito (14% y 15%). Como ya se discutió en el apartado 5, para los biocompósitos 

grafito-epoxy-GOD, la presencia de un tercer elemento de carácter biológico modifica 

la distribución del grafito en el material compósito resultante, lo que provoca un 

distanciamiento entre las partículas conductoras y, por tanto, un aumento en la 

resistencia del material biocompósito resultante. 
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Figura 6.3 Comparación de los resultados obtenidos de los parámetros electroquímicos extraídos del 
ajuste del espectro de impedancias para las diferentes composiciones de compósitos grafito-epoxy y 
grafito-epoxy-AChE. (A) Valores de la resistencia óhmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia 
de carga y (C) valores de la capacidad de la doble capa. Las medidas se han realizado en una disolución 
de referencia 0,01 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y fondo electrolítico de 0,1 M de KCl. Rango de frecuencia: 100 
KHz-100 mV. Las determinaciones se han realizado por triplicado y el error experimental se ha estimado 

mediante la desviación estándar.   
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En la Figura 6.3.B se muestra la comparativa de la resistencia a la transferencia de carga 

en función del porcentaje de grafito para los dos (bio)compósitos. Se puede observar 

que en términos generales, la variación de este parámetro sigue la misma tendencia para 

ambos sistemas compósitos. En ambos casos el valor de la Rct, aumenta 

proporcionalmente a la disminución de la carga de grafito presente en el material 

compuesto. Sin embargo, para los electrodos grafito-epoxy-AChE, aunque se puede 

observar la misma tendencia en función del porcentaje de grafito, si se comparan los 

valores de Rct con los de RΩ, se evidencia un incremento significativo de la Rct en torno 

al porcentaje de 15%, 16% y 17% de grafito, respecto al compósito sin AChE. Este 

hecho se puede explicar por la mayor separación de la fase conductora que modifica a 

su vez el área activa de la superficie, lo que aumenta la resistencia a la transferencia 

electrónica en la superficie. En concreto, se puede observar que la composición del 15% 

en grafito en el biocompósito  el valor de la resistencia a la transferencia de carga 

aumenta significativamente, siendo su comportamiento más parecido al del 14% en 

grafito que al del 16% en grafito. Esto hace  que  la composición del 15% quede fuera 

del rango de composiciones que garantizan un intercambio rápido de electrones y, por 

tanto, no son considerados óptimos para aplicaciones analíticas. 

Finalmente, la comparativa de la variación del parámetro de la capacidad de la doble 

capa se muestra en la Figura 6.3.C. Se puede observar un incremento en el valor de Cdl a 

medida que aumenta el porcentaje de grafito en ambos (bio)compósitos. Además, se 

puede observar que, para la gran mayoría de las composiciones estudiadas, el valor de la 

Cdl se duplica cuando se incorpora el componente biológico, siendo más evidente este 

incremento en el rango de composiciones óptimas para el composite grafito-epoxy 

(15%-16%). Como en los parámetros anteriores este desplazamiento del intervalo 

óptimo de composición hacia el biocómposito con mayor porcentaje de grafito, está 

asociado a una mayor separación entre las partículas conductoras del material 

compósito resultante. Esto conlleva a aumentar el porcentaje de grafito en el material 

biocompósito para poder compensar la separación entre las partículas conductoras. En 

este caso la incorporación de un elemento de reconocimiento biológico en el compósito 

ha provocado un incremento de Cdl más relevante en el biocompósito del 20%. Esto 

provocará un empeoramiento de la señal analítica y un aumento en el límite de 

detección para el biosensor de esta composición. 

Por tanto, se puede concluir que la presencia de un elemento biológico en la matriz del 

compósito tiene una relación directa con la respuesta electroquímica del transductor 

resultante, lo que pone de manifiesto la importancia de la caracterización previa del 

material (bio)cómposito. Como se ha demostrado, las propiedades electroquímicas de 

los materiales compuestos son dependientes de la composición del compósito. A su vez, 

las propiedades electroquímicas condicionan las propiedades electroanalíticas del 
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(bio)sensor amperométrico final y marcarán el grado de aplicabilidad de los 

(bio)sensores desarrollados.  

 

6.4 Estudio de la respuesta electroquímica por voltamperometría cíclica 

Para complementar y corroborar los resultados obtenidos mediante la técnica de 

espectroscopia electroquímica de impedancias, se ha utilizado la técnica de 

voltamperometría cíclica. Se han registrado diferentes voltamperogramas cíclicos para 

cada biocompósito grafito-epoxy-AChE con diferente composición en grafito. Las 

medidas se han realizado con compensación óhmica y con una disolución de referencia  

de 0,01 M [Fe(CN)6]
3-/4- y fondo electroquímico de KCl 0,1 M. 

En la Figura 6.4 se muestran los voltamperogramas cíclicos obtenidos para cada una de 

las composiciones evaluadas. Se puede observar que el voltamperograma cíclico 

obtenido para la composición del 20% en grafito, los picos de oxidación y reducción se 

encuentran próximos entre sí, y se observa la típica una curva cíclica correspondiente a 

un macroelectrodo, en la que la difusión lineal es la que controla el transporte de masa. 

Sin embargo, para las composiciones entre el 14% y el 17% en grafito, los picos de 

oxidación y reducción se encuentran más alejados entre sí y las curvas cíclicas 

presentan un comportamiento de haz de microelectrodos donde predomina el control 

radial.   

 
Figura 6.4 Resultados caracterización por VC. (A) Voltamperogramas cíclicos obtenidos para los 
biocompósitos 14-17% y 20% grafito-epoxy-AChE en una disolución 0,01 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y fondo 
electrolítico 0,1 M de KCl. Velocidad de barrido 10 mV/s. (B) Valores de la resistencia a la transferencia 

de carga obtenidos a partir de los voltamperogramas cíclicos.  
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Los voltamperogramas cíclicos obtenidos han permitido obtener información sobre 

diferentes parámetros electroquímicos como la intensidad de pico (Ip) y la separación de 

potencial entre picos (∆E). Por otro lado, a partir de los valores de la intensidad de 

corriente de pico, se ha estimado el área activa relativa (A). En la Tabla 6.1 se han 

detallado los datos obtenidos en este el estudio. Se ha observado un aumento en la 

intensidad de pico a medida que aumenta el porcentaje de grafito en el biocompósito 

debido a un aumento de la conductividad del material, provocado por el incremento de 

partículas conductoras en la matriz del material compuesto y asociado con el 

consecuente  aumento del área activa. También se ha observado una disminución de los 

potenciales de oxidación-reducción ya que simultáneamente se mejora la velocidad de 

transferencia de carga al aumentar el porcentaje de grafito. 

 

Tabla 6.1. Parámetros extraídos de los VC de los materiales biocompósitos basados en grafito-epoxy-
AChE para las diferentes composiciones de grafito evaluadas. En todos los casos el porcentaje de AChE 
se mantuvo constante e igual a 0,12%. io es la intensidad de corriente de intercambio; Rct es la resistencia 
a la transferencia de carga; Ip es la corriente o intensidad de pico; A es el área activa; ∆E es la separación 
de los potenciales de pico; Rct·A y Rct

EIS·A son la Rct obtenidas con las medidas de VC e EIS y 
normalizadas respecto del área activa. 

Electrodos 
(% grafito)  

io 

(A) 

Rct 

(Ω) 

I p 

(A) 

A 

(cm2) 

∆E 

(V) 

Rct·A 

(Ω cm2) 

Rct
EIS·A 

(Ω cm2) 

14% 3,85·10-6 6557 9,95·10-5 0,19 1,5678 1219 355 

15% 6,03·10-6 4183 1,17·10-4 0,22 1,2195 912 425 

16% 1,14·10-5 2205 1,29·10-4 0,24 0,7841 532 333 

17% 1,36·10-5 1849 1,44·10-4 0,27 0,7290 497 235 

20% 9,74·10-5 259 2,59·10-4 0,48 0,2078 126 85 

 

 

Mediante los diagramas de Tafel, que relaciona la intensidad con el potencial, se ha 

calculado la intensidad de intercambio (io), parámetro que está relacionado con la 

reversibilidad del proceso. La evaluación de la resistencia a la transferencia de carga se 

ha obtenido utilizando el valor de la io calculado mediante la expresión  io = RT/nFRct. 

Los valores de este parámetro pueden ser comparados con los obtenidos mediante la 

técnica de impedancias. La normalización de la resistencia a la transferencia de carga 

obtenida por ambas técnicas electroquímicas respecto al área activa (Rct·A y Rct
EIS·A), 

pone de manifiesto una tendencia a su disminución, proporcional al aumento de 

porcentaje de grafito en el biocompósito.  Como en los casos anteriores (grafito-epoxy y 

grafito-epoxy-GOD),  la influencia de la anisotropía electroquímica del grafito  provoca 
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que un aumento de carga neta, proporcional al incremento de área activa, no se traduzca 

en una disminución de la resistencia a la transferencia de carga proporcional. Este hecho 

puede explicarse porque las partículas de grafito no son 100% conductoras y, por ello, 

los fenómenos de transporte electrónico pueden ser diferentes según la morfología de 

las partículas conductoras.  

 

6.5 Estudio de las características de respuesta del biosensor grafito-

epoxy-AChE para la determinación de pesticidas 

El mecanismo de respuesta del biosensor grafito-epoxy-AChE se basa en dos etapas 

diferenciadas. En la primera etapa, el sustrato acetiltiocolina (ATCh) es hidrolizado 

biocatalíticamente por la enzima acetilcolinesteresa (AChE) presente en el 

biocompósito, generando ácido acético y tiocolina. En una segunda etapa, la tiocolina  

se oxida electroquímicamente en la superficie del electrodo a un potencial determinado 

(Figura 6.5). La intensidad de corriente obtenida en esta oxidación, es directamente 

proporcional a la concentración de ATCh en disolución. La calibración del biosensor a 

los cambios de concentración de ATCh ha sido evaluada mediante la técnica de 

amperometría hidrodinámica a un potencial de polarización constante de 700 mV (vs. 

Ag/AgCl) (ver subapartado 6.5.1). 

 

 
Figura 6.5 Representación esquemática de la reacción enzimática y electroquímica que tienen lugar en la 

superficie del biosensor basado en el biocompósito grafito-epoxy-AChE. 

 

6.5.1 Determinación  del potencial de trabajo: oxidación de la tiocolina  

Como  en los apartados 4 y 5, el método  para la determinación del potencial óptimo de 

trabajo para la oxidación electroquímica de la tiocolina fue la cronoamperometría o 

voltamperometría de barrido lineal, que consiste en aplicar un barrido de potencial y 

determinar la intensidad límite  correspondiente a la oxidación o reducción de la especie 

electroactiva de interés. En este caso la especie electroactiva es el producto de la 

reacción enzimática, la tiocolina (red). En la Figura 6.5 se muestran sucesivos 
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voltamperogramas lineales para diferentes concentraciones de sustrato adicionado 

(acetiltiocolina, ATCh). Los resultados muestran una zona plana o platea característica, 

correspondiente a la oxidación de la tiocolina, aproximadamente a un potencial de 700 

mV. Este potencial es similar al encontrado en la bibliografía para otros electrodos 

biocompósitos (Albareda-Sirvent et al., 2001; Martorell et al., 1994). A partir de estos 

resultados se definió este potencial como potencial de polarización óptimo para realizar 

los estudios siguientes. 

 
Figura 6.5 Voltamperomegrama lineal correspondiente a la oxidación de la tiocolina (red) en fondo 

electrolítico de PBS 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 M. Velocidad de escaneo 10 mV/s. 

 

 

6.5.2 Evaluación  de la respuesta electroanalítica del biosensor 

En este apartado se describen los resultados obtenidos en la caracterización 

electroanalítica de los biosensores desarrollados para los biocómpositos con 

comportamiento electroquímico óptimo: 16% y 17% en grafito, y cuya respuesta ha sido 

comparada con los resultados obtenidos para el 20% en grafito (composición 

convencional) (Martorell et al., 1994). Se han evaluado los siguientes parámetros 

analíticos: límite de detección, sensibilidad, e intervalo lineal de respuesta. También ha 

sido determinada la respuesta del biosensor en condiciones de saturación de sustrato. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.2. Como se puede observar, la 

sensibilidad aumenta a medida que aumenta el porcentaje de grafito en el biocompósito, 

sin embargo, el biocompósito del 20% en grafito, el límite de detección empeora en un 

orden de magnitud respecto a los biocompósitos con 16%-17% en grafito. A pesar de 

esta pérdida de sensibilidad,  los bicompósitos dentro del intervalo de composiciones 
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consideradas como óptimas, el límite de detección  mejora significativamente a pesar de 

una moderada disminución de la sensibilidad de calibración. Además, los biosensores 

de composición óptima, presentan una  estabilidad de la señal analítica mayor que los 

biosensores con un 20% en grafito. Los resultados obtenidos, ponen de nuevo de 

manifiesto, la importancia de caracterizar y optimizar la composición de los biosensores 

basados en biocompósitos, a partir de las estrategias propuestas, para desarrollar  

dispositivos biosensores mucho más eficientes. 

 

Tabla 6.2 Parámetros de calibración obtenidos utilizando la técnica de amperometría hidrodinámica para 
los electrodos biocompósitos de composisicón 16%, 17% y 20% en grafito, utilizando la acetiltiocolina 
(ATCh) como sustrato. Potencial de polarización: 700 mV. 

% Grafito 

Sensibilidad a 

(µA·L·mmol-1) 

(RDS95%) 

Límite de 

Detección 

(mmol·L-1) 

Rango Lineal 

(mmol·L-1) 

16% 1,80±0,04 (2%) 0,005±0,001 0,005-0,020 

17% 3,7±0,2 (6%) 0,002±0,002 0,002-0,013 

20% 5,6±0,7 (13%) 0,019±0,002 0,019-0,057 

 

 

Para la aplicación de estos biosensores en la determinación de pesticidas,  es importante 

determinar la zona de concentraciones de sustrato a partir de la cual la enzima empieza 

a saturarse. En condiciones de saturación la intensidad generada se hace constante e 

independiente de la concentración de sustrato presente en el medio. Para la 

determinación de pesticidas por inhibición enzimática,  es recomendable trabajar en 

estas zonas de saturación con una señal analítica inicial de partida lo más grande 

posible, ya que, de esta manera se asegura el máximo intervalo de aplicabilidad del 

biosensor debido a la  inhibición enzimática irreversible que sufre  la enzima AChE. 

