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RESUMEN

Los (bio)materiales compuestos conductores (bio)compositos) han sido en los Gltimos
afios, 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 fisicas, mecanicas y eléctricas
muy distintas a los materiales originales que lo constituyen. Los (bio)sensores
desarrollados con estos materiales presentan diferentes ventajas analiticas respecto a los
conductores puros, que les proporcionan un alto valor afiadido como por ejemplo,
versatilidad, durabilidad, facilidad de regeneracion superficial y de integracion,
funcionalidad como reservorio de material bioldgico, etc.

Las propiedades eléctricas de los (bio)compositos y, por tanto, su aplicabilidad
analitica, estan drasticamente influenciadas por la naturaleza de las particulas
conductoras que lo forman, asi como, de la cantidad y distribucidon espacial de las
mismas en la matriz del (bio)composito. Una de las caracteristicas electroquimicas mas
importantes que poseen estos materiales, es la similitud en su comportamiento
electroquimico respecto a (bio)sensores desarrollados con haces de microelectrodos. La
presencia de areas conductoras separadas por areas no conductoras en la superficie del
electrodo, mimetiza la distribucion mas o menos ordenada de microelectrodos separados
entre si por un aislante eléctrico. Las caracteristicas de respuesta de los haces de
microelectrodos dependen fundamentalmente, de las dimensiones y separacién entre si
de los microelectrodos. De manera, que una apropiada optimizacion de la separacion de
las particulas conductoras y de su distribucion interna en los (bio)compdsitos
desarrollados permitiria mejorar la eficacia analitica de los (bio)sensores basados en
(bio)compositos.

En el trabajo de investigacion presentado en esta tesis, se han implementado un
conjunto de tecnicas instrumentales que, aplicadas de forma estratégica y sistematica,
han permitido la caracterizacion y optimizacion de la composicion de (bio)materiales
compuestos basados en grafito y resina epoxy (Epotek H77), permitiendo el desarrollo
de (bio)sensores amperometricos méas eficaces. Se ha mejorado la estabilidad y
reproducibilidad de la sefial, y se ha disminuido los limites de deteccion de forma
significativa aumentando la relacion sefial/ruido.

En primer lugar, se ha caracterizado el material compuesto de partida en funcién de la
composicion de grafito-resina presente en el mismo. Se han utilizado diferentes técnicas
de caracterizacion que permiten obtener informacion de las propiedades eléctricas,
electroquimicas y morfologicas del material. Se han construido electrodos compositos
de diferentes composiciones y se han caracterizando usando las técnicas de
espectroscopia electroquimica de impedancias, voltamperometria ciclica, microscopia
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de fuerza atébmica con punta conductora, microscopia electronica de barrido,
microscopia laser confocal y amperometria hidrodinamica.

La utilizacion de estas técnicas ha permitido estudiar, el efecto que la incorporacion de
un tercer elemento de caracter bioldgico, en el material compuesto, tiene sobre la
distribucion espacial de las particulas conductoras que forman el biocompédsito. La
eficacia de estas técnicas ha quedado demostrada en la optimizacion de la composicién
(16%-17%) de un biosensor de glucosa modelo, donde la eficacia de la respuesta
analitica ha sido superior a los biosensores con un contenido de grafito estandar (20%).

Los nuevos criterios de optimizacion, han sido aplicados a biosensores basados en
(bio/inmuno)compdsitos, que presentan un interés relevante en aplicaciones analiticas.
La respuesta analitica de los nuevos biosensores optimizados, se ha comparado con
biosensores basados en el mismo tipo de (bio/inmuno)composito que contienen un 20%
de grafito, y que pueden encontrarse en la bibliografia. Concretamente, se han estudiado
un biosensor de acetilcolinesterasa, aplicado a la determinacion de pesticidas por
inhibicién enzimatica, y un inmunosensor de inmunoglobulina G aplicado a la
determinacion indirecta de un antigeno, mediante la deteccion del correspondiente
anticuerpo marcado. En los dos casos, se han obtenido mejoras significativas en la
respuesta analitica después de la optimizacion de la composicion del
(bio/inmuno)composito.
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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.



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. Introduccion

1. Introduccion

La nanotecnologia es un punto de encuentro de diversas disciplinas como la fisica, la
guimica, la biologia, las ciencias de la computacién, la ingenieria, etc. Este caracter
multidisciplinar ha favorecido investigaciones en la frontera entre dichas disciplinas,
propiciando descubrimientos que ya son de aplicacion en multiples sectores y nos
ayudaran a enfrentarnos a los grandes retos que los seres humanos tenemos ante
nosotros: medioambiente, salud, energia, transporte, comunicaciones, alimentacion, etc.

Dentro de la quimica analitica en general, y en el campo de los (bio)sensores en
particular, la nanotecnologia ha aportado numerosos beneficios al desarrollo de estos
dispositivos analiticos. Concretamente, el uso de materiales de dimensiones
nanometricas y micrométricas ha contribuido de forma significativa, a una mejora de las
propiedades electroanaliticas y un buen desempefio de los (bio)sensores
amperométricos. Estos, han experimentado un notable avance en los Ultimos afios,
debido fundamentalmente al desarrollo de nuevos materiales transductores basados en
micro/nano estructuras, altamente compatibles con sistemas biolégicos, que han sido
aplicados a diferentes areas como por ejemplo la biomedicina, el medioambiente, y de
forma mas incipiente la industria agroalimentaria.

La continua busqueda de nuevos sensores y biosensores que ofrezcan una mejora de las
propiedades analiticas se ha centrado fundamentalmente, en la mejora de la respuesta
electroquimica de los electrodos convencionales, asi como en la proporcionada por
nuevos materiales conductores. En este contexto, los materiales basados en diferentes
estructuras de carbonagyldssy carbon,carbon black fibras de carbono, grafito
policristalino en polvo, grafito pirolitco, grafito pirolitico altamente ordenado,
nanotubos de carbono o grafeno) han estado y estan siendo ampliamente utilizadas,
tanto en el soporte de nuevos electrodos como para crear nuevas distribuciones y
geometrias, ya sean ordenadas (haz de micro/nano electrodos) o desordenadas
(micro/nano compadsitos) que proporcionen ventajas electroquimicas (Olivé-Monllau et
al., 2010, 2009). Actualmente, entre todas estas configuraciones, los materiales
compuestos basados en nanoestructures se han visto impulsados por la aparicion de
nuevos materiales como los nanotubos de carboadn nanotubesCNT) o el
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grafeno. Sin embargo, a pesar que el grafito es la configuracion mas basica 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 compdésito alta estabilidad mecanica y elevada area superficial, con unas
excelentes propiedades tanto eléctricas como electroquimicas. Asimismo, debido a su
facil maleabilidad, pueden adquirir cualquier forma y geometria 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 compdsitos una vez han sido
caracterizados y optimizados, los hacen aptos para ser integrados como detectores
altamente mejorados en sistemas automaticos de analisis.

1.1 Sensores Quimicos

La necesidad creciente de tener instrumentacién analitica que pueda generar

informacion fuera del laboratorio ha hecho de los sensores quimicos una herramienta

atil de analisis en diferentes campos de la Quimica Analitica. Su capacidad de reducir la

complejidad analitica es debida a que integran la mayor parte de las etapas del proceso
analitico tradicional (toma de muestra, transporte, tratamiento, separacion, reaccion,

deteccion, procesamiento de la sefial e interpretacion) en un espacio muy reducido.

Se define un sensor quimico como un dispositivo capaz de transducir la informacion
quimica de una muestra en una sefial analitica util (Alegret et al., 2004). Los sensores
guimicos constan de dos componentes basicos: un sistema de reconocimiento molecular
0 receptor y un transductor, sobre el que se encuentra conectado el primero.

El receptor reconoce selectivamente la informacién quimica presente en la muestra y la
convierte de forma que pueda ser reconocida por el transductor, que la transforma a su
vez de una sefal primaria a una sefal secundaria procesable facilmente, generalmente
de tipo eléctrico (Figura 1.1). Existen tres tipos de receptores (Turner and Wilson,
1987):

» Fisicos cuando no hay reacciones quimicas involucradas en la deteccion. Un
ejemplo son los materiales piezoeléctricos utilizados para detectar cambios de
masa.

= Quimicos la sefal proviene de una reaccidn quimica. Por ejemplo agentes
guelantes, ionoforos, etc.

» Biolégicos cuando el material receptor tiene una procedencia biolégica. Por
ejemplo, enzimas, anticuerpos, ADN, células, etc. En este caso, los sensores
quimicos se denominan biosensores.
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Figura 1.1 Diagrama esquematico del funcionamiento de un sensor quimico. S6lo un componente de la
muestra es reconocido por el sistema de reconociemiento (R). La sefial asociada a este proceso de
reconocimiento es convertida en sefial eléctrica por el transductor (T); posteriormente esta sefial es
amplificada (A) y procesada y se presenta en la forma deseada (Alegret, 1995).

1.1.1 Clasificacion de los sensores en base al tipo de transduccién

Una de las posibles clasificaciones de los sensores quimicos presentada por la IUPAC,
se basa en los diferentes métodos de transduccion (Hulanicki et al., 1991). Se denomina
transduccion a la accion de un transductor que implica la transformacion de la energia
obtenida en el reconocimiento de una sefial fisica Gtil obtenida para extraer informacion

analitica de la muestra. Segun esta clasificacion, mostrada en la Tabla 1.1., se incluye
dispositivos o6pticos, electroquimicos, eléctricos, sensibles a masa o pizoeléctricos,

magnéticos, termomeétricos, etc.

De entre todos los tipos, los métodos electroquimicos han recibido una mayor atencion
en el desarrollo de los sensores quimicos debido a su sencillez, tanto instrumental como
conceptual. El proceso electroquimico tiene lugar en la interfase electrodo-disolucion,
sin necesidad de interaccionar con todo el volumen de muestra. Ademas, son técnicas
gue no requieren de instrumentacion sofisticada por lo que se reduce el coste de analisis.
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Tabla 1.1 Clasificacion de los sensores quimicos en base a los diferentes tipos de transduccion

Transduccion Descripcion Medidas

Transforman los cambios| Absorbancia, reflectancia,
producidos en una sefial | quimioluminiscencia,

Optica por la interaccion defluorescencia, indice de

un analito con el receptor| refraccion, efecto
fototérmico, dispersion de la
luz

Opticos

La sefal transformada es

. . _, | Potenciométricos,
. debida a una interaccion o
Electroquimicos voltamperomeétricos

electroquimica entre el L
. (amperométricos)
analito y el electrodo

Miden los cambios de las
propiedades eléctricas, sinConductividad,
gue tengan lugar procesospermeabilidad
electroquimicos

Eléctricos

Dispositivos que
transforman un cambio de
masa que se da sobre el
electrodo con materiales
de propiedades
piezoeléctricas

Piezoeléctricos Frecuencia de oscilacion

Los métodos electroquimicos también se pueden clasificar a su vez en funcion del tipo
de sefal 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 reaccion de transferencia de carga
derivada de la aplicaciéon 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 amperomeétricas. En ambos casos, se requiere de tres electrodos
(conductores) y una solucién de contacto (electrolito), para complementar el montaje de
la celda electroquimica.
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1.2 Sensores amperométricos

La técnica amperomeétrica presenta numerosas ventajas que la hacen adecuada para su
implementacion en el campo de los sensores. Entre ellas se puede citar (Masson et al.,
1995):

» La existencia de una relaciéon directa entre la concentracién de la especie que se
quiere analizar y la intensidad de corriente que es la sefial analitica observada.
Esta es la causa por la que presenta mayor sensibilidad respecto a la técnica
potenciométrica, en la que la sefial analitica (potencial) depende del logaritmo de
la concentracion. Esto se traduce también en la obtencion, en general, de
mejores limites de deteccion.

» Se basa en reacciones que tienen lugar en la superficie del electrodo, por lo que
la sefal obtenida no depende del volumen de la muestra.

» Es una técnica analitica simple, robusta y econémica.

» La sefial analitica obtenida es facilmente procesable.

= Presenta un amplio rango dinamico (de 4 o 5 décadas de concentracion). Esto
favorece la posibilidad de aplicacion en la automatizacion de la sefal y en
control de procesos y de automatizacion.

* No es susceptible de interferencias de tipo fisico (color, turbidez, viscosidad).
Esto lo que evita es la necesidad de tratamiento de muestra.

» Los materiales utilizados para la construccion 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 informacion analitica, es
decir, que se reduzcan u oxiden a potenciales similares, interferiran en las medidas. Este
hecho puede solventarse utilizando mediadores quimicos y haciendo mas selectiva la
membrana, mediante un reconocimiento bioespecifico, como puede ser una interaccion
DNA/DNA, enzima/sustrato o antigeno/anticuerpo.

Los sensores amperométricos se basan en la medida de la intensidad de corriente
resultante de la reaccion electroquimica que se produce en la superficie del electrodo al
aplicar un potencial de polarizacion constante (Habermiiller et al., 2000). La eleccién
adecuada de este potencial aporta cierta selectividad electroanalitica. Para realizar
medidas amperométricas se utilizan sistemas de tres electrodos (electrodo de trabajo,
electrodo de referencia y electrodo auxiliar) sumergidos en la solucion que contiene la
especie electroactiva. Sobre el electrodo de trabajo tiene lugar la reaccion
electroquimica, 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 reaccidon quimica 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 reaccién
electroquimica (velocidad de reduccion u oxidacion del analito en el electrodo) descrita
por la Ley de Faraday (en su forma diferencial) segun la ecuacion 1.1:

d .,
I = an—i ecuacion 1.1

en dondedc/dt corresponde a la velocidad de oxidaciéon o reduccion del analito, en
moles/s,n es el numero de electrones implicado en la reaccion electrodicasyla
constante de Faraday. Esta velocidad de reaccién depende de diferentes factores: a) de
la velocidad de transferencia de electrones entre la superficie del electrodo y las
especies electroquimicas; b) de las caracteristicas del electrodo y del transporte de masa
del analito desde seno de la disolucion hasta la superficie del electrodo, que al mismo
tiempo depende de la concentracién del analito en la solucignd)Cdel area del
electrodo; y d) de las condiciones de difusion, migracion y conveccion (Alvarez-lcaza
and Bilitewski, 1993). La migracion, que se debe al transporte del analito por un
gradiente eléctrico, generalmente se elimina adicionando un electrolito soporte en la
celda. La conveccion, que se debe al transporte del analito impulsada por un
movimiento de la solucién (por ejemplo, mediante agitacion), puede controlarse
simplemente si no se aplica agitacion a la solucidbn o si se aplica una agitacion
constante. La difusion, que se debe al transporte del analito debido al gradiente de
concentracion del mismo, depende del tiempo, hecho que limita este tipo de
experimentos.

Si la respuesta de los electrodos se mide en una solucion estatica, la corriente | decrece
con el tiempo, segun la ecuacién descripta por Cottrell (Bard and Faulkner, 2001):

I = nFA\/% Ca ecuacion 1.2

en donden es el nimero de electrones que participan en la reaccién electrogéimica,

es la constante de Faradayelfarea del electrodo, [l coeficiente de difusion de la
especie electroactiva en la soluciérprresponde al tiempo durante el cual se produce

la reaccion yC, es la concentracion de la especie electroactiva en la solucion. Debido a
la dependencia del tiempo como se evidencia en la ecuacion de Cottrell, en estas
condiciones la corriente deberia de disminuir hasta cero después de un periodo 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
concentracion de analito es utilizar técnicas hidrodindmicas en las cuales se fuerza la
conveccion, por ejemplo, agitando la solucion o utilizando un electrodo de trabajo de
disco rotatorio. En estas condiciones, el transporte de masa en estos experimentos, que
es mas rapido, es una combinacion de la conveccién y la difusion. De esta manera, se
forma una capa de difusion estatica en la superficie del electrodo de undymser
depende de la velocidad de agitacion. Asi se consigue que el transporte de masa en la
superficie del electrodo esté determinado solamente por la difusion 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
concentracion del analito. Esta relacion se puede expresar como:

nFADaCa .,
| = ———— ecuacion 1.3

Esta expresidn se puede simplificar segun la ecuacion 1.4:
I =KCa ecuacion 1.4

en dondeK es la constante que incluye la constante de Faraday, el area del electrodo y
el coeficiente de difusion, entre otros. Para la utilizacion de esta ecuacién se asume que
la distribucién del analito en la solucién es uniforme hasta la capa de difusién, y que en

la superficie del electrodo la concentracién del analito es cero

1.2.1 Materiales y geometrias utilizadas en el desarrollo de sensores
amperometricos

Uno de los requisitos indispensables que han de cumplir los materiales utilizados en la
construccion de sensores amperometricos es que sean conductores y al mismo tiempo
inertes. Asi mismo, las medidas amperométricas estan fuertemente influenciadas por el
tipo de material sensor utilizado, por las dimensiones de éstos y por su geometria.
Algunas de las caracteristicas mas importantes que deben presentar este tipo de
materiales en términos de respuesta analitica son alta sensibilidad, minima resistencia a
la transferencia de carga, una alta reproducibilidad y una elevada relacién sefal/ruido.
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Su eleccién depende principalmente de dos factores, como son el comportamiento redox
del analito y la corriente residual (no faradica) en la region 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 mecanicas,
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 idéneos para su utilizacibn como

transductores electroquimicos. El mercurio presenta un sobrepotencial de hidrégeno
elevado, una amplia ventana de potencial catddico (comparado con los electrodos
sélidos), una alta reproducibilidad, es facilmente renovable y presenta una superficie

lisa. Sin embargo, tiene algunas desventajas como son su elevada toxicidad, corrientes
no faradicas elevadas y la limitacion en el intervalo de potencial anddico.

Otro tipo de materiales sensores son los electrodos solidos que, a diferencia del
mercurio, tienen una ventana de potencial que se extiende hasta los potenciales anddicos
(Wang, 2000). De entre todos los materiales sélidos utilizados como electrodos, los mas
comunmente utilizados son el carbono, el platino y el oro. Otros como la plata, el niquel

o el cobre se pueden utilizar también pero para aplicaciones mas 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 solidos
presentan una superficie heterogénea respecto a la actividad electroquimica. Entre los
electrodos solidos se incluyen los electrodos basados en carbonoglessy carbon

(Li and Wang, 1996) y los compdésitos (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 incorporaciéon de sustancias sobre la superficie 0 matriz del electrodo que
modifican las caracteristicas de respuesta del sensor. Esta modificacion se puede llevar
a cabo tanto fisicamente, mediante la incorporacion de catalizadores electroquimicos,
quimicamente con mediadores redox, como biolégicamente para el desarrollo de
biosensores. Este tipo de electrodos abren un nuevo camino de aplicaciones analiticas y
de diferentes dispositivos de deteccidon. Algunos de los beneficios que pueden aportar
este tipo de sensores son un aumento de la velocidad de transferencia de carga,
acumulacion preferencial o permeabilidad de la membrana selectiva, lo que
analiticamente se traduce como un aumento de la sensibilidad, la selectividad y la
estabilidad del dispositivo. Las diferentes aplicaciones analiticas 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; Sanchez et
al., 2008).

Por otro lado, desde el punto de vista dimensional, ha surgido una nueva variedad de
sensores que mejoran las caracteristicas de analisis, no solamente por el tipo de material
utilizado sino que también por sus dimensiones y geometrias; son los llamados
microelectrodos.

Desde el punto de vista electroquimico, los microelectrodos presentan importantes
ventajas respecto a los macroelectrodos, como una mayor relacion sefal/ruido, menor
limite de deteccion, capacidad de detectar especies electroactivas en medios altamente
resistivos, como solventes organicos o en ausencia de electrolito soporte, presentan
constantes de celda (RC) muy bajas, lo que permite realizar medidas muy rapidas vy, por
tanto, la deteccion de los productos con tiempo de vida muy cortos (productos
intermedios de reaccion) 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 solucién a este problema son los haces de microelectrodos. La configuracion mas
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 mas 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 difusion:
la radial y la lineal. La difusion radial tiene lugar normalmente en una distribucién de
haz de microelectrodos y favorece la transferencia de masa. Este hecho es debido a que
no solo hay una difusion lineal de la especie electroactiva desde el seno de la solucion
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 difusion radial
favorece directamente a la sefial analitica en términos de un aumento de la relacion
sefal/ruido. La difusién lineal tiene lugar normalmente en electrodos de superficie
continua, donde la especie electroactiva se difunde de manera lineal des del seno de la
solucion a la superficie del electrodo. Este tipo de difusion puede darse también en una
distribucion 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 parametros para que el haz de microelectrodos
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conserve todas sus ventajas analiticas, 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 estan
suficientemente separados y el tiempo de barrido es suficientemente corto para que la
capa de difusion formada encima de cada electrodo no se superponga entre ellas.

Wi &N\WZ N\

S N &
Difusion lineal \|; ;I’ Difusion radial
N2 AR AT \AAAAADALNANAASZ N\l/ &N\J/

ooy I iy

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

La configuracién de los diferentes tipos de difusion que pueden tener lugar en un haz de
microelectrodos se muestra en la Figura 1.2. La configuracion donde los
microelectrodos se encuentran demasiado cerca, produce una difusion lineal debido a la
superposicion de las diferentes capas de difusion de cada microelectrodo (A). El limite
maximo de superposicién se produce cuando la distancia es muy pequefia o cuando los
tiempos de barrido son muy grandes. En este limite, la capa de difusion esta 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 difusion radial, lo que causa una disminucion de la sensibilidad y, a la vez, un
aumento de la resistividad del material (B).

1.3 Materiales compasitos utilizados como transductores amperomeétricos

Se define un material compuesto o compdsdomposite como el resultado de
combinar dos 0 mas materiales diferentes de manera que cada uno mantiene sus
propiedades individuales (no reaccionan quimicamente), pero el material resultante
tiene unas caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas nuevas (Cespedes and Alegret,
2000).

10
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Un material compuesto acostumbra a tener un componente que se encuentra en mayor
porcentaje el cual se denomimatrizy, normalmente si el compdsito es conductor, este
componente matriz es el que actia como fase aislante y proporciona estabilidad tanto
fisica como mecanica al compdésito. Este componente matriz puede ser de tipo ceramico

o polimérico. Los polimeros presentan bajo mddulo de fuerza y las ceramicas son
rigidas pero fragiles. Las matrices polimétricas son mas utilizadas en la construcciéon de
sensores basados en materiales compuestos ya que presentan baja resistencia mecanica
y baja rigidez, propiedades que facilitan la incorporaciéon del componente refuerzo y, a

la vez, son las mas faciles de preparar ya que no requieren de temperaturas ni presiones
extremas.

El otro componente acostumbra a denominaefigerzo. Tanto las propiedades fisicas
como las mecanicas de los compdsitos dependen de la forma, tamafio, distribucién 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 asi como también una gran cantidad de
matrices poliméricas o de otro tipo de naturaleza, en funcion de la aplicacion posterior
del sensor.

Los compdsitos conductores se pueden clasificar segun la distribucion de las particulas
conductoras y aislantes en la matriz del material (Wang, 2000). La clasificacion mas
comun los agrupa en dos grandes bloques: electrodos compdsitos ordenados vy
electrodos compdsitos aleatorios (ver Figura 1.3).

Los electrodos compositos ordenados presentan un cierto grado de ordenacion de los
componentes que lo forman, mientras que los electrodos compdsitos aleatorios, las

particulas se encuentran distribuidas de manera aleatoria en el material. Estas particulas
pueden encontrarse dispersas, si la distribucion del componente refuerzo es totalmente
aleatoria, o consolidadas, si alguna de las fases predomina de forma aleatoria en alguna
area de la matriz.

A pesar de esta clasificacion, en la bibliografia se encuentra mayoritariamente el
termino array para denominar un haz de microelectrodos ordenado. En cambio, para
describir un sistema desordenado o con una distribucion aleatoria, otros autores (Olivé-
Monllau, 2011) utilizan compdsito como término genérico, asi como en la presente
tesis.

11
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Electrodos Compdsitos

Ordenados |‘ Aleatorios

Haz Agrupados
(Array) (Ensembles)
]
Superficie Seno (bulk)
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| I I I : |
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Figura 1.3 Clasificacion de los electrodos compdésitos en base a la distribucion de las particulas
conductoras dentro de la matriz.

1.3.1 Propiedades de los materiales compuestos basados en carbono.
Aplicacion en el desarrollo de sensores quimicos

Durante mas de una década, se han utilizado materiales conductores basados en carbono
como componente de refuerzo en el desarrollo de (bio)sensores electroquimicos
(Bellido-Milla et al., 2013). A pesar de que estos materiales comparten algunas de las
propiedades eléctricas de los metales, su estructura y propiedades quimicas difieren
drasticamente de todos los electrodos metélicos. Se conocen diferentes formas
alotropicas 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 compdsitos, aptos para el desarrollo de transductores
electroquimicos. En funcion de las propiedades de cada una de las fases que componen
el material compuesto conductor, se pueden obtener diferentes propiedades
electroquimicas. La forma alotrépica mas comuna del carbono es la basada en el grafito
y es la que se ha usado en el desarrollo y caracterizacion de (bio)sensores
voltamperomeétricos basados en compadsitos conductores rigidos de matriz polimérica en
la presente tesis. En su estructura, los atomos de carbono presentan hibsiftataon

cual cosa implica que se formen tres enlaces covalentes en un mismo plano con un
angulo de 120° (estructura hexagonal) y con un orbparpendicular a este plano libre
(estos orbitales deslocalizados son importantes para definir el comportamiento eléctrico
del grafito).

12
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El grafito es de estructura laminar, donde cada capa recibe el nombre de grafeno. Los
enlaces covalentes entre los atomos de un mismo plano son extremadamente fuertes. En
cambio, estos enlaces no son tan fuertes entre capas, lo que establece que la
superposicion de los orbitalpdibres entre &tomos de carbono es muy pequefia. Se cree
que se establecen fuerzas de Van der Waals. Debido a su estructura laminar, el grafito
es intensamente anisétropo y muestra un comportamiento conductor eR-plaero

una baja conductividad eléctrica en el plano z

En la Tabla 1.2 se resumen las principales matrices en el uso de (bio)sensores
electroquimicos basados en materiales compdsitos de grafito y su aplicacion
electroanalitica.

Desde el punto de vista fisico y mecanico, los compasitos rigidos basados en carbono
presentan algunas ventajas importantes con respecto a los electrodos convencionales de
superficie continua (GC, platino, oro, etc.) como es una facil mecanizacion y
regeneracion de la superficie mediante un simple proceso de pulido (Ramirez-Garcia et
al., 2002; Rassaei et al., 2007). Por un lado, antes del proceso de curado, son maleables
y facilmente moldeables, permitiendo construir electrodos de diferentes formas y
diferentes tamafos facilitando asi la integracion de los mismos en cada de flujo,

para poder realizar medidas en continuo mediante sistemas de analisis automaticos. 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 plaedge que normalmente son de elevada
reactividad quimica. El area expuesta de carbono es inferior al area 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 asi a una distribucion
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 cabria esperar por el area geométrica del
electrodo, normalmente de uno o mas érdenes de magnitud. La difusion radial desde las
zonas no conductoras a las particulas 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 electroanalitico, este hecho se traduce en un aumento de la
relacion sefial/ruido de la corriente resultante. Como resultado, se observa un aumento
relativo de la corriente faradica juntamente con una disminucién de la corriente
capacitiva, ya que la capacidad es proporcional al area conductora expuesta, la cual
representa un porcentaje menor del area total. De esta manera, el cociente entre la
corriente faradica y la corriente capacitiva se hace mas grande para un electrodo
compésito que para un electrodo de GC con la misma area geométrica. Ademas, los
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valores de intensidad son mas parecidos a los obtenidos por el area geométrica del
electrodo, cuanto mas cerca estan las zonas de carbono expuestas entre ellas. Bajo estas
condiciones, los compdsitos se pueden comportar como haces de microelectrodos, y por
tanto, compartiendo muchas de las ventajas electroanaliticas de éstos con respecto a los
macroelectrodos conductores puros (Arrigan, 2004).

Tabla 1.2 Matrices utilizadas en la fabricacion de electrodos basados en grafito y su correspondiente
aplicacion electroanalitica.

Refuerzo Matriz Aplicacion Referencia
Epoxi Fructosa (Cespedes and Alegret, 2000
Cloro (Olivé-Monllau et al., 2009)
Glucosa (Céspedes et al., 1993)
Aspartamo y etanol (Kirgoz et al., 2006a)
Fenoles (Kirgoz et al., 2006b)
Dipirona (Pauliukaite et al., 2010)
Grafito Procaina y (Fenga et al., 2010)
sulfamerazina
Difenilacetato Dopamina (Safavi et al., 2009)
Aceite mineral Luteolina (He etal., 2010)
Gel Ascorbato (Barsan et al., 2009)
Acetato de celulosg  Ascorbato y glucosa (Barsan and Brett, 2009)
Teflon 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 particulas
conductoras y de su distribucién (Baeza et al., 2011). Una manera de tener una vision
general de las propiedades conductoras de los materiales compoésitos es mediante las
curvas de percolacion. Estas curvas se construyen siguiendo la teoria de percolacion.
Esta teoria fue desarrollada por Broadbent y Hammersley (Hammersley, 1957) en el afio
1957, sin embargo, hasta afios mas 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 percolacion tipica, 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 proporcion de particulas 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 particulas conductoras es la suficiente
para asegurar una minima conductividad se denomina umbral de percolacion
(percolation threshold). Cuanto mayor es la carga de carbono, mayor es la

conductividad, alcanzando un limite fisico a partir del cual, el material compuesto

resultante pierde su integridad fisica y mecanica.

En la curva de percolacion se pueden distinguir diferentes zonas en relacion al
comportamiento de conduccion eléctrica. La zona de percolacién (PC), zona cercana a
la percolacion (NPC) y la zona de baja resistencia (LRC).

log resistividad

0 100
(% carbono)

Figura 1.4 Esquema tedrico de la dependencia de la resistividad del compdésito en funcién de la cantidad
de material conductor.

Debido a la dependencia directa de la conductividad eléctrica del compdsito respecto a
la cantidad de material conductor presente en la matriz, es fundamental una
caracterizacion de estos materiales para determinar la composicion 6ptima que
proporcione las mejores propiedades electroquimicas de estos compaositos en su uso
como transductores electroquimicos, como son los limites de deteccion, la sensibilidad,
estabilidad, asi como la reproducibilidad.

El criterio convencional utilizado hasta el momento para la optimizaciéon 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 percolacion, se ha basado en el de maxima carga de material conductor que el
material compoésito puede soportar sin que éste pierda sus propiedades fisicas y
mecanicas. Sin embargo, el efecto de una mayor o menor dispersion de las particulas
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conductoras sobre las propiedades electroquimicas de los compdésitos resultantes, no se
han tenido en cuenta.

1.3.2 Caracterizacion de los electrodos compdsitos basados en carbono
para aplicaciones electroanaliticas

En general, uno de los factores importantes a tener en cuenta con los electrodos
compoésitos es la dependencia directa de su respuesta electroquimica con la composicion
de carbono. Esta composicion tiene que proporcionar un valor de resistividad bajo en el
seno del compdsito resultante, para favorecer el paso de corriente eléctrica.
Simultaneamente, esta composicion también influye drasticamente en el estado de la
superficie del electrodo. Es sabido que tanto la red conductora en el seno del compasito,
como la distribucion del material conductor en la superficie, son factores que afectan
directamente a la respuesta electroquimica. Para una composicion elevada de carbono,
la fraccion de carbono mostrada en la superficie presenta una distribucion donde las
zonas conductoras estan mas proximas las unas de las otras. En cambio, para una
composicién inferior en carbono, estas zonas conductoras estdn mas separadas entre
ellas. Como se ha comentado anteriormente, la optimizacion de los sensores basados en
haces de microelectrodos, depende fundamentalmente de las dimensiones de cada uno
de los microelectrodos y la separacion entre ellos. La distribucion de las zonas
conductoras en la superficie de los electrodos basados en compdsitos es completamente
aleatoria, sin embargo, el estudio de las -caracteristicas fisicas, eléctricas Yy
electroquimicas de estas superficies mediante la utilizacion sistematica de diversas
técnicas, tanto eléctricas, microscopicas, mecanicas, asi como electroquimicas, han
permitido desarrollar en esta tesis protocolos de caracterizacion estratégicos para
determinar la composicién éptima, y por tanto, la separacién éptima de particulas
conductoras para el desarrollo de (bio)sensores amperométricos electroquimicamente
eficientes y competitivos.

1.3.2.1 Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas que se han utilizado en esta tesis, han contribuido de forma
estratégica a evaluar y caracterizar la respuesta electroquimica al variar alguno de los
parametros de interés como el grosor del electrodo, la composicién y la homogenizacion
del compadsito , los cuales influyen en la reproducibilidad y la sensibilidad de la sefial
analitica. De entre todas ellas, cabe destacar la espectroscopia electroquimica de
impedancias Klectrochemical Impedance SpectrosGopyS) y la voltamperometria
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ciclica Cyclic VoltammetryCV). Estas técnicas permiten, de manera sencilla, obtener
informacion sobre los parametros como la resistencia a la transferencia de carga y la
capacidad de la doble capa, ambos parametros relacionados directamente con la
sensibilidad del sistema, rango lineal y el limite de deteccidn.

Espectroscopia electroquimica de impedancias

La espectroscopia electroquimica de impedancias (EIS) es una técnica de
caracterizacion 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/soluciéon. A diferencia de otras técnicas, la técnica de impedancias permite
realizar medidas en el equilibrio o en estado estacionario, aplicando una perturbacion al
electrodo mediante una sefal alterna de amplitud pequefia. 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 ecuacion:
E(t) = E° sin(wt) ecuacion 1.5

en dondeE’ es la amplitud méaxima de potencial ¢y es la frecuencia angular
(radianes/segundo, rad/s) que se expresa carporda frecuencia (Hercios, Hz).

La respuesta de corriente obtenida también es de tipo sinusoidal, con la misma
frecuencia (ecuacion 1.6), pero desplazada en fase como se muestra en la Figura 1.5.

I1(t) = I°sin(wt — 0) ecuacion 1.6

en donded® es la amplitud de corrientegyes el desplazamiento en fase de la intensidad
respecto al potencial.

Potencial

Intensidad

Tiempo

Figura 1.5 Sefal de excitacién de tipo sinusoidal que se aplica al sistema, la intensidad de corriente
obtenida y su desplazamiento en fase con respecto a la sefial aplicada.
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La impedancia se expresa de manera analoga a la resistencia para un circuito de
corriente continuo, segun la ecuacion 1.7:

_E®

= ecuacion 1.7
1(t)

A partir de esta definicion se observa que la impedancia tiene una ampglitad Z
(E9/(1°) y un desplazamiento de fage

Segun la férmula de Eulers'{e= cos¢ + jsin ¢), es posible expresar la impedancia
como una funcion compleja, descrita en la ecuacion 1.8:

Z=12°cos@+sin@) = Zyeq + jZimag ecuacion 1.8

en donde Z, es la parte real, j ¥—1y Zmag €S la parte imaginaria de la impedancia.

Los valores de impedancias obtenidos experimentalmente se pueden representar de
diferentes maneras. De las diversas maneras, la mas comun es mediante el diagrama de
Nyquist. Este diagrama representa la parte imaginaria de la impedancia en funcion 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 representacion 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 estan 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 electroquimica o la
transferencia de carga que tiene lugar durante un proceso faradico. 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) es la frecuencia angular y jy=1.

