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CAPITOL 1

Introduccid: Sensors i Biosensors

1.1 CONCEPTES GENERALS

L’home i la biosfera

L'acci6 de I'home sobre l'ecosistema global, la biosfera, esta produint canvis sense
precedents sobre I'equilibri ecologic de la Terra. L'obtencié d’energia, I'agricultura i la indUstria
son, amb tota certesa, I'origen d’aquests canvis inusitats i les principals responsables del
canvi global.

Des de l'inici del segle XVIII, el planeta ha perdut sis milions de quildmetres quadrats de
bosc!, una superficie major que la d’Europa. Aquestes terres han estat transformades en
terres de conreu i de pasturatge que han permes l'alimentacié d'una poblacié en constant
creixement. Durant els darrers 250 anys, el desenvolupament agricola i industrial ha provocat
un augment de més d’un 30% en la concentracid de dioxid de carboni a 'atmosfera?.

Aquests canvis han afectat obviament a la resta d’ésser vius que conviuen amb nosaltres. Les
estimacions més recents suggereixen que les velocitats d’extincio d'algunes especies son, en
I'actualitat, entre cent i mil vegades majors que les de fa cinquanta mil anys3. La pérdua de
biodiversitat, I'augment de les concentracions de productes toxics en el medi ambient, tant
organics com inorganics, l'erosio del sol, la disminucié de la capa d'oz6 de I'estratosfera,
l'augment de l'acidesa de les precipitacions (pluja acida), el canvi climatic...Tots aquests
fenomens son simptomes d’'una malaltia, provocada per I'apropiacio de la biosfera per la
nostra especie.

El gran repte que la humanitat té plantejat al segle XXI és el de fer possible un
desenvolupament economic i social solidari amb les generacions futures. Per assolir aquest
objectiu, caldra comprendre com afecten I'entorn les nostres activitats i, per tant, recollir el
maxim possible d'informacié en els diferents ambits ambientals; només aixi podrem planificar
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les accions necessaries per avangar cap a una societat en la qual 'impacte de les activitats
humanes sobre el medi ambient no el degradi fins a limits insostenibles.

Al llarg dels ultims trenta anys, hem anat conscienciant-nos de la intensa degradacio
ambiental a que esta sotmes el nostre planeta. Al principi, només percebiem els problemes
locals: rius contaminats pels abocaments industrials, boires toxiques en moltes ciutats
produides per les emissions dels cotxes, abocaments incontrolats de residus perillosos... Als
paisos desenvolupats es van prendre mesures que rapidament alleugerien -perd no
eradicaven- aquests problemes, pero el pas del temps ens ha ajudat a comprendre que els
problemes mediambientals no son nomes locals, sind també globals. El canvi climatic, la
pérdua de biodiversitat i la degradacié del sol, I'aigua i I'aire sén fendmens que es produeixen
en tots els racons del nostre planeta.

La degradaci6 mediambiental, pero, no €s obra dels darrers anys i, tot i que és ara quan la
seva intensitat és major, ja fa milers d’anys que I'nome canvia de forma irrecuperable el seu
entorn, quasi bé des de la seva propia aparicio.

En un principi, l'impacte de les societats de cagadors-recol-lectors sobre el medi ambient va
ser limitat; d’'una banda, la poblacio aleshores era escassa i, de laltra, com que les
comunitats havien d'estar desplacant-se continuament, les seves possessions eren limitades
i, en conseqiencia, utilitzaven pocs recursos. El desenvolupament de I'agricultura i la
ramaderia va marcar la fi del sistema de vida que havia caracteritzat els nostres avantpassats
durant dos milions d’anys.

L’agricultura implicava la transformacio de les terres amb I'objectiu de crear un habitat artificial
en el qual es puguessin conrear plantes. Els nostres avantpassats passaren de tenir una
vegetacio variada que cobria el sol durant tot I'any, a tenir uns pocs cultius que cobrien la
terra només durant les epoques de I'any en que creixien les collites. El sol va quedar, aixi,
exposat als vents i a la pluja i va erosionar molt mes de pressa que el sol dels ecosistemes
naturals. La implantacié de I'agricultura va implicar, alhora, la interrupcio del reciclatge intern
dels nutrients que es produeix als ecosistemes naturals. Aquests elements es van extraure de
I'ecosistema juntament amb les collites i els agricultors, amb la finalitat de mantenir la fertilitat
del sol, van haver de tancar el cicle dels nutrients mitjangant I'aportacio de fem o de residus
humans, animals i vegetals. Per una altra part, la implantacié del reg va crear un entorn
encara més artificial, que va substituir els cultius de seca, que depenien de l'aigua ploguda.
L'aportacio de grans quantitats d'aigua al sol va permetre als agricultors cultivar les plantes
més productives, pero va tenir uns efectes catastrofics a llarg termini. Per exemple, a Sumer
es va desenvolupar, fa 5.500 anys, una civilitzacio basada en el reg, que cultivava blat i ordi.
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Amb el pas del temps, I'evaporacié de les aiglies de reg, causada per les altes temperatures
estivals, va provocar una acumulacio progressiva de sals en el sol; a poc a poc, el rendiment
de la terra va anar minvant i el blat, molt sensible a la preséncia de sals, va ser substituit per
I'ordi. Els sumeris van desenvolupar l'escriptura fa 5.000 anys i, en textos de fa un 4.000
anys, descriuen com la terra anava tornant-se blanca per l'acumulacié de sals en la
superficie. La degradacid dels sols de Grecia, deguda a I'erosio, foren també exemples d’un
problema que ja reflectiren Plato i Aristotil en els seus escrits.

Alhora, la tecnologia va facilitar un augment de la quantitat d’aliments disponibles i aixo va
provocar el creixement de la poblacio; les comunitats van anar fent-se sedentaries hi van
apareixer la propietat privada i I'acumulacié de béns, de manera que va augmentar també la
utilitzacio dels recursos naturals.

No hi ha dubte que la utilitzacio de terres artigades per a obtenir béns i serveis és l'alteracio
més important de I'ecosistema global causada per [lactivitat humana. Avui en dia,
aproximadament un 44% de les terres han estat transformades pels éssers humans®. L'efecte
global, pero, es molt superior a allo que ens podria fer pensar aquesta xifra: sovint, les terres
no alterades s’han fragmentat per la intervencié humana en les arees dels voltants i aquesta
fragmentacié ha afectat tant la composicié de les terres com el funcionament d’aquests
ecosistemes dispersos, aparentment verges.

Es evident que aquesta alteracio en I'entorn no tan sols afecta a la terra de per si, siné que de
retruc a la resta d'éssers vius que hi depenen. L’home, pero, no s’ha limitat a una intervencio
indirecta; les societats i els ecosistemes hem evolucionats junts des del mateix moment en
que els primers humans vam apareixer sobre la Terra. La nostra capacitat per a actuar en
grup i el nostre ventall d'armes diverses ens han convertit en els cacadors més eficients de la
historia i aixd0 ens ha portar a provocar I'extincié de la megafauna. Un dels casos més
flagrants és sens dubte el dodo i el moa, dues especies de grans ocells sense ales (la
darrera, una de les més grans que mai ha habitat la Terra) que habitaven Nova Zelanda i l'illa
de Maurici i que es varen extingir totalment fa uns pocs centenars d'anys, en arribar els
primers colons, després de milions d'anys de domini en les terres que els havien vist néixer.
El bis6 america mereix també una mencié especial en aquest apartat, després de la seva
practicament desaparicié en arribar 'home blanc a les grans planes d’Ameérica del Nord i
reduir-ne els més de seixanta milions a uns pocs exemplars. Llur extincié es va poder evitar
gracies a diverses entitats privades que van promoure la creacio de reserves protegides a
finals del segle XIX®.



6 Capitol 1. Introducci6

El canvi global es va accelerar amb la Revolucié Industrial. L'is de combustibles fossils com a
fonts d'energia i I'extensio de la industrialitzacié ens han permes disposar de molts més
aliments i béns que mai. En aquests darrers 250 anys s’ha produit un creixement extraordinari
de la poblacié mundial i un augment espectacular dels recursos necessaris per a mantenir-la;
pero aquest procés ha provocat I'aparicio de problemes mediambientals molt més complexos,
interrelacionats i que cada vegada es posen de manifest més rapidament.