En la Figura 6.7 se muestran los resultados obtenidos para los biocompósitos de 

composiciones óptimas. Para el electrodo del 16% de grafito, la zona lineal de respuesta 

se encuentra entre 0,005 mM y 0,020 mM de ATCh y para el electrodo del 17% de 

grafito entre 0,002 mM y 0,013 mM de ATCh. Como se puede observar, a partir de una 

concentración de 0,4 mM de sustrato para las composiciones de bicompósitos de 16%-

17% en grafito, la señal analítica comienza a ser independiente de la concentración de 

sustrato. En cambio, para el biocompósito del 20% en grafito (Figura 6.8), la respuesta 

lineal  se encuentra entre 0,019 mM y 0,057 mM de ATCh y la zona de saturación 

aparece para concentraciones de substrato a partir de 0,6 mM.  
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Figura 6.7 Curvas de calibración de los biosensores de 16%-17% de grafito. (A) Curva de calibración 
completa de los biocompósitos con 16% y 17% de grafito con 0,12% de AChE en fondo electrolítico PBS 
0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 M, para un intervalo de concentraciones comprendido entre 0,0-0,6 mM 
ACTh (B) Zona de respuesta lineal correspondiente al intervalo  de concentraciones comprendido entre 

0,0-0,02 mM ACTh.  

 

Figura 6.8 Curvas de calibración del biosensor con un 20% de grafito con 0,12% de AChE. (A) Curva de 
calibración completa en fondo electrolítico PBS 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 M, para un intervalo de 
concentraciones de 0,0-0,6 mM ACTh (B) Zona de respuesta lineal correspondiente al intervalo  de 

concentraciones comprendido entre 0,0-0,057 mM ACTh.  

 

6.6 Determinación de pesticidas por inhibición enzimática 

Los pesticidas son sustancias inhibidoras de la actividad enzimática y como tales, es 

conocida su inhibición de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. Esta capacidad 

inhibidora que poseen los pesticidas ha sido utilizada para su determinación y 

cuantificación. Las estrategias que pueden implementarse son dos: una directa y otra 

indirecta (Solé et al., 2003). La primera se realiza en presencia de la pareja 
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sustrato/pesticida y la segunda sin pesticida. Para la determinación de los pesticidas 

estudiados en este trabajo, se ha utilizado el método indirecto (ver apartado 3.3.3.5 

Materiales y Métodos), es decir, someter primero al biosensor a un tiempo de contacto  

con el pesticida y, en una segunda etapa, determinar la pérdida de actividad enzimática, 

evaluando la capacidad del biosensor en catalizar la reacción enzimática en presencia de 

substrato después del proceso de inhibición. El método indirecto consiste por tanto, en 

determinar el porcentaje inhibición que ha provocado el pesticida a determinar, y 

relacionar este porcentaje después con la concentración de pesticida presente. Han sido 

utilizados pesticidas de dos familias distintas: carbamatos y organofosforados. Los 

pesticidas utilizados en este estudio correspondientes a la familia de los carbamatos han 

sido el carbofurano y el carbarilo. Y los pertenecientes a la familia de los 

organofosforados han sido el paraoxón, el malatión y el diclorovós.  

 

6.6.1 Caracterización de la respuesta de los biocompósitos  

Las medidas se llevado a cabo utilizando un potencial de trabajo de 700 mV (vs. 

Ag/AgCl), potencial de oxidación de la tiocolina (red) (producto de la catálisis 

enzimática del sustrato ATCh), y usando una concentración de acetiltiocolina (ATCh) 

de 5,5·10·10-4 M que se encuentra en la zona de saturación para cada uno de los 

biocompósitos estudiados (apartado 6.5.2).  

Esta concentración fue determinada en un estudio realizado para los electrodos 

biocompósitos  de composición de  16%, 17% y 20% en grafito, asegurando que para 

los tres biosensores, la intensidad a esta concentración es máxima, de manera que es 

posible observar con más diferenciación la pérdida de la señal asociada a la inhibición 

de la enzima por la presencia de los pesticidas. En la bibliografía, pueden encontrarse 

numerosas propuestas para relacionar el porcentaje de inhibición y la concentración de 

inhibidor y/o el tiempo de inhibición. Dos de las formas más habituales son: representar 

la relación directa entre el porcentaje de inhibición en función de la concentración de 

pesticida evaluada (inhibidor) o representar el porcentaje de inhibición en función del 

logaritmo de la concentración de pesticida evaluada (Bucur et al., 2006). En el presente 

trabajo se han utilizado ambas representaciones para mostrar y discutir más 

ampliamente los resultados obtenidos. Mientras que en el primer tipo de representación 

se obtiene información sobre el comportamiento global del biosensor, con la segunda 

representación puede definirse el intervalo de concentraciones de pesticida en las que el 

biosensor podrá ser aplicado con fines analíticos o zona lineal de respuesta. 

Para cada uno de los pesticidas evaluados se han realizado ambos tipos de 

representación en las que se relaciona la concentración de pesticida con el porcentaje de 
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inhibición. En las Figuras 6.9, Figuras 6.10, Figuras 6.11, Figuras 6.12 y Figuras 6.13, 

se muestran los resultados obtenidos para el carbofurano, carbarilo, paraoxón, malatión 

y diclorovós, respectivamente. En todas ellas, en la figura A se representa el % 

inhibición vs. la concentración de pesticida y la figura B representa el  % de inhibición 

vs. log de la concentración de pesticida.  

 

 
Figura 6.9 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompósitos con diferente porcentaje de 
grafito al inhibidor carbofurano.  (A) Curvas de calibración totales y (B) rectas de calibración obtenidas 
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampón fosfato 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 

M y [ATCh] = 5,5·10-4 M. 

 

 
Figura 6.10 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompósitos con diferente porcentaje 
de grafito al inhibidor carbarilo.  (A) Curvas de calibración totales y (B) rectas de calibración obtenidas 
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampón fosfato 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 

M y [ATCh] = 5,5·10-4 M. 
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Figura 6.11 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompósitos con diferente porcentaje 
de grafito al inhibidor paraoxón.  (A) Curvas de calibración totales y (B) rectas de calibración obtenidas 
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampón fosfato 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 

M y [ATCh] = 5,5·10-4 M. 

 
Figura 6.12 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompósitos con diferente porcentaje 
de grafito al inhibidor malatión.  (A) Curvas de calibración totales y (B) rectas de calibración obtenidas 
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampón fosfato 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 

M y [ATCh] = 5,5·10-4 M. 

 
Figura 6.13 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompósitos con diferente porcentaje 
de grafito al inhibidor diclorovós.  (A) Curvas de calibración totales y (B) rectas de calibración obtenidas 
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampón fosfato 0,1 M y pH = 7,0 y KCl 0,1 

M y [ATCh] = 5,5·10-4 M. 
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Se puede observar en las Figuras 6.9.A, 6.10.A, 6.11.A, 6.12.A y 6.13.A, que para todos 

los biosensores estudiados, el porcentaje de inhibición aumenta a medida que aumenta 

la concentración del inhibidor (en todos los pesticidas utilizados), hasta llegar a una 

concentración a la que el biosensor responde con una señal constante debido a que la 

enzima no es capaz de hidrolizar el sustrato a mayor velocidad. 

En las Figuras 6.9.B, 6.10.B, 6.11.B, 6.12.B y 6.13.B se puede observar que los 

biosensores que contienen un 20% en grafito, no permiten determinar concentraciones 

bajas de inhibidor, es decir, a pesar de que la inhibición se produce de la misma forma 

en todos los biosensores estudiados (todos tienen la misma cantidad de enzima), las 

características electroquímicas de este biosensor, no permite distinguir las pequeñas 

variaciones de intensidad provocadas por las pequeñas pérdidas de actividad enzimática 

a bajas concentraciones de pesticida. Sin embargo, los biosensores con un 16% y un 

17% en grafito, debido a que su composición está optimizada para obtener valores de la 

relación señal/ruido más elevados, los límites de detección disminuyen 

significativamente, y es posible distinguir pequeñas variaciones en la concentración de 

tiocolina generadas por la actividad enzimática. Para estos electrodos el límite de 

detección obtenido es de un orden de magnitud inferior. Asimismo, se puede observar 

que la sensibilidad aumenta a medida que aumenta el porcentaje de grafito. Este 

comportamiento se observa tanto para los pesticidas de la familia de los 

organofosforados como para los carbamatos. En la Tabla 6.3 se detallan los parámetros 

de calibración obtenidos en el estudio de la caracterización de los biosensores para los 

diferentes pesticidas estudiados.  

Respecto a las composiciones de los biocompósitos que se encuentran en el rango 

óptimo de composición, no se observan diferencias significativas en los límites de 

detección obtenidos para cada uno de los pesticidas estudiados. Sin embargo se puede 

observar que los biosensores del 17% en grafito presentan una mayor sensibilidad a 

concentraciones bajas de pesticida con respecto a los del 16% en grafito. Por otro lado, 

los 16% en grafito parecen ser más sensibles a concentraciones superiores. Este hecho 

se puede atribuir a la mejora de la velocidad de la transferencia de carga, lo que hace 

que posea una mayor sensibilidad a las pequeñas variaciones de intensidad.   
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Tabla 6.3. Datos obtenidos a partir de las rectas de calibración de los pesticidas para los diferentes 
electrodos compósitos. 

Inhibidor % Grafito  
Sensibilidad 

(µA·ppb-1) 

Límite de 

detección (ppb) 

Coeficiente 

de regresión 

(n=9) 

Carbofurano 16 16,102 0,248 0,9958 

 
17 29,783 0,273 0,9923 

 
20 32,964 2,028 0,9964 

Carbarilo 16 12,687 0,226 0,9970 

 
17 21,175 0,237 0,9961 

 
20 27,872 1,819 0,9960 

Paraoxón 16 14,588 0,253 0,9980 

 
17 18,385 0,264 0,9977 

 
20 36,034 0,957 0,9986 

Malatión 16 10,299 0,253 0,9966 

 
17 15,869 0,237 0,9941 

 
20 31,841 1,032  0,9921 

Diclorovós 16 24,719 0,278 0,9974 

 
17 16,805 0,262 0,9974 

 
20 30,645 1,045 0,9917 

 

 

Finalmente, los resultados experimentales muestran una vez más,  que la caracterización 

y optimización de la composición de los bioscompósitos de las partículas conductoras 

que constituyen  el material compuesto final, permiten mejorar las propiedades 

electroanalíticas de respuesta de los electrodos desarrollados, con especial atención, en 

aquellas aplicaciones analíticas en las cuales es necesario  determinar muy bajas 

concentraciones de analito.  

 

6.6.2 Aplicación al análisis de muestras de agua de riego dopadas con 

pesticidas 

En el siguiente apartado se pretende evaluar diferentes muestras de agua del grifo 

recogidas después de regar una planta que contiene tierra comercial y que han sido 

dopadas con diferentes concentraciones de pesticida. En este caso, los pesticidas 

estudiados han sido el carbofurano y el paraoxón, escogiendo así un inhibidor de cada 

familia. Para estos pesticidas se han estudiado tres concentraciones que abarcan como 
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límite superior su máximo legal permitido por la EPA, otra intermedia al rango 

evaluado y la tercera una concentración cercana al límite de detección correspondiente a 

cada pesticida. Este estudio se ha realizado para los biosensores que se encuentran en el 

rango óptimo de concentraciones de grafito, es decir, para el 16% y 17% de grafito. Las 

medidas de cada concentración se han realizado por triplicado. Los resultados obtenidos 

se muestran en la Tabla 6.4. Se puede observar que la precisión obtenida con el método 

es aceptable y el porcentaje de recuperación se encuentra en todos los casos en torno al 

100%. Esto garantiza la calidad de los resultados obtenidos con los biosensores basados 

en biocompósitos de composición optimizada. 

 

Tabla 6.4. Resultados obtenidos en el análisis de muestras de agua dopadas con pesticidas (carbofurano y 
paraoxón) realizados con los biocompósitos optimizados. 

Inhibidor 

(Pesticida) 

% 

grafito 

Adicionado 

(ppb) 

Biosensor 

(ppb) 
RSD (%) 

% 

Recuperación 

Carbofurano 16 0,403 0,43 ±0,05 12 107 

  
4,03 3,9 ±0,6 15 101 

  
40,32 39,4 ± 0,3 1 98 

 
17 0,403 0,42 ±0,03 7 104 

  
4,03 4,0 ±0,1 3 99 

  
40,32 41 ±2 4 102 

Paraoxón 16 0,300 0,30 ±0,01 3 100 

  
3,01 3,2 ±0,1 5 106 

  
30,08 30,8 ±0,1 4 102 

 
17 0,300 0,32±0,03 4 107 

  
3,01 3,2 ±0,3 10 106 

  
30,08 30,9±0,2 1 103 

 

 

6.7 Integración de un electrodo biocompósito como detector en un 

microanalizador amperométrico LTTC para la determinación de pesticidas 

Los avances en tecnología han permitido el uso de nuevos materiales en el desarrollo de 

sistemas miniaturizados de análisis. Este estudio se ha llevado a cabo impulsado por el 

actual crecimiento que la miniaturización está teniendo en el ámbito científico y, 

concretamente, en el escalado de analizadores automáticos. Este tipo de analizadores 

presentan ventajas adicionales asociadas a la disminución del tamaño, como por 

ejemplo, la portabilidad y la reducción de consumo de reactivos y muestra, y la 
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minimización de generación de residuos. Adicionalmente, estas mejoras permiten 

aumentar la frecuencia de análisis y la obtención de información in-situ a pie de 

proceso, lo que se traduce en la posibilidad de tener información, tanto espacial como 

temporal de manera simultánea y en tiempo real. Uno de los retos de este tipo de 

dispositivos reside en el sistema de detección. Debido a la reducción de escala del 

dispositivo, ésta afecta a las dimensiones del detector y, juntamente con la disminución 

del volumen de muestra, influye negativamente sobre la señal analítica obtenida. Por 

este motivo, es necesario el uso de (bio)sensores altamente sensibles.  