Elemento Impedancia
Resistencia R
Condensador 1/joC
Bobina joL
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El circuito equivalente mas simplificado consiste en un condens@dorque
corresponde a la carga de la doble capa electroquimica, conectado en paralelo con una
resistenciaR., que corresponde a la resistencia a la transferencia de carga y en series
con otra resistenci&®, 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
electroquimico, donde la reaccion faradica no esta controlada por la transferencia de
materia o difusion.

cs
A R it B o
A Wb R A R il
=4 ct = I
L 4 —i—E 4 e
P> v
Rq (Ra*Re) 7., Rq (Rg# R Zea

Figura 1.6 Diagramas de Nyquist y circuitos equivalentes para una celda electroquimica con un proceso
simple: (A) sin difusién y (B) con difusién.

Por otro lado, cuando se tienen en cuenta los procesos de difusion, el diagrama de
Nyquist es mas complejo. Si se compara con el anterior, en la zona de bajas frecuencias,
aparece una zona practicamente lineal con un pendiente alrededor de 45° Para
reproducir este efecto causado por la difusion, 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 concentracion y del coeficiente
de difusion del par redox y también del area activa del electrodo y del niumero de
electrones involucrados en el proceso redox.

La complejidad de los sistemas electroquimicos hace que muchas veces sea dificil
seguir un comportamiento ideal. En el caso de los condensadores, en muchos sistemas,
proporcionan espectros de impedancias donde los semicirculos resultan deformados y
pierden su simetria. 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 segun la ecuacién 1.9

é = (jw)"'C ecuacion 1.9
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en donde j 3/—1, w corresponde a la frecuencia angulaesun exponente que resulta
ser 1 cuando el elemento se comporta como un condensador des ka capacidad
del condensador

Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es una técnica muy utilizada dentro del campo de la
electroquimica, ya que de una manera sencilla y con una sola medida se puede extraer
mucha informacion util en diferentes campos de estudio. En muchos casos, se utiliza en
finalidades no analiticas que incluyen estudios basicos de procesos redox, mecanismos
de reaccién, propiedades electrocataliticas 0 en el estudio de especies intermediarias de
una reaccion. También se utiliza en estudios previos de viabilidad de un dispositivo
electroanalitico, 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 sefal de
excitacion triangular, haciendo variar en potencial a una velocidad constante, dentro de
un intervalo de trabajo prefijado (potenciales de inversion), tanto en direccion directa
como inversa. Si el potencial varia hacia valores positivos (sentido anddico), el
electrodo se convierte en un gran agente oxidante, en cambio, si varia hacia valores
negativos (sentido catddico) se convierte en un gran agente reductor. De este modo,
cuando el potencial varia en sentido anddico, éste llega a un valor donde se favorece la
oxidacion de la especie electroactiva, la intensidad de corriente anddica aumenta
notablemente hasta llegar a un valor maximo que corresponde a las condiciones de
maxima polarizacién del electrodo y se genera un pico caracteristico de oxidacion.
Dado que las medidas se realizan en condiciones de no agitacion, al invertir la direccidon
de barrido, la especie electroactiva oxidada que hay en la superficie del electrodo se
empieza a reducir generando un corriente catodico hasta llegar a un maximo formando
un pico caracteristico de reduccion.

Los parametros importantes que se pueden extraer de un voltamperograma ciclico son
las intensidades de corriente de pico anédico y catddico, asi como el valor de los
potenciales en estos puntos (potencial de pico anddico y catédico). Estos parametros se
definen tal y como se muestra en la Figura 1.7. En condiciones ideales de reversibilidad
se cumple que:

i. La separacion de los potenciales de pico es 0.059/n, donde n corresponde al
numero de electrones que intervienen en la reacslBrF (Eyp— Ep = 0.059/n).
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i. Elvalor de la intensidad de pico catodico coincide con el valor de intensidad de
pico anodico, en valor absolutd,{ = lipd).

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

iv.  Laintensidad de pico es proporcional’a.v

Intensidad /A

>

— >
AE  Potencial/V

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

Normalmente, se utiliza un sistema redox que sea completamente reverSitfke{Fe
[Fe(CNX]®*/[Fe(CNX]*, etc.) para realizar los estudios previos de viabilidad de un
dispositivo electroanalitico o para comparar el comportamiento de los diferentes
electrodos o dispositivos electroquimicos desarrollados.

Otra relacion importante que permite analizar la reversibilidad de un sistema, es aquella
que relaciona la intensidad de pico, la concentracion de la especie electroactiva que
reacciona y la velocidad de barrido mediante la ecuacion (Pacios et al., 2608)01

x 10 n*? (o D, v)? A C, donden es el nimero de electrones que intervienen en la
reaccion redoxA es el area del electrodo de trab&lges el coeficiente de difusiog,

es la concentracion de la especie redas la velocidad de barridoiyes la intensidad

de pico. Para un sistema reversible donde el proceso esta controlado por la difusion, se
esperaria un comportamiento lineal al represeptar funcion de Y2

Por otro lado, si se representa el Ipgh funcién del potencial aplicado se obtiene el
diagrama de Tafel (Figura 1.8). Para obtener este diagrama es necesario que el proceso
electroquimico no esté controlado por la transferencia de carga. Este diagrama aporta
informacion sobre la intensidad de intercamhbi) @ cual esta relacionada con la
reversibilidad del proceso. Simultaneamente, esta constante aporta informacion sobre la
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resistencia a la transferencia de carBa) (del proceso mediante la ecuaciég:=i
RT/NFRy.

A
logi
Pendiente Pendiente
catodica anodica
i
1
1
1
1
H \II
Io _________________ '*
:
1
1
L >
E, E

Figura 1.8 Diagrama de Tafel caracteristico de una especie electroquimica revéysibieesponde a la
intensidad de intercambioBg al potencial de equilibrio.

Amperometria hidrodinamica

A diferencia de la técnica de voltamperometria ciclica, en esta técnica se trabaja a un
potencial constante y en condiciones de movimiento de fluido ya sea por agitacion
mecanica o por la accion de una bomba que hace mover la solucion a través de unos
canales. En la voltamperometria hidrodinamica 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 adicion, se produce un salto de intensidad hasta llegar a un valor
maximo donde la sefal se estabiliza. Segun la ley de Faraday, esta intensidad de
corriente es una medida directa de la velocidad de la reaccion electroquimica y en
condiciones de migracion (electrolito soporte) y convencidn (agitacion constante)
controladas, esta intensidad maxima depende Unicamente de la corriente de difusion y
es proporcional a la concentracion de la especie electroactiva en el seno de la solucion.
Los valores maximos de intensidad para cada adicion de analito, se utilizan para
construir la curva de calibrado.
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1.3.2.2 Microscopia de fuerza atomica

La caracterizacion de las propiedades eléctricas de los materiales compuestos
conductores puede ser llevada a cabo mediante la microscopia de fuerza atdbmica con
punta conductoraQonducting Atomic Force Microscop§AFM) (Balamurugan et al.,

2010; Olivé-Monllau et al., 2009). Mediante esta técnica se puede obtener informacion
cualitativa sobre el tamafio, la forma y la distribucion del material conductor en la
superficie del mismo, y por tanto, una aproximacién a la distribucién del material de
refuerzo dentro de la estructura del compdsito, lo que ha supuesto un gran avance en la
caracterizacion de la superficie de los electrodos basados en materiales compuestos. Asi
mismo, esta técnica permite medir de manera simultanea la topografia 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 configuracion tipica para el uso de una punta conductora
operando en modo de contacto sobre la muestra (Figura 1.9).

Fotodiodo

Plataforma (Cantiléver)

Unidad de

control . Linea de barrido

Actuador
piezoeléctrico

Figura 1.9 Configuracion experimental de un CAFM.

La configuracion tipica se conoce como microscopia de fuerza atoAtaai¢ Force
Microscopy AFM) y esta clasificada como una variante dentro de la microscopia de
barrido de sond&Spectroscopy Probe MicroscqiPM).

La configuracion tipica de un AFM permite medir la topografia de la muestra v,
basicamente, consiste en medir las interacciones entre la muestra y la punta de una
sonda {jp). Esta punta es muy aguda, de un par de pm de largo y menos de 100 A de
diametro y esta ubicada al final de una plataforma (cantiléver) de 100 a 200 um. 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 grafica de la superficie la posicion del cantiléver es detectada
mediante técnicas Opticas. Una radiacion laser incide sobre el dorso especular del
cantiléver y este se refleja sobre un fotodetector sensible a la posicion. El sistema puede
medir movimientos verticales de la punta del orden de los A. De todos los tipos de
fuerzas que contribuyen en el movimiento del cantiléver, las mas comunes son las
fuerzas de Van der Waals.

La relacion de las fuerzas de Van der Waals con la distancia permiten utilizar esta
técnica con tres modos de operacion diferentes: con el modo de contacto, con el de no
contacto y con el modo de contacto intermitentapping. Con el modo de contacto, la
punta mantiene un contacto fisico suave con la muestra, a medida que la punta esta
barriendo la superficie, las fuerzas de contacto originan la flexién del cantiléver, de
manera que éste se ajusta a la superficie topografica 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 A. 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 intermitetapping, la punta esta

en contacto intermitente con la superficie de la muestra durante el analisis. La variacion
de la amplitud de oscilacion de la punta, debido al contacto con la superficie, es el que
se utiliza como una seiial de control.

En la actualidad, a partir de esta configuracion tipica, existen otras variantes del SPM
que permiten medir otra magnitud simultAneamente a la topografia solamente
cambiando la naturaleza de la purttp)( A parte de la técnica CAFM, es importante
también destacar la microscopia de fuerzas magnétitagnetic Force Microscopy

MFM) que permite medir las propiedades magnéticas de la muestra, la microscopia de
fuerza electrostaticeE(ectric Force MicroscopyEFM), que permite medir las cargas
eléctricas presentes en la muestra, asi 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 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barriddcénning Electron MicroscopysEM) es una
técnica ampliamente utilizada en la caracterizacion de materiales. Se basa en hacer
incidir un haz de electrones, enfocado con precision, con una energia de aceleracion
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 lineas
paralelas.
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De la radiacion resultante de la interaccion entre el haz incidente y la muestra destacan
dos tipos de electrones: 1) los electrones secundarios, que se caracterizan por ser de baja
energia y resultan de la emision por parte de los atomos que constituyen la muestra, los
cuales proporcionan informacion morfologica de la superficie, y 2) los electrones
retrodispersados, que son los electrones del haz incidente que han reaccionado con los
atomos de la muestra y han sido reflectados, los cuales proporcionan informacién sobre
la composicion de los elementos quimicos de la muestra.

Esta radiacién es recogida por el detector y se amplifica para cada posicién de la sonda.
Las variaciones en la intensidad de la sefial producidas durante el analisis se utilizan
para hacer variar la intensidad de la sefial en un tubo de rayos catodicos que se desplaza
juntamente con la sonda. De esta manera, se puede relacionar directamente la posicién
de haz de electrones con la fluorescencia producida en el tubo de rayos catédicos. El
resultado que se obtiene es una imagen topografica muy ampliada de la muestra. Si la
muestra no es muy conductora, se suele recubrir con una capa fina conductora metalica
o de carbon, para evitar asi que se cargue cuando ésta se irradia y, a la vez, se aumenta
la emision de electrones secundarios.

1.3.2.4 Microscopia laser confocal

La microscopia laser confocal se engloba dentro de la microscopia Optica, en concreto
en la microscopia de fluorescencia. En ella, la luz interacciona con la muestra a
diferentes profundidades por lo que se pueden obtener imagenes a diferentes secciones
(x-y-z) y reconstruir una imagen tridimensional. La ventaja que proporciona el uso de
este tipo de microscopio es la combinacidbn de medidas por reflexion y por
fluorescencia, permitiendo ademas la superposicion de las dos imagenes. 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 (laser) se ha de corresponder con la de excitacion
de éstos (Charcosset et al., 2000; Ferrando et al., 2005).

1.4 Biosensores amperométricos basados en materiales biocompdsitos

Se denominan biosensores a los sensores quimicos que incorporan un receptor de origen
bioldgico el cual estd en contacto directo con el transductor. La naturaleza de este
componente biolégico 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 biolégicas no se pueden emular facilmente mediante materiales sintéticos.
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El funcionamiento de los biosensores quimicos es similar al de los sensores quimicos
con la salvedad de que el elemento biolégico de reconocimiento le confiere cierta
selectividad al biosensor. En la Figura 1.10 se esquematiza el funcionamiento de un
biosensor quimico.

- - *>_
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*Electroquimica *Eléctrica
*Optica
*Masica
*Térmica
Figura 1.10Diagrama esquematico del funcionamiento de un biosensor quimico. S6lo un componente de
la muestra es reconocido por el sistema de reconocimiento (R). La sefal asociada a este proceso de

reconocimiento es convertida en sefial eléctrica por el transductor (T); posteriormente esta sefial es
amplificada (A) y procesada y se presenta en la forma deseada (Alegret, 1995).

Los biosensores pueden clasificarse en funcién de la transduccion o también en base a la
naturaleza del proceso bioldgico responsable de generar la sefial primaria. Pueden
distinguirse dos grande grupos (Pingarron and Sanchez Batanero, 1999):

» Biosensores cataliticoscuyos 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 acidos nucleicos.

Se ha de destacar que en referencia a los biosensores cataliticos, debe decirse que sin
duda alguna los mas utilizados son los biosensores enzimaticos.

Un biosensor basado en un material biocompésito resulta de la combinacién de tres o
mas materiales de diferente naturaleza donde al menos uno de ellos es de origen
biologico (Cespedes and Alegret, 2000). Los materiales compuestos basados en una
dispersién de particulas conductoras (por ejemplo, de grafito) en una matriz polimérica,

son unos candidatos idoneos a integrar en su matriz estas sustancias biologicas,
aportando al nuevo material biocompdésito, caracteristicas muy ventajosas con respecto
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a los biosensores tradicionales con inmovilizacion bioldgica en superficie. Algunas de
las mas importantes son la simplicidad en la construccion del biosensor, la facilidad de
inmovilizacién y, sobre todo, la posibilidad de que el biocompdésito actie como
reservorio del componente bioldgico, permitiendo una facil regeneracion de la
superficie biosensora mediante un simple pulido de la misma. En el desarrollo de
biosensores amperométricos basados en biocompdsitos, la incorporacion de un
componente bioldgico puede producir una modificacion en la separacion espacial y
distribucion interna de las particulas conductoras, por lo que sera muy importante una
caracterizacion, a posteriori, del nuevo material. La respuesta electroanalitica de un
biosensor basado en un biocompédsito depende de la transferencia carga y también del
area activa del electrodo. Ademas, la transferencia de carga en la superficie del
electrodo depende de la carga de particulas conductoras y también de su distribucion
(Bojorge and Alhadeff, 2011; Sadana and Sadana, 2011). La mejora de las propiedades
electroquimicas de un biosensor basado en biocompositos es debida a una Optima
distribucion de las particulas conductoras dentro del biomaterial y, en consecuencia, en
la superficie del biosensor.

Actualmente en el ambito de la quimica analitica existen diferentes areas donde es

necesario determinar bajas concentraciones de analito y que con frecuencia se
encuentran en muestras cada vez mas complejas. Bajo esta premisa, es importante
desarrollar dispositivos (bio)sensores mas sensibles que puedan llegar a cubrir estas
necesidades. Mediante una apropiada caracterizacion del transductor, o lo que es lo
mismo, de la composicidn de éste, se pueden optimizar las propiedades electroquimicas
y por consiguiente las propiedades electroanaliticas, consiguiendo asi mejorar la

estabilidad, reproducibilidad y sensibilidad de los biosensores desarrollados y mejorar

significativamente los limites de deteccion.

Uno de los campos en los que se requiere alcanzar limites de deteccién 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 aromaticos policiclicos y plaguicidas (Rodriguez-Mozaza et al., 2005).
El endurecimiento de las leyes ha hecho necesario encontrar métodos analiticos que
permitan alcanzar estos requerimientos. Los biosensores son una alternativa a los
métodos clasicos de andlisis, ya que permiten ser usados tanto como métodos de
seguimiento o como métodos de cribadorg¢ening). Por otro lado, el desarrollo de
dispositivos biosensores ha supuesto un importante avance tecnolégico en el area de la
medicina. En la sociedad que vivimos cada vez se hace mas necesario el desarrollo de
dispositivos de analisis que sean baratos, portatiles, fiables, selectivos, de facil manejo y
gue requieran de pocos microlitros de muestra para determinar un parametro concreto.
El gran interés en la descentralizacion del diagndstico clinico hacia diferentes lugares de
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atencion médica, que permitan una monitorizacion mas personalizada o incluso un
autocontrol de los propios parametros clinicos, ha promovido el desarrollo y una
continua expansion de los biosensores.

1.4.1 Receptores biologicos. Métodos de inmovilizacién

Una de las principales caracteristicas del material biolégico empleado para la
fabricacion de biosensores es su alta selectividad, permitiendo diferenciar en algunos
casos, isomeros de una misma molécula. Esta particularidad hace que estos compuestos
sean de gran interés en su aplicacion como receptores en la fabricacion de biosensores.
Los biosensores, sobre todo los basados en transductores electroquimicos, son uno de
los campos que mas ha avanzado en cuanto a investigacion en los ultimos afios.

Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre transductores
electroquimicos, como por ejemplo: enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos,
microorganismos, tejidos organicos, etc.

La inmovilizacion del material biologico es un proceso mediante el que se confina el
bioreceptor sobre el transductor electroquimico, para dar lugar a formas insolubles que
retienen su actividad. Es el proceso mas importante en la fabricacion de un biosensor, ya
gue caracteristicas como el tiempo de vida o la sensibilidad, dependen en gran medida
de la metodologia de inmovilizacién utilizada.

Por otro lado, cabe destacar que el empleo de material biolégico inmovilizado presenta
una ciertas ventajas (Gonzalo Ruiz, 2006) :

v' Aumento de la estabilidad del receptor biolégico.
v Posible reutilizacién del biosensor disminuyendo el coste del proceso.

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

Alteracion de la conformacién del material biol6gico respecto su estado nativo.
En el caso de la utilizacion de enzimas, pérdidas de su actividad catalitica.

En general, los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes grupos:
retencion fisica y union covalente (Sassolas et al., 2012) (Figura 1.11).
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Métodosde inmovilizacion

Retencion fisica Unién quimica

Atrapamiento J ‘ MicroencapsulaciénJ ‘

Adsorcidén en la J ‘ Entrecruzamiento

- . Enlace covalente
superficie (cross-linking) J ‘

Figura 1.11Clasificacion de los métodos de inmovilizacion.

A continuacion se exponen las técnicas generales mas comunes de inmovilizacion en
superficies sensoras.

29

Atrapamiento en una matrizDebido a que este proceso no implica una
interaccion quimica con la enzima, se preserva bien la actividad biolégica del
material que se retiene mediante el atrapamiento fisico en matrices de geles
como agar, nylon, almidon, poliacrilamida, poliuretano (Fritzen-Garcia et al.,
2009; Puig -Leixa et al.,, 2001) o en matrices electrodicas compadsitas rigidas
como el grafito-teflon o el grafito-resina epoxi. En el primer caso, usando
matrices de geles, hay que optimizar el procedimiento de inmovilizacion 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 biocompdsitos, 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.

MicroencapsulacionEste método de inmovilizacion permite la retencién de las
biomoléculas utilizando membranas de porosidad variable semipermeables al
sustrato. Se consigue asi un buen contacto entre el material biolégico y el
transductor, se preservan sus propiedades, se limita la contaminacion y la
biodegradacion. Algunos ejemplos son las membranas de acetato de celulosa
gue retienen las proteinas y retrasan la difusion de algunos iones interferentes,
las de nafién que excluyen los aniones, etc.



Introduccion

30

Adsorcion en la superficieRepresenta el método mas sencillo para la
inmovilizacién de proteinas y otras biomoléculas, por lo que suele resultar la
alternativa mas simple (Sassolas et al., 2012). Este protocolo se basa en la
union del material biologico mediante interacciones ionicas, fuerzas de Van der
Waals, puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, etc. Presenta ventajas
como ser una técnica simple, de bajo coste y en la que la actividad de las
biomoléculas se mantiene practicamente intacta. Sin embargo, presenta
limitaciones de reproducibilidad y estabilidad, disminuyendo su sensibilidad con
el uso debido a la pérdida de material inmovilizado, ademéas de su facil
alteracion por cambios de pH, temperatura o fuerza idnica. 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
adsorcion. El entrecruzamiento se basa en el atrapamiento fisico del material
biolégico (generalmente enzimas) mediante la reaccidbn 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 proteinas 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 limitacion afiadiendo
proteinas no activas con las que reaccionar, como la albumina 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 difusion de los sustratos. Un inconveniente afiadido es la toxicidad de los
agentes bifuncionales empleados.

Enlace covalenteSe basa en la formacion de enlaces covalentes entre la
superficie del sensor, previamente activada, y los grupos funcionales de las
proteinas (-NH (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 accion catalitica o en la
reaccion de afinidad. Los mayores inconvenientes de este tipo de inmovilizacion
son gue muchas veces dafia la actividad biolégica, ya que se requiere de
procedimientos complicados y tediosos y son de dificil reproducibilidad. Sin
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embargo, en términos de estabilidad, es una de las técnicas de inmovilizacién
con mejores resultados, obteniendo superficies modificadas biolégicamente que
forman parte de los biosensores con tiempos de vida mas prolongados.

1.4.2 Biosensores enzimaticos

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores en los sistemas bioldgicos,
aumentando asi la velocidad de las reacciones quimicas sin que haya consumo de las
mismas gracias a su capacidad de regeneracion. Su alta especificidad permite
transformar sustratos o grupos de sustratos en sus respectivos productos.

Cuando se emplean enzimas con finalidades analiticas como es el caso de los
biosensores enzimaticos, un factor importante a tener en cuenta es la sensibilidad. Esta
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 catalitica desarrollada. Estos factores se pueden cuantificar a partir de
los valores de las constantes que se derivan del analisis de Michaelis y Mentis sobre la
cinética de las reacciones enzimaticas. De esta manera, conociendo los fundamentos
basicos de este tipo de reacciones permite extraer la maxima informacion a la hora de
disefiar una estrategia de uso de los biosensores enzimaticos.

Se plantea el siguiente mecanismo para una reaccion catalizada por un enzima en
disolucidn que solo involucre un sustrato:

s Ke .,
E+Sim BS > PeE ecuacion 1.10

donde E es la enzima, S el sustrato, ES el complejo intermedio enzima-sustrato, P el
producto, K y K. la constante cinética de formacion del complejo intermedio enzima-
sustrato y su inversa, respectivamente,,yle&Kconstante cinética de la formacion del
producto. Mediante una serie de tratamientos matematicos, que consisten en la
aplicacion de la teoria del estado estacionario a las reacciones enzimaticas, se obtiene la
siguiente expresion que relaciona la velocidad de formacion del producto con la
concentracién inicial de sustrato y la concentracion de enzima en la solucion:

K [Eo [S]

== ecuacion 1.11
Km+ [S]

donde K, es la constante de Michaelis, que viene dada por:
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_ (K-1tK>)
Ky

ecuacion 1.12

El valor de la K, que se puede determinar experimentalmente como la concentracion
de sustrato a la cual la velocidad es la mitad de la velocidad maxima, da idea de la
afinidad de una enzima por su sustrato. Asi,\giti€ne un valor pequefio, quiere decir

gue K >> K y, por tanto, la enzima tiene mucha afinidad por su sustrato.

En un biosensor la evolucion de la velocidad de de una reaccion enzimatica en funcion
de la concentracién de sustrato sigue el comportamiento marcado por la ecuacion 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 sefial medida
con este tipo de sensores es proporcional a la velocidad de reaccion, dado que como mas
rapida es la reaccion mas varia la concentracion de la especie de la cual se esta
realizando el seguimiento.

max

1/2Vméx ~ —

Velocidad de reaccion

K [Sustrato]

Figura 1.12 Respuesta enzimatica, basada en la dependencia de la velocidad de reacciéon con la
concentracion de sustrato, que se ajusta a la cinética propuesta por Michaelis y Menten. La regién (A),
donde se cumple que S<gKLa region (B) es util para la determinacién cuantitativa de la actividad
enzimética.

En el caso de lo que se pretende determinar es la concentracién de alguna de las
especies presentes en muestra, implicadas en la reaccion enzimatica, se mide la
velocidad con la que la enzima transforma el sustrato en producto. En estos casos,
habitualmente se trabaja en la region correspondiente a [S}y<ddfde la velocidad
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depende linealmente de la concentracion de sustrato. Sin embargo, en algunos casos, se
debera de trabajar en condiciones de exceso de sustrato.

La medida puede ser directa, cuando la deteccion del analito es inmediata a través de la
medida de un cambio provocado en alguna propiedad relacionada con las especies
directamente implicadas en la reaccién enzimatica, o bien indirecta, si el analito no
interviene directamente con la reaccion de catalisis enzimatica utilizada para su
cuantificacion.

A continuacion se describen ambos tipos de medida:

Medida directa: En estos casos, como ya se ha mencionado, el analito participa
directamente de la reaccion enzimatica, y su concentracion es cuantificada a partir de la
deteccion de especies electroactivas involucradas en la biocatélisis. Si se parte de una
reaccion enzimatica simple, como la mostrada en la ecuacion 1.10, en la que solamente
participa un sustrato para dar un producto, la cuantificacion del analito puede realizarse
a travées de la oxidacion o reduccion de los  productos 0 co-sustratos
electroquimicamente activos que participan en la reaccion de biocatalisis. Hay enzimas
qgue en el proceso de catdlisis enzimatica necesitan de la presencia de una molécula
organica 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 afiadirse en
el medio de reaccion (como por ejemplo, el NADH). En ambos casos, la medida de la
velocidad de reaccion enzimética se puede relacionar con el cambio de alguna
propiedad inherente al propio co-factor, que puede ser detectado por el transductor y
que servira, por tanto, para obtener informacion sobre la actividad catalitica de la
enzima y, en consecuencia, sobre la concentracion de analito presente en la muestra. Por
lo tanto, la cuantificacién del analito puede hacerse de forma directa a partir de la
medida electroquimica de especies electroactivas que participan en la reaccién
enezimatica, como por ejemplo un co-sustrato, un producto de la reaccion o el co-factor
enzimatico.

Medida indirecta: La actividad catalitica de una enzima puede verse afectada por
pequefias variaciones en la estabilidad de la enzima. A pesar de trabajar bajo unas
condiciones Optimas de trabajo, la actividad catalitica puede verse también modificada
por la presencia de ciertas sustancias que actian como activadores o como inhibidores
enzimaticos. La propiedad de ciertos analitos de activar o inhibir la actividad catalitica

de una enzima es utilizada para la cuantificacion de éstos mediante una medida
indirecta. En estos casos, la medida se basa en comparar la actividad catalitica en
ausencia y en presencia de determinadas especies que afectan al valor de este parametro.
Es por eso que es necesario conocer el mecanismo de reaccion para poder saber si
conviene trabajar en condiciones de [S] <g & bien de [S] >> Ig. Esta segunda
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opcion es la escogida en los casos en que el valor de la velocidad maxima varia con la
presencia o ausencia de determinadas especies.

La inhibicidon enzimatica se utiliza bastante en el disefio de biosensores enzimaticos con
finalidades medioambientales, dado que a menudo los contaminantes actlan como
inhibidores enzimaticos (Albareda-Sirvent et al., 2001; de Albuquerque and Ferreira,
2007; Gogol et al., 2000). Ademas, cabe destacar la elevada sensibilidad que pueden
alcanzar los dispositivos basados en inhibicion enzimatica debido a que la cantidad de
enzima en un biosensor acostumbra a ser muy pequefia y, por tanto, pequefas
cantidades de inhibidor, del orden de los nM o pM, pueden provocar cambios
importantes en la actividad catalitica global (Pundir and Chauhan, 2012).

La inhibicion enzimatica puede ser irreversible o reversible. La inhibicidn irreversible
conlleva una pérdida definitiva de la actividad enzimatica sin posibilidad de recuperarla.
La inhibicion reversible, comporta una recuperacion e de la actividad catalitica ya sea
de forma espontanea o mediante la utilizacién de una reaccién quimica. Dentro de la
inhibicion enzimética reversible, ésta se puede subdividir en inhibicion competitiva,
inhibicion acompetitiva i inhibicion 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 region correspondiente a [S} ¥#eKFigura 1.12).

En esta regidn, la velocidad es independiente de la concentracion de sustrato y su valor
corresponde al valor maximo (&%) que se obtiene para una cantidad de enzima
determinada cuando el sustrato esta en exceso, es decir, en estas condiciones se puede
establecer una relacion lineal con Jaw con la cantidad de enzima.

Esta estrategia de uso de los biosensores enziméticos utiliza la enzima como analito y
normalmente se utilizada como sistema de deteccion en casos de marcacion enzimatica.
Asi por ejemplo, cuando se trabaja con inmunosensores, la cantidad de enzima presente
en la superficie del biosensor esta relacionada, directamente o indirectamente, con la
concentracion de la especie que se quiere determinar.

1.4.3 Inmunosensores

Los inmunosensores electroquimicos constituyen una importante herramienta analitica
en diferentes campos, tales como el analisis de alimentos, clinico y medioambiental
(Carralero et al., 2008). Las diversas configuraciones de inmunosensores

electroquimicos constituyen excelentes alternativas por su alta sensibilidad, bajo coste y
facilidad de miniaturizacion.
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Los inmunosensores son un tipo de biosensor que incorporan anticuerpos (Ab), también
llamados inmunoglobulinas (IgG), como material biolégico. Los anticuerpos son
glicoproteinas que circulan por la corriente sanguinea y el sistema linfatico. Son
secretados por los linfocitos B como respuesta a la aparicion de sustancias extrafias
(antigenos (AQ)) a lo que se denomina respuesta inmunitaria (Harlow and Lane, 1988).
La estereoespecificidad de los puntos de unién en los anticuerpos confiere una alta
selectividad a éste tipo de interaccion de afinidad Ag-Ab.

1.4.3.1 Técnicas de inmunoensayo o técnicas inmunoquimicas de analisis

El inmunoensayo es una técnica analitica basada en el uso de inmunoespecies como
reactivos analiticos para la determinacion cuantitativa de un analito en disolucion. Dada
su alta sensibilidad y selectividad, se logra la cuantificacion de un gran nimero de
compuestos a concentraciones del orden de ng/mL o incluso pg/mL. La técnica incluye
todos los ensayos que utilizan antigenos o anticuerpos marcados, donde este marcaje
determina la técnica de deteccion necesaria para el seguimiento de la interaccion
inmunoldgica.

Existen muchos tipos de inmunoensayos por lo que su clasificacion 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
antigeno, por lo que puede seguirse su aumento o disminucién sin mayor complicacion.
En este caso, dado que las inmunoespecies se encuentran en disolucion y no se lleva a
cabo ninguna separacion 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 separacion de la matriz de la muestra y del reactivo excedente
(normalmente una etapa de lavado de la superficie sélida), se consigue eliminar gran
parte de estas interferencias obteniéndose a su vez, mayor sensibilidad y mejores limites
de deteccion.

Uno de los ensayos heterogéneos mas importantes es el Ekel&A&me-linked
immunosorbent asspyl.0os inmunosensores amperométricos implementan este tipo de
ensayo inmovilizando las inmunoespecies sobre el transductor, integrando asi la
selectividad de los reactivos inmunologicos, la sensibilidad de las reacciones
enziméaticas y la simplicidad de la deteccion amperométrica. Normalmente, se efectian
los ensayos de dos formas diferentes, ensayo competitivo y ensayo no competitivo
(s&ndwich)

35



Introduccion

En el ensayo competitivo se pone en contacto el reactivo inmovilizado (antigeno o
anticuerpo segun el caso) con una mezcla de muestra que contiene el analito a la que se
le afiade ademas 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 solucion. 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 enzimatica superficial. Segun el desarrollo del
formato competitivo, los inmunoensayos pueden ser directos cuando se utiliza la
molécula andloga marcada, y ésta y el analito compiten por unirse al anticuerpo
marcado que se encuentra inmovilizado en un soporte solido, o indirectos, cuando se
utiliza el anticuerpo marcado y la molécula andloga al analito se encuentra
inmovilizada, y se afiade a la disolucion el analito y el anticuerpo. La sefal obtenida en
ambos casos es inversamente proporcional a la concentraciéon de analito en la muestra.
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Figura 1.13 Principales formatos de inmunoensayo: (A) Ensayo competitivo directo, (B) ensayo
competitvo indirecto y (C) ensayo no competitivo o sandwich.
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En el ensayo no competitivo o sandwich, el reactivo de captura se inmoviliza en el
soporte solido, y posteriormente se incuba en la muestra que contiene el analito
(antigeno) de manera que se enlace selectivamente. Después de una etapa de lavado en
gue se retira el exceso de muestra, se incuba con una disolucién que contiene en exceso
un segundo anticuerpo marcado, que se enlaza a un etiope del antigeno diferente al que
lo ha hecho el primer anticuerpo. Se separa el sobrenadante y se monitoriza la reaccion
enzimatica proporcionando la informacion analitica requerida. La sefial obtenida en este
ensayo es directamente proporcional a la concentracion de analito.

1.5 Automatizacion de los sistemas de analisis

Desde hace mas de una década, se ha producido un aumento en la demanda de
informacion en tiempo real para la monitorizacion y control de diferentes parametros
quimicos de interés medioambiental y biomédico. Esta demanda se traduce en el
desarrollo e implementacion de analizadores automaticos a pie de proceso que a su vez
sean robustos, econdmicos, sensibles, precisos, versatiles y de facil automatizacion. La
caracteristica principal de este tipo de analizadores es que permiten la integracion de
todas las etapas del proceso analitico: el muestreo, la mezcla o la reaccion, etapas de
separacion (difusion gaseosa, pre-concentracion, separacion electroforética) y la etapa
de deteccion. Ademas, facilitan la integracion de una gran variedad de sistemas de
deteccion basados en distintas técnicas instrumentales (6pticas, electroquimicas, etc.)
(Valentini et al., 2003; Wang and Musameh, 2003).

Bajo este contexto, y teniendo en cuenta las propiedades intrinsecas de los materiales
compésitos basados en carbono expuestas anteriormente, tales como la facil
maleabilidad, la capacidad de adquirir cualquier forma y geometria, el bajo coste y la
alta sensibilidad, los materiales compdsitos se convierten en unos candidatos idoneos
para el desarrollo de (bio)sensores que pueden ser integrados, como detectores, en
sistemas automaticos de andlisis.

Los métodos automaticos de analisis se pueden clasificar en funcion de las diferentes
formas de gestionar los fluidos. En una primera aproximacion, se pueden clasificar
segun tres tipos: robotizados, discontinuos y continuos (Valcarcel et al., D@#dio

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 contaminacidén entre muestras sucesivas.

En los segmentados, las muestras son aspiradas secuencialmente, situando entre ellas
burbujas de aire o de nitrégeno 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 contaminacidén entre muestras.

P R+ M P

N <

Figura 1.14Modelo basico de muestreo en un sistema de flujo segmentado. P es la solucién 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 dispersion
dentro del sistema. Los métodos no segmentados genéricamente se denominan métodos
de Andlisis por Inyeccion en Fluj&low Injection AnalysisFIA) 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 dispersion controlada, surgio la
técnica de andlisis por inyeccion secuencsaquential Injection AnalysiSIA). Esta

técnica alternativa propone una nueva estrategia de gestion de fluidos basada en la
automatizacion del proceso. Para ello, es necesario utilizar un software de control del
analizador mas complejo que gestiona todos los elementos necesarios para llevar a cabo
el analisis.