No obstant aix0, 'home ha estat també I'iinica espécie animal capag de reflexionar sobre la
natura. Des de les pintures d'Altamira fins a les modernes revistes especialitzades, des
d'Aristotil fins a la societat actual basada en gran mesura en la ciéncia i la tecnologia, 'nome
ha observat i descrit el mon que l'envolta en un intent i fins i tot en una necessitat de
comprendre’l.

Darrerament, hom té un interes -podriem dir egoista- dels efectes antropogenics que
realitzem sobre la natura, fruit de la creixent contaminacié que s’estén a nivell mundial i, per
tant, una exigéncia d'informacio a practicament qualsevol nivell.

La informaci6 quimica

Mai com fins ara, la societat en general no havia estat tan conscient de la necessitat
d'informacié quimica, ja que moltes de les decisions que li cal prendre corresponen a aquest
ambit.

Cada vegada més, en els més diversos camps biomedics, ambientals i industrials, hi ha una
demanda social d'informacié analitica, més estricta i en condicions més extremes. Ens cal
informaci6 per a actuar d’'una manera rapida en activitats molt variades.

Cada dia apareixen nous objectes d'analisi, la quantitat de mostra disponible és cada vegada
més petita, les concentracions son cada cop més baixes; es necessita una millor exactitud i
precisié en els resultats, i aquests es volen en un temps cada vegada més breu i a un cost
més baix.

La quimica analitica actual ha de donar resposta a aquesta demanda social, és a dir, cal
disposar d'instrumentacié que ens permeti dur a terme mesures in situ, que elimini els efectes
de matriu, que aconsegueixi una elevada selectivitat, que faciliti la manipulacio, que es pugui
aplicar a més d'un tipus de mostra i que permeti la modificacio i adaptacié dels métodes i els
instruments. En resum, cal 'obtencié de més i millor informaci6 (qualitativa, quantitativa i
estructural) sobre les substancies o els sistemes materials, tot emprant el minim possible de
temps i recursos.
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L’examen de les parts constituents d’un tot, separadament o relacionades entre si, €s una de
les formes basiques d’adquisicidé d’informacié cientifica o técnica. Es la via analitica del
coneixement cientific’. En general, aquest procés analitic consta de dos passos
independents; en el primer la informacio sobre la composici6 d’'una mostra és creada i
codificada en forma de senyal (generalment del domini eléctric o optic) i en el segon, el senyal
és descodificat i convertit en un resultat analitic. La seva complexitat depen del sistema de
treball, tot i aixo es distingeixen un conjunt d'etapes preestablertes: mostreig, transport,
conservacid de la mostra, tractament, separacid, reaccid, deteccio, processament del senyal i
interpretacio dels resultats.

Per aconseguir aix0, es disposa de reaccions analitiques classiques generadores
d’informacio, quantitativa i/o qualitativa, amb una limitada selectivitat.

Per tal de poder efectuar una determinacio lliure d'interferencies, s’han hagut de
desenvolupar uns procediments analitics més complexos, sovint passant per processos
previs de separacid. Les técniques instrumentals d’analisi (basicament, espectroscopiques o
electroquimiques) orientades, en principi, cap a I'etapa final de deteccié o0 mesurament, han
augmentat llur selectivitat a costa de mesurar propietats fisiques d'interes analitic més
selectives que comporten un disseny instrumental sofisticat i costos.

Els sensors quimics

Aquests equips d'analisi, malgrat el gran nombre d’'avantatges que presenten, comporten un
seguit de limitacions: son cars, requereixen un elevat manteniment i ma d’obra especialitzada,
consumeixen una gran quantitat de reactius, generen una gran quantitat de residus i, el més
important, han de treballar, necessariament, confinats en ambients controlats.

En oposicié a aquests grans equips d'analisi, i sovint en complementarietat, sorgeixen els
sensors quimics. Es tracta d’'una nova classe d'instrumentacié analitica, caracteritzada per
unes dimensions petites, un baix cost, una utilitzacio facil i una generacio d'informacid fiable
en temps real.

i El terme “sensor”, en general, es podria associar a aquells dispositius que son capacos de subministrar de forma continua
informaci6 del mon exterior a les unitats de processament de dades (ordinadors). Aquests veritables cervells electronics, a
partir del coneixement adquirit, poden intervenir en un sistema exterior de forma immediata i eficient gracies als “sentits”
proporcionats pels sensors, tot dotant-los d'analegs de la vista, I'oida, el tacte, el gust o l'olfacte. De sensors hi ha de molts
tipus; de temperatura, pressio, acceleracio, radioactivitat, llum, so, etc. (sensors fisics) o aquells que aporten informaci6
d'alguns dels components que pertanyen a I'ambit biomédic, ambiental o industrial (sensors quimics).
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Un sensor quimic és un dispositiu analitic constituit basicament per un element quimic o
biologic capac de reconeixer selectivament un determinat analits. La informacid quimica és
originada a partir de reaccions quimiques o d'algun canvi en les propietats fisiques®0 entre
I'analit i 'element de reconeixement, transformant-se en un senyal primari (eléctric, optic,
termic 0 massic). Aquest element de reconeixement (receptor) es troba en contacte amb un
transductor fisic que converteix el senyal primari en un senyal secundari (generalment del
domini electric), i aporta informaci6 analitica qualitativa i quantitativa sobre la mostra, el
procés o el sistema material que s'esta investigant (figura 1.1).

Interaccidespecifica Deteccio Processamenti resultats
- D > 0 5 & £
Medi Reconeixement  Interaccié Sensibilitat a Transducaig  OPtencio de senyal Obtencié de
complex de l'analit selectiva un canvi fisic o mesurable resultats

quimic
SENSOR
s —
U

Optic

Element quimic .. Electroquimic

0 ' Piezoelectric SENYAL
e . o ELECTRIC
biologic . Eiie ==i

Térmic \%/ﬂ -
A
~ - <—>
Mostra Element reconeixedor Transductor Captura de dades Processador

Figura 1.1 Principi general d’'un sensor. L'analit és reconegut de forma selectiva pel receptor quimic, generant
un estimul que és captat per un transductor apropiat, de manera que s'obté un senyal proporcional a la seva
concentracio.

Els sensors sorgeixen, doncs, de la necessitat creixent d'instrumentacio analitica que pugui
generar informacio fora de les parets del laboratori. Aixi, amb els sensors quimics, disposem
d’'uns dispositius d’'unes dimensions reduides, robusts, portatils, facils d'utilitzar, i capagos de
subministrar informacié analitica de manera continua. A més, simplifiquen, compacten,
confinen, redueixen i en definitiva, integren, les etapes experimentals del procés analitic??.

Tal com ha succeit amb alguna de les noves tecnologies, el mercat potencial de dispositius
analitics d’aquestes caracteristiques és probable que sigui el dels productes de consum i
d'utilitzacié personal, tant per al confort i la seguretat domestics (control de productes
alimentaris, de fums, de fuites de gas, etc.), com per al control d’'alguns parametres clinics



Sensors i Biosensors 9

(glucosa en sang, proves d’embards, etc.). Fins i tot es podrien realitzar deteccions
simultanies de diversos analits per mitja d’una matriu de sensors, on cada element €s el més
selectiu possible per a un analit determinat (analisi de lactat i malat en vins per exemple). La
industria de l'alimentacid demana métodes rapids per a l'estimacié de la caducitat, el
deteriorament o la contaminacio dels productes. El control ambiental, cada cop mes, genera
unes necessitats especifiques de deteccio simple d’'una manera fiable en medis molt
complexos.

La recerca i el desenvolupament en el camp dels sensors quimics estan, per una banda,
dirigits a l'obtencié de sistemes de transduccid més sensibles i, per altra banda, al
desenvolupament de receptors d'ions i, especialment, de molecules, cada vegada més
selectius  (lligands macrociclics, ionofors, polimers conductors, polimers gravats
molecularment -MIPs-, ceramiques, composits, etc.).