En este contexto, el objetivo de este apartado consiste en evaluar el comportamiento de 

los electrodos biocompósitos optimizados desarrollados en la presente tesis cuando se 

integran, como detectores, en un sistema miniaturizado de análisis. Para asumir este 

objetivo, se ha escogido el electrodo biocompósito optimizado basado en grafito-epoxy 

que incorpora la enzima acetilcolinesterasa. La composición optimizada para este 

sistema se encuentra en el intervalo de concentraciones de grafito entre el  16% y 17%, 

para una concentración de enzima constante de 0,12% (w/w).  En el presente estudio se 

ha utilizado el biocompósito del 16% ya que, como se ha discutido en los apartados 

anteriores su caracterización en discontinuo, ya que las composiciones incluidas en 

dicho intervalo presentan unas propiedades electroanalíticas más favorables para la 

aplicación final (menor LD y buena estabilidad), la detección de pesticidas en 

disolución acuosa para su monitorización. 

Por otro lado, aprovechando la amplia experiencia del Grupo de Sensores y Biosensores 

en la fabricación de microanalizadores basados en la tecnología LTCC, se escogió esta 

tecnología para llevar a cabo el diseño y construcción del sistema miniaturizado de 

análisis para la determinación de pesticidas en disolución. El microanalizador 

amperométrico construido incorpora los tres electrodos necesarios para realizar medidas 

amperométricas; electrodo auxiliar de Pt, electrodo de pseudoreferencia de Ag/AgCl, 

ambos fijos, y un electrodo de trabajo intercambiable. De esta manera, esta 

configuración permite sustituir el electrodo de trabajo biocompósito cuando éste se 

encuentre saturado por el uso o cambiarlo por uno nuevo, si éste se deteriora, sin 

necesidad de construir una nueva plataforma microfluídica y, de esta manera, aumentar 

la robustez, estabilidad y versatilidad del analizador final.  

 

6.7.1 Optimización de las variables de operación del microanalizador 

El objetivo principal de este estudio es encontrar aquellas condiciones experimentales 

que proporcionen la máxima señal analítica junto con la mayor frecuencia de análisis y 

minimicen el consumo de reactivos. En este punto se realizará la descripción de los 
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resultados obtenidos en  la optimización de las variables de operación hidrodinámicas 

del microanalizador: caudal y volumen de inyección, y se evaluará su influencia en la 

respuesta o señal analítica.  

Las características físicas del microanalizador han sido descritas en el apartado 3.4 de 

materiales y métodos. La variable relativa a la geometría del mezclador (diámetro y 

longitud) está fijada por la geometría interna del analizador y es la única variable física 

que no puede modificarse. En este caso, la longitud y el diámetro del tubo de mezcla, 

definen un volumen interno del microreactor de 250 µL. Respecto al potencial de 

polarización utilizado, ha sido el mismo definido para los electrodos biocompósitos en 

el estudio previo realizado en batch, 700 mV (vs. Ag/AgCl).  

El volumen de inyección  ha sido evaluado en un intervalo de 75 µL hasta 200 µL, ya 

que el límite superior viene marcado por el propio volumen interno del dispositivo (250 

µL) y que un volumen mínimo menor a 75 µL limitará la sensibilidad final del 

microanalizador.  El caudal ha sido estudiado en un intervalo de 0,33 a 1,73 mL/min, 

este intervalo ha sido seleccionado para asegurar un tiempo mínimo de respuesta del 

sistema, en concreto del biosensor, así como minimizar el consumo de reactivos.  

La optimización de las variables hidrodinámicas se ha realizado mediante el método 

univariante, fijando primero una de las dos variables, en este caso el caudal, y variando 

después la otra variable (volumen de inyección).  La evaluación de la influencia del 

volumen de inyección se ha realizado utilizando una muestra de concentración 

intermedia de sustrato, ATCh (acetiltiocolina) 0,06 mM, suficiente para obtener una 

buena señal, y se ha fijado el caudal a 0,82 mL/min. Los datos obtenidos se muestran en 

la Figura 6.14. Se puede observar que a medida que aumenta el volumen de inyección 

se observa una mayor altura de pico (intensidad de corriente). Sin embargo, a partir de 

un volumen de 150 µL la variación en la altura de pico obtenida es menospreciable y se 

mantiene contante al incrementar el volumen de inyección ya que volúmenes superiores 

a 150 µL y cercanos al volumen máximo del microanalizador,  dada la relación de 

volúmenes (inyección/volumen interno del microanalizador) sufren un proceso de 

dispersión mínimo en el microreactor, lo que provocan saturación de la respuesta. Por lo 

tanto, teniendo en cuenta que se pretende obtener las condiciones experimentales que 

permitan maximizar la señal analítica, y asegurar el consumo mínimo de reactivos,  se 

ha fijado como volumen de inyección óptimo 150 µL.  
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Figura 6.14 Estudio del efecto del volumen de inyección en la respuesta del microanalizador de 
pesticidas utilizando una [ATCh] = 0,06 mM y un caudal de 0,63 mL/min. Las medidas han sido 

realizadas por triplicado y la precisión ha sido expresada con la desviación estándar. 

 

Una vez definido el valor óptimo de volumen de inyección, se ha procedido al estudio 

de la influencia del caudal en la respuesta (altura de pico). El estudio ha sido realizado 

utilizando  la misma concentración de acetiltiocolina que en la optimización del 

volumen de inyección: ATCh = 0,06 mM y se ha fijado el volumen de inyección en 150 

µL. En la Figura 6.15 se muestran los resultados obtenidos en esta optimización.  Se 

puede observar que a medida que incrementa el caudal se produce  un incremento en la 

altura de pico; sin embargo, a caudales elevados la altura de pico disminuye. Este hecho 

se explica por la disminución del tiempo de contacto que se produce entre el sustrato y 

la superficie del biosensor, cuando el caudal aumenta. El aumento de caudal se traduce 

directamente en una disminución del tiempo de reacción entre el sustrato y el enzima 

presente el biocompósito, lo que provoca una disminución en la cantidad de tiocolina 

que puede oxidarse en la superficie del biosensor. Por tanto, en base a los resultados 

obtenidos, teniendo en cuenta el compromiso entre la máxima señal de respuesta 

analítica y el menor tiempo de análisis, se ha seleccionado como caudal óptimo 0,62 

mL/min  para la posterior aplicación del microanalizador en el análisis de muestras de 

pesticidas. 

Bajo las condiciones experimentales optimizadas: caudal de de 0,63 mL/min y un 

volumen de inyección de 150µL, el tiempo de análisis por muestra ha sido de 35 

segundos. Por tanto, la frecuencia de análisis es 60 h-1. 
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Figura 6.15 Estudio del efecto de caudal en la respuesta del microanalizador de pesticidas utilizando una 
[ATCh] = 0,06 mM y un volumen de inyección de 150 µL. Las medidas han sido realizadas por triplicado 

y la precisión ha sido expresada con la desviación estándar. 

 

 

6.7.2 Caracterización de los parámetros electroanalíticos de respuesta del 

microanalizador 

Una vez optimizadas las condiciones de operación del microanalizador, se ha 

caracterizado la respuesta electroanalítica de éste. La evaluación de los parámetros 

electroanalíticos de respuesta se han determinado utilizando como analito el sustrato de 

la reacción enzimática cloruro de acetilcolina (ATCh) a distintas concentraciones.  

Como se ha comentado antes la primera etapa del reconocimiento del biosensor es la 

hidrólisis del sustrato ATCh con la enzima AChE del biocompósito (grafito-epoxy- 

AChE) dando lugar a generación de tiocolina en su forma reducida que es oxidada en la 

superficie del electrodo biocompósito. La transferencia de electrones asociada a este 

proceso se ha determinado amperométricamente.  Las medidas se han realizado a un 

potencial de polarización fijo de 700 mV (vs. Ag/AgCl), seleccionado en base a los 

resultados obtenidos en el estudio en batch. Los parámetros electroanalíticos evaluados 

han sido el límite de detección, la sensibilidad, el intervalo lineal de respuesta y la zona 

de saturación de la enzima. 

En la Figura 6.16 se muestra una curva de calibrado obtenida en las condiciones 

optimizadas para el microanalizador utilizando como detector el electrodo biocompósito 

del 16% de grafito y 0,12% de AChE. Se puede observar que a partir de una 

concentración de 0,10 mM la respuesta del micoranalizador se satura ya que no se 

observan diferencias significativas en las alturas de pico obtenidas al aumentar la 
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concentración de sustrato enzimático, por lo que se puede concluir que se ha llegado a la 

saturación de la enzima.  Este intervalo de concentraciones es idóneo para la 

determinación de pesticidas, ya que se requiere de una señal analítica inicial elevada, la 

cual permita determinar con mayor resolución variaciones en la actividad enzimática 

asociadas a la inhibición provocada por la acción de pesticidas. Por tanto, las 

concentraciones de sustrato seleccionadas son concentraciones de ATCh  entre 0,10  y 

0,18 mM. 

 
Figura 6.16 Curva de calibrado obtenida para el microanalizador de pesticidas desarrollado. Respuesta 

analítica obtenida para distintas concentraciones de cloruro de acetiltiocolina (ATCh). Condiciones de 

operación,  volumen de inyección: 150 µL y  caudal: 0,63 mL/min. Medidas efectuadas por triplicado.  

 

Para poder determinar las concentraciones que están comprendidas dentro del intervalo 

de respuesta lineal del microanalizador, se ha realizado un estudio más detallado de 

concentraciones en este intervalo. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 

6.17, donde se puede observar que la zona lineal de respuesta está comprendida entre 

0,01 y 0,08 mM de ATCh, siendo la sensibilidad obtenida de 16,681 nA/mM (r2 = 

0,9952). Esta sensibilidad se considera adecuada para la determinación de las 

concentraciones de tiocolina que pueden llegar a ser producidas en el biocompósito. El 

límite de detección ha sido determinado como la mínima concentración de sustrato,  

acetiltiocolina (ATCh), que es capaz de provocar una variación de la señal producida 

por la reacción de oxidación del producto de la reacción enzimática (tiocolina reducida) 

en la superficie del biosensor,  a un potencial de polarización de 700 mV (vs. Ag/AgCl). 

En este caso, se ha determinado que el límite de detección es de 0,01 mM de ATCh.   
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Figura 6.17 Respuesta analítica obtenida con el microanalizador LTCC desarrollado, para cada una de 
los concentraciones por triplicado. El intervalo de concentraciones de ATCh está comprendido entre 0,01 
mM y 0,08 mM. Volumen de inyección: 150 µL y  caudal: 0,63 mL/min. Medidas efectuadas por 

triplicado. 

 

En la Figura 6.18 se muestra la curva de calibrado correspondiente a los resultados 
mostrados en la Figura 6.17, la ecuación de la recta correspondiente es I (nA) = 
16,8±0,6[ATCh] + 2,5±0,03; r2 = 0,9952.  

 

 
Figura 6.18 Curva de calibrado correspondiente a la zona lineal de respuesta. Intervalo de composiciones 
de ATCh entre 0,01 mM y 0,08 mM. Volumen de inyección: 150 µL y caudal: 0,63 mL/min. Medidas 

efectuadas por triplicado. 
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Si se comparan los resultados obtenidos en el microanalizador con el biosensor 

integrado, respeto a los parámetros de respuesta obtenidos para los biosensores en batch 

(apartado 6.5.2) se puede observar que los resultados obtenidos con el microanalizador, 

muestran unas características analíticas comparables en cuanto al intervalo lineal de 

respuesta, el límite de detección y reproducibilidad de la señal. En la Tabla 6.5 se 

muestran los valores obtenidos por los dos sistemas (electrodo biocompósito y 

microanalizador). Se puede comprobar que aunque el límite de detección obtenido por 

el microanalizador es superior al obtenido con el biosensores en las medidas en 

discontinuo, el intervalo lineal de respuesta es superior. Estos resultados se pueden 

explicar por dos razones. La primera es la disminución del área del electrodo 

biocompósito implementado en el microanalizador, ya que las dimensiones de éste (12,5 

mm2) se reducen con respecto a la del electrodo convencional (28 mm2). La segunda, es 

el efecto de la dispersión en el interior del microanalizador, inherente a todas las 

técnicas de flujo, que provoca una dilución de la muestra inyectada dentro del 

dispositivo antes de su llegada al detector. El efecto de la dilución y la disminución del 

área del electrodo, provocan un incremento del límite detección y una ampliación del 

intervalo lineal de respuesta. 

 

Tabla 6.5 Comparativa de los parámetros de respuesta del electrodo biocompósito optimizado y  el 
microanalizador 

 
Sensibilidad 

límite de 

detección  

(mmol) 

Rango 

 lineal  

(mmol) 

Electrodo 

biocompósito 
1,80 ± 0,04 µA·L·mmol-1 0,005 0,005-0,020 

Microanalizador  16,681 nA·L·mmol 0,01 0,01-0,08 

 

 

6.7.3 Determinación de pesticidas con el microanalizador LTCC  

Una vez caracterizado el comportamiento del microanalizador LTCC con el electrodo 

biocompósito como detector, se ha procedido a su implementación en la determinación 

de pesticidas mediante medidas de la inhibición de la AChE. Este estudio se ha 

realizado para pesticida de dos familias, un pesticida de la familia de los carbamatos y 

otro de la familia de los organofosforados. Concretamente se han evaluado el 

carbofurano y el paraoxón. La metodología utilizada para la determinación de los 

pesticidas ha sido descrita en el apartado 3.4.2 de materiales y métodos. La 
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determinación de pesticidas con el microanalizador se realiza en un proceso de tres  

etapas. La primera es la determinación de la señal analítica máxima obtenida sin 

inhibición. La  concentración de acetiltiocolina (ATCh), que actúa como sustrato de la 

reacción enzimática, a utilizar será, en este caso, de 0,16 mM de acuerdo a los 

resultados obtenidos en la evaluación electroanalítica  descrita antes en el punto 6.9.2, 

esta concentración de sustrato enzimático garantiza una altura de pico lo 

suficientemente elevada (Iee) para determinar las variaciones producidas por la 

inhibición del enzima.  La segunda es  la inyección en el microanalizador de una 

concentración de pesticida determinada y a continuación realizar una parada de flujo o 

stopped-flow durante la cual, se produce un tiempo de incubación de 10 minutos, igual 

al tiempo optimizado para las medidas en batch con el electrodo biocompósito. La 

tercera etapa, es la medida de la inhibición que ha provocado la acción del pesticida en 

el biocompósito y la determinación de nuevo de la altura de pico (Ip) después del 

proceso de inhibición enzimática.  