El andlisis por inyeccion de flujo ha permitido automatizar de un modo asequible y
robusto un gran namero de sistemas de anabdisiine para multiples parametros
quimicos y bioquimicos, 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 preparacion automatica de
las muestras, ya sea por difusion o por dilucion; los calibrados continuados del sensor
sin interrumpir el proceso que se esta siguiendo; la deteccion simultdnea de un
determinado numero de analitos mediante la utilizacion de diferentes reactores o
sensores dispuestos en paralelo o de forma seriada. Adicionalmente, el gran nimero 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
dispersidn de la muestra introducida en una solucion transportadora no segmentada.
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Figura 1.15 Sistema. (I) Modelo basico de muestreo. (Il) Disefio experimental de de un sistema FIA
convencional, donde P y M son la disolucidn portadora y la muestra, respectivamente.

En el disefio de un sistema FIA basico consta de una bomba, una véalvula de inyeccion,
un detector y un tubo de reaccién (Figura 1.15). La bomba se utiliza para propulsar una
o mas disoluciones hacia el detector. Estas disoluciones pueden ser reactivos,
disoluciones tampdn y/o acondicionadoras, o disolventes. La valvula de inyeccion sirve
para inyectar, periédicamente y de forma precisa, un pequefio volumen de muestra en la
corriente de la disolucién portadora. La propia dindmica de fluido del tubo mezcla la
muestra con el reactivo y resulta una especie que puede ser detectada por el sistema. La
sefal que genera la especie que es detectada es transitoria, en forma de pico, la altura y
el &rea de la cual es proporcional a la concentracion de analito y se utilizan para
cuantificarlo (Figura 1.15 (1)). Las dimensiones de esta sefal dependen de diferentes
variables fisicas del sistema, como el caudal, el volumen de inyeccion, la longitud y el
diametro del tubo de reaccidn, entre otras. Introduciendo muestras de analito de
concentracién conocida se puede obtener la relacion matemética entre la sefal y la
concentracion. El proceso de deteccion 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 manipulacion y de adquisicion de datos. Los detectores mas
habituales son los Opticos (espectrofotometria, UV-Visible, IR, fluorimetria,
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espectrometria atomica, etc.) y los electroquimicos (potenciometria, voltamperometria)
(Andrew, 1994).

Como se ha comentado antes la técnica FIA ha evolucionado en otras técnicas de flujo
complementarias, como por ejemplo las de Andlisis por Inyeccion Secuencial (SIA), en
la que no se utiliza un flujo continuo (Ruzicka and Marshall, 1990), el analisis por
multiconmutacion, o la técnica de flujo detenidtopped-flo. 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 diferenciacion cinética y
aumentar la sensibilidad. La ventaja directa es que los tiempos de reaccion 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 provocaria un aumento de la dispersion y, por tanto, la
disminucién de la sefial analitica. Ademas, permite la optimizacién de la relacion de
muestra y reactivo para obtener respuestas lineales con alta sensibilidad, disminuyendo
el consumo de reactivo respecto del método continuo (Baeza, 2004).

La continua evolucion de los sistemas automaticos de analisis ha dado lugar también al
desarrollo de un nuevo concepto de sistema de andlisis conocido como microsistema
total de analisis Mlicro Total Analysis SystenuTAS). El concepto de UTAS fue
introducido por primera vez por Manz (Manz et al., 1990) en la década de los 90. Este
surge a raiz del desarrollo de sistemas de fabricacion en continuo, que permiten la
conectividad total o parcial de las diferentes etapas del proceso analitico. Los UTAS
facilitan simultdneamente la integracion y la miniaturizacion de todas las etapas del
proceso analitico y aportan las ventajas intrinsecas a la reduccion de escala.

Los sistemas de analisis de flujo convencionales permiten desarrollar sistemas

autométicos, que otorgan trazabilidad y exactitud a las medidas realizadas, asi como
resoluciéon 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

resoluciéon espacial a los sistemas analiticos. Alguno de estos inconvenientes puede
resolverse mediante la miniaturizacion o escalado de los sistemas de analisis v,

consecuentemente, el desarrollo de sistema de analisis miniaturizados resulta una
alternativa valida para la automatizacion de algunos procesos de analisis susceptibles de
una reduccion de escala, ya sea por requerimientos de portabilidad o de reduccion de
costes de ejecucion, como seria el caso de la monitorizacion de parametros ambientales
(Olivé-Monllau et al., 2011).
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2. Objetivos

Uno de los objetivos principales de la quimica analitica es la determinacion selectiva de
analitos a muy bajas concentraciones, en muestras cada vez mas complejas. En este
contexto, los sensores y biosensores amperométricos han contribuido en gran medida al
desarrollo de sistemas analiticos mas sensibles y econémicos que han permitido realizar
determinaciones in-situ y en tiempo real.

En el caso particular de los biosensores basados en biocompdsitos, a todas las ventajas
que aportan los biosensores en general, se les une la facilidad de inmovilizar e integrar
el componente biologico en el transductor, simplificando de forma extraordinaria la
construccion de estos dispositivos y, aumentando a su vez la robustez y durabilidad de
los mismos. La calidad de la respuesta analitica de los biosensores basados en
biocompositos ha sido atribuida, en gran medida, a la actividad biocatalitica del
componente bioldgico y la forma de integrarse con el transductor electroquimico. Sin
embargo, ha quedado en un segundo plano, la contribuciébn de la morfologia y
composicién del transductor en el buen desempefio analitico de estos dispositivos.

El objetivo principal de este trabajo de investigacion se ha centrado en la aplicacion de
diversas técnicas instrumentales, principalmente electroquimicas y morfoldgicas,
orientadas hacia el desarrollo e implementacion de nuevas estrategias para la
caracterizacion y optimizacion de la composicion de materiales (bio)compositos. La
aplicacion sistematica de estas técnicas de caracterizacion, pretende demostrar que un
porcentaje optimo de material conductor en la matriz de los materiales (bio)compdésitos,
permitira obtener dispositivos (bio)sensores mas sensibles y robustos, que posean la
propiedad de mejorar significativamente los limites de deteccion de estos dispositivos,
aumentando considerablemente la relacion sefal/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 electroanaliticas de un material compuesto basado en
grafito y resina epoxy, mediante la caracterizacion y optimizacion de su
composicion utilizando diferentes estrategias, como la teoria de la percolacion, y
técnicas electroquimicas y morfologicas, tales como: voltamperometria ciclica,
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espectroscopia electroquimica de impedancias, amperometria hidrodinamica,
microscopia de fuerza atdmica y microscopia electronica de barrido.

Determinar qué técnicas de caracterizacion proporcionan la informaciéon mas
relevante para el desarrollo de transductores altamente eficaces, orientados hacia la
optimizacién de la relacién sefal/ruido y, en consecuencia, a la mejora de los limites
de deteccion.

Estudiar el efecto, sobre las propiedades electroquimicas y analiticas, que tiene la
incorporacion de un componente bioldgico en la matriz de un compdésito basado en

grafito y resina epoxy de composicion incluida en la zona de percolacion. Para ello

se utilizara la enzima glucosa oxidasa (GOD) como enzima modelo, y se aplicaran

las técnicas de caracterizacion y optimizacion propuestas en el objetivo anterior,

complementandolas con la microscopia laser confocal que permitira el estudio de la
distribucion de la enzima en la superficie del electrodo biocompaosito.

Aplicar, de forma sistematica, las técnicas de caracterizacion y optimizacion
propuestas, para el desarrollo y mejora de la sefial analitica de biosensores e
inmunosensores amperomeétricos. Para ello se abordaran sistemas biosensores e
inmunosensores descritos en la bibliografia basados en el mismo transductor pero
de composicién no optimizada. Concretamente se estudiaran:

» Biosensores basados en grafito y resina epoxy que incorporan la enzima
acetilcolinesterasa para su aplicacion en la deteccion de inhibidores de las
colinesterasas, tanto de la familia de los organofosforados como de la de los
carbamatos. De forma particular, se integraran los electrodos biocompdsitos
optimizados basados en grafito-epoxi-AChE, en un microanalizador
amperomeétrico basado en la tecnologia LTCC, y se evaluara la mejora de la
respuesta analitica mediante la determinacion de pesticidas en disolucion.

* Inmunosensores basados en grafito y resina epoxy que incorporan la
inmunoglobulina G (IgG) inmovilizada en la matriz. Concretamente se
estudiaran los beneficios que aporta la optimizacion de la composicién del
inmunocompasito en las técnicas de ensayo descritas en la bibliografia.
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Materiales y metodos

En este apartado, se presentan las diferentes metodologias experimentales utilizadas
durante el desarrollo de los estudios realizados en esta tesis doctoral.

En primer lugar, se hace una breve descripcion de los reactivos e instrumentacion
utilizados, asi como de los procedimientos de fabricacion de los diferentes sensores y
biosensores basados en los materiales compuestos desarrollados. En segundo lugar, se
hace una descripcion de los protocolos de caracterizacion utilizados y los
procedimientos seguidos en la toma de medidas amperométricas para los diferentes
sensores y biosensores desarrollados. Por dltimo, se describe detalladamente tanto el
disefio como la construccion del sistema microfluidico utilizado y del montaje
experimental necesario para su operacion, para la aplicacion concreta de la
determinacion de analisis de pesticidas.

3.1 Reactivos

Cloruro de potasio (99,5%), hexacianoferrato (lll) de potasio (99,5%), hexacianoferrato
(I) de potasio (99,5%), acido ascorbico (99,5%), nitrato de potasio (99,0%), acido
nitrico (65%), dihidrogenofosfato de potasio (99,5%), hidrogenofosfato de potasio
(99,5%), hipoclorito de sodio (10-13%), peréxido de hidrégeno (30%), hidroquinona
(99,5%), glucosa oxidasa tipo VII despergillus niger(174400 unidades/g), D-(+)-
Glucosa ¥ 99,5%), acetilcolinesterasa tipo VI-S dgectrophorus electric§1000
unidades/mg), cloruro de acetiltiocolina (> 99,0%), metanol para HPLC (99,9%),
carbofurano PESTANAI, carbarilo PESTANAL, paraoxon-ethyl PESTANAL, malation
PESTANAL, diclorovos PESTANAL, inmunoglobulina G de conejo, anti-lgG de
conejo procedente de cabra conjugada con peroxidasa y sérum albumina bovina fueron
subministrados por Sigma-Aldrich.
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3.2 (Bio)sensores amperométricos basados en (bio)compdsitos grafito-
epoxy

En este apartado se describirAdn los procedimientos experimentales utilizados en la
construccion de los electrodos basados en materiales compdésitos desarrollados en esta
tesis para su aplicaciéon como (bio)sensores.

3.2.1 Materiales utilizados en la construccion de los electrodos

Los materiales compositos estudiados en el presente trabajo se basan en microparticulas
de grafito como material conductor y la resina epoxy Epotek-H77 como material de
relleno polimérico. Los compadsitos de grafito-epoxy se han preparado a partir de grafito
en polvo, con un tamafio de particula de 50 um (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 Preparacion de los compositos y construccion de los sensores
amperometricos

La construccion de los electrodos se realiza en dos etapas. Por un lado, se realiza la
construccion del cuerpo del electrodo, asi como el contacto eléctrico y, por otro lado, la
preparacion del material compdésito transductor. En la Figura 3.1 se muestra el proceso
de construccion de los electrodos compdésitos.

El proceso de preparacion del material compdsito consiste en mezclar manualmente el
polimero (Epotek H77A) y su correspondiente componente endurecedor (Epotek H77B)
en una relacion 20:3 (w/w), juntamente con un porcentaje variable de material

conductor (grafito). Después se homogeniza la mezcla manualmente durante 30
minutos.

Para la construccion del cuerpo de los electrodos se utiliza un conector eléctrico
hembra de 2 mm de didmetro. En su extremo se suelda con estafio una lamina circular
de cobre (6 mm de didmetro y 1 mm de espesor), a la que previamente se le ha
eliminado los restos de Oxido de cobre e impurezas que pudiese contener con una
solucion de acido nitrico 1:1. Esta lamina de cobre actia de contacto eléctrico entre el
conector eléctrico y el material compdésito. La presencia de una capa de 6xido 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
lamina de cobre y el material polimérico conductor. Esta conexion eléctrica se introduce
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en el interior de un cuerpo cilindrico de policloruro de vinilo (PVC) de 6 mm de
diametro interno y 20 mm de longitud. En el otro extremo del cuerpo de electrodo
gueda una cavidad de 3 mm de profundidad en la que se introduce el material compdsito
preparado previamente al proceso de curado.

Vogo

Figura 3.1 Etapas de la construccién del electrodo compésito (I) (A) Al conector hembra de 2 mm se le
suelda la lamina de cobre. (B) Después se introduce dentro del tubo de PVC. A continuacion (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 construccion (1), antes y después del llenado, y dispositivo
final pulido.

Una vez introducido el material compdésito 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 60°C. 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 mas
fino, y finalmente, con papel de alimina de 3 mm (Thermo Scientific, Beverly, MA,
USA).

Los electrodos construidos tienen un area geométrica de 28 lanconexion a los

equipos de medidas se realiza mediante un soporte extensor de 15 cm de longitud,
constituido por un tubo cilindrico de PVC de esta longitud y de igual diametro que el
cuerpo del electrodo. En un extremo se le acopla un conector eléctrico macho de 2 mm
que esta 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 unién con el equipo de medida.

Para la construccion 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.
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3.2.3 Preparacion de los biocompésitos y construccion de los
biosensores

En la preparacion de los biocompdésitos, las etapas del proceso de fabricacion son
practicamente las mismas que se han detallado en el apartado anterior (Figura 3.1). La
preparacion 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
preparacion del material biocompdsito se le afiade una etapa mas. Después de la mezcla
manual del polimero (Epotek H77A) y su correspondiente componente endurecedor
(Epotek H77B) en una relacion 20:3 (w/w), juntamente con un porcentaje variable de
material conductor (grafito) durante 30 minutos, se aflade la cantidad convenida de
material biolégico (enzima o antigeno) y se homogeniza durante 15 minutos mas la
mezcla. El proceso de curado de estos electrodos es de 5 dias a una temperatura de
40°C. Esta temperatura de curado esta prefijada por la estabilidad del material biologico.
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 degradacion del material biolégico a una temperatura de 4°C.

En la preparacion de los biocompdsitos 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 concentracion de enzima fue del 1% y el 2% (w/w) de GOD.

En la preparacion de los biocompdsitos basados en grafito-epoxy que incorporan la
enzima acetilcolinestesterasa (AChE), se construyo una serie de biosensores en la que se
vario el intervalo de composiciones de grafito entre el 14% y el 17% (w/w) vy se
construy6 su analogo con el 20% (w/w) de grafito. La concentracion de enzima se fijo
en un 0,12% (w/w) de AChE.

En la preparacién de los inmunocompdésitos basados en grafito-epoxy que incorporan el
antigeno inmunoglobulina G de conejo (RIgG), se construyéd una serie de
inmunosensores en la que se varié la concentracion de grafito entre el 15% y el 20%
(w/w) y se fij6 la concentracion de la inmunoespecie en un 0,9% (w/w) de RIgG.

3.2.3.1 Construccion de biosensores para Ssu integracion en
microanalizadores de tipo LTCC

En la Figura 3.2 se muestra un detalle de la configuracion de los electrodos
(bio)compdsitos integrados como detectores amperométricos en el microanalizador
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desarrollado, basado en la tecnologia de las cerdmicas verdes o LBBC (
Temperatura Cofired Ceramigcs

Esta configuracién consiste, basicamente, 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 diametro,
en el cual se introduce por un de los extremos un conector eléctrico de banana macho de
2 mm de diametro (Figura 3.2) que lleva soldado, en el extremo, un disco de cobre de 2
mm de diametro. El conector macho es el punto de unién con el equipo de medida. En
el otro extremo de la tuerca, queda una cavidad donde se incorpora el material
biocomposito, las dimensiones de la cual son 2 mm de profundidad y 4 mm de
diametro. La preparacion y el proceso de curado del electrodo biocompdsito se realiza
de acuerdo con el protocolo especificado en el apartado 3.2.3. El electrodo esta
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 esta utilizando se conserva en nevera a una temperatura de
4°C.

BIOCOMPOSITO
—

Figura 3.2 Configuracion del electrodo de trabajo basado en material biocompdsito para integrar como
detector en el microsistema de analisis.

Finalmente, el electrodo de trabajo se integra en el microanalizador mediante una
volandera de PVC, la cual esta fijada en el microanalizador sobre el canal de flujo
principal, en una cavidad especifica disefiada con este propdsito, como se especifica en
el apartado 3.4.
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3.3 Caracterizacion y evaluacion de los (bio)sensores basados en los
materiales (bio)compdsitos desarrollados

En la caracterizacion, optimizacién y evaluacién de los (bio)sensores basados en los
materiales (bio)compdsitos desarrollados, se han utilizado diferentes técnicas eléctricas,
electroquimicas y de microscopia que han sido aplicadas de forma sistematica.

3.3.1 Evaluacioén de las propiedades eléctricas. Curva de percolacion

La curva de percolacién se ha realizado midiendo la resistencia eléctrica de los
diferentes materiales compuestos basados en grafito-epoxy utilizando un multimetro
comercial (Fluka Ibérica, S.L., Madrid, Espafia). En este caso las medidas requieren de
un soporte adecuado. Este soporte consiste en un tubo de PVC de 6 mm de diametro
interno y 10 mm de longitud, cuyo interior se ha rellenado con el material compdsito
(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 colocé una placa de cobre de 6 mm de diametro,
con el objetivo de que actuaran como contacto eléctrico. A continuacién se cura el
material durante 24 h a 60°C. 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 6xido que se haya podido formar. Finalmente, la resistencia eléctrica se mide entre
estas dos placas de cobre.

3.3.2 Caracterizacion de las propiedades electroquimicas de los
electrodos (bio)compdsitos

3.3.2.1 Voltamperometria ciclica

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, Espafia). 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
concentracion constante del i6n cloruro (0,1 M KCI) en el medio. Como electrodo de
trabajo se han utilizado los diferentes electrodos basados en materiales (bio)compédsitos
desarrollados. Este sistema de tres electrodos se ha utilizado para caracterizar el
comportamiento electroquimico de los electrodos preparados para complementar los

54



Parte | |

resultados obtenidos con la técnica de espectroscopia electroquimica de impedancias
(apartado 3.3.2.2). ElI medio electrolitico que se utilizé en todo el estudio fue una
disolucion acuosa que contuvo concentraciones iguales (0,01 M) del par redox
[Fe(CN)]*/[Fe(CN)X]* vy 0,1 M de KCI. La velocidad de barrido utilizada fue de 10
mV/s.

3.3.2.2 Espectroscopia electroquimica de impedancias

Estas medidas se llevaron a cabo con un sistema potenciostato/galvanostato PGSTAT12
Autolab (EcoChimie, Utrech, Holanda). La configuracion de la celda utilizada es la
misma que se describe en el apartado 3.3.2.1. La solucidon de referencia utilizada
contuvo 0,01 M en cada una de las especies del par redox [FEF(CN)]* y 0,1

M de KCI. Las medidas se llevaron a cabo usando el potencial de equilibrio, calculado
previamente mediante los datos obtenidos a través del voltamperograma ciclico con la
ecuacion E= E + I(Ecp — Eyp)/21, dondek,, Ecp Y Eap, son el potencial de equilibrio, el
potencial de pico catddico y anddico, respectivamente. El intervalo de frecuencia
evaluado estuvo comprendido entre 100 KHz y 100 mHz y la amplitud de sefal que
perturba el sistema fue de 10 mV.

Figura 3.3 Configuracion experimental utilizada para las medidas de impedancias y de la
voltamperometria ciclica.

3.3.2.3 Voltamperometria de barrido lineal

Estas medidas se llevaron a cabo con un sistema potenciostato/galvanostato PGSTAT12
Autolab (EcoChimie, Utrech, Holanda). La configuracién de la celda utilizada fue una
configuracion de tres electrodos. Como electrodo auxiliar se ha utilizado un electrodo
comercial de platino 52-671 Crison (Crison Instruments, Barcelona, Espafa). El
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electrodo de referencia consistio en un electrodo comercial de union simple Ag/AgCI
ORION 900200 (Thermo Electron Corporation, Beverly, MA, USA). Como electrodo

de trabajo se utilizaron los diferentes electrodos basados en materiales (bio)compdsitos
desarrollados en este trabajo. Con esta técnica, se obtiene en el medio id6neo, el
potencial de polarizacion optimo de los analitos estudiados para cada uno de los
electrodos (bio)compdsitos desarrollados. La técnica consiste en el registro de la
intensidad cuando realizamos un barrido de potencial en una direccion determinada a
velocidad constante. Dicho barrido se realizé en ausencia de agitacion. 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 mV4&n primer lugar se realizé un barrido de potencial
sobre 20 mL de una solucion que contenia el electrolito soporte de fondo y a
continuacion, se procedio a la realizacion de sucesivos barridos sobre la misma solucion
electrolitica, después de adicionar de forma consecutiva diferentes microvolimenes de
una disolucién que contenia el analito de estudio.

El potencial de oxidacién del &cido ascérbico se determind sobre un fondo electrolitico
de 0,05 M de KN@HNO3; y 0,1 M de KCI, en el que se afadieron de manera
consecutiva sobre el mismo fondo electrolitico, microvolumenes de una disoluciéon 1 M
hasta alcanzar una concentracion en el medio electrolitico de 2mM.

Para la determinacion del potencial de oxidacion del peréxido de hidrogeno, las

medidas se realizaron sobre un fondo electrolitico de 0,1 Mde PBSapH=7,0y 0,1 M
de KCI, sobre el cual se adicionaron microvolumenes consecutivos de una disolucion de
H,O, 1 M hasta alcanzar una concentracion en el medio electrolitice@e2HnM.

El potencial de oxidacion del hipoclorito se ha determinado sobre un fondo electrolitico
de tampon fosfato (PBS) 0,1 My pH 5,5y 0,1 M de KCI. Se afiadieron de manera
consecutiva microvolimenes de una disolucién patrén de @#020 ppm hasta
alcanzar una concentracion en el medio electrolitico de 4 ppm.

La determinacion del potencial de trabajo para el biosensor de glucosa, se realizé en un
fondo electrolitico de tampon fosfato 0,1 My pH = 7,0y 0,1 M de KCI, sobre el que se
afladieron microvolimenes consecutivos de una disolucion patron de glucosa de
concentraciéon 0,5 mM hasta alcanzar una concentracion en el medio electrolitico de 2
mM.

La determinacion del potencial de oxidacion de la tiocolina con el biosensor de grafito-
epoxy-AChE se llevo a cabo en una celda electrolitica que contenia una disolucion de
tampén fosfato 0,1 M a pH = 7,0 y 0,1 M de KCI, a la que se le adicionaron
microvolimenes consecutivos de una disolucion patron de acetiltiocolina 1M hasta
alcanzar una concentracion en el medio de 1mM.
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El potencial de oxidacién de la hidroguinona con el inmunosensor grafito-epoxy-RIgG,
se realiz6é en un fondo electrolitico de tampon fosfato (PBS) 0,1 MapH=7,0y 0,1 M
de KCI, sobre el que se afiadieron microvolimenes consecutivos de una disolucion
patrén 1M hasta alcanzar una concentraciéon en medio de 30 mM.

3.3.3 Evaluacion de las caracteristicas de respuesta de los electrodos
(bio)compasitos. Amperometria hidrodinamica

La amperometria hidrodinamica es una técnica electroquimica que ha permitido la
calibracion 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 agitacion 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 utilizé una configuracion de celda de tres
electrodos. Como electrodo auxiliar se ha utilizado un electrodo comercial de platino
52-671 Crison (Crison Instruments, Barcelona, Espafia). El electrodo de referencia
consistié en un electrodo comercial de unién simple Ag/AgCl ORION 900200 (Thermo
Electron Corporation, Beverly, MA, USA). Como electrodo de trabajo se utilizaron los
diferentes electrodos basados en materiales (bio)compdésitos 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 6ptimos, fueron determinados por voltamperometria de
barrido lineal (ver apartado 3.3.2.3). Tras aplicar el correspondiente potencial de
polarizacion a cada uno de los (bio)sensores estudiados, se procedi6 a estabilizar la linea
base y a continuacion se registro la sefial analitica para diferentes adiciones sucesivas
de una solucion patron del analito a estudiar, sobre una solucion electrolitica de fondo
adecuada a cada sistema.
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Figura 3.4 Medidas amperdmetricas llevadas a cabo con el potenciostato Bionalytical System BAS LC-
4C utilizando una configuracion de tres electrodos.

A continuacion se detallan las condiciones experimentales utilizadas para la realizacion
de las curvas de calibracion y determinacion de los parametros electroanaliticos de cada
uno de los electrodos (bio)compdsitos evaluados.

3.3.3.1 Evaluacion de la respuesta de los compdsitos grafito-epoxy

La evaluacién de los transductores basados en grafito-epoxy se ha realizado utilizando
tres analitos modelo: acido ascorbico, peroxido de hidrogeno e hipoclorito. La
determinacion del potencial de polarizaciéon para cada uno de los analitos se realizo
mediante la voltamperometria de barrido lineal. En todos los casos se ha utilizado una
celda electrolitica que contenia un volumen de 10 mL de disolucion electrolitica de
fondo, de acuerdo al analito a estudiar. En dicha solucién se sumergio 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 agitacion
constante. Una vez se ha alcanzado la estabilidad del sistema, se adicionaron volimenes
consecutivos de diferentes disoluciones patron de concentracion conocida.

Para la determinacién de acido ascoOrbico se aplic6 un potencial de 450 mV (vs.
Ag/AgCIl) y las medidas se realizaron en un fondo electrolitico de 0,05 M de
KNO3/HNO;3; y 0,1 M de KCI. 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 determinacién del perdxido de hidrogeno, el potencial de
trabajo aplicado fue de 950 mV. El fondo electrolitico utilizado fue una disolucion de
0,1 M de PBS a pH =70y 0,1 M de KCI. En este caso se emplearon cuatro
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disoluciones patrén (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 determinacion del
hipoclorito, las medidas se realizaron aplicando un potencial de trabajo constante de -
250 mV. En este caso el fondo electrolitico empleado fue tampon fosfato (PBS 0,1 My
pH 55) y 0,1 M de KCI. Se utilizaron tres disoluciones patrén de concentracion
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 Evaluacion de la respuesta de los biocompdsitos basados en
grafito-epoxy-GOD

Para la determinacion de la glucosa como analito, las medidas se llevaron a cabo a un
potencial de polarizacién constante de 1050 8/ Ag/AgCl) en una celda electrolitica

gue contenia 20 mL de una disolucién de tampon fosfato (0,1 M de PBS apH =7,0) y
0,1 M de KCI en la que se sumergieron el electrodo de trabajo, el electrodo auxiliar y el
electrodo de referencia. Las adiciones consecutivas de pequefios voliumenes se
realizaron utilizando dos disoluciones patrén (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 Andlisis de muestras reales de glucosa por adicion estandar

El andlisis de muestras reales de glucosa procedentes de un fermentador se ha llevado a
cabo por el método de la adicion estandar. Las medidas fueron realizadas en una celda
electrolitica que contuvo un volumen de 10 mL de una disolucién tamponada (PBS 0,1
My pH = 7,0) con agitacion 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 \s. Ag/AgCI). Después de la estabilizacion de la sefial del
biosensor en el tampon fosfato, se realizo la adicion de volumenes conocidos de una
disolucion estandar de glucosa de concentracion perfectamente conocida (10 mM) y se
registro la variacion de intensidad generada. A continuacion se adiciono las alicuotas de
analito (glucosa del fermentador) de concentracion desconocida a evaluar y se registro
la variacion de intensidad generada.
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3.3.3.4 Evaluacion de la respuesta de los biocompdsitos basados en
grafito-epoxy-AChE

La respuesta de los biosensores grafito-epoxy-AChE al sustrato cloruro de
acetiltiocolina se realizé por el método de la adicibn conocida. En un volumen
determinado (10 mL) de una disolucion de tampoén fosfato (PBS 0,1 My pH =7,0) y
0,1 m de KCI se sumergieron los tres electrodos: referencia, auxiliar y el biosensor. Las
medidas se realizaron aplicando una agitacién constante y polarizando el electrodo a un
potencial de trabajo constante, determinado por la voltamperometria lineal de barrido,
gue en este caso fue de 700 V8. (Ag/AgCl). Después de obtener una sefial de fondo
estable, se adicionaron diferentes volumenes de las disoluciones patrén de
concentracién perfectamente conocida (1 mM y 10 mM) y se midié la sefal para cada
concentracién para obtener la curva de calibracion respectiva. A partir de los parametros
de la curva, se determinaron el rango de respuesta lineal, el limite inferior y superior de
respuesta lineal, asi como la zona de saturacion de la enzima.

3.3.3.5 Determinacibn amperométrica de pesticidas: medidas de
inhibicién enzimatica

La determinacién del porcentaje de inhibicibn enzimatica experimentado por los
biosensores grafito-epoxy-AChE, por la accién de los pesticidas estudiados, se ha
llevado a cabo utilizando la metodologia de inhibicién indirecta que consiste en hacer
dos determinaciones consecutivas de la actividad enzimatica. La primera determinacion,
se realizé antes de que el biosensor estuviera en contacto con el pesticida para establecer
el valor maximo de sefial analitica cuando no hay inhibicidon enzimatica. La segunda, se
realizo después de una previa incubacion del electrodo, sumergiéndolo en una solucién
gue contenia el pesticida, y se evalud la respuesta del biosensor después del proceso de
inhibicion enzimatica. El potencial de polarizacion utilizado fue 700 wsvV Ag/AgCl)
correspondiente a la oxidacion de la tiocolina, producida por la reaccién de hidrélisis de

la acetiltiocolinesterasa y el sustrato acetiltiocolina en la superficie del biosensor.

Para ello, se siguio el procedimiento habitual para determinar la actividad enzimatica
(Figura 3.5):

i. Se sumergi6 el biosensor en una celda electroguimica que contenia 10 mL de
una solucion tamponada (PBS 0,1 My pH = 7,0 en fondo de 0,1 M de KCI),
con agitacion constante, y cuando se obtuvo una intensidad residual estable, se
adicion6 un volumen de una solucion de concentracion perfectamente conocida
de sustrato, en este caso de 5,3-Mde acetiltiocolina (determinada en el
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apartado 3.3.3.4). La intensidad de corriente alcanzada, suministré informacion
del estado estacionaric.dl correspondiente a la actividad enzimatica maxima
del biosensor en ausencia de inhibidor.

ii. Posteriormente, en un experimento aparte, se colocé el biosensor en una nueva
disolucién tamponada (10 mL de PBS 0,1 My pH 0 7,0) y en agitacién
constante, que contenia una determinada concentracion del pesticida, y se
mantuvo sumergido durante un tiempo determinado (tiempo de incubacion). En
este caso fue durante 10 minutos.

iii. Se procedi6 de nuevo como en el paso i., y se obtuvonuevo estado
estacionario con una sefial analitica inferior o intensidad mghpo(lefecto de
la inhibicion.

De este modo se puede calcular el porcentaje de inhibicion expresado por la ecuacion
ecuacion 3.1:

Intensidad

 — <— Adicion de sustrato

Tiempo Tiempo
incubacion

Figura 3.5 Esquema del proceso de determinacién indirecta de pesticidas por inhibicion enzimatica. Se
efectlan dos medidas de la actividad cd@drresponde a la sefial analitica maxima obtenida (intensidad)
del biosensor en ausencia de inhibidor y,lad la sefial analitica alcanzada después de una incubacion
previa en presencia de inhibidor.

La disolucion patron de acetiltiocolina utilizada contuvo una concentracion,
perfectamente conocida, de 0,028 M en agua MilliQ. Los patrones de pesticida se
prepararon diariamente en una disolucion 1:1 (v/v) de metanol y agua, a partir de una
disolucién 2,0- 19 M.
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3.3.3.6 Andlisis de aguas de riego dopadas con pesticidas

La evaluacion de las muestras de agua dopadas con agua del grifo se realizé siguiendo
el procedimiento detallado en el apartado 3.3.3.5 y utilizando las mismas condiciones de
fondo electrolitico, potencial de oxidacion y concentracién de sustrato (ATCh). Los
inhibidores estudiados fueron el carbofurano y el paraoxén. 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 concentracion: 40,32 ppb, 4,03 ppb y
0,403 ppb. Para el paraoxdn se prepararon tres patrones de concentracion: 30,08 ppb,
3,01 ppb y 0,3 ppb.

3.3.3.7 Evaluacion de los inmunosensores grafito-epoxy-RIgG: ensayo
competitivo

Este estudio se basa en la cuantificacion 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 incubacion de los inmunosensores con la GaRIgG conjugada con la
enzima peroxidasa, se prepararon las disoluciones siguientes:

- Disoluciones bloqueantes:
Disolucion bloqueante 1: BSA 1% (p/v) en tampon fosfato (PBS) 0,1 M a pH =
7,0.
Disolucién blogueante 2: BSA 0,1% (p/v) en tampoén fosfato (PBS) 0,1 M a pH
=7,0.

- Disolucién patrén stock de inmunoconjugado:
GaRIgG marcada con peroxidasa de rabano picante al 1% (v/v) en BSA 1%.

- Disolucién patron stock de analito:

0,83 mg/mL de RIgG en BSA 0,1%.
Las disoluciones patron mas diluidas se prepararon con la misma solucién de BSA
0,1%.
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Se emplearon diferentes disoluciones de peroxido de hidrogeno para determinar la
actividad de la peroxidasa, las cuales permitieron abarcar concentraciones comprendidas
entre 1,0-18 M y 2,5-10°M. La disolucién stock de hidroquinona (mediador redox)
tuvo una concentracion de 0,04 g/mL. El sustrato enzimatico y la hidroquinona se
prepararon diariamente, y la disolucion de ésta ultima se conservo protegida de la luz y
bajo atmdsfera de nitrogeno.

El ensayo competitivo se llevé a cabo en dos etapas. Una primera incubacion en la que
se dejo interaccionar previamente el analito (RIgG) con su correspondiente anticuerpo
marcado (GaRIgG-HRP) durante 15 minutos, a temperatura ambiente y con agitacion
constante. Seguida de una segunda incubacién en gota, en la que se puso en contacto
una cantidad fija de la disolucion (RIgG-GaRIgG-HRP) sobre la superficie del
electrodo, en este caso 45 pL, y se dej6 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 afiadiendo volimenes variables de solucién stock de analito
y de solucién blogueante hasta un volumen total constante, a un volumen fijo de
solucion stock de inmunoconjugado. De esta manera se consigue tener siempre en el
medio de incubacibn la misma concentracibn de anticuerpo marcado
(inmunoconjugado) pero concentraciones variables de antigeno (analito).

JAA

Primera
incubacion

N

Lavado

Segunda |:> ‘

incubacion 15 min

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 determinacion de RIgG mediante la técnica competitiva
utilizando inmunosensores basados en inmunocompdsitos y peroxidasa como enzima marcadora.