Aquests receptors cal immobilitzarlos sobre els transductors més adients, sense que uns i
altres perdin llurs caracteristiques de funcionament. Hi ha tot un ventall de possibilitats
d'immobilitzacié, des de simples procediments per adsorcid, atrapament dins d’un gel o matriu
polimerica, o per entrecreuament dels receptors entre si per mitja d'agents bifuncionals, fins a
immobilitzacions complexes per unid covalent directa entre el receptor i el transductor. La
immobilitzacid dels reactius o de les espécies en general permet la reutilitzacié d'aquests, un
estalvi dels reactius i en alguns casos possibilita una millora de llurs caracteristiques
fisicoquimiques i de llur estabilitat. Tot i que la millora aconseguida en el procediment analitic
és evident, generalment resulta la etapa més costosa en el fabricacié i optimitzacié del
sensor, pel que assolir immobilitzacions eficients i duradores esdeve un objectiu complicat.
Per una altra banda, pero, en el cas dels sensors d’un sol Us, fabricats a partir de tecniques
de fabricacio massiva i de baix preu, aquesta immobilitzacio no cal que resulti tan eficient ja
que n’hi ha prou en que mantingui la seva funcionalitat en el breu temps que dura una sola
mesura.

Malgrat que cada vegada més hom aconsegueix materials més selectius per al
desenvolupament de sensors per a aplicacions concretes, fins ara, en general, els receptors
sintétics, presenten un grau de reconeixement limitat. Aquesta limitada selectivitat feu que,
lany 1962, Clark i Lions!2 i daltres investigadorsi314 consideressin la possibilitat
d'implementar sobre els transductors, materials de reconeixement molecular d'origen biologic
molt més selectius que els de tipus sintetic amb la formacio d’especies que es complementen
en geometria (forma i dimensions) i en energia (grups enllacants).
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Aquests sensors quimics que incorporen material biologic en llur construccié sén coneguts
com a biosensors. Els dispositius desenvolupats en la present tesi pertanyen a aquests
darrers i es basen en un transducci6 de tipus amperometric.

1.2 TRANSDUCTORS AMPEROMETRICS

La interaccid de reconeixement que s'estableix entre el receptor i 'analit es manifesta
generalment per un canvi de calor, de massa, de propietats optiques o eléctriques a la
interficie d'un eléctrode amb la solucio. Els transductors amperometrics, que seran els
emprats en el present treball, son transductors electroquimics, és a dir, transdueixen la
informacié electroquimica produida en I'esdeveniment de reconeixement, en un senyal del
domini eléctric.

El mesurament amperometric es basa en l'oxidacio o reduccié d'una espécie electroactiva a
la superficie d'un eléctrode (eléctrode de treball) al que s'aplica un potencial constant. El
corrent resultant es mesura amb I'ajut d’'un segon electrode (electrode auxiliar) que tanca el
circuit. Per tal de fixar el potencial de I'electrode de treball s'utilitza un tercer electrode
(electrode de referencia). Amb un aparell anomenat potenciostat es mesura la intensitat (1) del
sistema electroquimic alhora que és manté constant el potencial entre els eléctrodes de
treball i el de referéncia. El corrent que s'obté (I) és una mesura directa de la velocitat de
reaccio electroquimica (velocitat d'oxidacio o reduccio de I'analit a 'eléctrode), que ve descrita
per la llei de Faraday:

I= nF (dc/dt)

On dc/dt és la velocitat d'oxidacio o reduccio (mol/s), F la constant de Faraday i n el nombre
d'electrons per molecula involucrats en l'oxidacié o reduccié de I'espécie electroactiva. La
velocitat de reaccid depén de la velocitat de transferencia dels electrons a la superficie de
I'electrode i del transport de massa de I'analit a la superficie. Aquest darrer parametre depen
de la concentraci¢ d'analit a la solucio, de I'area de I'eléctrode i de les condicions de difusio i
conveccio®. Si la resposta dels eléctrodes es mesura en una solucié estatica, el corrent (1)
decreix amb el temps (t) seguint I'equacio descrita per Cottrel:

|= nFA (DIt)¥2 C

On C és la concentracié del compost electroactiu, A I'area de I'electrode i D el coeficient de
difusié del compost electroactiu a la solucid. En aquestes condicions el corrent esdevé zero
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després després d'un periode de temps llarg. Si bé la propia conveccié aleatoria fa que
s'obtinguin baixes intensitats de corrent al cap de llargs periodes®s. A la practica hom forca la
conveccié agitant la solucio o movent I'electrode respecte el liquid. D’aquesta manera es
forma una capa estatica a la superficie de I'electrode d’un gruix (L) que depén de la velocitat
d'agitacio del liquid o del moviment relatiu de I'electrodes. Per tant el transport de massa a la
superficie de I'electrode ve determinat solament per la difusio en aquesta capa.

D'aquesta forma s'obté un estat estacionari en un temps relativament breu, i el valor final de
la intensitat depen de la concentracio d’analit. Aquesta relacio pot expressar-se mitjancant la
seglient equacio:

I=nFACs DIL

On Cs és la concentracid d’analit en la solucid. Aquesta equacio pot simplificar-se en la
seguent:
I=KCs

On K és una constant que inclou la constant de Faraday, I'area de I'electrode, el coeficient de
difusio, etc. Per a la utilitzacié d'aquesta equaci6 s'assumeix que la distribuci6 de I'analit en la
solucid és uniforme fins a la capa de difusio, i que a la superficie de l'eléctrode la
concentracio d'analit és zero.

Habitualment els eléctrodes de treball i auxiliar estan formats per materials conductors i inerts
(metalls nobles, grafit, altres modificacions de carboni i polimers conductors) i I'electrode de
referencia és de Ag/AgCI.

1.3 BIOSENSORS AMPEROMETRICS

Podem considerar un biosensor com un dispositiu que conté material biologic com element de
reconeixement, el qual, en conjuncid amb un transductor transforma la concentracié d’un
determinat analit (i que no ha de ser, necessariament, de naturalesa biologica) que es troba
en una matriu complexa en un senyal mesurable (electric, optic, etc.) i proporcional, tal i com
s'observa en la figura 1.1.

Els biosensors incorporen enzims, anticossos 0 altres materials biologics de reconeixement
en estret contacte amb el transductor. Les capacitats de reconeixement molecular de les
substancies biologiques no es poden emular normalment per materials sintétics.
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Per tal de que es pugui determinar la concentracié d’'una especie en una mescla complexa
(com aigua residual, productes alimentaris, brou de fermentacié o mostres cliniques) els
biosensors han de tenir una serie de caracteristiques: selectivitat, proporcionalitat i
mesurabilitat.

(i) Selectivitat: la seva afinitat selectiva pel substrat hauria de ser suficient per diferenciar
I'analit d'interes de la resta de compostos de la solucid. Materials biologics com enzims i
anticossos, interaccionen de forma especifica amb els substrats. El reconeixement molecular
selectiu és la base del nostre sistema immunitari, materialitzat a traves de les reaccions
d'afinitat dels anticossos; per una altra banda, alguns enzims presenten reaccions
biocatalitiques que permeten diferenciar fins i tot compostos estereocisomers (com per
exemple els aminoacids L i D). Existeixen enzims amb un ampli interval de substrats, pero
que entre els quals tenen una estructura quimica comuna, com per exemple les proteases,
que son especifiques pels enllagos peptidics. Aquestes molécules biologiques presenten una
serie de desavantatges, pero. Sovint son sensibles als canvis térmics i quimics, i es degraden
amb facilitat. Tot i aixd, mentre no es disposin de materials sintétics amb les selectivitats
requerides, haurem d’emprar aquests biopolimers i considerar les seves propietats a I'hora de
dissenyar, produir i aplicar els biosensors.