En la bibliografía se han reportado diferentes métodos para la determinación de la 

concentración de inhibidor en función del  de porcentaje de inhibición. Por ejemplo, se 

puede representar la relación entre el logaritmo del porcentaje de inhibición en función 

del logaritmo de la concentración de pesticida. En este estudio, dicha relación ha sido 

utilizada para representar los resultados obtenidos y establecer la curva de calibración 

correspondiente a cada pesticida. En ambos casos, las condiciones de operación han 

sido las optimizadas antes para la determinación del sustrato ATCh, volumen de 

inyección de 150 µL y caudal de 0,63 mL/min. El volumen inyectado de pesticida ha 

sido el mismo que el de sustrato 150 µL.  En la Figura 6.19 y Figura 6.20 se muestran 

las curvas de calibración obtenidas para la inhibición enzimática con carbofurano y 

paraoxón, respectivamente. El intervalo de respuesta lineal obtenido para el carbofurano 

se encuentra entre 0,1 ppb y 12 ppb. Concentraciones de carbofurano superiores a este 

valor, han presentado un valor de inhibición constante debido a la inhibición total del 

biosensor a partir de esta concentración. La ecuación de la recta correspondiente al 

carbofurano es logI (%) = 0,68±0,02[log(carbofurano)] + 1,09±0,02; r2 = 0,9949. En el 

caso del paraoxón el intervalo de respuesta lineal obtenido se encuentra entre 0,1 ppb y 

20 ppb. Para este pesticida, concentraciones superiores a 20 ppb provocaron la 

inhibición total del biosensor. La ecuación de la recta obtenida para el paraoxón es logI 

(%) = 0,71±0,02[log(paraoxón)] + 0,93±0,02; r2= 0,9942. En ambos casos, el límite de 

detección se ha determinado como la mínima concentración de pesticida cuantificable, 

encontrándose en ambos casos que la mínima concentración de inhibidor que produce 

efectos inhibitorios detectables por el biosensor es de 0,1 ppb.  

Si se comparan los resultados obtenidos con el dispositivo de microfluídica con los 

obtenidos de la calibración en batch con los electrodos biocompósitos convencionales, 
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cabe resaltar que el límite de detección alcanzado con el microanalizador LTCC para 

ambos pesticidas es inferior comparado con los resultados de los medidas en batch 

(Tabla 6.3), 0,249 ppb para carbofurano y 0,253 ppb para paraoxón. Esta disminución 

del límite detección se puede atribuir al incremento de la estabilidad de la señal analítica 

asociado con las medidas en flujo (Barquero, 2001). En el caso del electrodo 

biocompósito no pueden determinarse porcentajes de inhibición menores del 5%, 

mientras que para el microanalizador, el % de inhibición mínimo determinado es de un 

2%. Se ha de destacar, que esta mejora en el límite de detección permite la 

determinación de pesticidas en las concentraciones más bajas definidas por la 

legislación más restrictiva.  

 

 

Figura 6.19 Curva de calibración de carbofurano obtenida con el microanalizador LTCC y el 
biocompósite del 16% de grafito y 0,12% de AChE, como detector. La concentración de ATCh utilizada 

como sustrato es 0,16 mm. Volumen de inyección de 150 µL y caudal 0,63 mL/min. 
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Figura 6.20 Curva de calibración de paraoxón obtenida con el microanalizador LTCC y el biocompósite 
del 16% en grafito y 0,12% de AChE, como detector. La concentración de ATCh utilizada como sustrato 

es 0,16 mm. Volumen de inyección de 150 µL y caudal 0,63 mL/min. 

 

6.7.4 Análisis de pesticidas en muestras de agua de riego sintéticas con el 

microanalizador  

La viabilidad operacional de este dispositivo ha sido evaluada mediante la 

determinación de pesticidas en de aguas de riego dopadas con concentraciones 

conocidas de carbofurano y de paraoxón. Las muestras de agua de riego dopadas han 

sido preparadas siguiendo el mismo procedimiento descrito antes en el punto 6.7.2. El 

análisis de muestras sintéticas se ha realizado en las mimas condiciones en que se han 

efectuado los calibrados mostrados en las Figuras 6.19 y 6.20. En la Tabla 6.6 se 

muestran los resultados obtenidos. Todos los análisis fueron realizados por triplicado y 

el error experimental ha sido expresado con la desviación estándar. Para establecer la 

calidad del método propuesto se han comparado los valores obtenidos con el 

microanalizador con la concentración conocida de pesticida adicionada en cada caso. 

Como se puede comprobar la precisión obtenida con el método es aceptable y el 

porcentaje de recuperación se encuentra en todos los casos en torno al 100%. Esto 

garantiza la calidad de los resultados obtenidos con el microanalizador. 
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Tabla 6.6 Resultados obtenidos en el análisis de muestras de agua dopadas con pesticidas (carbofurano y 
paraoxón) realizados con el dispositivo microfluídico LTCC. 

Inhibidor 
(Pesticida) 

Adicionado 
(ppb) 

Microanalizador 
(ppb) 

RSD (%) % de 
recuperación 

Carbofurano 0,403 0,476 ± 0,008 2% 118 

 
4,03 3,69 ± 0,07 2% 92 

Paraoxón 0,300 0,30 ± 0,01 4% 100 

 
3,01 3,07 ± 0,04 1% 102 

 

 

6.8 Conclusiones 

Las principales conclusiones extraídas en esta parte del trabajo experimental han sido 

las siguientes:  

• Se han construido y caracterizado con éxito electrodos biocompósitos basados 

en grafito-epoxy que incorporan la enzima acetilcolinesterada. Mediante 

diferentes técnicas electroquímicas, como la espectroscopia electroquímia de 

impedancias y la voltamperometría cíclica, se ha optimizado la composición del 

biocompósito para obtener una señal analítica mejorada. 

 

• Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas electroquímicas de caracterización 

para su aplicación en el desarrollo de biosensores basados en biocompósitos. 

Con los resultados obtenidos mediante la EIS se ha estimado que el intervalo de 

composiciones óptimo para el sistema biocompósito basado en grafito-epoxy-

AChE se encuentra en torno a una composición del 16 - 17% de grafito. 

 

• Se ha comprobado que la modificación en matriz de los compósitos con un 

tercer elemento de origen biológico produce una variación en los parámetros 

electroquímicos de repuesta como la resistencia óhmica, la resistencia a la 

transferencia de carga y la capacidad de la doble capa del sistema biocompósito 

resultante. 

 

• Los electrodos que se encuentran en el intervalo óptimo de composiciones, 16- 

17% de grafito, a pesar de presentar una menor sensibilidad, con respecto al 

electrodo del 20% en grafito, permiten obtener límites de detección para el 

sustrato enzimático, cloruro de acetiltiocolina, un orden de magnitud inferior. 

 



 Biocompósito grafito-epoxy-AChE 

 

151 

 

• Se ha demostrado que los valores de composición óptima permiten fabricar 

electrodos biocompósitos voltamperométricos robustos y útiles para aplicaciones 

donde se requieren dispositivos sensibles, con relación señal/ruido optimizada, 

que permiten determinar concentraciones muy bajas de analito. 

 

• Asimismo, los electrodos de composición optimizada permiten llegar a detectar 

concentraciones de inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa inferiores a los 

de composición convencional (20% de grafito). 

 

• Se ha demostrado la posibilidad de aplicar la tecnología LTCC para la 

fabricación de un dispositivo analítico miniaturizado con detección 

amperométrica que incorpora el biocompósito optimizado como detector.  

 
• En el análisis de muestras reales de aguas de riego dopadas con pesticidas, no se 

han encontrado diferencias significativas entre los resultados obtenidos con los 

análisis realizados utilizando el biocompósito del 16-17% de grafito en batch y 

el microanalizador (16% de grafito). 

 
• La miniaturización del sistema de detección y la integración de todos los 

electrodos presenta como ventaja adicional la mejora del límite de detección en 

la determinación de pesticidas. Concretamente, en la determinación  del 

carbofurano y paraoxón, mediante el microanalizador se ha podido llegar a 

determinar concentraciones inferiores (LD= 0,1 ppb) respecto a las obtenidas 

con los electrodos convencionales (LD= 0,250 ppb), utilizados en las medidas en 

batch. 
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7. Estudio del efecto de la composición de grafito en 
inmunosensores basados  en inmunocompósites con RIgG 

 

7.1 Introducción 

En la sociedad en la que vivimos cada vez se hace más necesario el desarrollo de  

pequeños dispositivos de análisis que sean baratos, portátiles, fiables, selectivos, de fácil 

manejo y que requieran un mínimo volumen de muestra para determinar un parámetro 

concreto. Estos dispositivos pueden ser aplicados a diferentes ámbitos de la química 

analítica, tales como el análisis de alimentos, clínico o el medioambiental. Respecto al 

control clínico, cada vez es más frecuente que un paciente tenga la posibilidad de 

adaptar su medicación si se puede medir con facilidad ese nivel plasmático, o en otro 

tipo de fluido, del analito que le interesa. Esta demanda social ha hecho posible que, por 

ejemplo, las personas diabéticas hoy puedan conocer en cualquier momento su 

concentración de glucosa en sangre y abre la expectativa de que otros parámetros 

clínicos puedan ser obtenidos de forma similar.  

 

En este contexto, los inmunosensores son un tipo de dispositivos analíticos que en los 

últimos años está experimentando un auge muy importante. Su relativa simplicidad, 

hace que estos biosensores sean una alternativa viable y competitiva con respecto a los 

métodos de ensayo inmunológico realizados en laboratorios especializados. La 

estructura morfológica de un inmunosensor amperométrico es similar a la de un 

biosensor enzimático,  combina un componente de reconocimiento biológico (en este 

caso, una especie de naturaleza inmunológica) con un transductor (que en nuestro caso 

es un material compuesto conductor). El primero proporciona selectividad mientras que 

el segundo, además de actuar como soporte de la especies inmunológica, permite el 

proceso de reconocimiento de la especie electroactiva  y la transducción de la señal 

primaria en una señal eléctrica medible (Bojorge Ramírez et al., 2009). 

 

Por otro lado, la miniaturización de estos dispositivos de medida, permite que el 

consumo de la propia especie inmunológica, de reactivos y la generación de residuos 

que conlleva la realización de cada uno de los inmunoensayos, se vea reducida gracias a 

la consecuente disminución de la superficie activa de estos inmunosensores. Desde esta 

perspectiva, la mejora de las propiedades electroanalíticas de respuesta de estos 

dispositivos inmunosensores, mediante una optimización de los componentes que los 

forman, es otra estrategia para favorecer la reducción de las dimensiones de este tipo de 
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biosensor, y minimizar el uso de componentes inmunológicos y reactivos, 

disminuyendo los costes finales de cada dispositivo a la vez que se generan menos 

residuos.  

 

En este sentido, en este apartado se describe el proceso de construcción, caracterización 

y optimización de la composición de inmunosensores electroquímicos basados en 

grafito y la resina epoxy EpoTek H77 que contienen la inmunoglobulina G de conejo 

inmovilizada en la matriz. Al igual que se hizo con los (bio)sensores estudiados hasta 

ahora, la optimización se llevará a cabo en función de las propiedades electroquímicas 

del inmunomaterial compuesto, por lo que el objetivo será determinar  el efecto sobre 

las medidas de inmunoensayo, al incorporar un elemento biológico de carácter 

inmunológico en la composición del material transductor. Para ello se utilizarán las 

estrategias de caracterización propuestas a lo largo de este trabajo. Así mismo, se 

pretende estudiar los beneficios que aporta esta optimización en la aplicación de las 

técnicas de inmunoensayo. 

 

 

7.2 Caracterización y optimización de la composición de los 

inmunocompósitos  grafito-epoxy-RIgG 

En este primer apartado se describe la caracterización electroquímica de los 

inmunosensores basados en compósito grafito-epoxy-inmunoglobulina utilizando las 

técnicas de caracterización electroquímicas, como la espectroscopia electroquímica de 

impedancias y la voltamperometría cíclica. Esta caracterización permitirá conocer la 

composición óptima en grafito, desde el punto de vista electroquímico, para más 

adelante, determinar el efecto que tiene estas composiciones sobre las medidas de 

ensayo inmunológico efectuadas. 

 

7.2.1 Caracterización de la respuesta electroquímica de los 

inmunocompósitos mediante la técnica de espectroscopia electroquímica 

de impedancias 

Mediante la caracterización por la técnica de espectroscopia electroquímica de 

impedancias, se han obtenido los parámetros electroquímicos para los materiales 

inmunocompósitos basados en grafito-epoxy que incorporan la inmunoglobulina G de 

conejo (RIgG) inmovilizada en la matriz. Los parámetros electroquímicos obtenidos: 

resistencia óhmica, resistencia a la transferencia de carga y capacidad de la doble capa, 

permiten deducir el comportamiento electroquímico del inmunocompósito expresado en 

función de la carga de grafito, y que fueron obtenidos mediante el ajuste del espectro de 
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impedancias a un circuito eléctrico equivalente. Este circuito ha sido suficiente para 

ajustar e interpretar los valores de la resistencia óhmica (RΩ), la resistencia a la 

transferencia de carga (Rct) y la capacidad de la doble capa (Cdl) desde el punto de vista 

de los fenómenos de interfase que ocurren en la celda electroquímica. La 

caracterización electroquímica se ha llevado a cabo en una solución de referencia 0,1 M 

de [Fe(CN)6]
3-/4- y en fondo electrolítico de 0,1 M de KCl. El espectro de impedancias 

se ha realizado en un rango de frecuencias de 100 KHz hasta100 mHz, usando el 

potencial de equilibrio redox obtenido previamente y con una amplitud de señal de 

perturbación del sistema de 10 mV. 