Inmunocompdsito Grafito-epoxy con 0,9 % (w/w) RIgG
Analito RIgG

Marcador del inmunoconjugado Peroxidasa

Ensayo Competitivo

Inmunoconjugado (disolucion stock) GaRIgG conjugado con peroxidasa
(disolucion comercial de 100 unidades
enzimaticas/mL) 0,99%  (v/lv) en
disolucién bloqueante 1

Disolucién bloqueante 1 BSA 1% (p/v) preparada en tampon
fosfato (PBS) 0,1 MapH=7.0

Disolucion bloqueante 2 BSA 0,1% (p/v) preparada en tampon
fosfato (PBS) 0,1 MapH=7.0

Primera incubacion Volumenes definidos de la solucion stock

de RIgG se adicionan a un volumen fijo

de disolucion de inmunoconjugado y con

suficiente disolucion bloqueante 2 como

para obtener un volumen final de 90 pL
Tiempo: 15 min

Segunda incubacién Se depositan 45 pL de la disolucion
resultante de la primera incubacion sobre
la superficie del inmunosensor

Tiempo: 15 min

Condiciones de incubacion Temperatura ambiente
Agitacion constante en la primera
incubacién (700 rpm)

Lavado Tampon fosfato (PBS) 0,1 M, KCI 0,1 M
apH=7,0
Regeneracion Pulido con papel de alimina

En la Tabla 3.2 se muestran los volumenes adicionados de las diferentes disoluciones en
los medios de incubacion, asi como las concentraciones de las diversas especies
implicadas en la interaccion de reconocimiento inmunoldgico.
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Tabla 3.2 Preparacion de las disoluciones de incubacion del ensayo competitivo

Disolucion  Disolucion stock de  Disolucion RIgG % GaRIgG
stock de inmunoconjugado bloqueante 2
analito (L) (uL) (ML) (mg/mL) (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 peroxido de hidrégeno se realizé en una celda electroquimica
qgue contenia 20 mL de una disolucion tamponada (PBS 0,1 My pH =7,0) y 0,1 M de
KCI, en agitacion constante, donde estan sumergidos el sistema de tres electrodos,
siendo el electrodo de trabajo el biocompdsito. El potencial de trabajo utilizado en la
determinacion fue de -100 mwsg, Ag/AgCl). La concentracion de hidroquinona
utilizada como mediador fue de 1,83 ®1. Las concentraciones de peréxido de
hidrégeno que se estudiaron, estuvieron comprendidas entre”I\0y10,5- 16% M.

3.3.4 Técnicas de microscopia usadas en la caracterizacion de los
(bio)compaositos

En este apartado se describen los procedimientos utilizados para la caracterizacion fisica
y electro-morfoldgica de las superficies de los electrodos (bio)compdésitos desarrollados,
en funcion de las distintas técnicas microscopicas utilizadas

3.3.4.1 Microscopia de fuerza atdmica

Las muestras se prepararon depositando el compadsito, preparado como se describe en el
apartado 3.2.2, dentro de un soporte cilindrico de plastico de 4 mm de diametro y 2 mm
de altura. Después, el compoésito se curé (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 procedié al pulido de ésta. Para medir la conductividad, se afiadio un
contacto eléctrico con tinta de plata entre el compdsito y el soporte metalico del equipo.
Las composiciones que se caracterizaron eléctrico-morfolégicamente contuvieron una
proporcién en grafito de un 13%, 15% y 20% (w/w).

3.3.4.2 Microscopia electronica de barrido

Las imagenes obtenidas con esta técnica permiten estimar la porosidad del material. Las
imagenes de los distintos compdositos desarrollados se han realizado en el Servicio de
Microscopia de la Universitat Autonoma de Barcelona con la unidad EVO a un voltaje
de aceleracion 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 resolucion adecuada es necesario
preparar convenientemente la muestra de compdsito. Con este propdsito, se coloco la
muestra sobre un soporte metalico y se recubri6 de una capa muy fina de material
conductor (en este caso de oro). El recubrimiento se llevO a cabo mediante la
evaporacion del metal en condiciones de vacio. La capa tiene un espesor final que oscila
entre 5y 10 nm. Las composiciones que se estudiaron fueron para los compadsitos con
un 13%, 15% y 20% (w/w) en grafito.

3.3.4.3 Microscopia fluorescente confocal

Las imagenes se han llevado a cabo en el Servicio de Microscopia de la Universitat
Autonoma de Barcelona con la unidad LEICA TCS SP2. Las muestras se han preparado
depositando el biocompdsito preparado como se ha descrito en el apartado 3.2.3 en un
soporte circular de PVC de didmetro interno de 15 mm y diametro externo de 35 mm y
espesor de 3 mm. Después, el biocompdsito se curd segun se ha descrito en el apartado
3.2.3. Una vez curado, se realizé el mismo proceso de pulido que a los electrodos
compdésitos y biocompositos. Las composiciones preparadas contenian un16% y un 20%
(w/w) de grafito, y una proporcion de enzima del 1% y del 2% (w/w) en GOD.

Se ha utilizado un marcador fluorescente conjugado para la modificacion de la
superficie del electrodo basado en grafito-epoxy-GOD, mediante la unidon covalente
entre los grupos amino de la GOD vy los grupos carboxilicos 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 biocompdsito fue modificada en dos etapas. Una primera etapa de
incubacion con 100 pL de una disolucion de biotina/estreptavidina-Cy5 (10 mM de
biotina y 0,02 mg/mL del marcador fluorescente estreptavidina-Cy5) en tampon fosfato
(PBS 0,1 My pH = 7,6) a temperatura ambiente (25°C) y durante 60 minutos. Después
de esta etapa, se realizaron tres etapas de lavado con tampén fosfato (PBS 0,1 My pH =
7,6) a temperatura ambiente (25°C) y durante 5 minutos.

Las medidas se llevaron a cabo aplicando un voltaje de 320 V y una longitud de onda de
excitacion de 620 nm.

3.4 Construccion del sistema microfluidico de analisis

La metodologia general para la construccién un dispositivo microfluidico ceramico
mediante el uso de las ceramicas verdes (LTCC), se encuentra descrita en la bibliografia
(Martinez-Cisneros, 2010). En general, esta metodologia se estructura en las etapas
basicas del proceso de fabricacion. Primero se realiza el disefio del dispositivo mediante
un programa CAD Gomputer Assisted Design). La segunda etapa corresponde a la
mecanizacion de las diferentes capas que constituyen el dispositivo. En la tercera, si se
requiere, se serigrafia las pistas conductoras que actuaran de contacto eléctrico para los
distintos electrodos: trabajo, referencia y auxiliar. La cuarta etapa corresponde a la
integracion de otros componentes en las ceramicas, en este caso una lamina de platino
que actia como electrodo auxiliar, y la superposicion de capas. La quinta, es la
laminacion de las capas. La sexta etapa es la sinterizacion del dispositivo. Por ultimo,
se incorporan otros elementos incompatibles con el proceso de sinterizacion, como son
los conectores externos o flanges.

3.4.1 Disefio y construcciéon del microanalizador basado en la tecnologia
LTCC

Para la construccion del microanalizador amperométrico se utilizé la cerdmica Dupont
951AX (Dupont Ibérica S.A., Barcelona, Espafa). El diseiio CAD de las diferentes
etapas que constituyo el dispositivo se muestra en la Figura 3.7.

La mecanizacién de las capas se ha llevado a cabo mediante el equipo ProtLaser200
(LPKF Lasers & Electronics, Garbsen, Alemania). El dispositivo final esta formado por

8 capas distintas que se muestran en la Figura 3.7 A. Laacapacorresponden a las

capas superior e inferior del dispositivo. La superposicion de las capa® forman el

tubo de reaccion o mezclador tridimensional (Figura 3.7 B). Las Egpmasonstituyen

67



| Materiales y métodos

la estructura para integrar dectrodo auxiliar de platino. Las capad y e permiten la
incorporacion del electror de trabajo después de la sinterizacEindispositivo const
de un total de 15 capa@x a, 2xb,2xc,1xd,2xe, 1 xf,2xgy3
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Figura 3.7 (A) La capaa y h corresponden a las capas superior e inferior del disposLas capas, d y
e forman el tubo de reaccién o mezclador tridimens. Las capag y g constituyen la estructura pe
integrar el electrodo auxiliar cPt. Las capag, b y e pamiten la incorporacion del electrodo de trak
después de la sinterizaciofB) Distribucion interna del dispositivdi) cavidad para ellectrodo de
trabajo, (j) electrodo auxiliar de Pt, (k), electrodo de referencia, (I) mez (Olivé-Monllau et al.,
2011).

68



Parte | |

Las diferentes capas que forman el dispositivo se alinearon sobre un soporte metalico.
Este soporte metdlico tiene cuatro pivotes que coinciden con cuatro agujeros de
alineacion incorporados en el disefio de todas las capas de ceramica. El electrodo
auxiliar es una lamina 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 dé la capa
y ubicada por encima del canal auxiliar (ver Figura 3.8 B).

(B)

(A)

Figura 3.8. (A) Equipo laser empleado para llevar a cabo el mecanizado (izquierda) de las capas de
ceramica verde con los diferentes motivos. (B) Disefio 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
serigrafia una pista de plata que actia como electrodo de pseudoreferencia; c, d y e) mezclador
tridimendional; f y g) integracién del electrodo auxiliar; h) capa inferior.

Una vez que todas las capas estan alineadas se prosigue con el proceso de laminacion
para poder unir las capas entre ellas. Este proceso consiste en aplicar presion durante 1
minuto mediante una prensa hidraulica a la vez que se mantiene una temperatura de
100°C. Una vez laminado el dispositivo, este se sinteriza aplicando una rampa de
temperatura descrita por la casa comercial que suministra la cerdmica verde (Figura
3.9).

Para acabar de complementar el dispositivo, después de la sinterizacién se incorporan
los diferentes elementos no ceramicos. Estos se incorporan una vez el dispositivo ha
sido sinterizado, debido a la incompatibilidad de estos elementos con el proceso de
sinterizacion. Se sueldan las conexiones externas, se incorporan las falanges o
conectores externos de cobre para facilitar la entrada y salida de los liquidos y se
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incorpora una volandera de PVC para la integracion del electrodo de trabajo (Figura
3.10).

Figura 3.9 Alineacién de las diferentes capas que constituyen el dispositivo. a) el electrodo auxiliar, la
fijacion de la lamina de platino, la pista conductora serigrafiada para el contacto externo y la capa de
proteccion; b) el mezclador tridimensional; ¢) el electrodo de referencia; d) alineacién de todas las capas
que constituyen el dispositivo.

LAMINACION

Extraccién de los
4 puntos fiduciales

Presion = 3000 psi
100 T

SINTERIZACION

850

Temperatura (°C)

350

>

Tlempo'

Figura 3.10 Proceso de laminacién, extraccion de los 4 puntos de fiduciales del dispositivo (opcional) y
la rampa de temperatura del horno para llevar a cabo la sinterizacion del dispositivo.
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En la Figura3.11 se muestra el dispositivo microfluidico f en el que después ¢
proceso de sinterizado se incorgron todos los elementos necesarios para la gesti
fluidos, para las conexiones eléctricas y soportes para los elec

Figura 3.11Microanalizador amperométrico después del proceso de sinterizado y posterior incor}
del resto de elementos no compatibles con este procePasta soldableara la incorporacion de |
conectores externos; b) entrada y salida de muestra y reactivos; ¢) conectores externos; d) vo
PVC para la incorporacion del electrodo de trabajo; e) electrodo de t

3.4.2 Microanalizador amperométrico para la  deteccion de pesticidas

En la Figura 3.13e muestra uesquema de las condiciones de operacién del sit
microfluidico amperométrico er3D, en el que se pde observarlos canales
correspondientes (de derecha a izquierda) de la entrada de disoluc

acetilcolina/pesticida, la entrada de la disolucién tamponicarrier y la entrada de |

disolucion de KCI 0,M que actia de solucion del electrodo de pseudoreferencia

de Ag) y el canal de salida de todas las disoluci

La determinaciére las medidas de inhibicidn se realizo siguiendo el método ind
descrito en el apartado 3.5 En este caso, se realiz6 una parada de flistopped-
flow durante el tiempo de incubacion del elect, fijado en 10 minutoscon la
disolucion tamppada que contiene el pesticida en la concentracién a estudiar.
Tabla 3.3 se detallan las etapas que se siguieron en el proceso de med
determinar el porcentagie inhibicion enzimatica que se relaciona logaritmicament:
la concentracion depesticide La estrategia aplicada para la operacion

microanalizador ha sido el método stopped-flowcon una parada de flujo en

momento de realizar la etapa de inhibicion enzim. El volumen de inyeccion ¢
muestra y el caudal ha sido el mismo en todos los c150 pLy el caudal0,63
mL-min*, respectivament
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Solucién de ATCh
@ Solucion
de
KCl0,2 M a pesticida
b A

Residuo

Figura 3.12 Esquema 3D del microanalizador amperométrico para la deteccion de pesticidas en solucién.
Dondea y b corresponden al canal de entrada de disolucion de acetiltiocolina (ATCh) y de disolucién de
pesticida controlado por una valvula selenoide de tres @iasyresponde al canal de entrada de la
disolucion tampén (PBS 0,1 M a pH = 7,8)corresponde a la entrada de disolucion 0,2 M de KCI que
mantiene constante la concentracién deyQlermite establecer un potencial de referencia constamte y
corresponde al canal de salida.

Tabla 3.3 Secuencia de operacion para la determinacion de pesticidas utilizando el microanalizador
amperométrico y el biosensor de acelticolinesterasa optimizado como detector

Accion Tiempo Portador Posicién valvula
.. 25sec  Disolucion ATCh ON
Limpieza 5 min Agua OFF
Tiempo de incubacion 10 Min  Patron pesticidas OFF
Limpieza 5 min Agua OFF
I, 25sec  Disolucion ATCh ON

El calculo del porcentaje de inhibiciébn se ha realizado mediante la misma expresion
(ecuacion 3.1) utilizada para los estudios de caracterizacion de la respuesta del

biosensor en discontinuo:

1 (%) = ((lee— Ip)/leg - 100
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Figura 3.13 Esquema de la determinacion indirecta de inhibidor con el microanalizador amperométrico.
Se efectlian dos medidas de la actividad,cladrresponde a la sefial analitica (intensidad) del biosensor

en ausencia del inhibidor y I ¢s la sefial analitica (intensidad) alcanzada después de la incubacion (10
minutos) en presencia del inhibidor para la misma concentracion de sustrato.
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Las ventajas de los haces de microelectrodos en numerosas aplicaciones
electroanaliticas, radica en las propiedades que poseen cada una de las unidades
conductoras del haz, asi como sus dimensiones y separacion entre las mismas. El
desarrollo de compoésitos conductores ha intentado mimetizar las propiedades de estos
complejos sensores, haciendo una aproximacién mucho mas simple en lo que se refiere
a la distribucion de particulas conductoras en un medio no conductor de la electricidad.
Es por ello que los compdsitos conductores resultan una interesante alternativa para la
construccion de sensores electroquimicos. Ademas, la capacidad de integrar varios
materiales de propiedades fisicas muy distintas, es una de sus principales ventajas ya
que puede proporcionar un valor afiadido como por ejemplo, la versatilidad, durabilidad,
regeneracion superficial, facilidad de integracion, capacidad de actuar como reservorio
de material biolégico, etc.

La caracterizacion y optimizacion de los compdésitos basados en grafito y resina epoxy
ha sido ampliamente estudiada, utilizando diferentes técnicas de caracterizacion pero
siempre bajo el criterio de maximizar la conductividad y la transferencia de carga.
Ambos parametros siempre han estado asociados al desarrollo de compdsitos con la
maxima cantidad de particulas conductoras en la matriz sin que el material compuesto
final pierda su integridad fisica y mecénica. La maxima conductividad esta directamente
relacionada con la mejora de la sensibilidad mientras que la maxima transferencia de
carga esta asociada con la mejora del tiempo de respuesta. Sin embargo, la optimizacion
de la relacion sefal/ruido, la cual estd directamente relacionada con el limite de
deteccion, no se ha tenido en cuenta.

En los compdsitos basados en una dispersion homogénea de microparticulas
conductoras en una matriz polimérica, normalmente, la maxima cantidad de particulas

conductoras no corresponde a la relacion éptima material conductor/resina, cuando se
evalla la relacién sefal/ruido. Las importantes ventajas electroquimicas de los haces de
microelectrodos dependen de una Optima distribucion de los microelectrodos que lo

componen. Es por ello, que un estudio de la composicion de estos (bio)compdsitos y la
caracterizacion de sus propiedades electroquimicas, permitira aumentar la eficiencia
analitica de estos (bio)sensores basados en (bio)compdsitos.

Asi mismo, los biosensores basados en este tipo de materiales pueden beneficiarse de
las mejoras electroquimicas que aporta una Optima composicion del material
transductor. En un biosensor convencional, en el que claramente asociada a la
transduccion electroquimica, existe una reaccidn biocatalitica independiente que
transcurre en la superficie del electrodo, es decir, que el sistema biocatalitico no
participa de forma directa en el intercambio de electrones, cabe esperar una mejora de la
sefal analitica. Esta mejora es debida a la capacidad del transductor de generar una
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sefial analitica a partir de la oxidacion o reduccién de pequefias concentraciones de
especie electroactiva involucrada en el proceso biocatalitico. Por lo tanto, la sefial del
biosensor dependerd de la actividad enzimatica y de la Optima transduccion

electroquimica en la superficie del biosensor.

Por otro lado, se ha de tener en cuenta que la incorporacién de un elemento biolégico en
la matriz del material compuesto provoca una variacion en la distribucidon espacial
interna de las particulas conductoras que forman el biocompésito. Esto hara necesario
una nueva caracterizacion del material biocompdésito, para estudiar como se modifica las
caracteristicas de compadsitos optimizados electroquimicamente tras la incorporacion de
otros componentes de diferente naturaleza y de origen bioldgico.

En esta seccion del trabajo, se muestran un conjuntos de técnicas instrumentales
aplicadas de forma estratégica y sistematica, que han permitido Ila caracterizacion y
optimizacién de la composicion de (bio)materiales compuestos basados en grafito y

resina epoxy, aplicados al desarrollo de (bio)sensores amperométricos mas eficientes.
Esta eficiencia se ha traducido en una mejora de la estabilidad del material, y un

aumento de la relacion sefial/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 cientificas:

- R.Montes, J.Bartroli, F.Céspedes, M.BaezaJowards to the improvement of
analytical response in voltammetric sensors based on rigid composadesnal of
Electroanalytical Chemistry (201,433, 69-73.

- R. Montes, J.Bartroli, M.Baeza, F.Céspedesmprovement of the detection limit for
biosensors: Advances on the optimization of biocomposite composition. Microchemical
Journal (2014), en revision.
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4. Estudio de las caracteristicas electroquimicas de los
transductores basados en compodsitos  grafito-epoxy.
Optimizacion de la respuesta electroanalitica

4.1 Introduccion

El compésito grafito-epoxy estudiado, ha sidoizgdo como material transductor en

el Grupo de Sensores y Biosensores desde hace mas de veinte afios (Céspedes et al.,
1993; Martorell et al., 1994; Ramirez-Garcia et al., 2001). Durante todo este tiempo, el
criterio de optimizacion 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 compdsito final el
maximo valor de conductividad sin que éste pierda su integridad fisica (Ramirez-Garcia
et al., 2004). En el presente trabajo, el criterio de optimizacion se ha modificado
dandole un nuevo enfoque. Se ha hecho una caracterizacion de las propiedades
eléctricas, asi como de las propiedades electroquimicas, de sensores basados en
compaositos de distinta composicion.

Con esta finalidad, se ha caracterizado el material compuesto en funcién de la
composicién de grafito y epoxy presentes en el mismo. Se han utilizado diferentes
técnicas de caracterizacidon que permiten obtener informacion de las propiedades
eléctricas, morfolégicas y electroquimicas del material. Para ello, se han construido
electrodos compdsitos de diferentes composiciones y se han caracterizando usando la
espectroscopia electroquimica de impedancias, la voltamperometria ciclica, la
microscopia de fuerza atdbmica con punta conductora, la microscopia electrénica de
barrido y la amperometria hidrodinamica. Los resultados obtenidos con cada una de las
técnicas, asi como su discusién, se exponen detalladamente a continuacion.

4.2. Caracterizacion y optimizacion de los materiales compdésitos basados
en grafito y resina epoxy

En este primer apartado se describen los resultados obtenidos con las distintas técnicas
de caracterizacion utilizadas: caracterizacion eléctrica, electroquimica y morfolégica del
material.
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4.2.1. Caracterizacion de las propiedades eléctricas. Curva de percolaciéon

Las propiedades eléctricas de los materiales compdésitos conductores pueden explicarse
mediante la teoria de la percolacion. En este estudio se ha determinado el intervalo de
composicién grafito/epoxy en el cual, el compdésito es conductor. Este es un requisito
indispensable para que los materiales transductores puedan ser utilizados como
electrodos de trabajo aplicados en voltamperometria. La curva de percolacion para los
electrodos compdsitos basados en grafito y resina epoxy fue construida realizando
medidas de la resistencia del material compadsito 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 mecanica y aquellas que contienen una
cantidad inferior al 12% presentan propiedades aislantes eon RMcCreery, 2008).

El primer umbral de percolacion fue encontrado en el 12% de grafito, composicién a
partir de la cual el material compdsito es conductor. Como se puede observar en la
Figura 4.1, los valores de la resistividad decrecen rapidamente a partir del umbral de
percolaciéon hacia un valor minimo, en donde las variaciones de resistencia obtenidas en
funcion de la composicion son minimas. Ademas se pueden observar tres zonas
conductoras diferentes en relacion al comportamiento eléctrico: la zona de percolaciéon
(PC, desde el 12% hasta el 13% de grafito), zona cercana a la percolacion (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 caracterizacion electroquimica 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 minima resistencia 6hmica.
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Figura 4.1 Curva de percolacion para el sistema composito basado en grafito y resina epoxy. En el
interior del grafico se muestra una ampliacién de la curva para los compdésitos en la zona de mas baja
resistividad. PTC: composicion correspondiente al inicio de la zona de percolacion, PC: zona de
percolacion, NPC: zona cercana a la percolaciéon y LRC: zona de baja resistencia.

4.2.2. Espectroscopia electroquimica de impedancias

La espectroscopia electroquimica de impedancias (EIS) se ha utilizado para caracterizar
electroquimicamente los materiales compuestos basados en grafito-epoxy con
composiciones correspondientes a las zonas PC, NPC y LRC. Mediante la técnica de
EIS se obtiene informacion electroquimica complementaria que permite determinar
importantes  caracteristicas  electroquimicas del material. Los parametros
electroquimicos determinados son la resistencia 6hmica (que incluye la resistencia de la
solucion y la resistencia de contacto), la resistencia a la transferencia de carga y la
capacidad de la doble capa. Estos parametros 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 6hmica, la
resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de la doble capa desde el punto de
vista de los fenbmenos de interfase que ocurren en la celda electroquimica. Dicha
caracterizacion electroquimica se ha llevado a cabo en una disolucion de referencia 0,01
M de [Fe(CN)*"*y en fondo de 0,1 M KCI. 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 sefial de perturbacion 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 percolacion presentada en el apartado
4.2.1 y que se encuentra en concordancia con los resultados previos establecidos en
nuestro grupo de investigacion (Olivé-Monllau et al., 2009).

1400 - 13% grafito Ca
—=— 14% grafito
1200 - —— 15% gl’afito m
—e— 16% grafito Ret
| —=— 17% grafito
1000 —— 18% grafito
~ i 19% grafito
% 800 1 . 20% grafito
:E, 600 -
N
400 -
200 -
0 -
0 500 1000 1500 2000 2500
Z (Real)

Figura 4.2 Espectro de impedancias para los diferentes electrodos compdsitos con diferentes
composiciones en grafito en presencia de 0,01 M de [Fel&Ny 0,1 M de KCI. 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 semicirculo lo que determina que el electrodo esta 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 funcion 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 esta dominado por un semicirculo de
diametro grande y que predomina el control cinético sobre los procesos del electrodo.
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Figura 4.3 (A) Valores de la resistencia 6hmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia de carga y
(C) valores de la capacidad de la doble capa, extraidos del ajuste del espectro de impedancias, juntamente
con su desviacién estandar (n = 3) obtenidos en una disolucién de referencia 0,01 M dej]fFE(CN)
fondo de 0,1 M KCI. Rango de frecuencias: 100 KHz — 100 mHz.
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En la Figura 4.3 se muestran los valores de resistencia 6hmica, resistencia a la
transferencia de carga y la capacidad de la doble capa extraidos del ajuste de los
diagramas de Nyquist al circuito equivalente. La variacion de la resistencia 6hgjica (R

en funcién de la carga de grafito se muestra en la Figura 4.3.A. Esta resistencia depende
de la concentracion idnica, de la naturaleza de los iones, del area del electrodo y de la
resistencia de los compdsitos en medio no humedo. La resistencia 6hmica depende
fundamentalmente, de la resistencia de contacto del compdsito cuando la carga de
grafito es baja. Sin embargo, cuando la carga de grafito es elevada, el valor de la
resistencia 6hmica total disminuye y es debida mayoritariamente a la resistencia de la
solucion (Olivé-Monllau et al., 2009; Trijueque et al., 1999). Como se puede observar
en la Figura 4.3.A., el valor de la resistencia 6hmica disminuye a medida que aumenta
la carga de grafito en el compdsito. Desde el punto de vista electroanalitico, se requiere
gue la resistencia del compdsito 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 compdésitos entre el 20% y el 15% de grafito presentan valores bajos de
resistencia 6hmica.

Los valores de la resistencia a la transferencia de caggaséRmuestran en la Figura

4.3.B. Este parametro 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
parametro es una disminucion de su valor a medida que aumenta la carga de grafito lo
gue indica una fuerte relacién entre la reactividad electroquimica y las caracteristicas
del material conductor en la superficie. A medida que aumenta la carga de carbono, la
probabilidad de tener una superficie mas 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 aplicacion
electroanalitica, reside en aquellos compdésitos que presentan valores bajos de dicha
resistencia. Teniendo en cuenta los resultados que se han obtenido, los compdsitos entre
el 20% y el 15% de grafito cumplen este requisito. Por lo tanto, los compdsitos que se
encuentran dentro de este intervalo de composicién garantizan un intercambio rapido de
electrones y aumentan su aplicabilidad en electroandlisis.

Por otro lado, la normalizacion de este la resistencia a la transferencia de carga por su
area electroactiva, calculada mediante la técnica de la voltamperometria ciclica (VC),
deberia ser constante (apartado 4.2.3). No obstante, este comportamiento no fue
observado en los electrodos desarrollados debido al comportamiento anisotropico que
presentan los materiales de naturaleza carbonacea. El grafito presenta anisotropia
electroquimica 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 parametro intersticial como es la
capacidad de la doble capagCEste parametro esta 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 sefial faradica, especialmente cuando
el analito se encuentra a bajas concentraciones. Los electrodos basados en compdsitos
muestran solo una fraccion del material conductor en la superficie, es decir, hay
multiples zonas conductoras separadas por la fase aislante, o que contribuye a un
comportamiento de haces de microelectrodos minimizando la corriente de fondo o no
faradica. Esta disminucion de la corriente de fondo mejora la relacién sefial/ruido y
consecuentemente es posible disminuir el limite de deteccion.

La Figura 4.3.C muestra la variacion de este parametro en funcion 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 area activa del electrodo. Ademas, aparte
de que altas proporciones de grafito aumentan las areas conductoras, la rugosidad de la
superficie y la porosidad y, consecuentemente, el ruido de fondo aumenta
considerablemente. Los compdsitos con una composicion 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, asi como
que las propiedades electroanaliticas requeridas en un electrodo son un tiempo de
respuesta rapido, un limite de deteccion bajo y una alta sensibilidad, los compadsitos 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 Optimas para el
desarrollo de transductores amperométricos mas eficientes. Asimismo, los compdsitos
comprendidos en esta franja de proporciones de grafito, al presentar propiedades
electroquimicas parecidas, cabe esperar que pequefas variaciones de la composicion
como, por ejemplo, las dadas aleatoriamente por el sistema de fabricacion manual
utilizado o intencionadamente por modificaciones con (bio)catalizadores, no produciran
variaciones importantes en las caracteristicas de respuesta de los (bio)sensores
optimizados, aumentando asi la reproducibilidad del proceso de construccién de los
dispositivos.
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4.2.3 Voltamperometria ciclica

El estudio realizado con la técnica de la voltamperometria ciclica se ha llevado a cabo
para complementar y contrastar los resultados obtenidos con la técnica de
espectroscopia electroquimica de impedancias. Se registraron los diferentes
voltamperogramas ciclicos para cada compésito con diferentes composiciones de
grafito. Las medidas se realizaron con compensaciéon 6hmica y con una disolucién de
referencia 0,01 M de [Fe(CNY™* y 0,1 M KCI. La Figura 4.4.A muestra los diferentes
voltamperogramas ciclicos obtenidos para cada composicibn de compdsitos grafito-
epoxy. Es importante resaltar que, a cargas bajas de grafito, los picos de oxidacion y
reduccion estdn mas alejados entre si y las curvas ciclicas presentan un ligero
comportamiento de haz de microelectrodo donde predomina la difusién radial. Sin
embargo, a medida que aumentamos la carga de grafito, los voltamperogramas
obtenidos, los picos de oxidacion y reduccidon estan mas proximos entre si, y la forma de
las curvas son la tipica correspondiente a un macroelectrodo, en el que la difusion lineal
controla el transporte de masa (Ramirez-Garcia et al., 2002; Stulik et al., 2000).
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Figura 4.4 Voltamperogramas ciclicos obtenidos (A) para los compésitos evaluados de composicion 13-
20% de grafito utilizando una disolucién 0,01 M de [Fe(@ Ny en fondo de 0,1 M de KCI. 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 ciclicos, se han extraido diferentes parametros,
como la intensidad de picoy)ly la separacion de potencial entre los picbs)( los

cuales se han recogido en la Tabla 4.1. A medida que aumenta la proporcion de grafito,
se observa un aumento de la intensidad de pico debido a que hay un aumento del area
activa del electrodo y, asociado con este aumento de area activa, se observa también una
disminucidén de la separacion de los potenciales de pico debido a que se mejora la
velocidad de trasferencia de carga.

El area activa relativa se puede estimar con los valoreg nediante la ecuacion
siguiente (Pacios et al., 2008); # 3,01 x 16 n*? (& Dyeq )2 A C'eq , la cual es
apropiada para los procesos controlados por la transferencia de electrones. En esta
ecuacidonga corresponde al coeficiente de transferencia (D&} es el coeficiente de
difusién de la especie reducida (6,32 irfs™), v es la velocidad de barrido a la cual

se lleva a cabo el experimento (0,01%/sA es el area electroactiva @ q €S la
concentracion de la especie electroactiva en el seno de la disolucién (0,01 M).

Por otro lado, se ha calculado también la intensidad de intercargbme(diante los
diagramas de Tafel (log intensidags. potencial). Este parametro proporciona
informacion sobre la reversibilidad del proceso. A su vez, con el vaigrtambién se

puede evaluar la resistencia a la transferencia de carga utilizando la expresion siguiente:
ilo = RT/nAR.. Los valores obtenidos de Ry fueron comparados después con los
obtenidos mediante la técnica de impedancias. La tendencia observada para este
parametro obtenido por ambas técnicas es la misma (Figura 4.4.B). La normalizacién de
la resistencia a la transferencia de carga respecto al area 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 anisotrépico que presentan los materiales de naturaleza carbonacea. El
grafito presenta anisotropia electroquimica al igual que los nanotubos de carbono
(Olivé-Monllau et al., 2010). Esta influencia de la anisotropia electroquimica se hace
mas significativa a medida que va aumentando la proporcion de grafito presente en la
estructura global del material compuesto.
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Tabla 4.1 Parametros extraidos de los voltamperogramas ciclicos de los materiales compuestos basados
en grafito-epoxy para las diferentes composiciones estudiadas. Q@i iintensidad de corriente de
intercambio; R es la resistencia a la transferencia de cagges lla intensidad de pico; A es el area
activa; AE es la separacion de los potenciales de pigeAR R
medidas de VC e EIS y normalizadas respecto del area activa.

-A son la Rct obtenidas con las

i Ret Ip A AE ReA R A
Electrodos > ) 2
(A) () (A) (cm’) V)  (Qcm’) (Qcnr)
13% 1,27-10 1987 1,17-10 0,22  0,7252 437 226
14% 2,72.10 928 15510 0,29 0,4835 269 196
15% 311-18 811 1,75-18 0,33  0,4625 268 149
16% 6,61-10 382 244.10 046 0,3311 176 165
17% 8,30-10 304 2,46-18 0,47 0,2360 143 112
18% 8,32.18 303 2,701 0,50 0,2452 152 103
19% 8,92.18 283 2,751 0,52  0,2564 148 89
20% 1,321 191 29810 0,556 0,1417 107 71

4.2.4 Caracterizacion morfolégica de la superficie de los sensores
basados en compositos

Para complementar los resultados electroquimicos, se ha realizado un estudio
morfologico de la superficie sensora de los electrodos compdésitos utilizando las técnicas
de microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia de fuerza atbmica (AFM).
Los electrodos compdésitos con carga del 13%, 15% y 20% de grafito, fueron estudiados
para determinar y comparar de manera cualitativa su tamafo, su forma, la rugosidad de
la superficie y la distribucion del material conductor en la superficie sensora.

Las imagenes de SEM permiten observar la rugosidad y la porosidad de la superficie de
los compdsitos de manera cualitativa. En la Figura 4.5 se muestra la comparacion de las
diferentes imagenes de SEM obtenidas para tres las composiciones de grafito
estudiadas. Se puede comprobar que la superficie del compdsito del 20% de grafito es
mas rugosa que la de los compdsitos del 13% y 15% de grafito. Ademas, cuando la
cantidad de grafito presente aumenta, se puede observar que la estructura morfolégica
de la superficie es menos homogénea y aparecen mas zonas con poros (mirar Figura 4.4

&, Ly ).
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Figura 4.5 Iméagenes de SEM de los materiales compuestos con;uh,JA3% de grafito, (BB,) 15%
de grafito y (G-C,) 20 % de grafito.
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Current Sensing Atomic Force MicroscogZSAFM) permite la determinacion
simultanea de la conductividad y la topografia de los compdsitos 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 electroquimica
tiene lugar (zonas mas luminosas) y las microzonas no conductoras donde este proceso
no tiene lugar (zonas mas oscuras). Como era de esperar, el compésito del 20% de
grafito presenta mas area conductora que los compadsitos del 13% y del 15% de grafito.
Por tanto, se puede observar una relacion directa entre la cantidad de grafito presente en
el compdsito y la distribucion del mismo en la superficie. Bajos porcentajes de grafito
generan compositos con pequefias areas aisladas de conductividad, mientras a altos
porcentajes, los compoésitos presentan muchas mas areas conductoras, tal y como se
puede apreciar en la Figura 4.6. Las diferentes areas conductoras en la superficie estan
mas 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 disminucion del material conductor presente en el compaosito.

Las imagenes topograficas en 3D de la superficie de los diferentes compdsitos 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 compdsito resultante
también lo hace. Los resultados obtenidos por esta técnica estan en concordancia con los
que se obtuvieron por SEM.