(ii) Proporcionalitat: s’ha de produir un canvi estequiomeétric en la concentracié quimica o un
canvi en algun parametre fisic, induit per la presencia de I'analit a determinar.

La proporcionalitat del senyal pot ser degut tant a la biomolecula com a les propietats del
transductor. Aixi, per exemple, I'enzim s'enllaca a un substrat i catalitza la seva conversio a
un producte final. Sovint resulta necessaris un cofactor com NADH o ATP. D'aquesta forma,
tant I'aparicio del producte de la reacci6 enzimatica com el consum del cofactor, pot ser usat
com una mesura de la concentracid de substrat. Els anticossos son I'altre grup important en el
disseny de biosensors. Els seus substrats s'anomenen antigens. Després de I'enllag antigen-
anticos, algunes propietats fisiques del complex canvien, com la seva massa, el seu index de
refracci6 o la seva constant dielectrica. Aquests canvis poden ser monitoritzats pel
transductor. Només alguns ions pels que existeix el compost biologic, mostren la selectivitat
necessaria. L'exemple més conegut és I'enllag selectiu entre el K* i valinomicinal’. De fet
aquest compost forma part dels receptors anomenats ionofors, emprats en la construccio de
Sensors quimics potenciometricste,
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(i1i) Mesurabilitat: el canvi resultant ha de poder-se recollir en el transductor, de forma que
s'obtingui un senyal mesurable. La capacitat de mesurar els canvis induits o catalitzats pel
compost biomolecular depen del tipus de transductor. En la taula 1.1 podem veure els
diferents principis en que es basen.

Taula 1.1 Tipiques combinacions bioreceptor/transductor i el seu respectiu senyal.

Bioreceptor Senyal transduida Tipus de transductor

Enzims Conversi6 de substrat Sensors electroquimics

-consum del substrat especific

-potenciométrics
-generaci6 del producte enzimatic
-amperometrics
-consum del cofactor
-produccio de calor en el transcurs de la -Sensors termometrics
conversié enzimatica
-emissio de llum (luciferasa) -Sensors Optics
Anticossos i material genétic* Enllag de I'antigen (o cadena
complementaria)
-canvi de massa -Sensors SAW, BAW
-canvi en la constant dieléctrica -Sensors capacitius
-canvi de l'index de refraccio -Sensors SPR
lonofors naturals Complexacio selectiva dels ions Sensors electroquimics
-canvi del potencial a la interficie -potenciométric

*sovint porten associat un marcador (de tipus enzimatic) pel que el métode de deteccié emprat pot resultar més ampli
SAW: surface acustic wave (ona acUstica de superficie); BAW: bulk acustic wave (ona acustica de volum);
SPR: surface plasmon resonance

Com ja s’ha comentat, la integracio del material biologic i el transductor €s I'aspecte més
important del biosensor, fins i tot hi ha autors que anomenen aquesta interficie com el
biosensor en sit®.
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Un dels avantatges de comptar amb aquests dos elements és que tan sols canviant la
membrana enzimatica, i donada la baixa selectivitat del transductor, podem construir un ampli
ventall de sensors.

Sovint, no només un enzim és immobilitzat en la membrana, sind dos 0 més poden cooperar
per augmentar les propietats del biosensor; de la mateixa forma altres additius poden
complentar la composici6 de la membrana (com mediadors tals com el ferroce que
disminueixen el potencial a aplicar, disminuint les interferencies).

En els biosensors amperometrics basats en enzims, una de les especies involucrades en el
reconeixement biomolecular ha de ser electroactiva, ja que es mesura la seva desaparicio o
formacio per mitja d'un transductor electroquimic?0. Els enzims més utilitzats en la
construccio de biosensors amperometrics son les oxidoreductases i les hidrolases??. Aixi els
substrats de les oxidases (com la glucosa) s6n detectats a partir dels senyals provinents del
H.0; generat o 'O, consumit en la reacci enzimatica de reconeixement, i els substrats de les
deshidrogenases (com el cas de I'etanol) a partir del cofactor NADH produit. En altres casos,
els biosensors amperometrics poden estar basats en mediadors que actuen com acceptors
artificials d’electrons entre els enzims i els transductors.

En la construccié d'un biosensor, com en qualsevol sensor quimic, ens trobem basicament
amb dues etapes ben diferenciades: la construccié del transductor i la immobilitzacié de
I'element reconeixedor. Donat que un biosensor esta constituit fonamentalment per dues
estructures, el bioreceptor i el transductor, la immobilitzacié del receptor sobre el transductor
resulta un dels principals problemes en la construccié del sensor. Quan el dispositiu que
intentem desenvolupar és un biosensor, la dificultat augmenta ja que el receptor resulta de
naturalesa biologica i per tant presenta una gran quantitat de factors externs que afecten la
seva estabilitat.

Basicament existeixen dues estrategies per aconseguir aquesta immobilitzacio: formacio
d’enllagos i atrapament (en ocasions combinacions d’ambdues??).

En el primer es creen enllagos quimics o fisics entre el receptor i el transductor (adsorcio,
enllag quimic o covalent, etc.) o bé entrecreuaments quimics amb els receptors per fer-los
insolubles en medis aquosos (cross-linking).

En latrapament, I'element de reconeixement és oclos en una matriu polimerica, gel o
microcapsules. Una de les técniques d'immobilitzaci6 més simples és incorporar el material
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receptor en un composit (eléctrode format per un material sensor constituit per una fase
conductora de I'electricitat i, per almenys, una fase polimerica aglutinadora), fet que resulta
totalment compatible amb el desenvolupament de sensors quimics d’estat solid i configuracid
planar.23 Aquests sensors presenten una serie d’avantatges tal com un funcionament simple,
dimensions petites, resisténcia fisica i sobretot reduides despeses de construccio, ja que €s
possible emprar técniques de fabricacié massiva que a més incrementaran la reproductibilitat
del dispositiu?4. Els materials comunament emprats en la preparacié de biosensors composits
son resines epoxi (ampliament desenvolupades en el nostre grup de recerca)?.26.27.2829,
PTFE (o teflon) 30313233 pastes polimeritzables per UV34, silicones®, ceramiques3, parafiness’
i gel de silice38394041 entre d'altres.

Els biosensors son construits sovint manualment, i hi ha nombroses publicacions on es
descriuen les propietats dels sensors manuals. La construccié manual resulta apropiada en
una primera etapa d'investigacio, donada la seva versatilitat i la modesta infraestructura
necessaria per a la seva fabricacid, pero és dificil aconseguir la reproductibilitat en la
produccio necessaria per aconseguir uns dispositius fiables.

Una altra tecnologia emprada és la de capes primes o thin film. Es basa en I'aplicacié d’un
conjunt de tecniques de deposicié i gravat que juntament amb la realitzacié de processos
microlitografics, permeten la deposicié seqiiencial de capes amb un gruix de I'ordre de 1 a 10
micres (um). El material és dipositat sobre un substrat (generalment oblies de silici)
mitjancant processos tecnologics microelectronics, com sputtering, deposicio quimica en fase
vapor (CVD), etc. Indubtablement, aquesta tecnologia permet dispositius miniaturitzats d’estat
solid d’'una gran reproductibilitat, tot i aixo la infrastructura necessaria per portar-la a terme
resulta de cost elevat, i per tant inviable en una primera linia d'investigacio.

Un altre problema roman en el fet que les técniques emprades no es poden aplicar en la
deposicié de material biologic, ja que es desnaturalitzaria.

Altres meétodes de fabricacio sén potencialment viables per a la produccié massiva de
biosensors, pero possiblement una de les técniques majoritariament emprades en la
produccio de sensors amb material biologic és la coneguda com de capes gruixudes o thick
film. En aquesta tecnica una pasta moderadament viscosa es for¢ada a passar a través d’una
malla sobre una superficie conductora per formar una imatge. Aquesta imatge ha estat
determinada préviament mitjancant técniques fotolitografiques. La tecnica s’ha estés en la
produccid de circuits i sensors de capes gruixudes (thick film), entre d'altres, ja que a la pasta



16  Capitol 1. Introduccié

impresa a través de la malla se li pot proporcionar propietats eléctriques i
quimico/biologiques. Els avantatges que se n’obtenen, no només recauen en la millora de la
reproductibilitat i rapidesa respecte a la construccié manual, donat el grau d'automatitzacio
del procés, sind també en la disminucié en les despeses de fabricaci, molt inferiors a la
inversio necessaria en la tecnologia de thin-film. Per aquestes raons, fou la tecnologia
escollida en el present treball, i sobre la que, tot seguit, ens centrarem principalment.