Este estudio se ha realizado para seis composiciones diferentes de electrodos de grafito-

epoxy que incorpora la inmunoglobulina G de conejo (RIgG), que actúa como antígeno, 

en los que se ha variado la carga de grafito entre el 15% y el 20%. Estas composiciones 

de grafito han sido escogidas en base a los resultados previos obtenidos en la 

caracterización de los electrodos compósitos basados en grafito y resina epoxy 

(apartado 4). Dado que para los electrodos compósitos grafito-epoxy el intervalo de 

composiciones óptimo se iniciaba a partir del 15% en grafito, se ha escogido esta 

composición como la inicial del intervalo a estudiar  y la final se ha marcado a partir de 

la curva de percolación (Montes et al., 2014), correspondiente a la composición del 20% 

en grafito la cual es considerada como la composición convencional utilizada en la 

mayoría de los estudios. La carga de antígeno (RIgG) que se incorpora a la matriz del 

inmunocompósito se ha fijado en un 0,9 % (w/w) de acuerdo a estudios previos 

realizados en nuestro grupo de investigación para este tipo de materiales (Santandreu et 

al., 1997). 

En la Figura 7.1 se muestran los resultados obtenidos del estudio de espectroscopia 

electroquímica de impedancias en forma de diagrama de Nyquist, donde se puede 

observar que para las composiciones de grafito entre el 15%  y el 17% se obtiene un 

semicírculo de diámetro grande lo que indica que el control cinético es el que controla 

el proceso del electrodo. Estas composiciones de grafito hacen que el área activa de los 

electrodos sea inferior con respecto a electrodos con composiciones entre un 18% y un 

20% en grafito, lo que limita  la transferencia electrónica en la superficie del electrodo. 

Para las composiciones entre el 18% y el 20% en grafito, el diámetro del semicírculo 

disminuye significativamente y se empieza a observar también la presencia del control 

difusional a bajas frecuencias. Para estas composiciones altas en grafito, el área activa 

del electrodo es mayor con respecto a proporciones en grafito inferiores, por lo que la 

transferencia electrónica en la superficie del electrodo se ve favorecida y la 

transferencia de masa hasta la superficie del electrodo pasa a ser significativamente 

determinante. 
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Figura 7.1 Espectro de impedancias para los diferentes electrodos inmunocompósitos con diferentes 
composiciones en grafito en presencia de 0,1 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y 0,1 M de KCl. En el interior a la 

derecha de la figura, se muestra el circuito equivalente utilizado para ajustar los espectros de impedancias. 

 

 

La variación de la resistencia óhmica en función de la carga de grafito se muestra en la 

Figura 7.2.A. La resistencia óhmica está directamente relacionada con el área del 

electrodo, la concentración iónica, la naturaleza de los iones y la resistencia del material 

compuesto en medio no húmedo. Se puede observar que hay una disminución del valor 

de este parámetro a medida que aumenta el porcentaje de grafito presente. Como en 

casos anteriores (GOD, acetilcolinesterasa), la incorporación de un elemento biológico, 

en este caso, un antígeno, produce una separación de las partículas conductoras que 

constituyen el material inmunocompósito lo que tiene una influencia directa sobre el 

área activa del electrodo y, por consiguiente, en el valor de la resistencia óhmica. Un 

aumento en la separación de las partículas conductoras, provoca una disminución en el 

área activa del electrodo, provocado por el distanciamiento de las partículas 

conductoras, lo que hace disminuir la conectividad entre ellas y, por lo tanto, provoca 

un aumento en la resistencia óhmica del material. Para asegurar una buena sensibilidad 

y un tiempo de respuesta corto, es importante que los valores de la resistencia óhmica 

sean bajos. Por lo tanto, composiciones entre el 18%  y el 20% en grafito proporcionan 

bajos valores de este parámetro ya que el aumento de carga de grafito compensa el 

distanciamiento de las partículas conductoras dentro del material compuesto. La 

composición del 15% en grafito, claramente muestra una elevada resistencia eléctrica, 

mientras que las composiciones entre el 16% y 17% en grafito, tienen unas resistencias 
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más cercanas al intervalo entre el 18% y 20% en grafito. Las composiciones 

comprendidas entre el 16% y 17% en grafito se encuentran en la zona de percolación. 

En la Figura 7.2.B se muestra la evolución de  la resistencia a la transferencia de carga 

en función de la carga de grafito en el material imunocompósito. En términos generales, 

se puede observar una disminución del valor de este parámetro a medida que aumenta el 

porcentaje de grafito. Este parámetro está relacionado, al igual que la resistencia óhmica 

con la sensibilidad y el tiempo de respuesta del electrodo y, a su vez, es inversamente 

proporcional a la velocidad de transferencia de carga. Los electrodos con valores bajos 

de resistencia a la transferencia de carga, tienen un potencial analítico mucho mayor que 

los electrodos que presentan una alta resistencia, ya que se mejora la cinética al 

aumentar la cantidad de zonas conductoras presentes en la superficie sensora. Teniendo 

en cuenta los resultados obtenidos, los inmunocompósitos con una carga en grafito 

comprendida entre el 18% y el 20% en grafito presentan una baja resistencia a la 

transferencia de carga. Contrariamente, la proporción del 15% en grafito, posee un alto 

valor de Rct. Las composiciones cercanas a la percolación (16% y 17% en grafito) 

tienen valores intermedios. Bajo este criterio, los electrodos con una composición 

comprendida entre el 18% y el 20% en grafito, aseguran un intercambio de electrones 

rápido, la composición del 15% es la menos beneficiada, mientras que las 

composiciones intermedias cercanas a la percolación, aún muestran valores no 

demasiados altos de Rct, que los hacen susceptibles de  ser utilizados en aplicaciones 

electroanalíticas. Con el objetivo de evaluar la resistencia a  la transferencia de carga de 

los materiales inmunocompósitos respecto al área activa del electrodo, puede 

normalizarse el valor de la resistencia a la transferencia de carga respecto a ésta. La 

normalización de este parámetro respecto al área electroactiva del electrodo se discute 

en el apartado 7.1.2 y se recoge en la Tabla 7.1. 
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Figura 7.2 Resultados obtenidos en la caracterización electroquímica por EIS de los electrodos 
biocompósitos grafito-epoxy-RIgG, Parámetros extraídos del ajuste del espectro de impedancias, 
juntamente con su desviación estándar (n = 3). (A) Valores de la resistencia óhmica, (B) valores de la 
resistencia a la transferencia y (C) valores de la capacidad de la doble capa. Resultados obtenidos en una 
disolución de referencia 0,1 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y fondo electrolítico de 0,1 M de KCl . Rango de 

frecuencias: 100 KHz – 100 mHz. 
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Por último, hay que tener en cuenta el parámetro de la capacidad de la doble capa que 

como ya se ha comentado, está relacionado con el valor de la corriente de fondo, y a su 

vez con la relación señal/ruido. Resulta un parámetro muy importante a tener en cuenta, 

ya que limita los límites de detección alcanzados, y por lo tanto resulta crucial 

especialmente en la determinación de concentraciones bajas de analito. En la Figura 

7.2.C se muestra la variación de este parámetro con respecto a la carga de grafito 

presente en el inmunocompósito. La tendencia general de este parámetro es la de 

aumentar su valor a medida que aumenta la carga de grafito ya que el aumento de 

partículas conductoras expuestas en la superficie, a pesar de que hace incrementar el 

valor de la corriente farádica, la componente no farádica de la intensidad aumenta de 

forma más significativa  (se asemeja más a un comportamiento de macroelectrodo) y 

por consiguiente, el resultado final es una disminución en la relación señal/ruido del 

electrodo. Las composiciones que se encuentran entre el 15% y el 17% en grafito, 

presentan bajos valores de la capacidad de la doble capa. Estas composiciones aseguran 

una alta relación señal/ruido, sin embargo la composición del 15% quedaría descartada 

en aplicaciones analíticas ya que, como se ha comentado anteriormente, la resistencia 

del material y el valor de la Rct, son extremadamente elevados. Para las composiciones 

comprendidas entre el 18% y el 20% en grafito, a pesar de tener valores bajos de 

resistencia eléctrica y de Rct, los valores más elevados de la Cdl, hacen que éstas sean 

poco adecuadas en el desarrollo de electrodos con una alta relación señal/ruido. Si 

comparamos los valores de los parámetros obtenidos en función de la carga de grafito, 

con respecto a los transductores grafito-epoxy estudiados en el apartado 4.2.2, vuelve a 

ponerse de manifiesto que, la incorporación de un tercer elemento no conductor en la 

matriz de un material compuesto, modifica significativamente las propiedades 

electroquímicas de los compósitos, por lo que las composiciones óptimas en cuanto a la 

carga de grafito se ven desplazadas. Por tanto, la incorporación de material 

inmunológico en una matriz grafito-epoxy desplaza también, en este caso, el valor 

óptimo de composición en grafito hacia valores superiores al 15%. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de EIS para los inmunocompósitos 

basados en grafito-epoxy-RIgG, y teniendo en cuenta los criterios de optimización 

planteados como son tiempos de respuesta cortos, bajos límites de detección y alta 

sensibilidad, el intervalo de composiciones de grafito comprendido entre el 16%  y el 

17%, son consideradas como óptimas desde el punto de vista electroquímico.  Por tanto, 

las composiciones dentro de este intervalo presentan un comportamiento electroquímico 

similar y las hace adecuadas para ser utilizadas en posteriores aplicaciones 

electroanalíticas de los electrodos biocompósitos. 
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7.2.1.1 Estudio comparativo de la respuesta electroquímica de los 

electrodos compósitos grafito-epoxy frente a los inmunocompósitos 

grafito-epoxy-RIgG 

Como se ha comentado anteriormente, la incorporación de un tercer elemento en la 

matriz de los materiales compuestos provoca una variación en la distribución espacial e 

interna de éste. De manera que la incorporación de un compuesto de naturaleza 

inmunológica también modifica la distribución espacial e interna del inmunocompósito 

afectando al valor de los parámetros electroquímicos del material compuesto resultante. 

A continuación, se muestra la comparativa de los parámetros electroquímicos obtenidos 

por espectroscopia electroquímica de impedancias para los inmunosensores basados en  

grafito y resina epoxy que incorporan la RIgG respecto a  los obtenidos  para los 

electrodos basados en grafito-epoxy (resultados descritos en el apartado 4).  

En la Figura 7.3 se muestra la comparación de los valores de resistencia óhmica (RΩ),   

la resistencia a la transferencia de carga (Rct) y de la capacidad de la doble capa (Cdl) 

para ambos compósitos.  

 

En la Figura 7.3.A se muestra la comparativa de los valores de la resistencia óhmica 

para ambos sistemas compósitos. Se puede observar que para el inmunocompósito el 

valor de la RΩ aumenta considerablemente para las composiciones que contienen un 

menor porcentaje de grafito (entre el 15% y el 17%), siendo menos acusada para las 

composiciones con mayor porcentaje en grafito (entre el 18% y el 20%). Esta variación 

en el valor de la resistencia óhmica respecto a los compósitos grafito-epoxy pone de 

manifiesto la influencia que la composición y distribución de grafito tiene sobre el área 

activa del electrodo, que se ve afectada por la presencia del material inmunológico en la 

matriz polimérica del inmunocompósito. Sin embargo, la tendencia general de este 

parámetro es la misma para los dos sistemas compósitos, una disminución de la 

resistencia óhmica al aumentar el porcentaje de grafito. 
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Figura 7.3 Comparación de la caracterización electroquímica de los compósitos grafito-epoxy vs. grafito-
epoxy- RIgG,  extraídos del ajuste del espectro de impedancias, juntamente con su desviación estándar (n 
= 3) . (A) Valores de la resistencia óhmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia y (C) valores de 
la capacidad de la doble capa. Condiciones experimentales: disolución de referencia [Fe(CN)6]

3-/4- 0,1 M 
y fondo electrolítico de KCl 0,1 M . Rango de frecuencia: 100 KHz – 100 mHz. 
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La comparativa entre los valores de resistencia a la transferencia de carga se muestra en 

la Figura 7.3.B. Al igual que con los valores de la resistencia óhmica, en términos 

generales, la tendencia obtenida para los dos sistemas compósitos es la misma. Cabe 

destacar, que la presencia del antígeno provoca un incremento en el valor de la Rct, 

siendo este incremento más acusado para la composición del 15% en grafito. Este hecho 

hace que la idoneidad, en términos de la resistencia a la transferencia de carga, se vea 

modificada y se desplace hacia valores superiores de porcentajes de grafito. Como en el 

caso de la RΩ, las composiciones entre el 18% en grafito y el 20% en grafito se observa 

que la variación en el valor de la Rct es menor. 

Es importante mencionar, como en el caso de la resistencia óhmica, así como la Rct, 

aumenta considerablemente en las zonas cercanas a la percolación, cuando se incorpora 

a la matriz sustancias de naturaleza inmunológica. La presencia de estas sustancias no 

conductoras, separan las partículas de grafito en el interior del inmunocompósito, 

desplazando las curvas de percolación hacia composiciones en grafito más elevadas. 

Por último, en la Figura 7.3.C se muestra la comparativa para los valores de la 

capacidad de la doble capa. Se puede observar que el valor de la Cdl se incrementa 

considerablemente en los inmunocompósitos que incorporan la RIgG. En términos 

generales la tendencia seguida en ambos sistemas es la misma, el  valor de Cdl aumenta 

a medida que lo hace el porcentaje de grafito. 

Por tanto, ha quedado demostrado que una variación en la composición en los 

inmunosensores basados en materiales compuestos modifica las propiedades 

electroquímicas del electrodo biocompósito resultante. En general, para los tres 

parámetros evaluados, la presencia de un componente inmunológico en el material ha 

provocado el distanciamiento entre partículas conductoras, desplazando la composición 

óptima de grafito a proporciones ligeramente superiores. Por este motivo, cuando un 

compósito como el grafito-epoxy de composición optimizada, es modificado a nivel de 

matriz con otras sustancias no conductoras, es necesario volver a caracterizar el material 

resultante para determinar la nueva composición óptima que permita desarrollar 

dispositivos inmunosensores mejorados respecto a  propiedades como: la robustez, la 

sensibilidad  y la relación señal/ruido adecuadas a la aplicación final.  