Un incremento de la rugosidad de la superficie y de las areas 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 observo en las medidas efectuadas por la técnica de impedancias.
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4.3 Evaluaciéon de la respuesta electroanalitica de los sensores mediante
amperometria hidrodinamica

Una vez determinadas las composiciones grafito-epoxy que aportan las mejores
propiedades electroquimicas, se procedid a la evaluacion electroanalitica de los
electrodos compdésitos desarrollados. Mediante la determinacién de varios analitos de
referencia, como el acido ascorbico, el peroxido de hidrogeno y el hipoclorito, se
determinaron y compararon algunas caracteristicas de respuesta electroquimica de los
sensores estudiados. Estos analitos fueron seleccionados como modelo o referencia
debido a la experiencia que se tiene en ellos.

4.3.1 Determinacion del potencial de polarizacion

Para la realizacién del estudio de las propiedades electroanaliticas de los sensores el
primer paso fue la determinacion del potencial de polarizaciéon para cada uno de los
analitos: acido ascorbico, peréxido de hidrégeno e hipoclorito. Para ello, se llevo a cabo
un estudio por medio de la voltamperometria de barrido lineal, o cronoamperometria, 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 tipica platea correspondiente a las
intensidades limite debida a la oxidacion de los mismos, por lo que el potencial de
trabajo seleccionado debe estar dentro de esa platea. Segun la Figura 4.7, el acido
ascorbico, el peréxido de hidrégeno y el hipoclorito pueden determinarse a 45%@.mV (
Ag/AgCl), 950 mV gs. Ag/AgCl) y -250 mV gs. 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 acido ascérbico en una disolucién
0,05 M KNOyYHNO;, (B) para el peréxido de hidrégeno en tampdn fosfato (PBS 0,1 M a pH =7,0) y (C)
para el hipoclorito en tampén fosfato (PBS 0,1 M a pH =5,5).
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4.3.2 Comparacion de los parametros de calibracion de los sensores
evaluados

Para comparar la respuesta electroquimica de cada una de las composiciones estudiadas,
se procedid a determinar los parametros de calibracién de cada uno de los sensores con
los tres analitos elegidos en el estudio: acido ascorbico, peréxido de hidrogeno e
hipoclorito. Las medidas se llevaron a cabo mediante la técnica de amperometria
hidrodindmica a un potencial de polarizacién fijo de 450 mV, 950 mV y -250vsV (
Ag/AgCl) de acuerdo a los resultados detallados en el apartado 4.3.1. Se asumioé que el
comportamiento electroquimico para los electrodos con una composicion comprendida
entre un 15% y un 16%, no presentaria diferencias significativas en los resultados. Asi
pues, se escogio el electrodo con un 15% de grafito para hacer el estudio comparativo
de los pardmetros de calibracion con respecto a un electrodo con la maxima proporcion
de grafito posible (20%).

Tabla 4.2 Pardmetros de calibracion obtenidos utilizando la técnica de la amperometria
hidrodinamica para los electrodos compdsitos del 15% y del 20% en grafito utilizando el acido
ascorbico, el peréxido de hidrégeno y el hipoclorito como analitos de referencia.
Sensibilidad’ LD
Analito % Grafito  (uA-L-mg?)

. mg-L*
(% RSD**) (mg-L7)
Acido 15 2,31+0,07 (3%) 0,017+0,004
Ascorbico 20 5,9+0,2 (3%) 0,169+0,007
Peroxido 15 0,091+0,006 (7%)0,98+0,09
de Hidrogeno 20 0,25%0,02 (9%) 5,8%0,2
_ _ 15 1,49+0,03 (2%) 0,054+0,001
Hipoclorito
20 1,65+0.05 (3%)  0,29+0,02
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Los parametros analiticos como el limite de deteccién y sensibilidad fueron evaluados
para el electrodo compdésito del 15% de grafito y se compararon con los obtenidos con
el compdsito del 20% en grafito (méxima carga conductora), el cual ha sido usado en la
mayoria de los estudios anteriores desarrollados en el grupo de investigacion (Céspedes
et al., 1993; Martorell et al., 1994; Santandreu et al., 1997) y en otros mas recientes
(Ocafia and Valle, 2013; Ocaria et al., 2012). Las medidas se realizaron por triplicado y
el limite de deteccion se calcul6 como, la minima concentracion experimentalmente
cuantificable bajo las condiciones experimentales de trabajo. La Tabla 4.2 muestra los
parametros de calibracién obtenidos para los electrodos compdsitos 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 limite de deteccién es un
orden de magnitud inferior. Ademas, el rango lineal incrementa por la zona de bajas
concentraciones (ver Figura 4.8). Esta tendencia se observa en todos los analitos
utilizados en esta evaluacién electroanalitica. Estos resultados confirman que el sensor
con un 15% en grafito, a pesar de una ligera pérdida de la sensibilidad analitica de
calibracion, el limite de deteccibn mejora significativamente. Ademas, la
reproducibilidad y la estabilidad de la sefial obtenida se ve muy mejorada con respecto a
los sensores con un 20% en grafito.

Estos resultados estan en concordancia con los resultados obtenidos previamente, y
descritos en el apartado 4.2.1, donde se concluyd, a partir de los parametros extraidos
del ajuste del espectro de impedancias, (Rt y Cy), un comportamiento
electroanalitico favorable para los compdsitos con una composicion entre el 15% vy el
16% de grafito.

4.4 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, pueden extraerse diversas
conclusiones:

* La optimizacion de la composicion del compdsito ha permitido mejorar la
respuesta electroanalitica de los electrodos compdsitos basados en grafito y en
resina epoxy (Epo-Tek H77) en términos de limite de deteccion,
reproducibilidad y estabilidad de la sefial analitica
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La espectroscopia electroquimica de impedancias y la voltamperometria ciclica,
son técnicas adecuadas para la caracterizacion y optimizacién de la composiciéon
de sensores basados en compdsitos

Los parametros obtenidos en las medidas de impedancias mediante la
utilizacién de la técnica de EIS, han podido ser correlacionados con diferentes
parametros de interés electroquimico permitiendo una Optimizacion de la
composicion de los compdsitos. Con esta técnica se ha podido concluir que para
el sistema grafito-epoxy Epo-Tek H77, el intervalo de composiciones optimo se
encuentra entre el 15% y el 16% de grafito.

Con el electrodo con una composicion del 15% en grafito, se ha mejorado la
deteccion electroanalitica del acido ascérbico, peréxido de hidrogeno e
hipoclorito con respecto al electrodo del 20% de grafito, considerado éste como
electrodo de composicién convencional normalmente utilizado.

Los resultados obtenidos han permitido corroborar, que una proporcibn menor
de grafito con respecto a la proporcidon maxima, permite obtener superficies con
zonas conductoras separadas entre si por zonas no conductoras, que mimetizan
el comportamiento de un haz de microelectrodos compartiendo muchas de las
ventajas electroquimicas.
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5. Caracterizacion de biocompositos en funcion de la
composiciéon. Estudio del efecto sobre la sefial analitica de un
biosensor

5.1 Introduccion

Las técnicas de caracterizacion que se han propuesto en el apartado anterior, han
contribuido de forma decisiva en el desarrollo de sensores amperométricos basados en
compdésitos grafito-epoxy mucho mas eficientes desde el punto de vista electroquimico.
Las nuevas estrategias para abordar la mejora de estos materiales, desde el punto de
vista de la optimizacion de la composicion, ha permitido desarrollar sensores mas
estables, reproducibles y con una alta relacion sefial/ruido, contribuyendo a la mejora
significativa de los limites de deteccion.

Los resultados obtenidos, son el punto de partida en el estudio de la viabilidad de la
aplicacion de las diferentes estrategias de caracterizacién y optimizacién expuestas, en
el desarrollo de biosensores basados en biocompdsitos mas eficientes desde el punto de
vista analitico. En este apartado, se pretende caracterizar biosensores amperometricos
basados en biocompdésitos, partiendo como base de los materiales compuestos grafito-
epoxy previamente optimizados. Asimismo, se estudiara el efecto que provoca la
incorporacion de un componente biolégico, como una enzima, en este tipo de
materiales, y como se ven modificadas las caracteristicas electroquimicas de los
biocompdsitos resultantes, en funcion de la composicion de grafito presente en la
matriz. Ademas, se ha de resaltar que esta es la primera vez que estas técnicas de
caracterizacion y optimizacion se aplican a sistemas biocompadsitos con el objetivo de
obtener biosensores mas eficientes a partir del estudio de la composicion del transductor
base que lo forman.

En este sentido, se ha utilizado un biosensor de glucosa ya descrito en la bibliografia,
para asi, poder comparar los efectos sobre la sefial analitica 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 enzimaticos amperométricos de glucosa han sido ampliamente
estudiados a los largo de las ultimas 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 econdémico, 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 habia sido desarrollado en el grupo de investigacion. La composicion
Optima utilizada fue en base al criterio convencional: composicion que asegura la
maxima conductividad al material biocompdésito 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 caracterizacion y optimizacion de la
composicion de los biosensores, se ha estudiado la morfologia de la superficie sensora
del biosensor final mediante la microscopia laser confocal, lo que ha permitido tener
una idea de como se distribuye la enzima en la superficie del electrodo.

5.2 Caracterizacion electroquimica y optimizaciébn de la composicion
grafito/epoxy/GOD

En este apartado se describen los resultados obtenidos en el proceso de caracterizacion
electroquimica efectuados mediante la técnica de espectroscopia electroquimica de
impedancias y la técnica de voltamperometria ciclica. Se ha evaluado la respuesta
electroquimica de los biocompdésitos desarrollados en un intervalo de composiciones de
grafito de 13%-20%, para dos series de biocompoésitos de distinta composicién de
enzima, de 1%y 2% de GOD.

5.2.1 Espectroscopia electroquimica de impedancias

La caracterizacion mediante la técnica de espectroscopia electroquimica de impedancias
ha permitido obtener los parametros electroquimicos generales de los biocompdésitos
basados en grafito-epoxy-GOD. Dichos parametros han sido la resistencia de la
solucion o resistencia 6hmica, la resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de
la doble capa. Como se ha explicado en el apartado 4, estos parametros se obtienen por
medio del ajuste del espectro de impedancias a un circuito eléctrico equivalente, el cual
permite interpretar los valores de la,R, y Cq en términos de fendmeno interfacial

gue ocurre en la celda electroquimica. Esta caracterizacion electroquimica se ha llevado
a cabo en presencia de 0,01 M de [Fe@XY y en fondo 0,1 M de KCI. 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 sefial de amplitud para perturbar el sistema
de 10 mV.

En este estudio, se ha evaluado la respuesta electroquimica de dos series de electrodos
biocompdsitos construidos con ocho composiciones diferentes de grafito-epoxy, en las
gue 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
percolacion 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 minima 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 semicirculo pequefio por lo que se deduce que el
electrodo estd 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
basicamente por un semicirculo grande indicando que el proceso esta
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 diametros de los semicirculos 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 semicirculo), pero a su vez limita

la transferencia de carga. Este hecho se puede asociar a que se produce una mayor
separacion de las particulas conductoras en el biocompdésito debido al incremento de la
carga enzimatica al pasar del 1% al 2%.
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Figura 5.1 Espectros de impedancias para los diferentes electrodos biocompdsitos con diferentes
composiciones de grafito/epoxy en presencia de 0,01 M [Fef&N)y 0,1 M de KCI 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.
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Figura 5.2 Parametros electroquimicos extraidos del ajuste del espectro de impedancias, para las
diferentes composiciones de grafito (GOD). (A) Valores de la resistencia 6éhmica, (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 desviacién estandar (n = 3).
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En la Figura 5.2.A se muestra la variacion de la resistencia 6hmica en funcion de la
composicion de grafito para ambas composiciones de GOD estudiadas. Los factores que
influyen en la resistencia 6hmica son la concentracion ionica, la naturaleza de los iones,
la superficie del electrodo y la resistencia de los materiales compuestos obtenida en
medio no humedo. En términos generales, los valores de la resistencia 6hmica
disminuyen a medida que la carga de grafito aumenta, observandose este
comportamiento para ambas composiciones de GOD. A pesar de esta tendencia, el
incremento de la resistencia 6hmica se acentla cuando la cantidad de enzima presente
es mayor. Por lo tanto, la modificacion de la matriz grafito-epoxy con un tercer
elemento no conductor, la enzima GOD, tiene un efecto en el area activa del electrodo
ya que las particulas conductoras presentes en el material estan mas separadas por la
presencia de la enzima. Esto provoca una disminucién del area activa del electrodo vy,
por tanto, un incremento del valor de la resistencia 6hmica, de manera que, para
asegurar una buena sensibilidad y un tiempo de respuesta corto, es importante que los
valores de la resistencia 6hmica 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 parametro 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 disminucién de este parametro a medida que aumenta la cantidad de
grafito, lo que pone de manifiesto la relacion que existe entre la reactividad
electroquimica y las caracteristicas de la superficie del material conductor. A medida
gue aumenta la carga de carbono, la probabilidad de tener mas centros activos aumenta
también y, por tanto, se incrementa la velocidad de transferencia electrénica 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 analitica de los
biosensores. Del mismo modo que para la resistencia 6hmica, los valores obtenidos de
la Rt aumentan cuando aumenta la carga de GOD en el biocompdsito.

Resulta interesante la discusion del efecto que provoca la normalizacidon de este
parametro (R), obtenida por la técnica de impedancias, respecto al area electroactiva
del electrodo, obtenida por la técnica de voltamperometria ciclica, este efecto se
comentara en el apartado siguiente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los biocompdositos con una carga en grafito
comprendida entre el 20% y el 16%, para ambas concentraciones de GOD, son las
composiciones que presentan un mengr Por tanto, los biocompdsitos ubicados en
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este intervalo de carga de grafito, garantizan un intercambio rapido 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 sefial faradica, especialmente, cuando el analito
se encuentra a bajas concentraciones. Por este motivo, es importante tener en cuenta el
parametro de la capacidad de la doble capa, parametro relacionado directamente con el
valor de la corriente de fondo (no faradica) o ruido. La Figura 5.2.C muestra una
disminucién de este pardmetro con la disminucién de la cantidad de grafito presente en
el biocompdsito para las dos composiciones de GOD estudiadas. Se observa un
incremento en los valores dg, Cuando la cantidad de GOD aumenta en los electrodos
biocompositos para una misma carga de material conductor (grafito). Una cantidad
elevada de grafito aumenta considerablemente la corriente de fondo ya que la
proporcion de material conductor expuesto en la superficie del electrodo es mayor, pero
en contrapartida, empeora la relacion sefal-ruido y por consiguiente hace que se
produzca un aumento en el limite de deteccion del analito. Por lo tanto, un aumento en
la carga de GOD incrementa el valor de {aaSociado a que la presencia de enzima en

la matriz del biocompdsito, 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 electroanaliticas
requeridas por un electrodo, como son tiempo de respuesta corto, bajo limite de
deteccion y alta sensibilidad, el intervalo de composiciones comprendido entre el 16% y
el 17% de grafito presentan las caracteristicas Optimas, para las dos composiciones de
GOD estudiadas. Se ha podido comprobar que los materiales biocompuestos
desarrollados en este intervalo de composiciones presentan un comportamiento
electroquimico parecido y un aumento de la reproducibilidad electroquimica, lo que
permite predecir que las propiedades electroanaliticas de los biosensores resultantes
seran también mejoradas con respecto a los no optimizados.

5.2.2 Voltamperometria ciclica

Los resultados obtenidos con la técnica de EIS han sido comparados con los resultados
obtenidos con la técnica de la voltamperometria ciclica. Los voltamperogramas ciclicos
de los diferentes biocompadsitos se han realizado con compensaciéon 6hmica y con una
solucién de referencia 0,01 M de [Fe(GR)* y en un fondo electrolitico de KCI 0,1
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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
oxidacion y reduccion estdn mas alejados a medida que disminuye la cantidad de grafito
en el biocompédsito. A cargas bajas de grafito, las curvas ciclicas presentan un
comportamiento mas similar al haz de microelectrodos donde la difusion radial es la
predominante. Sin embargo, a composiciones de grafito altas, los picos de oxidacion y
reduccion se encuentran mas proximos entre si y la forma de la curva obtenida presenta
la forma tipica correspondiente a un macroelectrodo, donde la difusion lineal controla el
transporte de masa.

Se han extraido diferentes parametros de cada voltamperograma ciclico, como por
ejemplo la separacion de potencial entre pieds) (y la intensidad de picopfl Los

valores concretos para cada biocompdésito 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 area
electroactiva del electrodo proporcional al aumento de grafito en la matriz del
biocompdsito. Asociado a éste aumento de carga, se observé también una disminucién
de la separacién 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 area activa del electrodo biocompdsito se puede
estimar con los valores de la intensidad de pico obtenidos de cada voltamperograma
ciclico, mediante la ecuacion; 3,01 x 16 n*? (¢ Dreq v)? A C'rea , la cual es
apropiada para los procesos controlados por la transferencia de electrones (Pacios et al.,
2008). En esta ecuaci@ncorresponde al coeficiente de transferencia (ID&)es el
coeficiente de difusién de la especie reducida (6,32chds), v es la velocidad de

barrido a la cual se lleva a cabo el experimento (0,0%),\%ses el area electroactiva y

C'red €5 la concentracion de la especie electroactiva en el seno de la solucién (0,01 M).
Como cabria esperar, el valor del area activa aumenta a medida que se incrementa el
porcentaje de grafito en el biocompédsito. Hay que destacar, que no se han observado
diferencias significativas en el valor del &rea activa, cuando se comparan los valores de
area activa obtenidos en cada serie (1%-2% GOD) para una misma composicion de
grafito.
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Figura 5.3 (A) Voltamperogramas ciclicos para una solucién 0,01 M de [Fe[€N)y 0,1 M de KCl y
una velocidad de barrido 10 mV* 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.
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Figura 5.4 (A) Voltamperogramas ciclicos para una solucién 0,01 M de [Fe[€N)y 0,1 M de KCl y

una velocidad de barrido 10 mV* 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 intensigspotencial) también se ha calculado

el valor de la intensidad de intercambig) (@ue proporciona informacién sobre la
reversibilidad del proceso. Se puede observar que el valgr(@abla 5.1 y Tabla 5.2)
aumenta a medida que aumenta la proporcion de grafito en los biocompésitos, tendencia
gue se observa para ambas composiciones de GOD estudiadas. El valor de la resistencia
de transferencia de carga.{Rse puede calcular a partir del valor de la intensidad de
intercambio mediante la expresiop= RT/nFR:. Se puede observar que la tendencia
obtenida para este parametro esta en concordancia con la que se ha obtenido para este
parametro mediante la técnica de impedancias, obteniéndose los valores mas elevados
para los biocompadsitos que contienen una cantidad mayor de enzima (ver Figura 5.3B y
Figura 5.4.B). La normalizacion de IRy obtenida tanto por la técnica de impedancias
como por voltamperometria ciclica, respecto al area electroactiva del electrodo, deberia
ser constante (Tablas 5.1 y 5.2). No obstante, el grafito presenta un comportamiento
anisotrépico lo que comporta que la resistencia de la transferencia de carga dependa de
Su naturaleza y estructura y, por consiguiente, de la composicion. En este caso, se
observa, tal y como sucede para los electrodos basados en grafito-epoxy, una
disminucién a medida que se incrementa la carga de grafito.

Tabla 5.1 Parametros extraidos de los voltamperogramas ciclicos de los materiales compuestos basados
en grafito-epoxi-GOD para las diferentes composiciones en grafito y 1% de G&Dlaiintensidad de
corriente de intercambio;:Res la resistencia a la transferencia de caggss la corriente de pico; A es el

area activaAE es la separacion de los potenciales de pigoAR R
medidas de VC e EIS y normalizadas respecto del area activa.

-A son la Rct obtenidas con las

io Ret lp A AE RerA  Ret - A
Electrodos 5 D) )
(A) () (A) (cm’) V) (Qcm?) (Qcm?)
13%  2,60-18 9704,7 8,26-10 0,15 1,5595 1456 456
14%  5,97-18 4226,4 1,00-16 0,19 1,0895 803 337
15% 1,08:10 2336,2 1,23-16 0,23 0,7868 537 348
16% 1,85-10 1363,9 1,35-16 0,25  0,5803 341 193
17%  2,00-18 12616 1,35-16 0,25  0,4949 315 175
18% 2,34-18 1078,3 1,46-16 0,27 0,4733 291 173
19%  6,01-18 419,8 1,82.16 034  0,2314 143 44
20%  7,76-10 3252 2,06-16 038  0,1923 124 60
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Tabla 5.2. Parametros extraidos de los voltamperogramas ciclicos de los materiales biocompuestos
basados en grafito-epoxy-GOD para las diferentes composiciones en grafito y 2% de, @®0a i
intensidad de corriente de intercambig; 3 la resistencia a la transferencia de caygss la corriente de

pico; A es el area activaE es la separacion de los potenciales de pigeAR R
obtenidas con las medidas de VC e EIS y normalizadas respecto del area activa.

-A son la Rct

i Ret lp A AE ReA  Rg oA

Electrodos 2 P P
(A) () (A) (cm?) (V) (Qcm?) (Qcm)

13% 1,93-10 12873,2 7,80-10 0,15 1,5666 1931 469
14% 3,03-18 83272 8,21-10 0,15 1,3245 1249 400
15% 5931 42549 1,01-16 0,19 0,9720 789 441
16% 1,51-18 1671,0 1,23-16 0,23 0,6622 384 276
17% 1,79-10  1409,6  1,37-16 0,26 0,5732 366 264
18% 2,20.10 11469 1,43-16 0,27 0,5091 310 250
19% 527-18 4788 1,73-10 0,32 0,2563 153 97
20% 8,46-10 2982  2,03.10 0,38 0,1780 113 77

5.3 Caracterizacion morfolégica de la superficie de los biosensores
basados en biocompadsitos

La caracterizacion de la superficie sensora de los biosensores basados en
biocompositos, se ha realizado mediante la técnica de microscopia laser confocal. Con
este objetivo se ha llevado a cabo el estudio de la distribucién del componente biolégico
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
emisién (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
biotinilizacion 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%,
composicidén que se encuentra dentro del intervalo 6ptimo, y 20%, con un 1% y un 2%
de glucosa oxidasa. En la Figura 5.5 se muestran micrografias obtenidas para los
materiales biocompuestos evaluados. La intensa de fluorescencia, que se evidencia por
las areas en rojo, corresponde a la union entre el enzima y el marcador fluorescente
conjugado. En la Figura 5.5., las micrografiag)(4B,) y (C,) representan el control

por adsorcion inespecifica que se ha obtenido utilizando la molécula de streptavidina-
Cy5 no conjugada, en la cual no se observan areas 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. Ademas, 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 distribucion de la enzima GOD similar a la anterior, de
manera que se garantizaria la homogeneidad y, por tanto, la reproducibilidad de las
distintas superficies sucesivas del electrodo biocompasito.

5.4 Evaluacion y comparacion de la respuesta analitica de los
biosensores grafito/epoxy/GOD

Para evaluar la respuesta analitica de los biosensores grafito-epoxy-GOD de
composicidén optimizada frente a la glucosa, se procedioé a una calibracion de cada uno
de los electrodos por el método de la adicion conocida mediante una amperometria
hidrodinamica. La respuesta de los biosensores es debida a dos reacciones
consecutivas. En una primera reaccion de tipo biocatalitico, la glucosa oxidasa
interacciona con la glucosa formando peréxido de hidrégeno en la superficie del
biosensor. En una segunda reaccién de tipo electroquimico, el peroxido de hidrogeno es
determinado amperométricamente por oxidacion 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 adicion de glucosa, registrando las respectivas curvas
de calibracion.

Los parametros de calidad de la respuesta analitica como el limite de deteccion, la
sensibilidad y el rango lineal han sido evaluados para los biosensores con un 16% y
17% en grafito, composiciones consideradas como éptimas, y 1% y 2% en GOD. Estos
resultados han sido comparados con los obtenidos para el biosensor del 20% de grafito,
composicion considerada histéricamente como estandar, y la misma cantidad de GOD
(1% y 2%). Con el objetivo de evaluar la reproducibilidad de los biosensores, dado el
caracter manual de la etapa de construccién de los mismos, para cada una de las
composiciones estudiadas se evaluaron tres electrodos distintos para cada una de las
composiciones.
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Figura 5.5 Micrografias obtenidas por microscopia laser confocal para los biocompésitos con 16% en
grafito con (A) 1% de GOD y (B) 2% de GOD y 20% en grafito con,j(A% de GOD y () 2% de

GOD sometidos al proceso de biotinilizacion. Las micrografiag (B.), (C) y (D) corresponden al
control por adsorcion inespecifica utilizando la molécula de streptavidina-Cy5 no conjugada.



Biocompésito grafito-epoxy-GOD

Tabla 5.3 Parametros de calibracion obtenidos para los electrodos biocompdsitos del 16%, 17% y 20%,
con 1% y 2% de GOD determinados por amperometria hidrodindmica usando la glucosa como analito y
un fondo PBS 0,1 My pH = 7,6nE 3, 95% nivel de confianza). Potencial de polarizacion: 1050 mV.

Sensibilidad® .
, 9 LD Rango lineal
% Grafito % GOD (eA-L-mmol™) 1 1
(mmol-L™) (mmol-L™)
(% RDS)
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 parametros analiticos
evaluados. Como se puede observar, la sensibilidad aumenta a medida que lo hace la
cantidad de grafito en el biocompdsito, simultaneamente el limite de deteccion también
aumenta considerablemente, para una misma composicion de glucosa oxidasa. Los
resultados experimentales obtenidos muestran que en la zona de la compaosicion 6ptima
(16% - 17% en grafito con 1%-2% de GOD), no hay diferencias significativas en cuanto

a la sensibilidad y al limite de deteccién para las dos composiciones de glucosa oxidasa
estudiadas. Sin embargo, se puede observar que el biocompdsito con un 16% en grafito
y 1% de GOD presenta un rango lineal mas amplio. Cuando la cantidad de GOD
disminuye del 2% al 1%, la sensibilidad disminuye ligeramente pero el limite de
deteccibn se mantiene constante. No obstante, cuando se comparan ambos
biocompositos (16% y 17%) con la composicion convencional del 20%, a pesar de que
en esta Ultima, la sensibilidad y el rango lineal aumentan, el limite de deteccion también
aumenta en un orden de magnitud. Estos resultados ponen de manifiesto que los
biocompdsitos que se encuentran en el intervalo 6ptimo de composiciones presentan
una buena sensibilidad, un amplio rango lineal y un limite de deteccion
significativamente mejorado. La sefal analitica en el caso de las composiciones de 16%
y 17%, fue mucho mas estable que para los biosensores con un 20% de grafito.

En la bibliografia se ha descrito los resultados obtenidos con electrodos no-optimizados
basados en grafito-epoxy-GOD (18:80:2 (w/w)). EI comportamiento de los cuales
comparado con los resultados obtenidos con los electrodos basados en biocompdsitos
optimizados, tienen menor sensibilidad y un limite de deteccion mayor (Perez et al.,
2005). Por tanto, se puede concluir que las estrategias de caracterizacion de las
propiedades electroquimicas del biosensor, y posterior optimizacion de la composicion
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del material conductor y enzimatico, permiten mejorar las propiedades electroanaliticas
finales de los biosensores desarrollados.

5.5 Evaluacion de la respuesta de los biosensores. Aplicacion a muestras
de glucosa de una planta piloto

Para comprobar el buen funcionamiento de los biosensores de glucosa basados en
biocompdsitos optimizados, se procedio al analisis de muestras de glucosa procedentes
de una planta piloto de fermentacién. Fueron analizadas 6 muestras que fueron extraidas
de un reactor en el que tiene lugar el proceso de produccién 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 estd operando en fedematch y fueron filtradas

antes de ser analizadas. El punto critico en este proceso de fermentacion es la cantidad
de glucosa presente en el reactor por lo que es importante tener un control adfitinuo

line de la concentracién de glucosa ya que una acumulacion de glucosa en el reactor
produciria una degradacion de la proteina (Pinsach et al., 2008; Ruiz et al., 2011). La
monitorizacion de la concentracién de glucosa, es pues, un factor determinante,
requiriendose que este valor sea lo mas pequefio posible para un buen funcionamiento
del proceso de fermentacion. La determinacion de bajas concentraciones de glucosa
viene limitado por la disponibilidad de técnicas analiticas capaces de alcanzar limites de
deteccion lo mas bajos posibles.

Los resultados de las muestras reales analizadas han sido comparados con los obtenidos
con el método estandar, 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 composicion 6ptima y que poseen bajos limites de deteccién (16%-17%
de grafito con el 1%-2% de GOD). En base a los resultados obtenidos en la
caracterizacion electroanalitica, y teniendo en cuenta que pequefias variaciones en la
composicion no produce una variacion del comportamiento electroquimico 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 composicion, se ha obtenido un rango lineal mas
amplio. EIl potencial de polarizacion utilizado ha sido de 1050 mV y las medidas se
realizan en fondo de PBS (0,1 My pH 0 7,0) con agitacion. 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 determinacion de
glucosa. Cuando fue necesario, las muestras de glucosa se diluyeron con PBS (0,1 My
pH = 7,0) para reajustar la concentracion dentro del intervalo lineal de respuesta.
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Los resultados obtenidos con el biosensor de composicién optimizada, se han
comparado con los obtenidos con el analizador comercial. Se ha realizado un anélisis
estadistico mediante la utilizacion de la prueba t por parejas y el test de la regresion
lineal, para un nivel de confianza del 95%. En el test de la prueba t por parejas se
obtuvo una & = 2,02 < ¢, = 2,57, mientras que en la regresion lineal la recta de
regresion 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 correlacion de r = 0,999. Los resultados
obtenidos muestran que los biosensores con una composicion optimizada, son
perfectamente validos en este tipo de andlisis y no presenta diferencias significativas
con respecto al método de referencia. En los analisis realizados con los biosensores
optimizados no se ha observado ninguna interferencia quimica a pesar de la complejidad
de la matriz de la muestra.

Finalmente, es importante resaltar, que los biosensores optimizados en este trabajo,
permitiria obtener informacioron-line para el control del proceso, incluso a
concentraciones mas bajas (haciendo mas seguro el control del proceso de fermetacion)
que las limitadas por el método analizador estandar (0,2 mM) (YSI Life Sciences,
2014).

5.6 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, sobre la construccion y
caracterizacion de biocompdsitos basados en grafito/epoxy/GOD, se han obtenido las
siguientes conclusiones:

e Al igual que se concluyd para los transductores basados en grafito-epoxy, las
técnicas de espectroscopia electroquimica de impedancias y la voltamperometria
ciclica, permiten optimizar la composicion de biocompdsitos para desarrollar
biosensores mas eficientes. Estas estrategias de caracterizacion de biosensores sera
aplicada en el desarrollo de otros biosensores basados en biocompdsitos grafito-
epoxy-enzima, donde se sustituira la GOD por otro enzima.

e La optimizacion del material biocompuesto en base a la composicion, permite
obtener una calidad de respuesta mucho mejor que en biocompdsitos no optmizados,
debido a una mejora en la transduccion electroquimica en la superficie del
biosensor.

* Los biosensores de glucosa basados en grafito-epoxy-GOD con una compaosicion
del 16% y 17% en grafito, han mostrado una calidad de la sefial analitica
significativamente superior a los biosensores basados en composiciones con la
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méxima carga de grafito (20%). Se ha mejorado la reproducibilidad, la estabilidad
de la sefal y los limites de deteccion sin un cambio significativo de la sensibilidad
de calibracion.

Un cambio en la proporcion de material bioldgico (1% y 2%) no provocan cambios
significativos en la sefial analitica, siendo mucho mas importante la composicion
relativa entre el material conductor y el polimero utilizado.

Mediante la voltamperometria ciclica se ha podido corroborar los resultados
obtenidos con la técnica de espectroscopia electroquimica de impedancias, asi como
se ha completado la descripcion del comportamiento electroquimico de los
electrodos.

En los electrodos biocompdésitos de composicién comprendida entre un 16% y un
17% de grafito, no se han producido variaciones significativas en el comportamiento
electroquimico del biosensor final. Las técnicas propuestas, permiten definir un
intervalo de composicion 6ptima que presentan caracteristicas electroquimicas
semejantes, y por lo tanto, se aumenta la reproducibilidad en la construccion manual
de estos dispositivos.

La técnica de la microscopia laser confocal ha permitido evaluar la distribucién de
la enzima en la superficie del electrodo y se establece como una herramienta
complementaria en la caracterizacion morfolégica de la superficie de biosensores
basados en biocompadsitos.
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Los sensores y biosensores basados en (bio)compdsitos estudiados en la Parte Il, han
visto mejorada la calidad de la respuesta analitica después de aplicar estratégicamente y
de forma sistematica, un conjunto de técnicas de caracterizacion que han permitido
definir nuevos criterios de optimizacion en la construccién de (bio)sensores basados en
(bio)compaositos. Uno de los beneficios mas destacables asociado a estas composiciones
cercanas a la percolacion del material conductor, es la mejora de los limites de
deteccién debido a un aumento significativo de la relacion sefal/ruido. Son muchas las
aplicaciones analiticas en las que se requiere de dispositivos analiticos capaces de
determinar bajas concentraciones de analito, por lo que los (bio)sensores de
composicion optimizada a partir de las estrategias de caracterizacion propuestas, pueden
aportar beneficios importantes en la obtencién de informacién analitica de mayor
calidad.

La optimizacion de la composicion del biosensor de glucosa estudiado a modo de
ejemplo, ha permitido concluir que, si la actividad de la enzima es una caracteristica
muy importante en el buen funcionamiento de un biosensor basado en biocompdésitos,
aun es mas relevante la optimizacion de la composicion de grafito en la matriz del
biomaterial compuesto. Asi pues, en esta parte del trabajo se pretende estudiar otros
dispositivos analiticos basados en componentes bioldgicos, ya estudiados en el grupo de
trabajo, y comparar como se ve afectada la respuesta analitica cuando se varia la
composicion del material, utilizando los criterios de optimizacidbn propuestos.
Concretamente se han estudiado un biosensor de aceltilcolinesterasa, aplicado a la
determinacion de pesticidas por inhibicibn enzimatica, y un inmunosensor de
inmunoglobulina G de conejo aplicado a la determinacion indirecta de un antigeno
mediante la deteccidon 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 determinacion de bajas concentraciones de
pesticida esta directamente relacionada con la capacidad del biosensor de generar una
respuesta electroquimica en funcién de la actividad enziméatica presente en el biosensor,
después de interaccionar, de forma irreversible, con estas sustancias inhibidoras de la
actividad biocatalitica de la enzima.

En el caso del inmunosensor, se ha estudiado un ensayo competitivo para minimizar la
adsorcion inespecifica. A pesar de que en este tipo de ensayos, las bajas concentraciones
de analito se obtienen con sefiales de intensidad maximas, la optimizacién del material
transductor se prevé que pueda beneficiar a la estabilidad de la sefial analitica, entre
otras posibles mejoras.
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6. Estudio del efecto de la composicion de grafito en
biosensores basados en biocompdsitos con
acetilcolinesterasa

6.1 Introduccion

La gran mayoria de los pesticidas pertenecen a la familia de los organofosforados y
carbamatos. Los pesticidas organofosforados y carbamatos son compuestos toxicos que
han sido utilizados de manera intensiva en la agricultura debido a su actividad
insecticida. La legislacién actual limita el uso de algunos pesticidas, pero todavia esta
permitida la utilizacion de algunos de ellos como por ejemplo el policloruro de bifenilo
(PCB), el cual solo puede ser usado dentro de sistemas cerrados. Esto unido a una
legislacion cada vez mas restrictiva ha limitado su aplicacion 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
determinacion y control se ha convertido en una cuestion importante en la quimica
medioambiental (Pundir and Chauhan, 2012).