1.4 TECNOLOGIA DE CAPES GRUIXUDES (THICK FILM)

«on I'art es troba amb la ciencia »

Un dispositiu thick film esta format per una série de capes de pastes o tintes especials
dipositades una sobre I'altra sobre un substrat aillant. Un dels factors clau que distingeix un
sensor fabricat mitjangant tecnologia thick film és el métode que s'utilitza per la deposicié de
les capes, anomenat screen printing (0 impressio serigrafica), i que és possiblement una de
les més antigues formes de reproduccié grafica. El procés de deposicid grafica i la
conseqient obtencié de dispositius de capes gruixudes resulta essencialment el mateix que la
impressio tradicional realitzada per als teixits de seda, o 'estampacié de dibuixos sobre teixits
de coto, tasses, llapis, etc. (figura 1.2). Les principals diferencies provenen dels materials
emprats i del grau de sofisticacié de la maquina d'impressio.

Figura 1.2. Representacid

d'una tipica impressio g '
serigrafica  d’'un  dibuix =

sobre un teixit qualsevol '
(ex: samarreta) conegut -

també com screen printing. F

Tot i que s'origina a la Xina fa aproximadament uns 2000 anys, el primer procés modern que
utilitza aquesta tecnologia data del 1850 a Anglaterra i Franga. Els primers escrits serigrafiats
aparegueren en 1911, pero no fou fins el 1950 on I'aparicid de nous materials especifics per a
la impressio serigrafica i que no es podien utilitzar en altres métodes tradicionals, impulsa el
progrés d’aquesta tecnica®2.
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Una maquina tipica d'impressio de capes gruixudes consisteix en una fina pantalla de
filaments entreteixits de nilo, poliester o d'acer inoxidable, encaixada sota pressié en un marc
de metall.

Préviament, aquesta pantalla ha estat preparada per tal de poder serigrafiar un dibuix
determinat. Per fer aix0 la pantalla és cobreix amb una emulsié sensible a la llum ultraviolada
(UV) sobre la que podem formar fotolitograficament el dibuix desitjat. Quan es disminueix la
densitat de filaments sobre aquest dibuix, la pasta pot passar a través i dibuixar el disseny
preestablert sobre el substrat. La malla es situa a uns 0.5 mm del substrat on s'imprimira la
pasta. Aquesta pasta es col-loca en el revers de la malla i és arrossegada i pressionada per
un pinzell o paleta, de forma que recorre la malla dipositant-se sobre el substrat en aquelles
zones on la malla esta oberta (figura 1.3). D’aquesta forma s'aconsegueix que el mateix
disseny que es tenia sobre la malla, es trobi ara sobre el substrat i amb els materials escollits
per al biosensor.

pinzell malla
a pasta
| / » ¥
L e e I L]

Figura 1.3 Impressio d'una tinta 0 pasta sobre un substrat a través d’'una malla amb obertures d'un disseny
determinat mtjangant screen-printing.

El segient pas del procés és assecar la capa dipositada per evaporar els dissolvents organics
que conté i que haviem addicionat per tal de proporcionar a la pasta la viscositat adequada
per a la impressid. Algunes composicions que contenen pols molt fina, requereixen temps
prolongats o altes temperatures per tal de polimeritzar la pasta i, per tant, perqué assoleixin
les condicions adequades per al seu Us, tant en consisteéncia com en adheréncia al substrat.
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Totes aquestes condicions s’han de controlar perfectament, ja que mentre algunes
formulacions no presenten practicament canvis quan variem aquests parametres, altres son
molt sensibles. Després d’aquesta etapa, es poden afegir altres capes si hom ho desitja.

Un cop s’ha construit el dispositiu, el pas final és comprovar la seva eficacia. Algunes
composicions requereixen processos d'activacio, i cal que passin per un tractament
electroquimic previ al seu Us.

Aquest procés que en aparenca sembla molt simple, depén d'algunes variables, tal com
duresa, velocitat, angle i pressio del pinzell i separacié entre el substrat i la malla que es
necessari controlar perfectament per tal d’assegurar una correcta impressié del material
desitjat.

Primerament, cal que el pinzell (o paleta) sigui suficientment flexible per adaptar-se a la
superficie de la malla, tot forcant la tinta a travessar les arees obertes. A més el material del
que esta fet ha de ser resistent als solvent emprats, tant els d'impressié com els de neteja.
L’angle que es dona al pinzell resulta també important ja que com més petit sigui, major
temps es necessitara per completar la impressio.

L’augment en la velocitat d'impressié provoca un augment en el gruix de la capa dipositada,
mentre que 'augment de la pressié realitza I'efecte contrari, ja que empeny la malla cap al
substrat fent que part del material dipositat sigui expulsat, produint una capa meés fina. Quan
la velocitat augmenta, el pinzell esta menys temps en contacte amb les obertures, dificultant
que amb el seu moviment part del material pugui ser extret, augmentant-ne, per tant, el gruix.

Cal tenir en compte, que si la distancia entre el substrat i la malla és massa gran, la majoria
de la pressio exercida sobre el pinzell s'utilitzara per deflectir la pantalla i posar-la en contacte
amb el substrat, esdevenint una impressié més prima.

A més, el pinzell ha de presionar de forma uniforme sobre el substrat i aix0 s'aconsegueix
ajustant-lo mecanicament o permetent un lleuger moviment de pivotacio, de forma que llisqui
paral-lelament amb el substrat i assegurant una correcta separacié entre el substrat i la malla
de forma que aquesta es mantingui constant.

En general les variables d'impressio serigrafica per a una impressié relativament fina han de
presentar:

Pressio velocitat angle pinzell duresa pinzell distancia malla-substrat

Alta baixa alta alta baixa
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La tinta (o pasta), evidentment, també resulta determinant en el procés d'impressié. Una tinta
ideal hauria de tenir una viscositat tal que no necessites esfor¢ per tal de passar a través de
la malla i alhora presentar un dibuix ben definit un cop dipositat sobre el substrat. A més
s’hauria de poder netejar facilment (per tal de no malmetre la malla) i no assecar-se durant la
impressio. Com més viscositat presenti, mes pressio es necessita i menor velocitat

Els termes tinta i pasta s'utilitzen sovint de forma indistinta, tot i que la tinta s'associa a una
baixa viscositat mentre que la pasta resulta més viscosa.

1.4.1 Biosensors fabricats mitjancant técniques serigrafiques (screen printing)

Els biosensors planars electroquimics resulten uns dispositius moderns i eficacos per realitzar
analisis de solucions de forma economica. Els electrodes electroquimics macroscopics son
una base ben desenvolupada per a la construccié de sensors miniaturitzats. La idea de que la
immobilitzacié dels enzims sobre els eléctrodes els transformava en biosensors, es va posar
a la practica en eléctrodes modificats amb penicil.linasa, ureasa i glucosa oxidasa, convertint-
se en els primers exemples d’aquesta nova tecnologia.

La construccio dels eléctrodes thick film és forga estandard un cop s’han escollit els materials
del substrat i la pasta. La forma i les dimensions poden variar, aixi com la flexibilitat, pero en
el disseny del transductor, i per tant del biosensor posterior, s’han de contemplar els segtients
punts:

(i) Les dimensions i la forma del transductor s’han de dissenyar en base a la seva futura
aplicacio, és a dir, el tipus d'analisi determinara el disseny. Per exemple en els sensors
anomenats “strip sensors” 44(sensors de tira) 0 “drop-on sensors” (sensors de gota), 'analisi
de l'analit es realitza submergint el sensor en la solucié de treball o dipositant una gota sobre
I'area sensora. Aquests sensors presenten una geometria tipica on I'eléctrode es situa a un
extrem i el contacte eléctric a I'altre. Els sensors comercials de glucosa per als malalts de
diabetis pertany a aquest tipus. La monitoritzacio continua d’'un 0 més parametres necessita
un disseny més complicat. Els sensors de flux tenen una geometria rectangular o rodona amb
canals de flux, la forma dels quals permet una injeccié continua de les mostres.