 

7.2.1.2 Comparación de la respuesta electroquímica de los  

inmunosensores antes y después del proceso de incubación 

En el apartado anterior, ha quedado demostrado que la modificación de un material 

compuesto mediante la incorporación en matriz de un material inmunosensor, las 
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características electroquímicas del nuevo material han quedado modificadas con 

respecto al compósito de partida. Sin embargo, falta por determinar si una modificación 

superficial del inmunosensor, también modifica las propiedades electroquímicas del 

inmunocompósito. Un ensayo de tipo inmunológico, conlleva una interacción química 

de tipo específico antígeno-anticuerpo, por lo que la superficie sensora puede ver 

modificada sus propiedades. En este apartado se ha marcado como objetivo,  

caracterizar los inmunosensores después de la etapa de incubación con el anticuerpo 

marcado, para evaluar posibles cambios en las propiedades electroquímicas de los 

inmunocompositos. En primer lugar, los electrodos han sido incubados con una solución 

de anti-IgG de conejo de cabra conjugada con peroxidasa (GaRIgG-HRP) y después se 

ha procedido a una nueva caracterización por espectroscopia electroquímica de 

impedancias. Todos los electrodos inmunosensores de se han incubado directamente 

depositando una gota de una solución stock de GaRIgG-HRP al 1% (v/v) en la 

superficie del electrodo y se ha dejado interaccionar durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. En la Figura 7.4 se muestra la comparativa de la resistencia óhmica, la 

resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de la doble capa para los 

inmunocompósitos estudiados antes y después del proceso de incubación. Los 

electrodos inmunocompósitos incubados han sido caracterizados en las mismas 

condiciones experimentales utilizadas en la caracterización previa sin incubación 

(apartado 7.2.1). 

Se puede observar que, tras el proceso de incubación, la presencia del correspondiente 

anticuerpo marcado en la superficie del electrodo, produce ligeras variaciones en los 

parámetros electroquímicos. La resistencia óhmica se ve ligeramente afectada, 

incrementando su valor para los electrodos que están incubados respecto a los mismos 

electrodos sin incubar. Por lo que la presencia del anticuerpo marcado en la superficie 

del electrodo no modifica significativamente la resistencia de la solución ni en la 

resistencia de contacto o del material. Sin embargo, el valor de la resistencia a la 

transferencia de carga para las composiciones en grafito de entre el 15% y el 17% 

disminuye considerablemente (prácticamente se reduce a la mitad) por lo que se 

evidencia una mejora en el proceso de la transferencia de carga en la superficie del 

inmunosensor. Por tanto, se mejora la velocidad de transferencia de electrones en la 

superficie del electrodo. Este hecho se puede atribuir a que la unión no covalente entre 

el antígeno-anticuerpo marcado produce una cierta estabilidad del antígeno (analito) en 

la superficie del electrodo lo que provoca una disminución de la resistencia a la 

transferencia de carga en la superficie y que  provoca simultáneamente un incremento 

en la velocidad de transferencia de carga en ésta. Para los electrodos que contienen entre 

un 18% en grafito y un 20% en grafito, el valor de la resistencia a la transferencia de 

carga aumenta ligeramente, siendo los valores del mismo orden antes y después del 
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proceso de incubación. Se obtienen, por tanto el efecto más positivo en los 

inmunocompósitos de composiciones de grafito del 16% y 17%. 

Respecto a los valores de la capacidad de la doble capa, la tendencia general obtenida es 

la misma en ambos casos. Además, se puede observar que no existen diferencias 

significativas entre los valores de los electrodos inmunocompósitos antes y después del 

proceso de incubación con el  anticuerpo marcado. 

 

7.2.2 Caracterización de los inmunosensores grafito-epoxy-RIgG por la 

técnica de voltamperometría cíclica  

La caracterización mediante la técnica de voltamperometría cíclica permite 

complementar los resultados obtenidos mediante la espectroscopia electroquímica de 

impedancias. Se han registrado los voltamperogramas cíclicos para cada 

inmunocompósito con diferentes composiciones de grafito. Las medidas se han 

realizado con compensación óhmica y con una solución de referencia 0,1 M de 

[Fe(CN)6]
3-/4- y fondo electrolítico 0,1 M de KCl. La velocidad de barrido fue en todos 

los casos de 10 mV/s. En la Figura 7.5 se muestran los voltamperogramas obtenidos 

para cada una de las composiciones evaluadas. En este caso se puede observar que el 

15% y 17% de grafito, los picos de oxidación y reducción se encuentran más alejados 

entre sí y las curvas obtenidas presentan un comportamiento más parecido al haz de 

microelectrodos donde la difusión radial es la predominante. Para composiciones con 

una carga superior en grafio, entre el 18% y el 20%, los voltamperogramas muestran 

que los picos de oxidación y reducción se encuentran más próximos entre ellos y la 

curva obtenida presenta una forma más correspondiente a un macroelectrodo, en el que 

el transporte de masa está controlado por la difusión lineal. 

 

 



Parte III   

 

165 

 

 

 

 
Figura 7.4 Caracterización mediante EIS para los biocompósitos para las diferentes composiciones de 
grafito-epoxy-RIgG (sin incubación) y grafito-epoxy-RIgG-GaRIgG-HRP (con incubación); valores  
extraídos del ajuste del espectro de impedancias, juntamente con su desviación estándar (n = 3). (A) 
Valores de la resistencia óhmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia y (C) valores de la 
capacidad de la doble capa. Condiciones experimentales: disolución de referencia 0,1 M  [Fe(CN)6]

3-/4- y 

fondo electrolítico  0,1 M de KCl . Rango de frecuencia: 100 KHz – 100 mHz. 
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Se pueden extraer diferentes parámetros de los voltamperogramas cíclicos. La 

intensidad o corriente de pico (Ip) y la separación de potencial entre los picos (∆E), se 

muestran en la Tabla 7.1. Se puede observar que el valor de la intensidad de pico 

aumenta y la separación de potencial entre los picos disminuye al incrementarse el 

porcentaje de grafito presente en el inmunocompósito. Esto se traduce en un aumento 

del área activa del electrodo y de la velocidad de transferencia de electrones, parámetros 

fuertemente influenciados por la cantidad de grafito. 

 

 
Figura 7.5 Voltamperogramas cíclicos obtenidos para los inmunocompósitos de composición 15%-20% 
de grafito: (A) para una solución 0,01 M de [Fe(CN)6]

3-/4- y fondo electrolítico 0,1 M de KCl. Velocidad 
de barrido 10 mV/s. (B) Tendencia de la resistencia a la transferencia de carga para los materiales 

inmunocompuestos con diferente carga de grafito, juntamente con su desviación estándar (n = 3).  

 

El área activa relativa del electrodo puede estimarse a partir de la expresión Ip = 3,01 x 

105 n3/2 (α Dred υ)
1/2 A C*

red (Pacios et al., 2008), teniendo en cuenta los valores de la 

corriente o intensidad de pico (Ip). Se observa un aumento de la Ip y por tanto también 

del área activa a medida que aumenta la cantidad de grafito. 

Los valores de la intensidad de corriente de intercambio (io) pueden determinarse a 

partir de los diagramas de Tafel en los que se relaciona el log intensidad vs. potencial. 

La tendencia obtenida para la los valores de la resistencia a la transferencia de carga 

respecto al porcentaje de grafito, obtenidos por voltamperomtería cíclica, se muestran 

en el interior de la Figura 7.5. En términos generales, la tendencia observada es la 

misma que la que se observa en los resultados obtenidos por la técnica de EIS. Los 

valores de resistencia a la transferencia de carga obtenidos por la técnica de 

voltamperometría cíclica han sido normalizados por  el área activa del electrodo y se 
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han comparado con los obtenidos por la técnica de EIS también normalizados respecto 

al área activa. Los resultados obtenidos por ambas técnicas muestran claramente las 

propiedades anisotrópicas que presentan los materiales basados en carbono, ya que se 

observa una disminución del valor de la resistencia a la transferencia de carga 

normalizada a medida que aumenta el porcentaje de grafito en el inmunocopósito.  

Para los electrodos metálicos, conductores puros, la normalización de la resistencia a la 

transferencia de carga por su área activa debe ser constante. Se puede observar que a 

medida que aumenta el porcentaje de grafito su valor disminuye poniendo de nuevo de 

manifiesto la anisotropía que presenta este material, del mismo modo que la presentan 

otros derivados del carbono como por ejemplo los nanotubos de carbono, lo que indica 

una dependencia entre sus propiedades y su composición. Los valores obtenidos por 

ambas técnicas están en concordancia, siendo los valores de las composiciones que se 

encuentran en el intervalo óptimo (16%-17% de grafito) los que más se parecen entre sí 

para ambas técnicas.  

 
Tabla 7.1 Parámetros extraídos de los voltamperogramas cíclicos de los materiales compuestos basados 
en grafito-epoxy-RIgG para las diferentes composiciones de grafito evaluadas. io es la intensidad de 
corriente de intercambio; Rct es la resistencia a la transferencia de carga; Ip es la corriente o intensidad de 
pico; A es el área activa; ∆E es la separación de los potenciales de pico; Rct·A y Rct

EIS·A son la Rct 
obtenidas con las medidas de VC e EIS y normalizadas respecto al área activa. 

Electrodos 
io 

(A) 

Rct 

(Ω) 

Ip 

(A) 

A 

(cm2) 

∆E 

(V) 

Rct·A 

(Ω cm2) 

Rct
EIS·A 

(Ω cm2) 

15% 5,39·10-6 4648 1,05·10-4 0,20 1,2423 922,3 601,1 

16% 1,04·10-5 2421 1,32·10-4 0,25 0,8508 598,8 439,9 

17% 1,52·10-5 1664 1,53·10-4 0,29 0,6932 476,8 425,8 

18% 5,60·10-5 450 2,05·10-4 0,38 0,2831 172,7 74,7 

19% 7,69·10-5 328 2,29·10-4 0,43 0,2136 140,5 70,6 

20% 8,36·10-5 302 2,34·10-4 0,44 0,2297 131,9 110,9 

 

 

7.3 Evaluación de la respuesta de los inmunosensores amperométricos 

grafito-epoxy-RIgG 

En este apartado se describen los resultados obtenidos en  la evaluación de la respuesta 

de los inmunosensores utilizando la técnica de inmunoensayo competitivo. En este caso, 

el marcador enzimático utilizado es la peroxidasa de rábano picante (HRP) que cataliza 

la reducción del peróxido de hidrógeno añadido en la disolución, lo que permite un 

seguimiento electroquímico indirecto de la cantidad de antígeno (analito) presente en la 
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muestra. La regeneración de la enzima se ha realizado utilizando como mediador 

electroquímico, la hidroquinona disuelta en solución. La hidroquinona oxidada por la 

enzima, es nuevamente reducida en la superficie del electrodo mediante la aplicación 

del potencial de trabajo adecuado. En la Figura 7.6 se esquematiza el proceso de 

incubación para en ensayo competitivo que tiene lugar en la superficie del 

inmunosensor (A) y el esquema de las reacciones que tienen lugar en la superficie del 

inmunosensor (B). 

 

 

 
Figura 7.6 Esquema de: (A) procedimiento de incubación de la superficie del inmunocompósito para el 
ensayo competitivo y (B) las reacciones que tiene lugar en la superficie del inmunosensor. 

 

 

7.3.1 Optimización de los parámetros de operación  del inmunoensayo 

competitivo 

Para llevar a cabo las medidas de inmunoensayo, se procedió a determinar el potencial 

óptimo de trabajo, correspondiente a la reducción de la hidroquinona. Este potencial fue 

determinado mediante la técnica voltamperometría de barrido lineal, como se describe 

en el apartado 3.3.2.3. Los resultados obtenidos muestran que el potencial óptimo de 

reducción para la hidroquinona es de -100 mV vs. Ag/AgCl. Estos resultados están en 

concordancia con los que se encuentran en la bibliografía para el mismo sistema 

(Santandreu et al., 1997; Zacco et al., 2007). 
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La temperatura de incubación y el pH de la disolución tamponada (PBS 0,1 M) se 

fijaron a 25 ºC y pH = 7,0, respectivamente; de acuerdo con los protocolos establecidos 

en trabajos previos reportados en nuestro grupo de investigación para este tipo de 

inmunocompósitos (Santandreu, 1998).  

Se ha realizado un estudio del efecto del tiempo de incubación correspondiente al 

tiempo que ha de estar en contacto la RIgG de la superficie del inmunosensor con el 

inmunoconjugado, con el objetivo de reducir el tiempo de análisis. Este estudio se ha 

realizado para la composición de 16% en grafito, mínimo porcentaje de grafito dentro 

del intervalo óptimo de composición y para la composición del 20% en grafito, 

correspondiente a la composición convencional en otros trabajos reportados en la 

bibliografía. Los tiempos de incubación  estudiados fueron: 30 minutos, 15 minutos y 

10 minutos. Los inmunosensores se incubaron según las condiciones que se muestran en 

la Tabla 3.1 del apartado de materiales y métodos, utilizando la solución más 

concentrada de la disolución stock de analito, de concentración 0,0922 mg/mL (Tabla 

3.2 del mismo apartado). La respuesta amperométrica se midió utilizando el peróxido de 

hidrógeno como sustrato. El medio electrolítico fue tampón fosfato (PBS 0,1 M y pH = 

7,0) y  KCl 0,1 M. La concentración de hidroquinona en solución fue de 1,8·10-3 M. La 

calibración del sistema se realizó utilizando un intervalo  de concentraciones de 

peróxido de hidrógeno comprendido entre  1,0·10-5 M y 2,5·10-2 M. 