El modo de accién de los pesticidas sobre los organismos vivos, y concretamente sobre
los seres humanos, se basa en la inhibicion de la actividad enzimatica de la
acetilcolinesterasa (AChE) en la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina, el cual es
responsable de la transmision del impulso nervioso. Por tanto, la inhibicion de la
actividad de la AChE produce un exceso de acetilcolina en la sinapsis, lo que conlleva
un impulso continuo de transmisién, e induce a sintomas que pueden ir desde un
aumento de la salivacion y dolor de cabeza, hasta la convulsion y falta de respiracion, lo
gue puede llegar a ocasionar la muerte. Los niveles permitidos de estas sustancias varian
dependiendo de la peligrosidad de cada pesticida. Actualmente, muchos de ellos se
encuentran prohibidos por la Unién Europea y otros organismos internacionales como la
Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unldiisef] States Environvental
Protection Agency, US EPA). No obstante en algunos casos, el méximo 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 estandar, basados en cromatografia liquida o en cromatografia de gases,
son comunmente utilizados para la deteccion de un amplio nUmero de contaminantes
con alta sensibilidad, exactitud y precision. No obstante, a pesar de presentar estas
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ventajas, son metodos caros, que requieren de instalaciones sofisticadas y de personal
especializado, ademas de tener tiempos de analisis largos y que son dificiles de adaptar
a determinacionesn-situ y en tiempo real (Valdés-Ramirez et al., 2008). Los
biosensores se caracterizan por ser dispositivos transportables, robustos y econdmicos
que permiten la determinacion de multiples analitos de un modo rapido y con resultados
analiticos rigurosos. En este sentido, los biosensores basados en la inhibicion de la
enzima AChE han sido una alternativa al uso de estas técnicas mas sofisticadas. Es
conocido que los pesticidas organofosforados y carbamatos inhiben cuantitativamente a
las colinesterasas (acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa). Por esta razén, los
biosensores amperomeétricos basados en la inhibicion irreversible de la AChE han sido
ampliamente aplicados para obtener un andlisis rapido, simple y selectivo de pesticidas
(Bucur et al., 2006; Stoytcheva and Zlatev, 2009).

En este apartado, se procederd a describir los resultados correspondientes a la
caracterizacion y optimizacion de los biocompdsitos basados en grafito-epoxy que
incorporan la enzima acetilcolinesterasa en la matriz del material compuesto, con el
propdsito de mejorar las propiedades electroanaliticas del biosensor final. Para llevar a
cabo este objetivo se han utilizado las estrategias de caracterizacion establecidas en los
apartados anteriores, como son las técnicas de espectroscopia electroquimica de
impedancias y la voltamperometria ciclica. Se ha evaluado la respuesta analitica de los
biosensores mediante calibraciones sucesivas utilizando la técnica de amperometria
hidrodinAmica. Se ha evaluado los parametros de calidad como la sensibilidad, y la
precision para diferentes pesticidas, tanto organofosforados como carbamatos.
Finalmente, se ha integrado uno de los biosensores en un sistema microfluidico de
analisis y se ha aplicado en la determinacion de pesticidas en muestras sintéticas.

6.2 Estudio de la respuesta electroquimica de los biosensores grafito-
epoxy-AChE

En este apartado se describen los resultados obtenidos en el estudio de caracterizacion
electroquimica mediante la técnica EIS. Los parametros que se han determinado para
los electrodos biocompoésitos basados en grafito-epoxy que incorporan la enzima
acetilcolinesterasa, han sido la resistencia 6hmica, la resistencia a la transferencia de
carga y la capacidad de la doble capa. Esta caracterizacion electroquimica se ha
realizado en una solucién de referencia de 0,01 M de [FelNy fondo electrolitico

de 0,1 M de KCI. 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 sefial de perturbacion 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 6hmjgalgR
resistencia a la transferencia de carga) (R la capacidad de la doble capag)C

obtenidos.
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Figura 6.1 Registro del espectro de impedancias para los diferentes electrodos biocompdsitos con
diferentes composiciones en grafito y un 0,12 % de AChE. Medidas efectuadas en presencia de 0,01 M de
[Fe(CN)]*"*y fondo de 0,1 M de KCI. Rango de frecuencias: 100 KHz — 100 mHz.

En el presente estudio, se ha evaluado el comportamiento electroquimico de cinco
composiciones de grafito diferentes en los biocompdésitos. La seleccion de la carga de
grafito, en un intervalo de composicion 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 valoreg geRR elevados, a

pesar de que los valores deg €ran bajos. Por otro lado, composiciones con un
porcentaje de grafito superior al 17%, presentaron valores,de R mas pequefios

pero sin embargo, los valores de lg @&mentaron considerablemente. Por tanto, el
intervalo de composiciones estudiado ha sido del 14% al 17% de grafito y se ha
comparado con la composicion convencional del 20% en grafito, utilizada en trabajos
previos (Martorell et al., 1994). La carga enzimatica se ha fijado a un valor constante de
0,12% para todas las composiciones grafito/epoxy estudiadas. Este porcentaje
representa la minima cantidad de actividad enzimatica necesaria para poder obtener
medidas analiticas representativas. En estudios previos, llevados a cabo en el grupo de
investigacién, se desarrollaron biosensores con actividad enzimatica comparable,
aungue con transductores de composicion convencional (20% de grafito en

biocompadsitos 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 biocompadsitos que contienen entre un 14% vy
un 17% de grafito, el espectro de impedancias se caracteriza por un semicirculo de
diametro grande que representa la existencia de control cinético sobre el proceso
electroquimico. Lo que esta asociado con la menor carga de grafito y por tanto,
disminucidén de zonas conductoras sobre la superficie del electrodo y provoca cierta
limitacion en la transferencia electrénica. 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 biocomposito, el nimero 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 parametros electroquimicos obtenidos a partir de los diagramas de Nyquist, al igual
que en los estudios anteriores, son: la resistencia 6hmiga IERresistencia a la
transferencia de cargadRy la doble capa (&).

En la Figura 6.2.A se muestra la variacion de la resistencia 6hmica en funcion de la
carga de grafito y cantidad de AChE constante de 0,12%. Se puede observar que la
tendencia general que sigue este parametro electroquimico se mantiene respecto a la
obtenida para los otros sistemas (bio)compositos estudiados. A medida que aumenta la
carga de grafito presente en el biocompoésito, el valor de la resistencia éhmica
disminuye. Esto se asocia a un aumento de material conductor sobre la superficie del
electrodo, lo que provoca un aumento de numero de zonas conductoras. Con el objeto
de favorecer el tiempo de respuesta y la sensibilidad del electrodo, es conveniente que
los valores de R sean bajos. Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que los
biocompdsitos entre el 16% y 20% de grafito presentan unas caracteristicas de respuesta
idoneas desde el punto de vista electroquimico.

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 disminucion de este pardmetro a medida que
aumenta la carga de grafito proporcional al incremento de area activa del biosensor. En
términos de la resistencia a la transferencia de carga, los valores Optimos para una
posterior aplicacion analitica, reside en aquellas composiciones de biocompdsitos que
presentan valores bajos de; Ra que favorecen la transferencia electronica en la
superficie del electrodo. De acuerdo a los resultados obtenidos, los biocompdsitos entre
el 20% y el 16% de grafito son los que se encuentran dentro del intervalo de
composiciones adecuado, que garantizan un intercambio rapido de electrones y
aseguran, por tanto, que la respuesta electroanalitica sera éptima.
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Figura 6.2 Resultados de los parametros electroquimicos extraidos del ajuste del espectro de impedancias
para las diferentes composiciones de grafito estudiadas con 0,12% de AChE constante. (A) Valores de la
resistencia 6hmica, (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 disolucién de referencia 0,01 M dg*[fefCN)

fondo electrolitico de KCI 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 desviacion estandar.
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La resistencia a la transferencia de carga puede normalizarse respecto al valor de area
electroactiva del electrodo. Como en los casos anteriores, se ha utilizado la técnica de
voltamperometria ciclica para el calculo del &area activa de los electrodos. La
normalizacion de la resistencia a la transferencia de carga respecto al area activa deberia
ser constante; pero, al igual que para los (bio)sensores anteriormente desarrollados y
caracterizados, este comportamiento no se observa en los (bio)compostitos
desarrollados ya que el grafito es un material que presenta anisotropia electroquimica
Los resultados obtenidos y su discusion se muestran en el apartado 6.4.

En la Figura 6.2.C se muestra la variacion de la capacidad de la doble capa en funcion
de la composicién de grafito en el biocomposite. Este parametro es de vital importancia
ya que esta directamente relacionado con el valor de la corriente de fondo o no faradica
y, por consiguiente, con la relacion sefial/ruido. Se puede observar, como aumenta el
valor de la G a medida que aumenta el porcentaje de grafito. Este esta asociado
directamente con el aumento de material conductor expuesto en la superficie del
electrodo. Si se tienen en cuenta los criterios de optimizacion para un buen
funcionamiento de los biosensores, los biocompdsitos con valores bajos de capacidad de
la doble capa son los Optimos para garantizar una corriente de fondo minima y, por
consiguiente, una relacién sefial/ruido elevada. Esta disminucién de corriente no
faradica se traduce en una mejora de la sefial analitica con el consiguiente aumento de la
estabilidad de la sefal y la disminucién del limite de deteccidon. Las composiciones de
biocompdsitos entre el 17% y el 14% en grafito son las que presentan menor valor de la
Cd|.

Teniendo en cuenta que las propiedades electroanaliticas requeridas por un biosensor
son un tiempo de respuesta rapido, limite de deteccidn bajo y una alta sensibilidad, los
resultados obtenidos por EIS en la caracterizacion electroquimica de los biocompdsitos
basados en grafito-epoxy-AChE, permiten concluir que los biocompoésitos 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 éptimos para su utilizacién en
aplicaciones analiticas.

6.3 Comparativa de las propiedades electroquimicas de los compdsitos
basados en grafito-epoxy vs. los biocompdsitos basados en grafito-
epoxy-AChE

La viabilidad de las técnicas utilizadas en la caracterizacion y optimizaciéon de los
materiales (bio)compdsitos, para los diferentes electrodos (bio)compoésitos estudiados,
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ha quedado demostrada en los apartados 4 y 5. Como se ha descrito en el apartado 5, la
incorporacion de un elemento biolégico en la matriz del compdsito tiene una influencia
directa sobre las variables electroquimicas estudiadas, ya que su presencia modifica la
distribucion de las particulas conductoras (grafito) en la fase polimérica. En la Figura
6.3 se muestra la comparacion entre los valores de la resistencia 6hmica, la resistencia a
la transferencia de carga y la capacidad de la doble capa para los electrodos compositos
basados en grafito-epoxy (apartado 4) y para los electrodos biocompdésitos grafito-
epoxy-AChE caracterizados en este apartado.

La variacion de la resistencia 6hmica para los dos sistemas (bio)compdsitos se muestra
en la Figura 6.3.A. Cuando se comparan ambos sistemas, se puede observar que los dos
materiales compdsitos presentan la misma tendencia en funcion de la composicién de la
fase conductora. A medida que aumenta el porcentaje de grafito en el material
compuesto el valor de la resistencia 6hmica disminuye. Como en los casos anteriores, la
disminucién de la resistencia esta directamente relaciona con el aumento de area activa
en la superficie del electrodo. Asimismo, se puede observar que para un mismo
porcentaje de grafito, el valor de la resistencia 6hmica es mucho mayor para el
compésito que incorpora el enzima (grafito-epoxy-AChE) respecto al que no lo posee
(grafito-epoxy). Esta diferencia esta influenciada a su vez por el propio porcentaje de
grafito, siendo mas acentuada para las biocompdsitos con menores porcentajes de
grafito (14% y 15%). Como ya se discutio en el apartado 5, para los biocompdsitos
grafito-epoxy-GOD, la presencia de un tercer elemento de caracter biolégico modifica
la distribucién del grafito en el material compdsito resultante, lo que provoca un
distanciamiento entre las particulas conductoras y, por tanto, un aumento en la
resistencia del material biocompdsito resultante.
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Figura 6.3 Comparacién de los resultados obtenidos de los pardmetros electroquimicos extraidos del
ajuste del espectro de impedancias para las diferentes composiciones de compdsitos grafito-epoxy y
grafito-epoxy-AChE. (A) Valores de la resistencia 6hmica, (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 disolucién
de referencia 0,01 M de [Fe(Ci#'* y fondo electrolitico de 0,1 M de KCI. Rango de frecuencia: 100
KHz-100 mV. Las determinaciones se han realizado por triplicado y el error experimental se ha estimado
mediante la desviacion estandar.
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En la Figura 6.3.B se muestra la comparativa de la resistencia a la transferencia de carga
en funcidn del porcentaje de grafito para los dos (bio)compdésitos. Se puede observar
gue en términos generales, la variacion de este parametro sigue la misma tendencia para
ambos sistemas compdsitos. En ambos casos el valor delaalRnenta
proporcionalmente a la disminucién 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 funcion del porcentaje de grafito, si se comparan los
valores de R con los de B, se evidencia un incremento significativo de {aeR torno

al porcentaje de 15%, 16% y 17% de grafito, respecto al compdsito sin AChE. Este
hecho se puede explicar por la mayor separacion de la fase conductora que modifica a
su vez el area activa de la superficie, lo que aumenta la resistencia a la transferencia
electronica en la superficie. En concreto, se puede observar que la composicion del 15%
en grafito en el biocompdsito el valor de la resistencia a la transferencia de carga
aumenta significativamente, siendo su comportamiento mas parecido al del 14% en
grafito que al del 16% en grafito. Esto hace que la composicion del 15% quede fuera
del rango de composiciones que garantizan un intercambio rapido de electrones y, por
tanto, no son considerados 6ptimos para aplicaciones analiticas.

Finalmente, la comparativa de la variacion del parametro de la capacidad de la doble
capa se muestra en la Figura 6.3.C. Se puede observar un incremento en el éor de C
medida que aumenta el porcentaje de grafito en ambos (bio)compositos. Ademas, se
puede observar que, para la gran mayoria de las composiciones estudiadas, el valor de la
Cq se duplica cuando se incorpora el componente biolégico, siendo mas evidente este
incremento en el rango de composiciones optimas para el composite grafito-epoxy
(15%-16%). Como en los parametros anteriores este desplazamiento del intervalo
Optimo de composicion hacia el biocbmposito con mayor porcentaje de grafito, esta
asociado a una mayor separacién entre las particulas conductoras del material
compoésito resultante. Esto conlleva a aumentar el porcentaje de grafito en el material
biocompdsito para poder compensar la separacion entre las particulas conductoras. En
este caso la incorporacién de un elemento de reconocimiento bioldgico en el compdsito
ha provocado un incremento dg @as relevante en el biocompdsito del 20%. Esto
provocara un empeoramiento de la sefial analitica y un aumento en el limite de
deteccion para el biosensor de esta composicion.

Por tanto, se puede concluir que la presencia de un elemento bioldgico en la matriz del
compoésito tiene una relacion directa con la respuesta electroquimica del transductor
resultante, lo que pone de manifiesto la importancia de la caracterizacion previa del

material (bio)composito. Como se ha demostrado, las propiedades electroquimicas de
los materiales compuestos son dependientes de la composicion del compésito. A su vez,
las propiedades electroquimicas condicionan las propiedades electroanaliticas del
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(bio)sensor amperométrico final y marcaran el grado de aplicabilidad de los
(bio)sensores desarrollados.

6.4 Estudio de la respuesta electroquimica por voltamperometria ciclica

Para complementar y corroborar los resultados obtenidos mediante la técnica de
espectroscopia electroquimica de impedancias, se ha utilizado la técnica de
voltamperometria ciclica. Se han registrado diferentes voltamperogramas ciclicos para
cada biocomposito grafito-epoxy-AChE con diferente composicion en grafito. Las
medidas se han realizado con compensacion 6hmica y con una disolucion de referencia
de 0,01 M [Fe(CNJ*"*y fondo electroquimico de KCI 0,1 M.

En la Figura 6.4 se muestran los voltamperogramas ciclicos obtenidos para cada una de
las composiciones evaluadas. Se puede observar que el voltamperograma ciclico
obtenido para la composicion del 20% en grafito, los picos de oxidacién y reduccion se
encuentran préximos entre si, y se observa la tipica una curva ciclica correspondiente a
un macroelectrodo, en la que la difusidn 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
oxidacion y reduccion se encuentran mas alejados entre si y las curvas ciclicas
presentan un comportamiento de haz de microelectrodos donde predomina el control
radial.
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Figura 6.4 Resultados caracterizacion por VC. (A) Voltamperogramas ciclicos obtenidos para los
biocompésitos 14-17% y 20% grafito-epoxy-AChE en una disolucién 0,01 M de [RE(EN) fondo

electrolitico 0,1 M de KCI. Velocidad de barrido 10 mV/s. (B) Valores de la resistencia a la transferencia
de carga obtenidos a partir de los voltamperogramas ciclicos.
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Los voltamperogramas ciclicos obtenidos han permitido obtener informacion sobre
diferentes parametros electroquimicos como la intensidad de g)igddlseparacion de
potencial entre picosAE). Por otro lado, a partir de los valores de l@nstdad de
corriente de pico, se ha estimado el &rea 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 biocompdsito
debido a un aumento de la conductividad del material, provocado por el incremento de
particulas conductoras en la matriz del material compuesto y asociado con el
consecuente aumento del area activa. También se ha observado una disminucién de los
potenciales de oxidacion-reduccion ya que simultdneamente se mejora la velocidad de
transferencia de carga al aumentar el porcentaje de grafito.

Tabla 6.1. Parametros extraidos de los VC de los materiales biocompdsitos 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%sila intensidad de corriente de intercambipeRIa resistencia

a la transferencia de carggehs la corriente o intensidad de pico; A es el area adtlvas la separacion

de los potenciales de pico; A y RS A son la R obtenidas con las medidas de VC e EIS y
normalizadas respecto del area activa.

Electrodos o Ret Iy A AE RerA  Re A

(% grafito) (A) Q) (A) (cm?) V) (Qcm) (Qcmd
14% 385.18 6557 99518 0,19 15678 1219 355
15% 6,03-10 4183 1,17-18 0,22  1,2195 912 425
16% 1,14-1§ 2205 1,29-16 0,24  0,7841 532 333
17% 1,36-1 1849 1,44.16 0,27  0,7290 497 235
20% 9,74-10 259 259.18 048  0,2078 126 85

Mediante los diagramas de Tafel, que relaciona la intensidad con el potencial, se ha
calculado la intensidad de intercambig),(iparametro que esta relacionado con la
reversibilidad del proceso. La evaluacion de la resistencia a la transferencia de carga se
ha obtenido utilizando el valor de ladalculado mediante la expresion =i RT/nFR;.

Los valores de este parametro pueden ser comparados con los obtenidos mediante la
técnica de impedancias. La normalizacion de la resistencia a la transferencia de carga
obtenida por ambas técnicas electroquimieapectoal area activa (RA y R A),

pone de manifiesto una tendencia a su disminucion, proporcional al aumento de
porcentaje de grafito en el biocompdsito. Como en los casos anteriores (grafito-epoxy y
grafito-epoxy-GOD), la influencia de la anisotropia electroquimica del grafito provoca
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gue un aumento de carga neta, proporcional al incremento de area activa, no se traduzca
en una disminucion de la resistencia a la transferencia de carga proporcional. Este hecho
puede explicarse porque las particulas de grafito no son 100% conductoras y, por ello,
los fendmenos de transporte electrénico pueden ser diferentes segun la morfologia de
las particulas conductoras.

6.5 Estudio de las caracteristicas de respuesta del biosensor grafito-
epoxy-AChE para la determinacion 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
biocataliticamente por la enzima acetilcolinesteresa (AChE) presente en el
biocompdsito, generando acido acético y tiocolina. En una segunda etapa, la tiocolina
se oxida electroquimicamente en la superficie del electrodo a un potencial determinado
(Figura 6.5). La intensidad de corriente obtenida en esta oxidacion, es directamente
proporcional a la concentracion de ATCh en disolucién. La calibracion del biosensor a
los cambios de concentracidon de ATCh ha sido evaluada mediante la técnica de
amperometria hidrodindmica a un potencial de polarizacion constante de 708.mV (
Ag/AgCl) (ver subapartado 6.5.1).

— Tiocolina (red)

2e

Acetilcolinesterasa (AChE)
> Tiocolina (ox) < | Acetiltiocolina (ATCh)

N

Acetato (,///

Figura 6.5 Representacion esquematica de la reaccion enzimatica y electroquimica que tienen lugar en la
superficie del biosensor basado en el biocompdsito grafito-epoxy-AChE.

6.5.1 Determinacion del potencial de trabajo: oxidacion de la tiocolina

Como en los apartados 4 y 5, el método para la determinacion del potencial éptimo de
trabajo para la oxidacion electroquimica de la tiocolina fue la cronoamperometria o
voltamperometria de barrido lineal, que consiste en aplicar un barrido de potencial y
determinar la intensidad limite correspondiente a la oxidacion o reduccion de la especie
electroactiva de interés. En este caso la especie electroactiva es el producto de la
reaccion enzimatica, 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 caracteristica,
correspondiente a la oxidacion de la tiocolina, aproximadamente a un potencial de 700
mV. Este potencial es similar al encontrado en la bibliografia para otros electrodos
biocompositos (Albareda-Sirvent et al., 2001; Martorell et al., 1994). A partir de estos
resultados se definié este potencial como potencial de polarizacion 6ptimo para realizar
los estudios siguientes.
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Figura 6.5 Voltamperomegrama lineal correspondiente a la oxidacion de la tiocolina (red) en fondo
electrolitico de PBS 0,1 My pH = 7,0 y KCI 0,1 M. Velocidad de escaneo 10 mV/s.

6.5.2 Evaluacién de la respuesta electroanalitica del biosensor

En este apartado se describen los resultados obtenidos en la caracterizacion
electroanalitica de los biosensores desarrollados para los biocoOmpositos con
comportamiento electroquimico 6ptimo: 16% y 17% en grafito, y cuya respuesta ha sido
comparada con los resultados obtenidos para el 20% en grafito (composicion
convencional) (Martorell et al.,, 1994). Se han evaluado los siguientes parametros
analiticos: limite de deteccion, sensibilidad, e intervalo lineal de respuesta. También ha
sido determinada la respuesta del biosensor en condiciones de saturacién 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 biocompaosito,
sin embargo, el biocompdésito del 20% en grafito, el limite de deteccion empeora en un
orden de magnitud respecto a los biocompdsitos con 16%-17% en grafito. A pesar de
esta pérdida de sensibilidad, los bicompdsitos dentro del intervalo de composiciones
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consideradas como 6ptimas, el limite de deteccion mejora significativamente a pesar de
una moderada disminucion de la sensibilidad de calibracion. Ademas, los biosensores
de composicién 6ptima, presentan una estabilidad de la sefial analitica mayor que los
biosensores con un 20% en grafito. Los resultados obtenidos, ponen de nuevo de
manifiesto, la importancia de caracterizar y optimizar la composicion de los biosensores
basados en biocompdsitos, a partir de las estrategias propuestas, para desarrollar
dispositivos biosensores mucho mas eficientes.

Tabla 6.2 Parametros de calibracién obtenidos utilizando la técnica de amperometria hidrodinamica para
los electrodos biocompdsitos de composisicon 16%, 17% y 20% en grafito, utilizando la acetiltiocolina
(ATCh) como sustrato. Potencial de polarizaciéon: 700 mV.

Sensibilidad® Limite de ,
: 1 ., Rango Lineal
% Grafito (LA-L-mmol™) Deteccion 1
59 4 (mmol-L™)
(RDS™%) (mmol-L™)

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 aplicacion de estos biosensores en la determinacion de pesticidas, es importante
determinar la zona de concentraciones de sustrato a partir de la cual la enzima empieza
a saturarse. En condiciones de saturacién la intensidad generada se hace constante e
independiente de la concentracion de sustrato presente en el medio. Para la
determinacion de pesticidas por inhibicibn enzimatica, es recomendable trabajar en
estas zonas de saturacién con una sefial analitica inicial de partida lo mas grande
posible, ya que, de esta manera se asegura el maximo intervalo de aplicabilidad del
biosensor debido a la inhibicion enzimatica irreversible que sufre la enzima AChE.

En la Figura 6.7 se muestran los resultados obtenidos para los biocompdsitos de
composiciones Optimas. 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
concentracién de 0,4 mM de sustrato para las composiciones de bicompdsitos de 16%-
17% en grafito, la sefial analitica comienza a ser independiente de la concentracion de
sustrato. En cambio, para el biocompdésito 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 saturacion
aparece para concentraciones de substrato a partir de 0,6 mM.
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Figura 6.7 Curvas de calibracion de los biosensores de 16%-17% de grafito. (A) Curva de calibracion
completa de los biocompdsitos con 16% y 17% de grafito con 0,12% de AChE en fondo electrolitico PBS
0,1 MypH=7,0yKCI 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.
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Figura 6.8 Curvas de calibracion del biosensor con un 20% de grafito con 0,12% de AChE. (A) Curva de
calibracién completa en fondo electrolitico PBS 0,1 My pH = 7,0 y KCI 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 Determinacion de pesticidas por inhibicion enziméatica

Los pesticidas son sustancias inhibidoras de la actividad enzimatica y como tales, es
conocida su inhibicién de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. Esta capacidad
inhibidora que poseen los pesticidas ha sido utilizada para su determinacién y
cuantificacion. 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 determinacion 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 enzimatica,
evaluando la capacidad del biosensor en catalizar la reaccién enzimatica en presencia de
substrato después del proceso de inhibicion. El método indirecto consiste por tanto, en
determinar el porcentaje inhibicibn que ha provocado el pesticida a determinar, y
relacionar este porcentaje después con la concentracion 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 paraoxon, el malatién y el diclorovos.

6.6.1 Caracterizacion de la respuesta de los biocompdsitos

Las medidas se llevado a cabo utilizando un potencial de trabajo de 700 mV (vs.
Ag/AgCl), potencial de oxidacion de la tiocolina (red) (producto de la catélisis
enzimatica del sustrato ATCh), y usando una concentracion de acetiltiocolina (ATCh)
de 5,5-10-16 M que se encuentra en la zona de saturacién para cada uno de los
biocompdsitos estudiados (apartado 6.5.2).

Esta concentracion fue determinada en un estudio realizado para los electrodos
biocompdsitos de composicion de 16%, 17% y 20% en grafito, asegurando que para
los tres biosensores, la intensidad a esta concentracion es maxima, de manera que es
posible observar con mas diferenciacion la pérdida de la sefal asociada a la inhibicion
de la enzima por la presencia de los pesticidas. En la bibliografia, pueden encontrarse
numerosas propuestas para relacionar el porcentaje de inhibicion y la concentracion de
inhibidor y/o el tiempo de inhibicién. Dos de las formas méas habituales son: representar
la relacion directa entre el porcentaje de inhibicion en funcion de la concentracion de
pesticida evaluada (inhibidor) o representar el porcentaje de inhibicion en funcién del
logaritmo de la concentracion de pesticida evaluada (Bucur et al., 2006). En el presente
trabajo se han utilizado ambas representaciones para mostrar y discutir mas
ampliamente los resultados obtenidos. Mientras que en el primer tipo de representacion
se obtiene informacion sobre el comportamiento global del biosensor, con la segunda
representacion puede definirse el intervalo de concentraciones de pesticida en las que el
biosensor podra ser aplicado con fines analiticos o zona lineal de respuesta.

Para cada uno de los pesticidas evaluados se han realizado ambos tipos de
representacion en las que se relaciona la concentracion de pesticida con el porcentaje de
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inhibicion. 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, paraoxon, malation
y diclorovés, respectivamente. En todas ellas, en la figura A se representa el %
inhibicién vs. la concentracion de pesticida y la figura B representa el % de inhibicion

vs. log de la concentracion de pesticida.
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Figura 6.9 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompésitos con diferente porcentaje de
grafito al inhibidor carbofurano. (A) Curvas de calibracion totales y (B) rectas de calibracion obtenidas
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampén fosfato 0,1 My pH =7,0 y KCI 0,1

My [ATCh] = 5,5-10* M.
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Figura 6.10 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompdsitos con diferente porcentaje
de grafito al inhibidor carbarilo. (A) Curvas de calibracion totales y (B) rectas de calibracion obtenidas
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampén fosfato 0,1 My pH =7,0 y KCI 0,1

My [ATCh] = 5,5-10* M.
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Figura 6.11 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompdsitos con diferente porcentaje
de grafito al inhibidor paraoxon. (A) Curvas de calibracién totales y (B) rectas de calibracion obtenidas
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampén fosfato 0,1 My pH =7,0 y KCI 0,1

My [ATCh] = 5,5-10* M.
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Figura 6.12 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompésitos con diferente porcentaje
de grafito al inhibidor malatién. (A) Curvas de calibracién totales y (B) rectas de calibracién obtenidas

en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampén fosfato 0,1 M y pH

My [ATCh] = 5,5-10° M.
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Figura 6.13 Estudio de la respuesta de los diferentes electrodos biocompdsitos con diferente porcentaje
de grafito al inhibidor diclorovés. (A) Curvas de calibracion totales y (B) rectas de calibracion obtenidas
en la zona lineal de respuesta. Determinaciones realizadas en tampén fosfato 0,1 My pH =7,0 y KCI 0,1

My [ATCh] = 5,5-10* M.
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Se puede observar en las Figuras 6.9.A, 6.10.A, 6.11.A, 6.12.Ay 6.13.A, que para todos
los biosensores estudiados, el porcentaje de inhibicibn aumenta a medida que aumenta
la concentracidén del inhibidor (en todos los pesticidas utilizados), hasta llegar a una
concentracién a la que el biosensor responde con una sefial 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 inhibicién se produce de la misma forma
en todos los biosensores estudiados (todos tienen la misma cantidad de enzima), las
caracteristicas electroquimicas de este biosensor, no permite distinguir las pequefias
variaciones de intensidad provocadas por las pequefias pérdidas de actividad enziméatica
a bajas concentraciones de pesticida. Sin embargo, los biosensores con un 16% y un
17% en grafito, debido a que su composicion esta optimizada para obtener valores de la
relacion sefal/ruido mas elevados, los limites de deteccion disminuyen
significativamente, y es posible distinguir pequefias variaciones en la concentracion de
tiocolina generadas por la actividad enzimatica. Para estos electrodos el limite de
deteccion 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 parametros
de calibracion obtenidos en el estudio de la caracterizacion de los biosensores para los
diferentes pesticidas estudiados.

Respecto a las composiciones de los biocompoésitos que se encuentran en el rango
Optimo de composicién, no se observan diferencias significativas en los limites de
deteccién 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 mas sensibles a concentraciones superiores. Este hecho
se puede atribuir a la mejora de la velocidad de la transferencia de carga, o que hace
gue posea una mayor sensibilidad a las pequefas variaciones de intensidad.
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Tabla 6.3. Datos obtenidos a partir de las rectas de calibracién de los pesticidas para los diferentes
electrodos compésitos.

| _ Sensibilidad Limite de Coeflciente
Inhibidor % Grafito 1 ., de regresion
(HA-ppb™) deteccion (ppb)
(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
Paraoxén 16 14,588 0,253 0,9980
17 18,385 0,264 0,9977
20 36,034 0,957 0,9986
Malation 16 10,299 0,253 0,9966
17 15,869 0,237 0,9941
20 31,841 1,032 0,9921
Diclorovos 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 mas, que la caracterizacion
y optimizaciéon de la composicion de los bioscompdsitos de las particulas conductoras
gue constituyen el material compuesto final, permiten mejorar las propiedades
electroanaliticas de respuesta de los electrodos desarrollados, con especial atencién, en
aquellas aplicaciones analiticas en las cuales es necesario determinar muy bajas
concentraciones de analito.

6.6.2 Aplicacion al andlisis 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 paraoxon, escogiendo asi un inhibidor de cada
familia. Para estos pesticidas se han estudiado tres concentraciones que abarcan como

188



| Biocompésito grafito-epoxy-AChE

limite superior su maximo legal permitido por la EPA, otra intermedia al rango
evaluado y la tercera una concentracién cercana al limite de deteccion correspondiente a
cada pesticida. Este estudio se ha realizado para los biosensores que se encuentran en el
rango Optimo de concentraciones de grafito, es decir, para el 16% y 17% de grafito. Las
medidas de cada concentracion se han realizado por triplicado. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 6.4. Se puede observar que la precision obtenida con el método
es aceptable y el porcentaje de recuperacion se encuentra en todos los casos en torno al
100%. Esto garantiza la calidad de los resultados obtenidos con los biosensores basados
en biocompdsitos de composicidén optimizada.

Tabla 6.4.Resultados obtenidos en el analisis de muestras de agua dopadas con pesticidas (carbofurano y
paraoxon) realizados con los biocompdsitos optimizados.

Inhibidor % Adicionado Biosensor %
. : RSD (%) >
(Pesticida) grafito (ppb) (ppb) Recuperacion
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
Paraoxén 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 0300 0,320,038 4 107
3,01 3,2+0,3 10 106
30,08 30,9+0,2 1 103

6.7 Integracion de un electrodo biocompdsito como detector en un
microanalizador amperométrico LTTC para la determinacion de pesticidas

Los avances en tecnologia han permitido el uso de nuevos materiales en el desarrollo de
sistemas miniaturizados de andlisis. Este estudio se ha llevado a cabo impulsado por el
actual crecimiento que la miniaturizacion esta teniendo en el ambito cientifico vy,
concretamente, en el escalado de analizadores automaticos. Este tipo de analizadores
presentan ventajas adicionales asociadas a la disminucion del tamafio, como por
ejemplo, la portabilidad y la reduccion de consumo de reactivos y muestra, y la
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minimizacion de generacion de residuos. Adicionalmente, estas mejoras permiten
aumentar la frecuencia de analisis y la obtencion de informani@itu a pie de
proceso, lo que se traduce en la posibilidad de tener informacién, tanto espacial como
temporal de manera simultanea y en tiempo real. Uno de los retos de este tipo de
dispositivos reside en el sistema de deteccion. Debido a la reduccion de escala del
dispositivo, ésta afecta a las dimensiones del detector y, juntamente con la disminucion
del volumen de muestra, influye negativamente sobre la sefial analitica 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 biocompdsitos optimizados desarrollados en la presente tesis cuando se
integran, como detectores, en un sistema miniaturizado de analisis. Para asumir este
objetivo, se ha escogido el electrodo biocompdsito optimizado basado en grafito-epoxy
que incorpora la enzima acetilcolinesterasa. La composicion optimizada para este
sistema se encuentra en el intervalo de concentraciones de grafito entre el 16% y 17%,
para una concentracion de enzima constante de 0,12% (w/w). En el presente estudio se
ha utilizado el biocompdsito del 16% ya que, como se ha discutido en los apartados
anteriores su caracterizacion en discontinuo, ya que las composiciones incluidas en
dicho intervalo presentan unas propiedades electroanaliticas mas favorables para la
aplicacion final (menor LD y buena estabilidad), la deteccidon de pesticidas en
disolucidn acuosa para su monitorizacion.