(i) L'interficie pel processament del senyal electric ha de ser senzilla, exacta i protegida
en les zones de contacte de la solucid de treball, per tal d’evitar curtcircuits. Els sensors
empren els sistemes electronics de connexid estandards.
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(iii) Els contactes electrics i les pistes conductores del sensor han de estar resguardades
i completament aillades del medi aquds. Tot i aixo, aquest punt no resulta critic per als
sensors d'un sol Us, ja que no es sotmeten a llargs periodes de temps sota I'accié de I'aigua o
d'altres substancies quimiques presents. Els sensors multis, que necessiten temps de vida
de mesos, han d'estar perfectament aillats de I'accié quimica externa, i els materials exposats
han de ser totalment inerts a la solucié de treball i als seus components. Hi ha diferents vies
d'obtenir-ho; una és la construccié de sensors on I'eléctrode es situa en una cara i les pistes
conductores en laltra. Aix0 s'aconsegueix emprant 'anomenat “green tape” (Du Pont)*> o
taladrant el suport mitjancant laser. Pero aquests procediments resulten costosos, i s’han
desenvolupat sensors fabricats amb plastics comercials 0 materials epoxi que redueixen molt
les despeses. L'aillament s'aconsegueix imprimint una nova capa dieléctrica sobre les zones
no sensores. Després del procés de fabricacio es sotmeten a altes temperatures.

Amb I'addici6 de circuits integrats i en ocasions de capes fines fetes amb altres tecniques,
podem realitzar un dispositiu hibrid amb tecnologies diferents.

Existeixen tres diferents aplicacions tipiques dels biosensors fabricats amb la tecnologia
screen-printing:

La primera €s la d’'un sensor d’'un sol Us per a analisis rapides d’uns parametres determinats.
Aquests tipus es necessiten especialment per aplicacions meédiques. El principal problema
d'aquests és la calibraci6.

El segon tipus son els sensors per la monitoritzacid on-line en processos quimics i
biotecnologics. Aquests biosensors haurien de posseir un temps de vida llarg i necessiten una
interficie computeritzada per a sistemes de control de processos. Sovint el contacte amb la
mostra es realitza mitjancant un sistema d'injeccio de flux (FIA).

El tercer tipus és un sensor multiparametric. L'objectiu seria la de realitzar analisis rapides de
4 a 12 parametres principalment clinics per a disposar d’un diagnostic quasi immediat.

1.4.1.1 Membrana de biosensors thick-film

El punt més critic en la produccio dels biosensors thick-film és la membrana sensora i la seva
adhesio al transductor. Es disposa comercialment de pastes per a capes gruixudes per a
eléctrodes de metalls nobles, pistes conductores i capes aillants, pero no de pastes que
continguin enzims o d'altres materials biologics, i el seu desenvolupament no ha anat més
enlla de la recerca en els laboratoris d'investigacio, tot i que alguns autors ja han demostrat la
seva aplicabilitat potencial.
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Els materials que constitueixen la membrana haurien de ser:
(i) Aplicables en procediments automatics, tal com screen printing.

(ii) Efectius per a la immobilitzacié del material biologic i la formacié de la membrana
sense necessitat de meétodes enérgics de curat (altes temperatures o en alguns
casos de llum UV).

(iii) Absents de solvents que poguessin degradar o desactivar quimicament els enzims,
els anticossos (o altres materials biologics) durant la formacié de la membrana.

Els procediments més usuals per a l'aplicacié i la immobilitzacié dels receptors sobre el
transductor en son tres: i) 'adsorcid, per exemple en les particules de carboni que formen la
pasta conductora; i) I'atrapament, mesclant I'enzim en una dispersié que conté un monomer i
formant una matriu polimerica. Després de I'evaporacié del solvent es forma una pel.licula
insoluble que conté I'enzim; i per Ultim, i) 'enlla¢ covalent en la superficie de I'electrode. Per
a aquesta darrera s’ha utilitzat en nombroses ocasions la deposicid electroquimica de
polimers conductors com el polipirrole. Aquests polimers poden ser modificats funcionalitzant
el monomer, per emprar-los com molecules que s'enllacen al material biologic i 'immobilitzen.
En tots els casos, pero, existeix una adhesio fisica de la capa enzimatica sobre la superficie
de l'electrode. Aixi doncs les propietats mecaniques de la superficie de I'electrode resulten
també importants.

S'ha trobat que la activitat electrocatalitica dels eléctrodes thick film és fins i tot superior als
eléctrodes tradicionals, degut a la estructura porosa dels eléctrodes que amplia l'area
superficial i augmenta I'adhesi6 de la capa enzimatica.

Pero, tot i la gran quantitat de técniques d’immobilitzacié descrites en la literatura, només n’hi
ha unes quantes que s'adapten al procés de fabricacio per capes gruixudes. Encara que la
retenci0 de les biomolécules en membranes inertes, I'adsorcié fisica als eléctrodes o el
crosslinking dels enzims amb agents bifuncionals en principi és sempre possible, només
l'enllag covalent dels enzims en suports funcionalitzats o, sobretot, I'atrapament del
component biologic en matrius polimeriques permeten una fabricacié automatitzada de les
capes enzimatiques amb propietats altament reproduibles, aixi com rapidesa i simplicitat del
procés de fabricacio.

La possibilitat de canviar el gruix de la membrana (per exemple si s'imprimeixen dues o0 més
capes) ajuda a incrementar la linealitat de la resposta del sensor. En alguns metodes les
membranes fabricades presenten un gruix de 100 um o menor, permeten temps de resposta
petits.
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Les dispersions polimériques que permeten 'atrapament dels enzims en la matriu haurien de
mostrar propietats que mantinguessin el material biologic en la seva forma activa.
Primerament, el valor del pH intern de la dispersié no ha de destruir I'estructura de la
proteina. Per aconseguir una alta activitat enzimatica, el pH intern ha de situar-se al voltant
del pH optim de I'enzim. Seguidament, degut a la inestabilitat de les proteines en preséncia
de dissolvents organics, la dispersié ha d'estar lliure de solvents. Alhora el contingut d'aigua
és essencial, ja que els enzims han d'estar hidratats per trobar-se en la seva conformacio
activa. A més l'aigua és necessaria per la difusié del substrat enzimatic i del producte de la
catalisi a traves de la membrana i fins al transductor. Finalment, I'estructura tridimensional del
polimer hauria de prevenir la pérdua de I'enzim fora de la membrana (leakage) cap a la
solucié de treball, mantenint el sensor estable i minimitzant la contaminacié. L'estructura
porosa del polimer hauria de permetre la difusio del reactius juntament amb I'aigua com a
solvent, pero hauria de mantenir, sempre que sigui possible, les espécies electroactives no
desitjades allunyades del transductor, i evitar les interferéncies en la resposta del biosensor.
En alguns casos, per al control de la transferéncia de massa que té lloc en els biosensors, cal
produir barreres de control difusional (membranes externes) sobre aquests. A més, aquestes
ajuden a evitar la perdua dels components immobilitzats i el pas de substancies que podien
interferir en la deteccio electroquimica o afectar I'enzim. Alhora, poden reduir el soroll atribuit
a l'agitacio.

La tecnologia associada a la deposicié de membranes esta limitada pel fet que aquest ha de
ser precisament el darrer pas a realitzar, ja que s’ha de col-locar sobre la part superior de la
capa enzimatica. S’han d'evitar, per tant, les temperatures i energies de radiacid elevades i/o
submergir el biosensor en solucions quimicament agressives.