En la Figura 7.7 se muestran las curvas de calibración obtenidas para los 

inmunosensores grafito-epoxy-RIgG con (A) 16% en grafito  y (B) 20% en grafito, y 

para los diferentes tiempos de incubación estudiados. Se puede observar que la 

disminución del tiempo de incubación de 30 minutos a 15 minutos no provoca una 

disminución significativa en la sensibilidad o pendiente de la curva de calibración 

obtenida. Esto hecho se observa para ambas composiciones de grafito estudiadas. Sin 

embargo, cuando se reduce el tiempo de incubación de 15 minutos a 10 minutos, si que 

se observa una pérdida de sensibilidad. Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos 

se ha definido el tiempo de incubación óptimo en 15 minutos. 
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Figura 7.7 Curvas  de calibración obtenidas para los inmunocompósitos con (A) 16% de grafito y (B) 

20% de grafito para diferentes tiempos de incubación. Las medidas fueron realizadas en fondo 

electrolítico tampón PBS (0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M KCl. La concentración de hidroquinona en medio es 

de 1,8·10-3 M y el barrido de concentraciones de H2O2 analizado es de 1,0·10-5 a 2,5·10-2 M. 

  

 

7.3.2 Evaluación de la respuesta electroanalítica  de los inmunosensores. 

Determinación de RIgG como analito  

La respuesta al sustrato enzimático (H2O2) del inmunosensor incubado, permite evaluar 

la cantidad de anticuerpo marcado (GaRIgG-HRP) que ha interaccionado con el 

antígeno (RIgG) contenido en el inmunocompósito después de interaccionar con el 

antígeno o analito presente en la muestra (RIgG). Según el formato con el cual se realiza 

el inmunoensayo heterogéneo, competitivo o sándwich, la relación con la cantidad de 

analito (antígeno que hay en la muestra) será directa o inversa (Kergaravat, 2013). En 

este caso se implementó el método competitivo, por tanto, la determinación será 

inversa. Debido a que en estudios anteriores se ha descrito que en el método sándwich, 

existe el fenómeno de la adsorción inespecífica en la superficie inmunosensora por parte 

de anti-IgG de cabra procedente de conejo conjugado con peroxidasa (RaGIgG-HRP) y 

no por parte de anti-IgG de conejo procente de cabra conjugada con peroxidasa 

(GaRIgG-HRP) (Santandreu, 1998), se ha seleccionado este método de inmunosayo 

para la realización del presente estudio. 

 

Cuando se utiliza la peroxidasa como marcador del anticuerpo, normalmente se utiliza 

el valor de la intensidad máxima obtenida para una única concentración de sustrato 

enzimático (peróxido de hidrógeno) para cada una de las concentraciones de analito 

(RIgG) estudiadas. Sin embargo, en este caso no se ha realizado una única adición de 

peróxido de hidrógeno sino que para cada una de las composiciones de analito 

estudiadas (ver Tabla 3.2, materiales y métodos) se ha realizado una calibración 
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completa con el sustrato peróxido de hidrógeno, para un intervalo de concentraciones 

entre 1,0·10-5 M y 2,5·10-2 M. 

 

Este estudio se ha realizado para los electrodos inmunocompósitos que se encuentran 

dentro del intervalo de composiciones de grafito óptimas, obtenidas a partir de la 

caracterización electroquímica (16% y 17% en grafito) y se han comparado con la 

composición convencional del 20% en grafito, composición utilizada en la mayoría de 

los estudios basados en este tipo de materiales compuestos. 

 

En la Figura 7.8 se muestran las curvas de calibración de la señal analítica frente a la 

concentración de H2O2, para los inmunocompósitos con un porcentaje de grafito de (A) 

16%, (B) 17% y (C) 20%. Los resultados obtenidos en este estudio, muestran que, no se 

produce una limitación de sustrato debido a que en los tres casos se trabaja a 

condiciones de saturación de la enzima. Además, no se evidencian diferencias 

significativas entre los tres inmunocompósitos (16%, 17%, 20% de grafito) por el hecho 

de modificar el transductor optimizando su composición, previamente a su aplicación 

analítica.  

 

En la Tabla 7.2 se muestran las sensibilidades de las pendientes de las rectas de 

calibración de los diferentes inmunosensores y para los diferentes inmunoensayos 

realizados para distintas concentraciones de sustrato enzimático (H2O2). Se puede 

observar que cuando no hay presencia de analito (RIgG) en el inmunoensayo, la 

sensibilidad incrementa a medida que aumenta el porcentaje de grafito, tal y como 

cabría esperar, ya que la cantidad de material conductor se incrementa y el área activa 

también. Sin embargo, a medida que aumenta la concentración de analito, la intensidad 

de la señal analítica disminuye, pero se puede observar que los inmunocompósitos que 

se encuentran dentro del intervalo óptimo de composiciones (16% y 17% en grafito) 

tienen una sensibilidad ligeramente superior a la del inmunocompósito del 20% en 

grafito. Este hecho se puede atribuir a la mejora de sus propiedades electroquímicas 

como transductor ya que la estabilidad y la relación señal/ruido de estos 

inmunocompósitos es mayor y por consiguiente la corriente no farádica es inferior. 

Estos resultados permiten asegurar que estos electrodos inmunocompósitos serán 

adecuados para determinar pequeñas variaciones en la intensidad de respuesta y por 

tanto, permitirán  determinar menores concentraciones de analito (RIgG). 
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Figura 7.8 Curvas de calibración obtenidas para los diferentes inmunoensayos realizados utilizando los 
inmunocompósitos con (A) 16% de grafito, (B) 17% de grafito y (C) 20% de grafito. Las medidas fueron 
realizadas en fondo electrolítico de tampón PBS (0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M de KCl. La concentración de 
hidroquinona en medio es de 1,8·10-3 M y el barrido de concentraciones de H2O2 realizado de 1,0·10-5 

hasta 2,5·10-2 M. 
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Tabla 7.2 Comparativa de las sensibilidades obtenidas por regresión lineal en las curvas de calibración 
obtenidas para cada uno de los electrodos inmunocompósitos del 16% , 17% y 20% en grafito y para cada 
una de las concentraciones de analito (RIgG) evaluadas. 

[RIgG]  

µg/mL 

Sensibilidad µA·L·mol-1 

16% grafito 17% grafito 20% grafito 

0 -18,725 -18,838 -19,789 

0,028 -18,800 -18,582 -15,778 

0,069 -17,006 -17,141 -15,312 

0,100 -14,283 -15,906 -13,083 

0,370 -14,077 -15,659 -11,542 

0,900 -13,640 -15,077 -11,458 

4,60 -13,604 -14,103 -10,657 

9,2 -13,504 -12,856 -10,076 

23,1 -12,030 -12,418 -9,749 

36,9 -10,843 -11,045 -8,990 

55,3 -10,168 -10,30 -7,838 

92,2 -9,098 -9,960 -7,162 

 

 

En base a esta primera evaluación de las propiedades de respuesta de los 

inmunocompósitos, se ha realizado una segunda evaluación de las propiedades de 

respuesta de los inmunosensores modificando las condiciones experimentales del 

inmunoensayo competitivo. Concretamente, se pretende ver el efecto que provoca una 

disminución en la concentración del inmunoconjugado utilizado en la incubación,  y 

relacionarlo con las propiedades electroquímicas del inmunosensor.  En este sentido, se 

ha realizado una reducción en la concentración stock de inmunoconjugado (GaRIgG-

HRP), disminuyendo la concentración de un 0,33% (v/v) a un 0,033% (v/v). Debido a 

esta disminución de la concentración de la solución de inmunoconjugado, las 

concentraciones de analito (RIgG) han sido reducidas también, para adaptarlas a la 

reducción inicial de inmunoconjugado. En la Tabla 7.3 se muestran las nuevas 

condiciones para la preparación de las disoluciones de incubación. La metodología de 

realización de cada uno de los ensayos ha sido la misma que en el estudio anterior.  
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Tabla 7.3 Protocolo de preparación de las disoluciones de incubación del ensayo competitivo, utilizando 
una solución stock de analito (RIgG) de 0,25 µg/mL. 

disolución 

 stock analito 

(µL) 

disolución stock de 

inmunoconjugado 

(µL)  

disolución 

bloqueante 2 

(µL) 

RIgG 

 (µg/mL)  

% GaRIgG   

(v/v)  

0 30 60 0 0,033 

1 30 59 0,0069 0,033 

10 30 50 0,0278 0,033 

40 30 20 0,111 0,033 

 

 

Las curvas  de calibración obtenidas con estas nuevas condiciones  de ensayo para el 

ensayo competitivo, se muestran en la Figura 7.9 para los inmunocompósitos del  (A) 

16% de grafito, (B) 17% de grafito y (C) 20% de grafito. Se puede observar que en estas 

nuevas condiciones, los inmunocompósitos de composiciones incluidas dentro del 

intervalo óptimo de composición presentan mayor sensibilidad respecto a la 

composición convencional del 20% de grafito, donde claramente, para esta última 

composición, hay muy poca diferenciación de la señal  para una misma concentración 

de sustrato (peróxido de hidrógeno) y para las diferentes concentraciones de analito 

(RIgG) estudiadas.  

 

Por lo tanto, a partir de estos resultados se puede afirmar que, cuando se realiza una 

reducción de las concentraciones analito-inmunoconjugado los inmunocompósitos 

optimizados mejoran la señal analítica frente a los inmunocompósitos con un 20% en 

grafito, porque presentan una mayor sensibilidad y permiten llegar a detectar 

concentraciones de analito inferiores. La principal ventaja que presentan los 

inmunocompósitos optimizados es que permiten observar diferencias de señal más 

pequeñas respecto a los de composición del 20% de grafito y, por tanto, menores límites 

de detección. Además, esta mejora de la señal analítica se obtiene disminuyendo 

significativamente el consumo de reactivos necesarios para realizar la medida. 
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Figura 7.9 Curvas  de calibración obtenidas para los diferentes inmunoensayos realizados con los 
inmunocompósitos con (A) 16% en grafito, (B) 17% en grafito y (C) 20% en grafito. Las medidas fueron 
realizadas en fondo electrolítico de tampón PBS (0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M de KCl. La concentración de 
hidroquinona en el medio es 1,8·10-3 M y el barrido de concentraciones de H2O2 realizado de 1,0·10-5 

hasta 2,5·10-2 M. 
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Finalmente, dado que en el estudio anterior se ha observado una mejora en la respuesta 

debida a la reducción de la relación analito-inmunoconjugado utilizado, se ha realizado 

una nueva evaluación de la respuesta de los inmunocompósitos haciendo una nueva 

disminución de la concentración de inmunoconjugado para ver qué efecto provoca en la 

respuesta. En este caso, se ha fijado la concentración de GaRIgG-HRP en un 0,017% 

(v/v) y se ha reajustado nuevamente la concentración de analito. Las diferentes 

disoluciones de incubación a preparar se muestran en la Tabla 7.4. 

 

 

 
Tabla 7.4 Protocolo de preparación de las disoluciones de incubación del ensayo competitivo, utilizando 

una solución stock de analito (RIgG) de 0,25 µg/mL. 

Disolución 

stock de 

analito (RIgG) 

(µL) 

Disolución stock de 

inmunoconjugado 

(µL) 

Disolución 

bloqueante 2 

(µL) 

RIgG 

(µg/mL) 

% GaRIgG 

(v/v) 

0 30 60 0 0,017 

0,5 30 59,5 0,0014 0,017 

1 30 59 0,0028 0,017 

2,5 30 57,5 0,0069 0,017 

4 30 56 0,0111 0,017 

6 30 54 0,0167 0,017 

10 30 50 0,0278 0,017 

 

 

La respuesta obtenida para cada uno de los ensayos realizados, se muestra en la Figura 

7.10 para los inmunocompósitos con (A) 16% de grafito, (B) 17% de grafito  y (C) 20% 

de grafito. Se puede observar que bajo estas nuevas condiciones experimentales de 

ensayo, el inmunocompósito con el 20% en grafito no es capaz de diferenciar entre el 

ensayo en el que no hay presencia de analito y el ensayo en el que existe la máxima 

cantidad de analito presente. En cambio, para los inmunocompósitos optimizados con 

un 16% y 17% en grafito, se puede observar que son capaces de diferenciar las 

pequeñas variaciones producidas por los cambios en la concentración de analito, para 

una misma concentración de peróxido de hidrógeno. Por tanto, en estas condiciones 

experimentales  se consigue determinar concentraciones de analito mucho más bajas, 

comparadas con las condiciones iniciales del ensayo y con el inmunocompósito 

convencionalmente utilizado del 20% de grafito y que utiliza como criterio de 

optimización la mínima resistencia del material transductor. 
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Figura 7.10 Curvas de calibración obtenidas para los diferentes inmunoensayos realizados con los 
inmunocompósitos con (A) 16% de grafito, (B) 17% de grafito y 20% de grafito. Las medidas fueron 
realizadas en fondo de tampón PBS (0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M de KCl. La concentración de 
hidroquinona en medio es de 1,8·10-3 M y el barrido de concentraciones de H2O2 realizado de 1,0·10-5 

hasta 2,5·10-2 M. 
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A partir de los resultados obtenidos en esta evaluación se puede representar la relación 

entre la señal de respuesta máxima obtenida, para una determinada concentración de 

sustrato, y la concentración de analito (RIgG). En la Figura 7.11 y Figura 7.12 se 

muestran las curvas de calibración obtenidas, así como el rango lineal de ambos 

calibrados obtenidos para  los inmunocompósitos del 16% y 17% de grafito en el  

inmunoensayo competitivo. Se puede observar que los inmunocompósitos optimizados 

presentan un intervalo lineal comprendido entre 0,069 y 0,0111 µg/ml (6,9 ng/mL y 

11,1 ng/mL) para el inmunocompósito del 17% y entre 0,0014 y 0,0111 µg/mL (1,4 

ng/mL y 11,1 ng/mL) para el inmunocompósito del 16%. Se ha de destacar que la 

mejora de las propiedades electroanalíticas de los inmunocompósitos permite reducir de 

forma significativa la cantidad de inmunoespecies que es necesario  utilizar por ensayo, 

lo cual significa una reducción de costes por análisis y una minimización de los residuos 

químicos generados. Adicionalmente, los límites de detección obtenidos son más bajos 

debido a una mejora en la relación señal/ruido, y se ha mantenido sensibilidades 

moderadas.  