Por otro lado, aprovechando la amplia experiencia del Grupo de Sensores y Biosensores
en la fabricacién de microanalizadores basados en la tecnologia LTCC, se escogi6 esta
tecnologia para llevar a cabo el disefio y construccion del sistema miniaturizado de
analisis para la determinacion de pesticidas en disolucién. EI microanalizador
amperométrico construido incorpora los tres electrodos necesarios para realizar medidas
amperomeétricas; electrodo auxiliar de Pt, electrodo de pseudoreferencia de Ag/AgCl,
ambos fijos, y un electrodo de trabajo intercambiable. De esta manera, esta
configuracion permite sustituir el electrodo de trabajo biocompdsito cuando éste se
encuentre saturado por el uso o cambiarlo por uno nuevo, si éste se deteriora, sin
necesidad de construir una nueva plataforma microfluidica y, de esta manera, aumentar
la robustez, estabilidad y versatilidad del analizador final.

6.7.1 Optimizacion de las variables de operacion del microanalizador

El objetivo principal de este estudio es encontrar aquellas condiciones experimentales
que proporcionen la maxima sefial analitica junto con la mayor frecuencia de analisis y
minimicen el consumo de reactivos. En este punto se realizara la descripcion de los
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resultados obtenidos en la optimizacion de las variables de operacion hidrodinamicas
del microanalizador: caudal y volumen de inyeccion, y se evaluara su influencia en la
respuesta o sefial analitica.

Las caracteristicas fisicas del microanalizador han sido descritas en el apartado 3.4 de
materiales y métodos. La variable relativa a la geometria del mezclador (diametro y
longitud) esta fijada por la geometria interna del analizador y es la Unica variable fisica
gue no puede modificarse. En este caso, la longitud y el diametro del tubo de mezcla,
definen un volumen interno del microreactor de 280 Respecto al potencial de
polarizacion utilizado, ha sido el mismo definido para los electrodos biocompésitos en
el estudio previo realizado en batch, 700 m¥é.(Ag/AgCl).

El volumen de inyeccion ha sido evaluado en un intervalo de 75 pL hasta 200 pL, ya
que el limite superior viene marcado por el propio volumen interno del dispositivo (250
puL) y que un volumen minimo menor a 7 limitara 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 minimo de respuesta del
sistema, en concreto del biosensor, asi como minimizar el consumo de reactivos.

La optimizacion de las variables hidrodinamicas 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 inyeccion). La evaluacion de la influencia del
volumen de inyeccion se ha realizado utilizando una muestra de concentracion
intermedia de sustrato, ATCh (acetiltiocolina) 0,06 mM, suficiente para obtener una
buena sefal, 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 inyeccion
se observa una mayor altura de pico (intensidad de corriente). Sin embargo, a partir de
un volumen de 150 pL la variacion en la altura de pico obtenida es menospreciable y se
mantiene contante al incrementar el volumen de inyeccién ya que volUmenes superiores
a 150 pL y cercanos al volumen méximo del microanalizador, dada la relacion de
voliumenes (inyeccion/volumen interno del microanalizador) sufren un proceso de
dispersiéon minimo en el microreactor, lo que provocan saturacion de la respuesta. Por lo
tanto, teniendo en cuenta que se pretende obtener las condiciones experimentales que
permitan maximizar la sefial analitica, y asegurar el consumo minimo de reactivos, se
ha fijado como volumen de inyeccion 6ptimo 150 pL.
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Figura 6.14 Estudio del efecto del volumen de inyeccién 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 precisién ha sido expresada con la desviacién estandar.

Una vez definido el valor 6ptimo de volumen de inyeccion, se ha procedido al estudio
de la influencia del caudal en la respuesta (altura de pico). El estudio ha sido realizado
utilizando la misma concentracion de acetiltiocolina que en la optimizacion del
volumen de inyecciéon: ATCh = 0,06 mM y se ha fijado el volumen de inyeccién en 150
uL. En la Figura 6.15 se muestran los resultados obtenidos en esta optimizacion. 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 disminucién 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 disminucion del tiempo de reaccion entre el sustrato y el enzima
presente el biocompdsito, lo que provoca una disminucion en la cantidad de tiocolina
gue puede oxidarse en la superficie del biosensor. Por tanto, en base a los resultados
obtenidos, teniendo en cuenta el compromiso entre la maxima sefial de respuesta
analitica y el menor tiempo de analisis, se ha seleccionado como caudal 6ptimo 0,62
mL/min para la posterior aplicacion del microanalizador en el andlisis de muestras de
pesticidas.

Bajo las condiciones experimentales optimizadas: caudal de de 0,63 mL/min y un
volumen de inyeccion de 150uL, el tiempo de andlisis por muestra ha sido de 35
segundos. Por tanto, la frecuencia de analisis .60 h
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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 inyeccion de 150 pL. Las medidas han sido realizadas por triplicado
y la precisién ha sido expresada con la desviacion estandar.

6.7.2 Caracterizacion de los parametros electroanaliticos de respuesta del
microanalizador

Una vez optimizadas las condiciones de operacion del microanalizador, se ha
caracterizado la respuesta electroanalitica de éste. La evaluacion de los parametros
electroanaliticos de respuesta se han determinado utilizando como analito el sustrato de
la reaccion enzimatica cloruro de acetilcolina (ATCh) a distintas concentraciones.
Como se ha comentado antes la primera etapa del reconocimiento del biosensor es la
hidrolisis del sustrato ATCh con la enzima AChE del biocompdsito (grafito-epoxy-
AChE) dando lugar a generacion de tiocolina en su forma reducida que es oxidada en la
superficie del electrodo biocompdsito. La transferencia de electrones asociada a este
proceso se ha determinado amperométricamente. Las medidas se han realizado a un
potencial de polarizacion fijo de 700 mVs( Ag/AgCl), seleccionado en base a los
resultados obtenidos en el estudiobatth. Los parametros electroanaliticos evaluados

han sido el limite de deteccion, la sensibilidad, el intervalo lineal de respuesta y la zona
de saturacion 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 biocompadsito
del 16% de grafito y 0,12% de AChE. Se puede observar que a partir de una
concentracion 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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concentracion de sustrato enzimatico, por lo que se puede concluir que se ha llegado a la
saturacion de la enzima. Este intervalo de concentraciones es idoneo para la
determinacion de pesticidas, ya que se requiere de una sefal analitica inicial elevada, la
cual permita determinar con mayor resolucion variaciones en la actividad enzimatica
asociadas a la inhibicion provocada por la accién de pesticidas. Por tanto, las
concentraciones de sustrato seleccionadas son concentraciones de ATCh entre 0,10 y
0,18 mM.
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Figura 6.16 Curva de calibrado obtenida para el microanalizador de pesticidas desariR#adoesta
analitica obtenida para distintas concentraciones de cloruro de acetiltiocolina (ATCh). Condiciones de
operacioén, volumen de inyeccion: 150 pL y caudal: 0,63 mL/min. Medidas efectuadas por triplicado.

Para poder determinar las concentraciones que estan comprendidas dentro del intervalo
de respuesta lineal del microanalizador, se ha realizado un estudio mas 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 esta comprendida entre
0,01 y 0,08 mM de ATCh, siendo la sensibilidad obtenida de 16,681 nA/mM (r
0,9952). Esta sensibilidad se considera adecuada para la determinacion de las
concentraciones de tiocolina que pueden llegar a ser producidas en el biocompasito. El
limite de deteccién ha sido determinado como la minima concentracion de sustrato,
acetiltiocolina (ATCh), que es capaz de provocar una variacion de la sefial producida
por la reaccién de oxidacién del producto de la reaccion enzimética (tiocolina reducida)
en la superficie del biosensor, a un potencial de polarizacién de 70@Gsm\gfAgCI).

En este caso, se ha determinado que el limite de deteccion es de 0,01 mM de ATCh.
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Figura 6.17 Respuesta analitica obtenida con el microanalizador LTCC desarrollado, para cada una de

los concentraciones por triplicado. El intervalo de concentraciones de ATCh esta comprendido entre 0,01

mM y 0,08 mM. Volumen de inyeccién: 150 pL 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 ecuacion de la recta correspondiente es | (nA) =
16,8+0,6[ATCh] + 2,5+0,03;’r= 0,9952.
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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 inyeccion: 150 pL 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 parametros de respuesta obtenidos para los biosehsinies en
(apartado 6.5.2) se puede observar que los resultados obtenidos con el microanalizador,
muestran unas caracteristicas analiticas comparables en cuanto al intervalo lineal de
respuesta, el limite de deteccion y reproducibilidad de la sefial. En la Tabla 6.5 se
muestran los valores obtenidos por los dos sistemas (electrodo biocompdsito vy
microanalizador). Se puede comprobar que aunque el limite de deteccion 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 disminucion del area del electrodo
biocompdsito implementado en el microanalizador, ya que las dimensiones de éste (12,5
mn?) se reducen con respecto a la del electrodo convencional (28 bansegunda, es

el efecto de la dispersion en el interior del microanalizador, inherente a todas las
técnicas de flujo, que provoca una dilucion de la muestra inyectada dentro del
dispositivo antes de su llegada al detector. El efecto de la dilucién y la disminucion del
area del electrodo, provocan un incremento del limite deteccién y una ampliacion del
intervalo lineal de respuesta.

Tabla 6.5 Comparativa de los parametros de respuesta del electrodo biocompésito optimizado y el
microanalizador

limite de Rango
Sensibilidad deteccion lineal
(mmol) (mmol)
Electrodo ]
_ L 1,80 + 0,04 pA-L-mmd 0,005 0,005-0,020
biocompadsito
Microanalizador | 16,681 nA-L-mmol 001 0,01-0,08

6.7.3 Determinacion de pesticidas con el microanalizador LTCC

Una vez caracterizado el comportamiento del microanalizador LTCC con el electrodo
biocompdsito como detector, se ha procedido a su implementacién en la determinacion
de pesticidas mediante medidas de la inhibicion 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 paraoxon. La metodologia utilizada para la determinacion de los
pesticidas ha sido descrita en el apartado 3.4.2 de materiales y métodos. La
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determinacion de pesticidas con el microanalizador se realiza en un proceso de tres
etapas. La primera es la determinacion de la sefial analitica maxima obtenida sin
inhibicion. La concentracién de acetiltiocolina (ATCh), que actia como sustrato de la
reaccion enzimatica, a utilizar sera, en este caso, de 0,16 mM de acuerdo a los
resultados obtenidos en la evaluacion electroanalitica descrita antes en el punto 6.9.2,
esta concentracion de sustrato enzimatico garantiza una altura de pico lo
suficientemente elevada (fl para determinar las variaciones producidas por la
inhibicién del enzima. La segunda es la inyeccion en el microanalizador de una
concentracion de pesticida determinada y a continuacion realizar una parada de flujo o
stopped-flow durante la cual, se produce un tiempo de incubacion de 10 minutos, igual
al tiempo optimizado para las medidas l@tch con el electrodo biocompdsito. La
tercera etapa, es la medida de la inhibicion que ha provocado la accion del pesticida en
el biocomposito y la determinacion de nuevo de la altura de piralgspués del
proceso de inhibicion enzimatica.

En la bibliografia se han reportado diferentes métodos para la determinacion de la
concentracion de inhibidor en funcién del de porcentaje de inhibicién. Por ejemplo, se
puede representar la relacion entre el logaritmo del porcentaje de inhibicion en funcién
del logaritmo de la concentracion de pesticida. En este estudio, dicha relacién ha sido
utilizada para representar los resultados obtenidos y establecer la curva de calibracion
correspondiente a cada pesticida. En ambos casos, las condiciones de operacién han
sido las optimizadas antes para la determinacion del sustrato ATCh, volumen de
inyeccion de 15QuL y caudal de 0,63 mL/min. El volumen inyectado de pesticida ha
sido el mismo que el de sustrato 380 En la Figura 6.19 y Figura 6.20 se muestran

las curvas de calibracion obtenidas para la inhibicion enzimatica con carbofurano y
paraoxon, 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 inhibicion constante debido a la inhibiciéon total del
biosensor a partir de esta concentracion. La ecuacion de la recta correspondiente al
carbofurano es logl (%) = 0,68+0,02[log(carbofurano)] + 1,09+0902;1,9949. En el

caso del paraoxon 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
inhibicion total del biosensor. La ecuacién de la recta obtenida para el paraoxoén es logl
(%) = 0,71+0,02[log(paraox6n)] + 0,93+0,02:10,9942. En ambos casos, el limite de
deteccion se ha determinado como la minima concentracion de pesticida cuantificable,
encontrandose en ambos casos que la minima concentracion 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 microfluidica con los
obtenidos de la calibracién datch con los electrodos biocompdsitos convencionales,
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cabe resaltar que el limite de deteccidon alcanzado con el microanalizador LTCC para
ambos pesticidas es inferior comparado con los resultados de los mediotshen
(Tabla 6.3), 0,249 ppb para carbofurano y 0,253 ppb para paraoxdén. Esta disminucién
del limite deteccion se puede atribuir al incremento de la estabilidad de la sefial analitica
asociado con las medidas en flujo (Barquero, 2001). En el caso del electrodo
biocomposito no pueden determinarse porcentajes de inhibicibn menores del 5%,
mientras que para el microanalizador, el % de inhibicibn minimo determinado es de un
2%. Se ha de destacar, que esta mejora en el limite de detecciébn permite la
determinacion de pesticidas en las concentraciones mas bajas definidas por la
legislacion mas restrictiva.

2,0
1,8 A v
1,6 - v

1,4 - |
1,2 -
1,0 -
0,8 -

log(Inibicién) (%)

0,6 -
0,4 - v

0,2 T T . : .
-15 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

log[carbofurano] (ppb)

Figura 6.19 Curva de calibracién de carbofurano obtenictan el microanalizador LTCC vy el
biocompdsite del 16% de grafito y 0,12% de AChE, como detector. La concentracion de ATCh utilizada
como sustrato es 0,16 mm. Volumen de inyecciéon de 150 pL y caudal 0,63 mL/min.
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Figura 6.20 Curva de calibracién de paraoxon obtenida con el microanalizador LTCC y el biocompdésite
del 16% en grafito y 0,12% de AChE, como detector. La concentracion de ATCh utilizada como sustrato
es 0,16 mm. Volumen de inyeccion de 150 pL y caudal 0,63 mL/min.

6.7.4 Andlisis de pesticidas en muestras de agua de riego sintéticas con el
microanalizador

La viabilidad operacional de este dispositivo ha sido evaluada mediante la
determinacion de pesticidas en de aguas de riego dopadas con concentraciones
conocidas de carbofurano y de paraoxén. Las muestras de agua de riego dopadas han
sido preparadas siguiendo el mismo procedimiento descrito antes en el punto 6.7.2. El
andlisis 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 analisis fueron realizados por triplicado y
el error experimental ha sido expresado con la desviacion estandar. Para establecer la
calidad del método propuesto se han comparado los valores obtenidos con el
microanalizador con la concentracion conocida de pesticida adicionada en cada caso.
Como se puede comprobar la precision obtenida con el método es aceptable y el
porcentaje de recuperacion 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 andlisis de muestras de agua dopadas con pesticidas (carbofurano y
paraoxon) realizados con el dispositivo microfluidico LTCC.

Inhibidor Adicionado Microanalizador % de
e RSD (%) .,
(Pesticida) (ppb) (ppb) recuperacion
Carbofurano 0,403 0,476 + 0,008 2% 118
___________________________ 403 369007 2% 92
Paraoxon 0,300 0,30+ 0,01 4% 100
3,01 3,07 £ 0,04 1% 102

6.8 Conclusiones

Las principales conclusiones extraidas en esta parte del trabajo experimental han sido
las siguientes:

® Se han construido y caracterizado con éxito electrodos biocompdsitos basados
en grafito-epoxy que incorporan la enzima acetilcolinesterada. Mediante
diferentes técnicas electroquimicas, como la espectroscopia electroquimia de
impedancias y la voltamperometria ciclica, se ha optimizado la composicion del
biocompadsito para obtener una sefial analitica mejorada.

®* Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas electroquimicas de caracterizacion
para su aplicacion en el desarrollo de biosensores basados en biocompdsitos.
Con los resultados obtenidos mediante la EIS se ha estimado que el intervalo de
composiciones optimo para el sistema biocompésito basado en grafito-epoxy-
AChE se encuentra en torno a una composicion del 16 - 17% de grafito.

® Se ha comprobado que la modificacibn en matriz de los compdsitos con un
tercer elemento de origen biolégico produce una variacion en los parametros
electroquimicos de repuesta como la resistencia 6hmica, la resistencia a la
transferencia de carga y la capacidad de la doble capa del sistema biocompdsito
resultante.

® Los electrodos que se encuentran en el intervalo 6ptimo de composiciones, 16-
17% de grafito, a pesar de presentar una menor sensibilidad, con respecto al
electrodo del 20% en grafito, permiten obtener limites de deteccion para el
sustrato enzimatico, cloruro de acetiltiocolina, un orden de magnitud inferior.
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®* Se ha demostrado que los valores de composicidn Optima permiten fabricar
electrodos biocompdsitos voltamperométricos robustos y Utiles para aplicaciones
donde se requieren dispositivos sensibles, con relacion sefal/ruido optimizada,
gue permiten determinar concentraciones muy bajas de analito.

* Asimismo, los electrodos de composicion optimizada permiten llegar a detectar
concentraciones de inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa inferiores a los
de composicién convencional (20% de grafito).

« Se ha demostrado la posibilidad de aplicar la tecnologia LTCC para la
fabricacion de un dispositivo analitico miniaturizado con deteccion
amperométrica que incorpora el biocompadsito optimizado como detector.

* En el andlisis de muestras reales de aguas de riego dopadas con pesticidas, no se
han encontrado diferencias significativas entre los resultados obtenidos con los
analisis realizados utilizando el biocompdsito del 16-17% de grafibateh y
el microanalizador (16% de grafito).

e La miniaturizacién del sistema de deteccion y la integracion de todos los
electrodos presenta como ventaja adicional la mejora del limite de deteccion en
la determinacion de pesticidas. Concretamente, en la determinacion del
carbofurano y paraoxén, 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 composicion de grafito en
inmunosensores basados en inmunocompadsites con RIgG

7.1 Introduccion

En la sociedad en la que vivimos cada vez se hace mas necesario el desarrollo de
pequefios dispositivos de analisis que sean baratos, portatiles, fiables, selectivos, de facil
manejo y que requieran un minimo volumen de muestra para determinar un parametro
concreto. Estos dispositivos pueden ser aplicados a diferentes ambitos de la quimica
analitica, tales como el analisis de alimentos, clinico o el medioambiental. Respecto al

control clinico, cada vez es mas frecuente que un paciente tenga la posibilidad de

adaptar su medicaciéon si se puede medir con facilidad ese nivel plasmatico, 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
concentraciéon de glucosa en sangre y abre la expectativa de que otros parametros
clinicos puedan ser obtenidos de forma similar.

En este contexto, los inmunosensores son un tipo de dispositivos analiticos que en los
altimos afios estad 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 inmunoldgico realizados en laboratorios especializados. La
estructura morfolégica de un inmunosensor amperomeétrico es similar a la de un
biosensor enzimético, combina un componente de reconocimiento biolégico (en este
caso, una especie de naturaleza inmunolégica) con un transductor (que en nuestro caso
es un material compuesto conductor). El primero proporciona selectividad mientras que
el segundo, ademas de actuar como soporte de la especies inmunoldgica, permite el
proceso de reconocimiento de la especie electroactiva y la transduccion de la sefal
primaria en una sefial eléctrica medible (Bojorge Ramirez et al., 2009).

Por otro lado, la miniaturizacidon de estos dispositivos de medida, permite que el
consumo de la propia especie inmunoldgica, de reactivos y la generacion de residuos
gue conlleva la realizacion de cada uno de los inmunoensayos, se vea reducida gracias a
la consecuente disminucion de la superficie activa de estos inmunosensores. Desde esta
perspectiva, la mejora de las propiedades electroanaliticas de respuesta de estos
dispositivos inmunosensores, mediante una optimizacién de los componentes que los
forman, es otra estrategia para favorecer la reduccion de las dimensiones de este tipo de
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biosensor, y minimizar el uso de componentes inmunoldgicos 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 construccion, caracterizacion
y optimizacion de la composicion de inmunosensores electroquimicos 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 optimizacién se llevara a cabo en funcién de las propiedades electroquimicas
del inmunomaterial compuesto, por lo que el objetivo sera determinar el efecto sobre
las medidas de inmunoensayo, al incorporar un elemento biologico de caracter
inmunoldgico en la composicion del material transductor. Para ello se utilizaran las
estrategias de caracterizacion propuestas a lo largo de este trabajo. Asi mismo, se
pretende estudiar los beneficios que aporta esta optimizacion en la aplicacion de las
técnicas de inmunoensayo.

7.2 Caracterizacion y optimizacion de la composicion de los
inmunocompasitos grafito-epoxy-RIgG

En este primer apartado se describe la caracterizacion electroquimica de los
inmunosensores basados en compaosito grafito-epoxy-inmunoglobulina utilizando las
técnicas de caracterizacion electroquimicas, como la espectroscopia electroquimica de
impedancias y la voltamperometria ciclica. Esta caracterizacion permitira conocer la
composicion optima en grafito, desde el punto de vista electroquimico, para mas
adelante, determinar el efecto que tiene estas composiciones sobre las medidas de
ensayo inmunologico efectuadas.

7.2.1 Caracterizacibn de la respuesta electroquimica de los
inmunocompasitos mediante la técnica de espectroscopia electroquimica
de impedancias

Mediante la caracterizacion por la técnica de espectroscopia electroquimica de
impedancias, se han obtenido los parametros electroquimicos para los materiales
inmunocompasitos basados en grafito-epoxy que incorporan la inmunoglobulina G de
conejo (RIgG) inmovilizada en la matriz. Los parametros electroquimicos obtenidos:
resistencia 6hmica, resistencia a la transferencia de carga y capacidad de la doble capa,
permiten deducir el comportamiento electroquimico del inmunocompadsito expresado en
funcién 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 0hmigy (R resistencia a la
transferencia de carga Ry la capacidad de la doble capa)@esde el punto de vista

de los fendmenos de interfase que ocurren en la celda electroquimica. La
caracterizacion electroguimica se ha llevado a cabo en una solucién de referencia 0,1 M
de [Fe(CN)]*™ y en fondo electrolitico de 0,1 M de KCI. El espectro de impedancias
se ha realizado en un rango de frecuencias de 100 KHz hastal00 mHz, usando el
potencial de equilibrio redox obtenido previamente y con una amplitud de sefal de
perturbacion 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 actia como antigeno,
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
caracterizacion de los electrodos compodsitos basados en grafito y resina epoxy
(apartado 4). Dado que para los electrodos compdésitos grafito-epoxy el intervalo de
composiciones 6ptimo se iniciaba a partir del 15% en grafito, se ha escogido esta
composicion como la inicial del intervalo a estudiar vy la final se ha marcado a partir de
la curva de percolacion (Montes et al., 2014), correspondiente a la composicion del 20%
en grafito la cual es considerada como la composicién convencional utilizada en la
mayoria de los estudios. La carga de antigeno (RIgG) que se incorpora a la matriz del
inmunocompaosito se ha fijado en un 0,9 % (w/w) de acuerdo a estudios previos
realizados en nuestro grupo de investigacion para este tipo de materiales (Santandreu et
al., 1997).

En la Figura 7.1 se muestran los resultados obtenidos del estudio de espectroscopia
electroquimica 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
semicirculo de diametro grande lo que indica que el control cinético es el que controla
el proceso del electrodo. Estas composiciones de grafito hacen que el area 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 electrénica en la superficie del electrodo.
Para las composiciones entre el 18% y el 20% en grafito, el diametro del semicirculo
disminuye significativamente y se empieza a observar también la presencia del control
difusional a bajas frecuencias. Para estas composiciones altas en grafito, el area activa
del electrodo es mayor con respecto a proporciones en grafito inferiores, por lo que la
transferencia electronica 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 inmunocompdésitos con diferentes
composiciones en grafito en presencia de 0,1 M de [Fe[€N)y 0,1 M de KCI. En el interior a la
derecha de la figura, se muestra el circuito equivalente utilizado para ajustar los espectros de impedancias.

La variacidon de la resistencia 6hmica en funcion de la carga de grafito se muestra en la
Figura 7.2.A. La resistencia 6hmica esta directamente relacionada con el area del
electrodo, la concentracion idnica, la naturaleza de los iones y la resistencia del material
compuesto en medio no humedo. Se puede observar que hay una disminucién del valor
de este pardmetro a medida que aumenta el porcentaje de grafito presente. Como en
casos anteriores (GOD, acetilcolinesterasa), la incorporacién de un elemento biolégico,
en este caso, un antigeno, produce una separacion de las particulas conductoras que
constituyen el material inmunocompdésito lo que tiene una influencia directa sobre el
area activa del electrodo y, por consiguiente, en el valor de la resistencia 6hmica. Un
aumento en la separacion de las particulas conductoras, provoca una disminucion en el
area activa del electrodo, provocado por el distanciamiento de las particulas
conductoras, lo que hace disminuir la conectividad entre ellas y, por lo tanto, provoca
un aumento en la resistencia 6hmica del material. Para asegurar una buena sensibilidad
y un tiempo de respuesta corto, es importante que los valores de la resistencia 6hmica
sean bajos. Por lo tanto, composiciones entre el 18% y el 20% en grafito proporcionan
bajos valores de este parametro ya que el aumento de carga de grafito compensa el
distanciamiento de las particulas conductoras dentro del material compuesto. La
composicion 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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mas 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 percolacion.

En la Figura 7.2.B se muestra la evolucion de la resistencia a la transferencia de carga
en funcién de la carga de grafito en el material imunocompasito. En términos generales,
se puede observar una disminucién del valor de este parametro a medida que aumenta el
porcentaje de grafito. Este parametro esta relacionado, al igual que la resistencia 6hmica
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 analitico 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 inmunocompdésitos 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 proporcion del 15% en grafito, posee un alto
valor de R: Las composiciones cercanas a la percolacion (16% y 17% en grafito)
tienen valores intermedios. Bajo este criterio, los electrodos con una composicién
comprendida entre el 18% y el 20% en grafito, aseguran un intercambio de electrones
rapido, la composicion del 15% es la menos beneficiada, mientras que las
composiciones intermedias cercanas a la percolacion, aun muestran valores no
demasiados altos deiRque los hacen susceptibles de ser utilizados en aplicaciones
electroanaliticas. Con el objetivo de evaluar la resistencia a la transferencia de carga de
los materiales inmunocompdsitos respecto al area activa del electrodo, puede
normalizarse el valor de la resistencia a la transferencia de carga respecto a ésta. La
normalizacion de este parametro respecto al area 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 caracterizacién electroquimica por EIS de los electrodos
biocompdsitos grafito-epoxy-RIgG, Parametros extraidos del ajuste del espectro de impedancias,
juntamente con su desviacion estandar (n = 3). (A) Valores de la resistencia 6hmica, (B) valores de la
resistencia a la transferencia y (C) valores de la capacidad de la doble capa. Resultados obtenidos en una
disolucion de referencia 0,1 M de [Fe(GNJ* y fondo electrolitico de 0,1 M de KCI . Rango de
frecuencias: 100 KHz — 100 mHz.
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Por ultimo, hay que tener en cuenta el parametro de la capacidad de la doble capa que
como ya se ha comentado, esta relacionado con el valor de la corriente de fondo, y a su
vez con la relacion sefial/ruido. Resulta un parametro muy importante a tener en cuenta,
ya que limita los limites de deteccién alcanzados, y por lo tanto resulta crucial
especialmente en la determinacién de concentraciones bajas de analito. En la Figura
7.2.C se muestra la variacidon de este parametro con respecto a la carga de grafito
presente en el inmunocomposito. La tendencia general de este parametro es la de
aumentar su valor a medida que aumenta la carga de grafito ya que el aumento de
particulas conductoras expuestas en la superficie, a pesar de que hace incrementar el
valor de la corriente faradica, la componente no faradica de la intensidad aumenta de
forma mas significativa (se asemeja mas a un comportamiento de macroelectrodo) y
por consiguiente, el resultado final es una disminucion en la relacién sefal/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 relacion sefial/ruido, sin embargo la composicion del 15% quedaria descartada
en aplicaciones analiticas ya que, como se ha comentado anteriormente, la resistencia
del material y el valor de lacRson 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,Rlos valores mas elevados de g, Gacen que éstas sean

poco adecuadas en el desarrollo de electrodos con una alta relacion sefal/ruido. Si
comparamos los valores de los pardmetros obtenidos en funcion 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 incorporacion de un tercer elemento no conductor en la
matriz de un material compuesto, modifica significativamente las propiedades
electroquimicas de los compadsitos, por lo que las composiciones Gptimas en cuanto a la
carga de grafito se ven desplazadas. Por tanto, la incorporacion de material
inmunologico en una matriz grafito-epoxy desplaza también, en este caso, el valor
Optimo de composicién en grafito hacia valores superiores al 15%.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de EIS para los inmunocompasitos
basados en grafito-epoxy-RIgG, y teniendo en cuenta los criterios de optimizacion
planteados como son tiempos de respuesta cortos, bajos limites de deteccion y alta
sensibilidad, el intervalo de composiciones de grafito comprendido entre el 16% vy el
17%, son consideradas como 6ptimas desde el punto de vista electroquimico. Por tanto,
las composiciones dentro de este intervalo presentan un comportamiento electroquimico
similar y las hace adecuadas para ser utilizadas en posteriores aplicaciones
electroanaliticas de los electrodos biocompdsitos.
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7.2.1.1 Estudio comparativo de la respuesta electroquimica de los
electrodos compositos grafito-epoxy frente a los inmunocompositos
grafito-epoxy-RIgG

Como se ha comentado anteriormente, la incorporacion de un tercer elemento en la
matriz de los materiales compuestos provoca una variacion en la distribucion espacial e
interna de éste. De manera que la incorporacion de un compuesto de naturaleza
inmunoldgica también modifica la distribucién espacial e interna del inmunocompdésito
afectando al valor de los parametros electroquimicos del material compuesto resultante.
A continuacion, se muestra la comparativa de los parametros electroquimicos obtenidos
por espectroscopia electroguimica 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 comparacién de los valores de resistencia Ohkypica (R
la resistencia a la transferencia de cargg (Rde la capacidad de la doble capa)(C
para ambos compositos.

En la Figura 7.3.A se muestra la comparativa de los valores de la resistencia 6hmica
para ambos sistemas compdsitos. Se puede observar que para el inmunocompdésito el
valor de la R 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 variacion
en el valor de la resistencia 6hmica respecto a los compdsitos grafito-epoxy pone de
manifiesto la influencia que la composicion y distribucion de grafito tiene sobre el area
activa del electrodo, que se ve afectada por la presencia del material inmunolégico en la
matriz polimérica del inmunocompdésito. Sin embargo, la tendencia general de este
parametro es la misma para los dos sistemas compdsitos, una disminucion de la
resistencia 6hmica al aumentar el porcentaje de grafito.
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Figura 7.3 Comparacion de la caracterizacion electroquimica de los compdésitos grafito-epoxy vs. grafito-
epoxy- RIgG, extraidos del ajuste del espectro de impedancias, juntamente con su desviacién estandar (n
=3) . (A) Valores de la resistencia 6hmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia y (C) valores de
la capacidad de la doble capa. Condiciones experimentales: disolucion de referencias]F&(CN)M
y fondo electrolitico de KCI 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 6hmica, en términos
generales, la tendencia obtenida para los dos sistemas compositos es la misma. Cabe
destacar, que la presencia del antigeno provoca un incremento en el valor.ge la R
siendo este incremento mas acusado para la composicién 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 R las composiciones entre el 18% en grafito y el 20% en grafito se observa
gue la variacion en el valor de 1g; Bs menor.

Es importante mencionar, como en el caso de la resistencia 6hmica, asi cogo la R
aumenta considerablemente en las zonas cercanas a la percolacién, cuando se incorpora
a la matriz sustancias de naturaleza inmunoldgica. La presencia de estas sustancias no
conductoras, separan las particulas de grafito en el interior del inmunocompaosito,
desplazando las curvas de percolacién hacia composiciones en grafito mas elevadas.

Por dltimo, 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 gestaificrementa
considerablemente en los inmunocompdsitos que incorporan la RIgG. En términos
generales la tendencia seguida en ambos sistemas es la misma, el valaudeqta

a medida que lo hace el porcentaje de grafito.

Por tanto, ha quedado demostrado que una variacion en la composicién en los
inmunosensores basados en materiales compuestos modifica las propiedades
electroquimicas del electrodo biocompdésito resultante. En general, para los tres
parametros evaluados, la presencia de un componente inmunolégico en el material ha
provocado el distanciamiento entre particulas conductoras, desplazando la composicién
Optima de grafito a proporciones ligeramente superiores. Por este motivo, cuando un
compésito como el grafito-epoxy de composicién optimizada, es modificado a nivel de
matriz con otras sustancias no conductoras, es necesario volver a caracterizar el material
resultante para determinar la nueva composicién Optima que permita desarrollar
dispositivos inmunosensores mejorados respecto a propiedades como: la robustez, la
sensibilidad vy la relacion sefal/ruido adecuadas a la aplicacion final.

7.2.1.2 Comparacion de la respuesta electroquimica de los

inmunosensores antes y después del proceso de incubacion

En el apartado anterior, ha quedado demostrado que la modificacion de un material
compuesto mediante la incorporacion en matriz de un material inmunosensor, las

162



Parte IlI |

caracteristicas electroquimicas del nuevo material han quedado modificadas con
respecto al compadsito de partida. Sin embargo, falta por determinar si una modificacion
superficial del inmunosensor, también modifica las propiedades electroquimicas del
inmunocomposito. Un ensayo de tipo inmunoldgico, conlleva una interaccién quimica
de tipo especifico antigeno-anticuerpo, por lo que la superficie sensora puede ver
modificada sus propiedades. En este apartado se ha marcado como obijetivo,
caracterizar los inmunosensores después de la etapa de incubacion con el anticuerpo
marcado, para evaluar posibles cambios en las propiedades electroquimicas de los
inmunocompositos. En primer lugar, los electrodos han sido incubados con una solucion
de anti-IgG de conejo de cabra conjugeda peroxidasa (GaRIgG-HRP) y después se

ha procedido a una nueva caracterizacion por espectroscopia electroquimica de
impedancias. Todos los electrodos inmunosensores de se han incubado directamente
depositando una gota de una solucién 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 6hmica, la
resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de la doble capa para los
inmunocompdsitos estudiados antes y después del proceso de incubacion. Los
electrodos inmunocompésitos incubados han sido caracterizados en las mismas
condiciones experimentales utilizadas en la caracterizacion previa sin incubacion
(apartado 7.2.1).

Se puede observar que, tras el proceso de incubacion, la presencia del correspondiente
anticuerpo marcado en la superficie del electrodo, produce ligeras variaciones en los
parametros electroquimicos. La resistencia 6hmica se ve ligeramente afectada,
incrementando su valor para los electrodos que estan 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 solucién 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 (practicamente 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 unién no covalente entre
el antigeno-anticuerpo marcado produce una cierta estabilidad del antigeno (analito) en
la superficie del electrodo lo que provoca una disminucion de la resistencia a la
transferencia de carga en la superficie y que provoca simultdneamente 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 incubacion. Se obtienen, por tanto el efecto mas positivo en los
inmunocompasitos 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. Ademas, se puede observar que no existen diferencias
significativas entre los valores de los electrodos inmunocompdsitos antes y después del
proceso de incubacién con el anticuerpo marcado.