1.4.2 Configuracions i tecniques d’immobilitzacié del material biologic en biosensors
thick film

En la bibliografia apareixen nombroses configuracions emprades pels diversos investigadors,
pero en general les podem dividir en tres grups (figura 1.4):

i) Configuracié de capa multiple screen-printed/manual
ii) Configuracié de capa multiple screen-printed
i) Configuracié d'una sola capa o biocomposit
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Figura 1.4. Configuracions emprades en la construccio de sensors planars.

14i 1.4ii 1.4iii
Mltiple capa amb Screen printing de pastes enzimatiques Construccio en un sol
deposicio manual mitjancant dues 0 més impressions pas: biocomposits

En totes les configuracions s’ha imprés previament les pistes conductores mitjangant tecnologia planar.

BI: biocomposit; c: capa de material utilitzada per a la immobilitzacié [g (glutaraldehid), etc] dipositada
manualment; E: capa enzimatica (deposicié manual); PE: pasta o tinta enzimatica dipositada per screen printing;
L: membrana o capa protectora externa (AC, Nafion etc.) dipositada manualment; S: substrat (PVC, ceramica,
etc) amb pistes conductores préviament impreses mitjancant tecnologia planar. T: pasta conductora
(transductor) dipositada per screen printing. Els mediadors, estabilitzants o additius, depenent del dispositiu,
poden ser inclosos en qualsevol tinta o pasta.

Idealment, la configuracié d’un biosensor de capes gruixudes es pot desenvolupar a partir
d’'una pista conductora (que pot actuar alhora com a transductor) T, formada per tintes de
grafit, plati o altres pastes de metall que pot contenir un mediador o catalitzador (M) i que
s'imprimeix sobre el substrat (S). Tot seguit es diposita I'enzim, que es pot trobar atrapat (m)
0 entrecreuat (c) [normalment amb gluteraldehid (g)]. Sovint es protegeix amb algun tipus
d’estabilitzant o additiu (s). En algunes configuracions, I'enzim es barreja amb el cofactor (F) i
en altres s'aplica una membrana externa (L) com l'acetat de cel-lulosa o el nafion4, que pot
evitar interferencies i augmentar l'interval lineal. Generalment aquestes capes es dipositen
separadament, esdevenint un biosensor planar de capes multiples. Un possible exemple
d'aquest tipus de configuracio, es podria abreviar de la forma S-1TM-2Ecs-3L. Cada nimero
representa una capa impresa en el procés, i per cada pas (o capa) les lletres en majuscula
representen els components principals (enzim, mediador, transductor, etc.) i en minuscula
qualsevol component especific (entrecreuador, matriu polimerica, estabilitzant, etc). Tots els
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components impresos i continguts en una sola capa es delimiten per guions (ex: -1TM-). Entre
parentesis es pot donar informacio explicita sobre algun component [ex; c(g), tot i que per
simplificar es pot escriure directament (g)]. D’aquesta forma la notacio prévia es pot escriure
com S-1TM-2Ec(g)s-3L, que significa que sobre un substrat S s’ha imprés una primera capa
(1TM) formada pel transductor i el mediador i posteriorment s’ha dipositat una segona capa -
2Ec(g)s-, en la que I'enzim (E) es barreja amb I'agent entrecreuador (gluteraldehid), c(g), i un
estabilitzant o additiu s. Finalment s’aplica una capa protectora (3L).

Aquesta terminologia resultara molt 0til en la descripcié que a continuacié es realitza de les
diferents configuracions trobades en aquests tipus de biosensors, aixi com dels diferents
procediments de fabricacié. En la figura 1.4 es pot observar de forma esquematitzada cada
una dels dissenys trobats.

1.4.2.1 Configuracions basades en deposicions de capa multiple screen-printed/manual

En aquesta configuracio, el material conductor (grafit o qualsevol altre) és impres mitjangant
tecniques serigrafiques i el material biologic (aixi com altres materials tal com polimers,
additius, etc.) son dipositats separadament mitjancant técniques classiques d'immobilitzacio
(adsorcio, crosslinking o entecreuament, atrapament i electropolimeritzacio). Aixi doncs, sota
aquest disseny, la biomolécula s'immobilitza sobre el transductor de forma manual o
electroquimica i no s'imprimeix amb tecniques thick-film. S’obté com a resultat un biosensor
planar de capa mdltiple screen-printed/manual.

En la taula 1.2 es poden observar caracteristiques tecniques i parametres analitics
corresponents als dispositius sota aquesta configuracio.

Les tecniques d'immobilitzacié de molécules biologiques sobre sensors planars en aquest
tipus de configuracio es detallen a continuacio:

1.4.2.1.1 Immobilitzacié enzimatica per adsorcid

L’adsorcio fisica, basada en les forces d'atraccio de van der Waals entre I'enzim i la superficie
del suport solid, és el métode més antic i simple d'immobilitzacié enzimatica. L'aplicacié més
extesa €s l'adsorcio sobre electrodes de grafit4’. El desavantage més important €s que les
forces d'enllag entre I'enzim i el suport no poden ser controlades facilment. S6n molt deébils i
I'enzim es pot perdre durant 'assaig, depenent de les condicions experimentals com pH, forca
ionica, temperatura i tipus de solvent. Per aquesta rad, el metode s'empra com a test
preliminar abans de desenvolupar dissenys més complexos i millorats.
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Les configuracions descrites a continuacio es poden classificar en les classes segients: | (S-
1TM-2E), II' (S-1TM-2EF-3L) i llI' (S-1T-2EM-3L). L'apostrof () indica una configuracié amb
una tercera capa afegida (-3L). Aix0 intenta simplificar la classificacid dels diferents
dispositius ja que en ocasions es troben configuracions idéntiques on la Unica difereéncia es
una capa externa final.

1) S-1TM-2E

Cagnini et al*849 utilitzen aquest tecnica simple sota una configuracié S-1T(C)M(Ru)-2E(ChE)
per immobilitzar colina oxidasa sobre I'electrode screen printing de pasta de grafit barrejat
manualment amb ruteni i carboni activat, aplicat préviament sobre un film flexible de poliester.
La deposicid és manual, i es realitza mitjancant una pipeta. Aquest biosensor s'aplica en la
monitoritzacid de pesticides.

1) S-1TM-2EF-3L

Un biosensor reagentless per acid lactic basat en un electrode de carboni screen-printed, fou
desenvolupat per Sprules et al®® amb un disseny final: S-1T(C)M(MB)-2E(LDH)F(NAD)-3L.
Les pastes d'impressié contenen grafit amb 2% Meldola Blue. Lactat deshidrogenasa i NAD*
es dissolen en una soluci tamponada i es dipositen sobre I'area de treball dels electrodes
gota a gota. Després d'assecar-se a temperatura ambient, es cobreix I'area sensora amb un
1% d’'una solucié d'acetat de celulosa. En altres estudis, i fent servir el mateix procediment, es
desenvolupen altres biosensors screen-printed per mesurar NADH i lactat®! , aixi com etanol
en begudes alcoholiques®2.

De forma analoga i amb molt poques modificacions, han desenvolupat un biosensor
Avramescu et al®3,

)  S-1T-2EM-3L

L'adsorcid enzimatica i el posterior recobriment d’una membrana externa que protegeixi
I'enzim, fou el procediment aplicat per Zhang et al54. Aquest sistema s'empra per a la
determinacié de maltosa i glucosa. Els eléctrodes son fabricats mitjancant screen-printing,
sobre PVC. Les pistes conductores son pastes d’argent i en I'extrem de les quals es diposita
grafit. A continuaci6 es cobreix la part sensora amb una solucié aquosa d'enzim i 1,1"-
ferrocedimetanol. Una membrana externa preparada mesclant 3.5% (w/v) hidroxietil cel.lulosa
(HEC), 0.02% Triton X100 i 3% polietilen glicol en aigua bidestil.lada s'imprimeix finalment,
esdevenint una configuracio final S-1T(C)-2E(GOD, AG)M(ferr)-3L(HEC).
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1.4.2.1.2. Immobilitzaci6 enzimatica mitjancant cross-linking amb glutaraldehid

La immobilitzacié enzimatica es pot obtenir per cross-linking inter- i intramolecular de les
molecules d'enzim. Aquest métode es basa en produir unions tridimensionals entre el material
biologic mitjancant reactius bi- o multifuncionals. Aquests reactius son completament
insolubles en aigua i poden ser adsorbits en una superficie solida. El glutaraldehid ha estat
I'agent cross-linking més ampliament emprat®, tot i que han estat provats altres reactius
multifuncionals®®.