Por tanto, a partir de estos resultados,  se puede concluir que, si bien la mejora previa de 

las propiedades electroquímicas del transductor no implica  una mejora directa de las 

propiedades electroanalíticas de respuesta del inmunosensor, cuando se utilizan 

condiciones de ensayo en las que no hay ninguna limitación (ni sustrato, ni  

inmunoconjugado), una apropiada caracterización de la composición de los 

inmunocompósitos, permite utilizar  de forma significativa, una menor cantidad de 

inmunoespecies en cada determinación, minimizando el coste del análisis y generando 

menos residuos, consiguiendo además una disminución de los límites de detección. Las 

ventajas que aporta la optimización, son especialmente relevantes en las aplicaciones 

analíticas donde el costo de los reactivos inmunológicos es elevado y la determinación, 

ya sea de cuantificación o de detección, es necesaria a concentraciones 

excepcionalmente bajas de analito.  



Parte III   

 

179 

 

 
Figura 7.11 (A) Curva de calibración del inmunoensayo competitivo obtenida para el inmunocompósito 
del 16% de grafito utilizando fondo electrolítico de tampón PBS (0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M de KCl,  
concentración de hidroquinona en medio de 1,8·10-3 M y para una concentración de H2O2 de 1,31·10-2 M. 

(B) Recta de calibración correspondiente al rango lineal. 

 

 
Figura 7.12 (A) Curva de calibración del inmunoensayo competitivo obtenida para el inmunocompósito 
del 17% de grafito utilizando fondo de tampón PBS (0,1 M y pH = 7,0) y 0,1 M de KCl, concentración de 
hidroquinona en medio de 1,8·10-3 M y para una concentración de H2O2 de 1,31·10-2 M. (B) Recta de 

calibración correspondiente al rango lineal. 
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7.4 Conclusiones 

El estudio de la composición de grafito en inmunocompósitos nos ha permitido llegar a 

las siguientes conclusiones: 

• La caracterización mediante la técnica espectroscopia electroquímica de 

impedancias ha permitido mejorar las propiedades electroquímicas de los 

inmunocompósitos basados en grafito-epoxy con inmunoglobulina G de conejo 

(RIgG).  

 

• Con la técnica de EIS se ha podido determinar que para el sistema basado en 

grafito-epoxy-RIgG el intervalo de composiciones que presentan unas 

características electroquímicas óptimas, según los criterios establecidos, se 

encuentra entre el 16% y el 17% en grafito. Por lo tanto, no se producirán 

variaciones significativas en el comportamiento electroquímico de estos 

inmunocompósitos, asociados con pequeñas modificaciones en la composición 

alrededor de este intervalo óptimo.  

 

• La optimización electroquímica previa del inmunocompósito, ha permitido 

reducir la cantidad de material inmunológico empleado en cada ensayo, 

reduciendo el coste por análisis. 

 
• Con los electrodos optimizados (16%-17% en grafito) se consigue llegar a 

detectar concentraciones de RIgG inferiores con respecto a la composición 

convencional del 20% en grafito, sin pérdida significativa de sensibilidad. 

• Los inmunosensores de composición optimizada  presentan una señal analítica  

mucho más estable. 
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8. Conclusiones Generales 
 

A lo largo de estos últimos años, los (bio)sensores basados en (bio)compósitos, han 

experimentado un espectacular avance, debido sobre todo, a las importantes ventajas 

que aportan estos materiales como ya se ha descrito en la introducción. Sin embargo, la 

caracterización y optimización de los componentes que forman estos (bio)compósitos 

han quedado en un segundo plano. En esta tesis se han planteado una serie de objetivos, 

basados fundamentalmente en definir nuevas estrategias y marcar nuevos protocolos de 

caracterización para desarrollar (bio)sensores más eficaces. El estudio se ha basado, 

partiendo de las numerosas similitudes que comparten los materiales compósitos con los 

haces de microelectrodos, en cuanto a las características electroquímicas se refiere. 

Asumiendo que, la calidad analítica de un biosensor amperométrico pasa por incorporar 

un material biológico de alta especificidad y actividad biológica, en este trabajo se ha 

demostrado que la optimización del transductor electroquímico asociado, es 

determinante en la obtención de una respuesta analítica mejorada, permitiendo el 

desarrollo de dispositivos más versátiles, y ampliando el campo de posibles aplicaciones 

analíticas estratégicas. 

Así pues, en base a los resultados obtenidos en esta tesis se ha demostrado  la 

importancia que tiene la optimización de la composición de las diferentes fases que 

componen los materiales (bio)compósitos destinados al desarrollo de (bio)sensores 

voltamperométricos. Esto ha sido posible mediante la aplicación sistemática de técnicas 

electroquímicas y espectroscópicas, que han permitido definir  nuevos protocolos de 

caracterización, en función de los nuevos criterios de optimización propuestos. Se ha 

demostrado que la utilización estratégica  de diversas técnicas de caracterización 

analíticas,  eléctricas, electroquímicas y morfológicas, ha permitido optimizar la 

composición de materiales biocompósitos para  obtener (bio)sensores con propiedades 

electroquímicas y analíticas mejoradas. 

A lo largo del trabajo desarrollado, técnicas como la microscopía de fuerza atómica 

(AFM), diferentes técnicas voltameprométricas, la microscopía láser confocal y la 

espectroscopia electroquímica de impedancias (EIS), han permitido optimizar  diversos 

materiales compuestos conductores del tipo grafito-epoxy EpoTek H77, antes y después 

de la modificación de la matriz con un componente biológico. 



Parte IV  
 

184 

 

 Se ha demostrado, que la técnica EIS es una herramienta idónea para la caracterización 

de la composición de los (bio)compósitos. Los espectros de impedancias, han permitido   

obtener información relevante a cerca de,  la resistencia óhmica, parámetro relacionado 

con la resistencia de percolación,  la resistencia a la transferencia de carga, la cual está 

relacionada con la velocidad de transferencia electrónica y que dependen de la 

reactividad electroquímica de la superficie del electrodo, y sobre todo, la doble capa de 

difusión, relacionada con la señal de fondo o ruido, parámetro a minimizar para mejorar 

la relación señal/ruido.  

En el desarrollo de biosensores basados en (bio)compósitos, se ha demostrado que la 

optimización de la composición de grafito en estos materiales, es más relevante que la 

cantidad de componente biológico presente en el (bio)compósito, obteniendo 

dispositivos más eficaces desde el punto de vista analítico, sobre todo en la estabilidad y 

en la determinación de límites de detección más bajos. 

Ha quedado demostrado que, las composiciones óptimas de los (bio)compósitos, no son 

los que contienen la máxima cantidad de componente conductor permitida por el 

material, si no, proporciones cercanas a la percolación son las que presentan unas 

características electroquímicas mejores, ya que presentan un equilibrio entre la máxima 

transferencia de carga (lo que se traduce en un aumento de la intensidad) y una mínima 

intensidad no farádica (lo que implica  una disminución del ruido y el consecuente 

aumento de la relación señal/ruido). 

De forma más concreta, a continuación se detallan  las  conclusiones parciales más 

relevantes extraídas de los estudios presentados en esta memoria: 

1. La optimización de la composición del compósito ha permitido mejorar las 

propiedades electroquímicas y la  respuesta electroanalítica de los electrodos 

compósitos basados en grafito y en resina epoxy (Epotek H77).  

a. Los parámetros electroquímicos  (RΩ, Rct y Cdl) obtenidos con la técnica de 

EIS, han permitido definir una composición óptima de estos materiales 

compuestos. Con esta técnica se ha podido concluir que para el sistema 

grafito-epoxy Epotek H77, el intervalo de composiciones óptimo se 

encuentra entre el 15% y el 16% de grafito.  

b. Los resultados obtenidos han permitido corroborar, que una proporción 

menor de grafito con respecto a la proporción máxima, permite obtener 

superficies con zonas conductoras separadas entre sí por zonas no 

conductoras, que mimetizan el comportamiento de un haz de 

microelectrodos compartiendo muchas de las ventajas electroquímicas. 

c. En términos de respuesta electroanalítica, se ha obtenido una mejora de las 

propiedades analíticas para el electrodo compósito de composición 
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optimizada. Obteniéndose un mejora significativa del límite de detección, de 

la reproducibilidad y la estabilidad de la señal analítica. Con el electrodo de 

una composición de grafito del 15%, se ha mejorado la detección 

electroanalítica del ácido ascórbico, peróxido de hidrógeno e hipoclorito con 

respecto al electrodo estándar de 20% de grafito.  

 

2.  La optimización del material biocompuesto en base a la composición, ha permitido  

obtener una calidad de respuesta electroanalítica excepcionalmente mejorada que en 

biocompósitos no optimizados, debido a una mejora en la capacidad de transducción 

electroquímica en la superficie del biosensor. Los protocolos de caracterización y 

optimización propuestos en esta tesis, han sido aplicados con éxito a la optimización 

de biocompósitos basados en grafito-epoxy (Epotek H77)-GOD.  

a. Se ha comprobado que la modificación en matriz de los compósitos con un 

tercer elemento de origen biológico, produce una variación en los parámetros 

electroquímicos de repuesta como la resistencia óhmica, la resistencia a la 

transferencia de carga y la capacidad de la doble capa del sistema 

biocompósito resultante. 

b. La técnica de EIS y la voltamperometría cíclica, han resultado igualmente 

válidas para optimizar la composición de biocompósitos aplicados en el 

desarrollo de biosensores más eficientes. Los biosensores de glucosa basados 

en grafito-epoxy-GOD con una composición en el intervalo del 16% al 17% 

de grafito, han mostrado una calidad de la señal analítica significativamente 

superior a los biosensores basados en composiciones con la máxima carga de 

grafito (20%). Adicionalmente, no se han producido variaciones 

significativas en el comportamiento electroquímico del biosensor final 

dentro del intervalo de composición óptima.  

c. Se ha mejorado la reproducibilidad, la estabilidad de la señal y los límites de 

detección sin un cambio significativo de la sensibilidad de calibración. El 

límite detección obtenido para el electrodo biocompósito del 16% de grafito 

es un orden de magnitud inferior respecto al del 20% de grafito. 

d. Se ha concluido que, un cambio en la proporción de material biológico (1% 

y 2%) no produce un cambio significativo en la señal analítica, siendo 

mucho más importante la relación entre el material conductor y el polímero 

utilizado. La técnica de microscopia láser confocal ha permitido evaluar la 

distribución de la enzima en la superficie del electrodo, estableciéndose 

como una herramienta complementaría en la caracterización morfológica de 

la superficie de biosensores basados en biocompósitos de carácter 

enzimático. 
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3. Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas electroquímicas de caracterización 

para su aplicación en el desarrollo de biosensores basados en biocompósitos de 

carácter enzimático para medidas indirectas de analito mediante inhibición 

enzimática. 

a. Se han construido y caracterizado con éxito electrodos biocompósitos 

basados en grafito-epoxy que incorporan la enzima acetilcolinesterasa.  Con 

los resultados obtenidos mediante la técnica EIS se ha definido el intervalo 

óptimo de composiciones para el sistema biocompósito basado en grafito-

epoxy-AChE. Este intervalo se encuentra en torno a una composición del 

16% - 17% de grafito.Los electrodos que se encuentran en el intervalo 

óptimo de composiciones, 16 - 17% en grafito, a pesar de presentar una 

menor sensibilidad, con respecto al electrodo del 20% en grafito, permiten 

obtener límites de detección para el sustrato enzimático, cloruro de 

acetiltiocolina, un orden de magnitud inferior. 

b. Se ha demostrado que los valores de composición óptima permiten fabricar 

electrodos biocompósitos voltamperométricos robustos y útiles para 

aplicaciones donde se requieren dispositivos sensibles, con relación 

señal/ruido optimizada, que permiten determinar concentraciones muy bajas 

de analito. Los electrodos de composición optimizada permiten llegar a 

detectar concentraciones de inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa 

inferiores a los de composición convencional (20% de grafito). 

c. Se ha demostrado la posibilidad de aplicar la tecnología LTCC, para la 

fabricación de un dispositivo analítico miniaturizado con detección 

amperométrica que incorpora el biocompósito optimizado como detector. La 

miniaturización del sistema de detección y la integración de todos los 

electrodos presenta como ventaja adicional la mejora del límite de detección 

en la determinación de pesticidas. Concretamente, en la determinación  del 

carbofurano y paraoxón, mediante el microanalizador se ha podido llegar a 

determinar concentraciones inferiores (LD = 0,1 ppb) respecto a las 

obtenidas con los electrodos convencionales (LD = 0,250 ppb), utilizados en 

las medidas en batch.  

d. En el análisis de muestras reales de aguas de riego dopadas con pesticidas, 

no se han encontrado diferencias significativas entre los resultados obtenidos 

con los análisis realizados utilizando el biocompósito del 16-17% de grafito 

en medidas efectuadas en batch, respecto a las obtenidas con el 

microanalizador (16% de grafito). 
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4. Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas electroquímicas de caracterización 

para su aplicación en el desarrollo de inmunosensores basados en 

inmunocompósitos de carácter inmunológico para medidas indirectas de antígeno 

mediante inmunoensayo competitivo. 

a. Con la técnica de EIS se ha podido determinar que para el sistema basado en 

grafito-epoxy-RIgG el intervalo de composiciones que presentan unas 

características electroquímicas óptimas, se encuentra entre el 16% y el 17% 

en grafito. Se ha concluido que no se producirán variaciones significativas 

en el comportamiento electroquímico de estos inmunocompósitos, asociados 

con pequeñas modificaciones en la composición alrededor de este intervalo 

óptimo.  

b. La optimización electroquímica previa del inmunocompósito, ha permitido 

reducir la cantidad de material inmunológico empleado en cada ensayo, 

reduciendo el coste por análisis y minimizando la generación de residuos. 

c. Los inmunosensores de composición optimizada  han presentado una señal 

analítica  mucho más estable. Con los electrodos optimizados (16% - 17% en 

grafito) se ha conseguido llegar a detectar concentraciones de RIgG 

inferiores respecto a la composición convencional del 20% en grafito, sin 

pérdida significativa de sensibilidad. 

 



 