7.2.2 Caracterizaciéon de los inmunosensores grafito-epoxy-RIgG por la
técnica de voltamperometria ciclica

La caracterizacion mediante la técnica de voltamperometria ciclica permite
complementar los resultados obtenidos mediante la espectroscopia electroquimica de
impedancias. Se han registrado los voltamperogramas ciclicos para cada
inmunocompaosito con diferentes composiciones de grafito. Las medidas se han
realizado con compensacion 6éhmica y con una solucion de referencia 0,1 M de
[Fe(CNX]*™ y fondo electrolitico 0,1 M de KCI. 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 oxidacidén y reduccion se encuentran mas alejados
entre si y las curvas obtenidas presentan un comportamiento mas parecido al haz de
microelectrodos donde la difusion radial es la predominante. Para composiciones con
una carga superior en grafio, entre el 18% y el 20%, los voltamperogramas muestran
gue los picos de oxidacién y reduccién se encuentran mas proximos entre ellos y la
curva obtenida presenta una forma mas correspondiente a un macroelectrodo, en el que
el transporte de masa esta controlado por la difusion lineal.
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Figura 7.4 Caracterizacion mediante EIS para los biocompésitos para las diferentes composiciones de
grafito-epoxy-RIgG (sin incubacién) y grafito-epoxy-RlgG-GaRIgG-HRP (con incubacién); valores
extraidos del ajuste del espectro de impedancias, juntamente con su desviacion estandar (n = 3). (A)
Valores de la resistencia 6hmica, (B) valores de la resistencia a la transferencia y (C) valores de la
capacidad de la doble capa. Condiciones experimentales: disolucién de referencia 0,1 MgJfF&E(EN)

fondo electrolitico 0,1 M de KCI . Rango de frecuencia: 100 KHz — 100 mHz.

165



‘ Inmunocompésito grafito-epoxy-RIgG

Se pueden extraer diferentes parametros de los voltamperogramas ciclicos. La
intensidad o corriente de picg)(ly la separacion de potencial entre los picsiS)( se

muestran en la Tabla 7.1. Se puede observar que el valor de la intensidad de pico
aumenta y la separacion de potencial entre los picos disminuye al incrementarse el
porcentaje de grafito presente en el inmunocompdésito. Esto se traduce en un aumento
del area activa del electrodo y de la velocidad de transferencia de electrones, parametros

fuertemente influenciados por la cantidad de grafito.
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Figura 7.5 Voltamperogramas ciclicos obtenidos para los inmunocompdsitos de composicién 15%-20%
de grafito: (A) para una solucién 0,01 M de [Fe(g{ y fondo electrolitico 0,1 M de KCI. 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 desviacién estandar (n = 3).

El area activa relativa del electrodo puede estimarse a partir de la expsesi®@1 x

10° n*? (0 Dyeg )2 A C g (Pacioset al., 2008), teniendo en cuenta los valores de la
corriente o intensidad de picq)(ISe observa un aumento de J& Ipor tanto también
del area activa a medida que aumenta la cantidad de grafito.

Los valores de la intensidad de corriente de intercampiqeden determinarse a

partir de los diagramas de Tafel en los que se relaciona el log inteusigedencial.

La tendencia obtenida para la los valores de la resistencia a la transferencia de carga
respecto al porcentaje de grafito, obtenidos por voltamperomteria ciclica, 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
voltamperometria ciclica han sido normalizados por el area activa del electrodo y se
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han comparado con los obtenidos por la técnica de EIS también normalizados respecto
al area activa. Los resultados obtenidos por ambas técnicas muestran claramente las
propiedades anisotropicas que presentan los materiales basados en carbono, ya que se
observa una disminucion del valor de la resistencia a la transferencia de carga
normalizada a medida que aumenta el porcentaje de grafito en el inmunocopésito.

Para los electrodos metalicos, conductores puros, la normalizacién de la resistencia a la
transferencia de carga por su &rea 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 anisotropia 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 composicion. Los valores obtenidos por
ambas técnicas estan en concordancia, siendo los valores de las composiciones que se
encuentran en el intervalo 6ptimo (16%-17% de grafito) los que mas se parecen entre si
para ambas técnicas.

Tabla 7.1 Parametros extraidos de los voltamperogramas ciclicos de los materiales compuestos basados
en grafito-epoxy-RIgG para las diferentes composiciones de grafito evaluaéaslai intensidad de
corriente de intercambio;cRes la resistencia a la transferencia de caggss la corriente o intensidad de

pico; A es el area activasE es la separacién de los potenciales de pigeAR R A son la R
obtenidas con las medidas de VC e EIS y normalizadas respecto al area activa.

i Ret Ip A AE ReA R A
(A) (@) (A) (cm?) V) (@cm) (Qcn)
15%  5,39-10 4648 1,05-10 0,20 1,2423 9223  601,1
16% 1,04-18 2421 1,32:18 025 08508 5988 4399
17% 1,52.10 1664 1,53-10 0,29 0,6932 4768 4258
18%  5,60-10 450 2,051 0,38 02831 1727 74,7
19%  7,69-10 328 229-18 043 02136 1405 70,6
20% 8,36-10 302 2,34.18 044 0,2297 131,9 1109

Electrodos

7.3 Evaluacion de la respuesta de los inmunosensores amperomeétricos
grafito-epoxy-RIgG

En este apartado se describen los resultados obtenidos en la evaluacion de la respuesta
de los inmunosensores utilizando la técnica de inmunoensayo competitivo. En este caso,
el marcador enzimatico utilizado es la peroxidasa de rabano picante (HRP) que cataliza
la reduccion del peréxido de hidrégeno afadido en la disolucién, lo que permite un
seguimiento electroquimico indirecto de la cantidad de antigeno (analito) presente en la
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muestra. La regeneracion de la enzima se ha realizado utilizando como mediador
electroquimico, la hidroquinona disuelta en solucién. La hidroquinona oxidada por la
enzima, es nuevamente reducida en la superficie del electrodo mediante la aplicacion
del potencial de trabajo adecuado. En la Figura 7.6 se esquematiza el proceso de
incubacion 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).
@

RIgG = analito¢
GaRIgG-HRP = mmunoconjugadO/\

(B) H,0, HRP (red) HQ (ox)
H,0 X HRP (ox) HQ (red)
Figura 7.6 Esquema de: (A) procedimiento de incubacion de la superficie del inmunocompdsito para el
ensayo competitivo y (B) las reacciones que tiene lugar en la superficie del inmunosensor.

Sustrato

(A)

Producto

L Xa 4
L X 2
Ky

7.3.1 Optimizacion de los pardmetros de operacion del inmunoensayo
competitivo

Para llevar a cabo las medidas de inmunoensayo, se procedié a determinar el potencial
optimo de trabajo, correspondiente a la reduccion de la hidroguinona. Este potencial fue
determinado mediante la técnica voltamperometria de barrido lineal, como se describe
en el apartado 3.3.2.3. Los resultados obtenidos muestran que el potencial 6ptimo de
reduccion para la hidroquinona es de -100 wsVAg/AgCI. Estos resultados estan en
concordancia con los que se encuentran en la bibliografia para el mismo sistema
(Santandreu et al., 1997; Zacco et al., 2007).
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La temperatura de incubacion y el pH de la disolucién tamponada (PBS 0,1 M) se
fijaron a 25 °C y pH = 7,0, respectivamente; de acuerdo con los protocolos establecidos
en trabajos previos reportados en nuestro grupo de investigacion para este tipo de
inmunocompasitos (Santandreu, 1998).

Se ha realizado un estudio del efecto del tiempo de incubacién 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 andlisis. Este estudio se ha
realizado para la composicion de 16% en grafito, minimo porcentaje de grafito dentro
del intervalo 6ptimo de composicion y para la composicion del 20% en grafito,
correspondiente a la composicion convencional en otros trabajos reportados en la
bibliografia. Los tiempos de incubacion estudiados fueron: 30 minutos, 15 minutos y
10 minutos. Los inmunosensores se incubaron segun las condiciones que se muestran en
la Tabla 3.1 del apartado de materiales y métodos, utilizando la solucibn mas
concentrada de la disolucion stock de analito, de concentracion 0,0922 mg/mL (Tabla
3.2 del mismo apartado). La respuesta amperométrica se midio utilizando el peroxido de
hidrogeno como sustrato. El medio electrolitico fue tampon fosfato (PBS 0,1 My pH =
7,0)y KCI 0,1 M. La concentracién de hidroquinona en solucién fue de E,811Da
calibracion del sistema se realizé utilizando un intervalo de concentraciones de
peroxido de hidrégeno comprendido entre 1,080y 2,5-10° M.

En la Figura 7.7 se muestran las curvas de calibracion obtenidas para los
inmunosensores grafito-epoxy-RIgG con (A) 16% en grafito y (B) 20% en grafito, y
para los diferentes tiempos de incubacion estudiados. Se puede observar que la
disminucién del tiempo de incubacion de 30 minutos a 15 minutos no provoca una
disminucién significativa en la sensibilidad o pendiente de la curva de calibracion
obtenida. Esto hecho se observa para ambas composiciones de grafito estudiadas. Sin
embargo, cuando se reduce el tiempo de incubacion 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 incubacion éptimo en 15 minutos.
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Figura 7.7 Curvas de calibracion obtenidas para los inmunocompdésitos con (A) 16% de grafito y (B)
20% de grafito para diferentes tiempos de incubacién. Las medidas fueron realizadas en fondo
electrolitico tampén PBS (0,1 My pH = 7,0) y 0,1 M KCI. La concentracién de hidroquinona en medio es
de 1,8-1G M y el barrido de concentraciones dglzlanalizado es de 1,0-1@ 2,5-1G M.

7.3.2 Evaluacion de la respuesta electroanalitica de los inmunosensores.
Determinacion de RIgG como analito

La respuesta al sustrato enzimatice@p) del inmunosensor incubado, permite evaluar

la cantidad de anticuerpo marcado (GaRIgG-HRP) que ha interaccionado con el
antigeno (RIgG) contenido en el inmunocompdsito después de interaccionar con el
antigeno o analito presente en la muestra (RIgG). Segun el formato con el cual se realiza
el inmunoensayo heterogéneo, competitivo o sandwich, la relaciéon con la cantidad de
analito (antigeno que hay en la muestra) sera directa o inversa (Kergaravat, 2013). En
este caso se implementd el método competitivo, por tanto, la determinacion sera
inversa. Debido a que en estudios anteriores se ha descrito que en el método sandwich,
existe el fendmeno de la adsorcidn inespecifica en la superficie inmunosensora por parte
de anti-lgG de cabra procedente de conejo conjugado con peroxidasa (RaGlgG-HRP) y
no por parte de anti-lgG de conejo procente de cabra conjugada con peroxidasa
(GaRIgG-HRP) (Santandreu, 1998), se ha seleccionado este método de inmunosayo
para la realizacion del presente estudio.

Cuando se utiliza la peroxidasa como marcador del anticuerpo, normalmente se utiliza
el valor de la intensidad maxima obtenida para una uUnica concentracion de sustrato
enziméatico (peroxido de hidrogeno) para cada una de las concentraciones de analito
(RIgG) estudiadas. Sin embargo, en este caso no se ha realizado una unica adicion de
peroxido de hidrégeno sino que para cada una de las composiciones de analito
estudiadas (ver Tabla 3.2, materiales y métodos) se ha realizado una calibracion
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completa con el sustrato peroxido de hidrogeno, para un intervalo de concentraciones
entre 1,0-19M y 2,5-10° M.

Este estudio se ha realizado para los electrodos inmunocompdsitos que se encuentran
dentro del intervalo de composiciones de grafito 6ptimas, obtenidas a partir de la
caracterizacion electroquimica (16% y 17% en grafito) y se han comparado con la
composicion convencional del 20% en grafito, composicion utilizada en la mayoria de
los estudios basados en este tipo de materiales compuestos.

En la Figura 7.8 se muestran las curvas de calibracion de la sefal analitica frente a la
concentracion de ., para los inmunocompa@sitos 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 limitacion de sustrato debido a que en los tres casos se trabaja a
condiciones de saturacion de la enzima. Ademas, no se evidencian diferencias
significativas entre los tres inmunocompaositos (16%, 17%, 20% de grafito) por el hecho
de modificar el transductor optimizando su composicién, previamente a su aplicacion
analitica.

En la Tabla 7.2 se muestran las sensibilidades de las pendientes de las rectas de
calibracion de los diferentes inmunosensores y para los diferentes inmunoensayos
realizados para distintas concentraciones de sustrato enzimati®g).(I%e 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
cabria esperar, ya que la cantidad de material conductor se incrementa y el area activa
también. Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion de analito, la intensidad
de la sefal analitica disminuye, pero se puede observar que los inmunocompadsitos que
se encuentran dentro del intervalo 6ptimo de composiciones (16% y 17% en grafito)
tienen una sensibilidad ligeramente superior a la del inmunocompdésito del 20% en
grafito. Este hecho se puede atribuir a la mejora de sus propiedades electroquimicas
como transductor ya que la estabilidad y la relacion sefial/ruido de estos
inmunocompositos es mayor y por consiguiente la corriente no faradica es inferior.
Estos resultados permiten asegurar que estos electrodos inmunocompdsitos seran
adecuados para determinar pequefias variaciones en la intensidad de respuesta y por
tanto, permitiran determinar menores concentraciones de analito (RIgG).
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Figura 7.8 Curvas de calibracion obtenidas para los diferentes inmunoensayos realizados utilizando los
inmunocompésitos con (A) 16% de grafito, (B) 17% de grafito y (C) 20% de grafito. Las medidas fueron
realizadas en fondo electrolitico de tampén PBS (0,1 My pH =7,0) y 0,1 M de KCI. La concentracion de

hidroguinona en medio es de 1,8*14 y el barrido de concentraciones dgObi realizado de 1,0- 10
hasta 2,5- IO M.
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Tabla 7.2 Comparativa de las sensibilidades obtenidas por regresion lineal en las curvas de calibracién
obtenidas para cada uno de los electrodos inmunocompadsitos del 16% , 17% y 20% en grafito y para cada
una de las concentraciones de analito (RIgG) evaluadas.

[RIgG] Sensibilidad pA-L-mol*
Hg/mL 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 evaluacion de las propiedades de respuesta de los
inmunocompasitos, se ha realizado una segunda evaluacién de las propiedades de
respuesta de los inmunosensores modificando las condiciones experimentales del
inmunoensayo competitivo. Concretamente, se pretende ver el efecto que provoca una
disminucién en la concentracion del inmunoconjugado utilizado en la incubaciéon, y
relacionarlo con las propiedades electroquimicas del inmunosensor. En este sentido, se
ha realizado una reduccion en la concentracion stock de inmunoconjugado (GaRIgG-
HRP), disminuyendo la concentracién de un 0,33% (v/v) a un 0,033% (v/v). Debido a
esta disminucion de la concentracion de la solucion de inmunoconjugado, las
concentraciones de analito (RIgG) han sido reducidas también, para adaptarlas a la
reduccion inicial de inmunoconjugado. En la Tabla 7.3 se muestran las nuevas
condiciones para la preparacion de las disoluciones de incubaciéon. La metodologia de
realizacion de cada uno de los ensayos ha sido la misma que en el estudio anterior.
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Tabla 7.3 Protocolo de preparacion de las disoluciones de incubacion del ensayo competitivo, utilizando
una solucién stock de analito (RIgG) de 0,25 pg/mL.

disolucign  disolucion stock de  disolucion RIgG % GaRIgG
stock analito INMunoconjugado  bloqueante 2
(L) (L) (L) (hg/mL) )
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 calibracion obtenidas con estas nuevas condiciones de ensayo para el
ensayo competitivo, se muestran en la Figura 7.9 para los inmunocompdésitos del (A)
16% de grafito, (B) 17% de grafito y (C) 20% de grafito. Se puede observar que en estas
nuevas condiciones, los inmunocompdsitos de composiciones incluidas dentro del
intervalo Optimo de composicion presentan mayor sensibilidad respecto a la
composicién convencional del 20% de grafito, donde claramente, para esta ultima
composicion, hay muy poca diferenciacion de la sefial para una misma concentracion
de sustrato (peroxido de hidrégeno) y para las diferentes concentraciones de analito
(RlgG) estudiadas.

Por lo tanto, a partir de estos resultados se puede afirmar que, cuando se realiza una
reduccion de las concentraciones analito-inmunoconjugado los inmunocompagsitos
optimizados mejoran la sefial analitica frente a los inmunocompdsitos 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
inmunocompaositos optimizados es que permiten observar diferencias de sefial mas
pequefias respecto a los de composicion del 20% de grafito y, por tanto, menores limites
de deteccion. Ademds, esta mejora de la sefial analitica se obtiene disminuyendo
significativamente el consumo de reactivos necesarios para realizar la medida.

174



0,030

0
5 (A)
AV2N v
v
-10 1 ° g z v
. vV
< a5 *e 0T vV
5 e v v
T -20 ® e © v
3 e ° v
@ .25 | ° M
9
£ -30 A o
® [RIgG] = 0 pg/mL
35 { © [RIgG]=0,0069 pg/mL
v  [RIgG] = 0,0278 pg/mL °
404 v [RIgG]=0,111 pg/mL
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
[H,0,], (M)
0
2] v B)
V.. v
v v
-4 v .
° o v ; v
- -6 : ° v M v
< ] 0 g v v
~ ° o
3 . *
5 -10 A ° .
2 12 e
9 ®
£ 14
® [RIgG] =0 pg/mL o
16 1 e  [RIgG] = 0,0069 pg/mL
.18 1 ¥ [RIgG] = 0,0278 pg/mL .
v [RIgG] =a 0,111 pg/mL
-20 T : : : ;
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
[H202], (M)
0
® [RIgG] = 0 pug/mL
21 ¥ © [RIgG] = 0,0069 pg/mL
a4l &¥ v [RIgG] = 0,0278 pg/mL
) o ©. VY v v [RIgG] = 0,111 pg/mL
~ g . @ .
L) -
?:i -8 1 e
v
© [ . .
A4
S 10 4 0. &Y
2 12 e e
L , v
£ 141 o v
(0]
-16 .
-18 A (C)
-20 T T : T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
[H202], (M)

Figura 7.9 Curvas de calibracién obtenidas para los diferentes inmunoensayos realizados con los
inmunocompdésitos con (A) 16% en grafito, (B) 17% en grafito y (C) 20% en grafito. Las medidas fueron
realizadas en fondo electrolitico de tampén PBS (0,1 My pH = 7,0) y 0,1 M de KCI. La concentracion de
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hidroquinona en el medio es 1,8%M y el barrido de concentraciones deOpl realizado de 1,0-10

hasta 2,5- TOM.
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Finalmente, dado que en el estudio anterior se ha observado una mejora en la respuesta
debida a la reduccion de la relacién analito-inmunoconjugado utilizado, se ha realizado
una nueva evaluacion de la respuesta de los inmunocompdsitos haciendo una nueva
disminucién de la concentracién de inmunoconjugado para ver qué efecto provoca en la
respuesta. En este caso, se ha fijado la concentracién de GaRIgG-HRP en un 0,017%
(v/v) y se ha reajustado nuevamente la concentracion de analito. Las diferentes
disoluciones de incubacion a preparar se muestran en la Tabla 7.4.

Tabla 7.4 Protocolo de preparacion de las disoluciones de incubacion del ensayo competitivo, utilizando
una solucion stock de analito (RIgG) de 0,25 pg/mL.

Disolucion  pisolucion stock de  Disolucion RIgG % GaRIgG
stockde  inmunoconjugado bloqueante 2
analito (RIgG) (L) (UL) (ng/mL) (V/v)

(ML)
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 inmunocompésitos 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 inmunocompaosito 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 maxima
cantidad de analito presente. En cambio, para los inmunocompa@sitos optimizados con
un 16% y 17% en grafito, se puede observar que son capaces de diferenciar las
pequefias variaciones producidas por los cambios en la concentracion de analito, para
una misma concentraciéon de peroxido de hidrégeno. Por tanto, en estas condiciones
experimentales se consigue determinar concentraciones de analito mucho méas bajas,
comparadas con las condiciones iniciales del ensayo y con el inmunocomposito
convencionalmente utilizado del 20% de grafito y que utiliza como criterio de
optimizacién la minima resistencia del material transductor.
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Figura 7.10 Curvas de calibracion obtenidas para los diferentes inmunoensayos realizados con los
inmunocompésitos con (A) 16% de grafito, (B) 17% de grafito y 20% de grafito. Las medidas fueron
realizadas en fondo de tampon PBS (0,1 My pH = 7,00 y 0,1 M de KCI. La concentracion de
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hidroguinona en medio es de 1,814 y el barrido de concentraciones dgOpi realizado de 1,0- 10

hasta 2,5- TOM.
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A partir de los resultados obtenidos en esta evaluacién se puede representar la relacion
entre la sefial de respuesta maxima obtenida, para una determinada concentracion de
sustrato, y la concentracion de analito (RIgG). En la Figura 7.11 y Figura 7.12 se
muestran las curvas de calibracion obtenidas, asi como el rango lineal de ambos
calibrados obtenidos para los inmunocompdsitos del 16% y 17% de grafito en el
inmunoensayo competitivo. Se puede observar que los inmunocompdsitos optimizados
presentan un intervalo lineal comprendido entre 0,069 y 0,0111 pg/ml (6,9 ng/mL y
11,1 ng/mL) para el inmunocomposito del 17% y entre 0,0014 y 0,0111 pg/mL (1,4
ng/mL y 11,1 ng/mL) para el inmunocompdsito del 16%. Se ha de destacar que la
mejora de las propiedades electroanaliticas de los inmunocompadsitos permite reducir de
forma significativa la cantidad de inmunoespecies que es necesario utilizar por ensayo,
lo cual significa una reduccion de costes por analisis y una minimizacion de los residuos
guimicos generados. Adicionalmente, los limites de deteccion obtenidos son méas bajos
debido a una mejora en la relacion sefial/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 electroquimicas del transductor no implica una mejora directa de las
propiedades electroanaliticas de respuesta del inmunosensor, cuando se utilizan
condiciones de ensayo en las que no hay ninguna limitacion (ni sustrato, ni
inmunoconjugado), una apropiada caracterizacion de la composicion de los
inmunocompasitos, permite utilizar de forma significativa, una menor cantidad de
inmunoespecies en cada determinaciéon, minimizando el coste del analisis y generando
menos residuos, consiguiendo ademas una disminucion de los limites de deteccién. Las
ventajas que aporta la optimizacion, son especialmente relevantes en las aplicaciones
analiticas donde el costo de los reactivos inmunolégicos es elevado y la determinacion,
ya sea de cuantificacion o de deteccibn, es necesaria a concentraciones
excepcionalmente bajas de analito.
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Figura 7.11 (A) Curva de calibracion del inmunoensayo competitivo obtenida para el inmunocompasito
del 16% de grafito utilizando fondo electrolitico de tampon PBS (0,1 My pH = 7,0) y 0,1 M de KClI,
concentracion de hidroquinona en medio de 1,;83M para una concentracién de®4 de 1,31-18 M.
(B) Recta de calibraciéon correspondiente al rango lineal.

-4
//.
_6 - //.///
//"
-6,5
T 8] * .
E s’ 0
e 14 <
I -10 - ,| 5-7,5’ o
% 1, E 8.0 :
% 12 ’, 2
— - 4 -8,5
S o £ o
9,0 1
-14 4 95 ° . . ‘ ‘ ‘
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
16 [RIgG], (pg/mL)
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Parte Il
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Figura 7.12 (A) Curva de calibracion del inmunoensayo competitivo obtenida para el inmunocompésito
del 17% de grafito utilizando fondo de tampén PBS (0,1 My pH = 7,0) y 0,1 M de KCI, concentracién de

hidroquinona en medio de 1,8%® y para una concentracién de H202 de 1,310 (B) Recta de
calibracién correspondiente al rango lineal.

179



‘ Inmunocompésito grafito-epoxy-RIgG

7.4 Conclusiones

El estudio de la composicion de grafito en inmunocompadsitos nos ha permitido llegar a
las siguientes conclusiones:
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La caracterizacion mediante la técnica espectroscopia electroquimica de
impedancias ha permitido mejorar las propiedades electroguimicas de los
inmunocompasitos 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
caracteristicas electroquimicas o6ptimas, segun los criterios establecidos, se
encuentra entre el 16% y el 17% en grafito. Por lo tanto, no se produciran
variaciones significativas en el comportamiento electroquimico de estos
inmunocompasitos, asociados con pequefias modificaciones en la composicion
alrededor de este intervalo 6ptimo.

La optimizacién electroquimica previa del inmunocompdsito, ha permitido
reducir la cantidad de material inmunoldgico empleado en cada ensayo,
reduciendo el coste por analisis.

Con los electrodos optimizados (16%-17% en grafito) se consigue llegar a

detectar concentraciones de RIgG inferiores con respecto a la composicion
convencional del 20% en grafito, sin pérdida significativa de sensibilidad.

Los inmunosensores de composicién optimizada presentan una sefal analitica
mucho més estable.
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8. Conclusiones Generales

A lo largo de estos ultimos afos, los (bio)sensores basados en (bio)compdsitos, han
experimentado un espectacular avance, debido sobre todo, a las importantes ventajas
gue aportan estos materiales como ya se ha descrito en la introduccion. Sin embargo, la
caracterizacion y optimizacion de los componentes que forman estos (bio)compdsitos
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
caracterizacion para desarrollar (bio)sensores mas eficaces. El estudio se ha basado,
partiendo de las numerosas similitudes que comparten los materiales compdsitos con los
haces de microelectrodos, en cuanto a las caracteristicas electroquimicas se refiere.
Asumiendo que, la calidad analitica de un biosensor amperomeétrico pasa por incorporar
un material bioldgico de alta especificidad y actividad bioldgica, en este trabajo se ha
demostrado que la optimizacion del transductor electroquimico asociado, es
determinante en la obtencidn de una respuesta analitica mejorada, permitiendo el
desarrollo de dispositivos mas versétiles, y ampliando el campo de posibles aplicaciones
analiticas estratégicas.

Asi pues, en base a los resultados obtenidos en esta tesis se ha demostrado la
importancia que tiene la optimizacién de la composicion de las diferentes fases que
componen los materiales (bio)compoésitos destinados al desarrollo de (bio)sensores
voltamperométricos. Esto ha sido posible mediante la aplicacion sistematica de técnicas
electroquimicas y espectroscépicas, que han permitido definir nuevos protocolos de
caracterizacion, en funcién de los nuevos criterios de optimizacién propuestos. Se ha
demostrado que la utilizacion estratégica de diversas técnicas de caracterizacion
analiticas, eléctricas, electroquimicas y morfologicas, ha permitido optimizar la
composicién de materiales biocompdésitos para obtener (bio)sensores con propiedades
electroquimicas y analiticas mejoradas.

A lo largo del trabajo desarrollado, técnicas como la microscopia de fuerza atomica
(AFM), diferentes técnicas voltameprométricas, la microscopia laser confocal y la
espectroscopia electroquimica de impedancias (EIS), han permitido optimizar diversos
materiales compuestos conductores del tipo grafito-epoxy EpoTek H77, antes y después
de la modificacion de la matriz con un componente bioldgico.
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Se ha demostrado, que la técnica EIS es una herramienta idoénea para la caracterizacion
de la composicion de los (bio)compdsitos. Los espectros de impedancias, han permitido
obtener informacién relevante a cerca de, la resistencia 6hmica, parametro relacionado
con la resistencia de percolacion, la resistencia a la transferencia de carga, la cual esti
relacionada con la velocidad de transferencia electronica y que dependen de la
reactividad electroquimica de la superficie del electrodo, y sobre todo, la doble capa de
difusion, relacionada con la sefial de fondo o ruido, pardmetro a minimizar para mejorar
la relacién sefial/ruido.

En el desarrollo de biosensores basados en (bio)compésitos, se ha demostrado que la
optimizacién de la composicion de grafito en estos materiales, es mas relevante que la
cantidad de componente biolégico presente en el (bio)compdsito, obteniendo
dispositivos mas eficaces desde el punto de vista analitico, sobre todo en la estabilidad y
en la determinacion de limites de deteccién mas bajos.

Ha quedado demostrado que, las composiciones éptimas de los (bio)compdsitos, no son
los que contienen la maxima cantidad de componente conductor permitida por el
material, si no, proporciones cercanas a la percolacién son las que presentan unas
caracteristicas electroquimicas mejores, ya que presentan un equilibrio entre la maxima
transferencia de carga (lo que se traduce en un aumento de la intensidad) y una minima
intensidad no faradica (lo que implica una disminucion del ruido y el consecuente
aumento de la relacion sefal/ruido).

De forma mas concreta, a continuacion se detallan las conclusiones parciales mas
relevantes extraidas de los estudios presentados en esta memoria:

1. La optimizacion de la composicion del compodsito ha permitido mejorar las
propiedades electroquimicas y la respuesta electroanalitica de los electrodos
compositos basados en grafito y en resina epoxy (Epotek H77).

a. Los parametros electroquimicos o(FR: Y Cqy) obtenidos con la técnica de
EIS, han permitido definir una composicion Optima de estos materiales
compuestos. Con esta técnica se ha podido concluir que para el sistema
grafito-epoxy Epotek H77, el intervalo de composiciones Optimo se
encuentra entre el 15% y el 16% de grafito.

b. Los resultados obtenidos han permitido corroborar, que una proporcion
menor de grafito con respecto a la proporcion maxima, permite obtener
superficies con zonas conductoras separadas entre si por zonas no
conductoras, que mimetizan el comportamiento de un haz de
microelectrodos compartiendo muchas de las ventajas electroquimicas.

c. En términos de respuesta electroanalitica, se ha obtenido una mejora de las
propiedades analiticas para el electrodo compdsito de composicion
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optimizada. Obteniéndose un mejora significativa del limite de deteccion, de
la reproducibilidad y la estabilidad de la sefial analitica. Con el electrodo de
una composicion de grafito del 15%, se ha mejorado la deteccion
electroanalitica del acido ascorbico, peréxido de hidrogeno e hipoclorito con
respecto al electrodo estandar de 20% de grafito.

2. La optimizacion del material biocompuesto en base a la composicion, ha permitido
obtener una calidad de respuesta electroanalitica excepcionalmente mejorada que en
biocompdsitos no optimizados, debido a una mejora en la capacidad de transduccion
electroquimica en la superficie del biosensor. Los protocolos de caracterizacion y
optimizacién propuestos en esta tesis, han sido aplicados con éxito a la optimizacion
de biocompadsitos basados en grafito-epoxy (Epotek H77)-GOD.
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a.

Se ha comprobado que la modificaciébn en matriz de los compdsitos con un
tercer elemento de origen biolégico, produce una variacion en los parametros
electroquimicos de repuesta como la resistencia 6hmica, la resistencia a la
transferencia de carga y la capacidad de la doble capa del sistema
biocompdsito resultante.

La técnica de EIS y la voltamperometria ciclica, han resultado igualmente
validas para optimizar la composicion de biocompdsitos aplicados en el
desarrollo de biosensores mas eficientes. Los biosensores de glucosa basados
en grafito-epoxy-GOD con una composicion en el intervalo del 16% al 17%
de grafito, han mostrado una calidad de la sefial analitica significativamente
superior a los biosensores basados en composiciones con la maxima carga de
grafito (20%). Adicionalmente, no se han producido variaciones
significativas en el comportamiento electroquimico del biosensor final
dentro del intervalo de composicion éptima.

Se ha mejorado la reproducibilidad, la estabilidad de la sefial y los limites de
deteccién sin un cambio significativo de la sensibilidad de calibracion. El
limite deteccion obtenido para el electrodo biocompdsito del 16% de grafito
es un orden de magnitud inferior respecto al del 20% de grafito.

Se ha concluido que, un cambio en la proporcion de material bioldgico (1%
y 2%) no produce un cambio significativo en la sefial analitica, siendo
mucho mas importante la relacion entre el material conductor y el polimero
utilizado. La técnica de microscopia laser confocal ha permitido evaluar la
distribucion de la enzima en la superficie del electrodo, estableciéndose
como una herramienta complementaria en la caracterizacion morfolégica de
la superficie de biosensores basados en biocompdsitos de caracter
enzimatico.
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3. Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas electroquimicas de caracterizacion
para su aplicacién en el desarrollo de biosensores basados en biocompdsitos de
caracter enzimatico para medidas indirectas de analito mediante inhibicion
enzimatica.
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a.

Se han construido y caracterizado con éxito electrodos biocompositos
basados en grafito-epoxy que incorporan la enzima acetilcolinesterasa. Con
los resultados obtenidos mediante la técnica EIS se ha definido el intervalo
optimo de composiciones para el sistema biocompdsito basado en grafito-
epoxy-AChE. Este intervalo se encuentra en torno a una composicion del
16% - 17% de grafito.Los electrodos que se encuentran en el intervalo
Optimo de composiciones, 16 - 17% en grafito, a pesar de presentar una
menor sensibilidad, con respecto al electrodo del 20% en grafito, permiten
obtener limites de deteccion para el sustrato enzimatico, cloruro de
acetiltiocolina, un orden de magnitud inferior.

Se ha demostrado que los valores de composicion 6ptima permiten fabricar
electrodos biocompdsitos voltamperométricos robustos y utiles para
aplicaciones donde se requieren dispositivos sensibles, con relacion
sefal/ruido optimizada, que permiten determinar concentraciones muy bajas
de analito. Los electrodos de composicién optimizada permiten llegar a
detectar concentraciones de inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa
inferiores a los de composicion convencional (20% de grafito).

Se ha demostrado la posibilidad de aplicar la tecnologia LTCC, para la
fabricacion de un dispositivo analitico miniaturizado con deteccion
amperométrica que incorpora el biocompadsito optimizado como detector. La
miniaturizacion del sistema de deteccion y la integracion de todos los
electrodos presenta como ventaja adicional la mejora del limite de deteccion
en la determinacidén de pesticidas. Concretamente, en la determinacion del
carbofurano y paraoxon, 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.

En el andlisis de muestras reales de aguas de riego dopadas con pesticidas,
no se han encontrado diferencias significativas entre los resultados obtenidos
con los andlisis realizados utilizando el biocompdsito del 16-17% de grafito
en medidas efectuadas dpatch, respecto a las obtenidas con el
microanalizador (16% de grafito).
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4. Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas electroquimicas de caracterizacion
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para su aplicacion en el desarrollo de inmunosensores basados en
inmunocompasitos de caracter inmunoldgico para medidas indirectas de antigeno
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
caracteristicas electroquimicas Optimas, se encuentra entre el 16% y el 17%
en grafito. Se ha concluido que no se produciran variaciones significativas
en el comportamiento electroquimico de estos inmunocompaositos, asociados
con pequeias modificaciones en la composicion alrededor de este intervalo
optimo.

La optimizacién electroquimica previa del inmunocompdsito, ha permitido
reducir la cantidad de material inmunoldgico empleado en cada ensayo,
reduciendo el coste por analisis y minimizando la generacion de residuos.

Los inmunosensores de composicion optimizada han presentado una sefal
analitica mucho mas estable. Con los electrodos optimizados (16% - 17% en
grafito) se ha conseguido llegar a detectar concentraciones de RIgG
inferiores respecto a la composicion convencional del 20% en grafito, sin
pérdida significativa de sensibilidad.