La xarxa 3D que en resulta, influeix en la cinética enzimatica i les caracteristiques de difusio.
Ha de ser optimitzat, per tant, per cada enzim, amb la finalitat d’aconseguir una bona
insolubilitat, conservant I'activitat enzimatica i les propietats apropiades de difusid. Els factors
tals com proteina / agent cross-linking, pH, temperatura i temps de reaccié han d'ésser
controlats i optimitzats. Aquests parametres es troben generalment de forma empirica.

Immobilitzar I'enzim mitjangant cross-linking amb glutaraldehid sobre la superficie del
transductor és un dels metodes actualment més emprats donada la seva simplicitat i eficacia.
Un gran nombre d’autors en fan Us, tot i que 'adapten en funcid de I'aplicacid per la qual esta
dissenyada el hiosensor. En aquest i els segiients epigrafs es veuran els diferents métodes
utilitzats pels investigadors i es fara una breu descripci6 dels procediments realitzats.

En aquest tipus d'immobilitzacio, la majoria d'autors utilitzen configuracions semblants a les
mencionades préviament, pero ara s'utilitza un entrecreuador o cross-linker (c) i es canvien
alguns components quimics. S'agrupen en les classes IV (S-1T-2M-3Ecs), V (S-1TM-2Ecs),
VI (S-1T-2Ecs) i VII (S-1T-2EM-3s-4c), amb dues petites variacions, [(V ') S-1TM-2Ec-3L |
(VI) S-1T-2Ec-3L], respecte les classes V i VI amb la Unica diferencia d’'una tercera capa
protectora (3L).

IV) S-1T-2TM-3Ecs

Els biosensors tipus classe 1V) dissenyats per P.Skladal et al5”:58es basen en un electrode de
treball de plati cobert amb una capa (composit) de grafit i acetilcel.lulosa (92 i 4%
respectivament) que conté CoPC (4%) com a mediador. Un segon eléctrode de plata es
cobreix amb una capa de Agl (en preséncia d'una solucié de iodur 1 mM) i s'utilitza com a
electrode de referéncia (Ag/Agl/0.5mM iodur). La capa enzimatica, formada per una mescla
(1pl) de colinesterasa (AChE o BChE), BSA (alimina de sérum bovi) i glutaraldehid (0.35 i
0.08%, respectivament) es dipositada sobre la superficie de I'electrode de treball i es deixa
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assecar en un recipient tancat. Per enzims amb activitats molt baixes no s'utilitza BSA. Els
dispositius que en resulten s'emmagatzemen secs en el congelador. La configuracio resultant
final fou S-1T(Pt)-2T(C)M(CoPC)m(AC)-3E(ChE)c(g)s(BSA).

Altres dissenys del mateix autor utilitzen sensors preparats mitjangant screen-printing sobre
un suport de ceramica, usant pastes de plata i plati pels electrodes de referéncia i treball
respectivament. La immobilitzacié enzimatica segueix el mateix procediment.

V) S-1TM-2Ecs

Rippeth et al*®® han dissenyat biosensors screen-printed tipus V) emprats com a detectors en
un sistema d'injecci6 en flux per la monitoritzacio de pesticides organofosforats. La pasta de
carboni que conté CoPC (ftalocianur de cobalt) s'imprimeix sobre una placa de PVC i I'enzim
AChE és immobilitzat mitjancant glutaraldehid en preséncia d’agents estabilitzants. El mateix
disseny s’ha emprat en la deteccié de carbamats en mostres vegetals®. La configuracio
resultant fou: S(PVC)-1T(C)M(CoPC)-2E(ChE)c(g)s.

V') S-1TM-2Ecs-3L

Per la fabricacid de dispositius basats en aquesta técnica Kulys et al®! utilitzen tintes
d'impressio preparades mitjancant la dissolucié de TCNQ (tetracianoquinodimeta) en tolue i
mesclant-ho amb grafit en pols. Aquesta capa conductora s'aplica sobre una placa base (0
substrat) de PVC. La capa catalitica es prepara recobrint cada eléctrode de treball amb una
solucié tampd de colinesterasa que conté glutaraldehid. Finalment s'aplica una capa
protectora, obtenint una configuracio tipus V'): S(PVC)-1T(C)M(TCNQ)-2E(ChE)c(g)-3L.

V1) S-1TM-2E-3cs

El mateix procediment d'immobilitzacié és utilitzat per Hartley et alé2 per a la deteccio
amperomeétrica de pesticides organofosforats mitjancant biosensors screen-printed. Sobre
una capa d’AChE, que préviament ha estat dipositada sobre I'eléctrode de treball es diposita
una gota d'una solucié de gluteraldehid i s'estén per la seva superficie. S'observa que la
configuracio del sensor és tipus V) amb la diferéncia de que I'enzim i el gluteraldehid foren
afegits en passos separats. En treballs posteriors, el nombre de capes va disminuir 5°.
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VII) S-1T-2Ecs

Carsol et al®3 utilitzen una configuracio de 3-electrodes amb Ag/AgCl com electrode de

referéncia i un electrode de plata com auxiliar, juntament amb el de treball. Es realitza,

analogament als processos vistos fins ara, mitjancant diversos passos:

- Deposicié6 d'una primera capa amb tinta de plata per a la construccié de la pista
conductora

- Deposicio d’'una capa de carboni sobre una part de la pista de plata per a I'electrode de
treball

- Deposicio de Ag/AgCl sobre una part de la pista de plata per a I'electrode de referencia

- Finalment la deposicio d’'una capa aillant amb petites obertures per permetre el contacte
electric

Previament a I'etapa d'immobilitzacié enzimatica, I'electrode es sotmet a un potencial de 1.7 V

vs Ag/AgCl durant 20 s per oxidar la superficie de carboni. Aquest tractament €s

imprescindible per aconseguir una bona reproductibilitat en el comportament del biosensor. A

continuacio es prepara una solucié mesclant un tampé fosfat que conté xantina oxidasa (XO),

albdmina de sérum de bovi (BSA) i glutaraldehid i es diposita sobre la superficie de carboni.

La membrana s'asseca a l'aire i es renta amb una solucié de lisina 0.5 M per extreure I'excés

de glutaraldehid. El biosensor, amb una configuracié final S-1T(C)-2E(XO)c(g)s(BSA),

s'emmagatzema a 4°C. En estudis posteriors M. Mascini et alé4, immobilitzen fosforilasa

nucleotida (NP), fosfatasa alcalina (AIP), i XO sobre particules de vidre de porus controlat

(CPG), amb glutaraldehid.

Finalment, Bilitewski et al & utilitzen una configuracié semblant en el dissenys de biosensors
per a la deteccio de glucosa i etanol en sucs de fruita i vi i per a la determinacio de la qualitat
d'aliments tal com el peix, per a una configuracié final S-1T(Pt)-2E(GOD)c(g), sense
mediador.

VII") S-1T-2Ec-3L

Aquest tipus d’immobilitzacid s'escolli en el disseny de biosensors de glucosa i etanol
utilitzant eléctrodes thick-film comercials®. Per tal devitar interferencies de substancies
oxidables presents en la mostra, tals com I'acid ascorbic, el biosensor es cobreix amb una
membrana d'acetat de cel.lulosa submergint-lo en una solucié d’aquest polimer amb acetona i
ciclohexanona. S'obté, per tant, una configuracié final S-1T(Pt)-2E(GOD o AO)c(g)-3L(CA). A
més de la immobilitzacié enzimatica amb glutaraldehid (sobre un electrode de plati modificat
previament amb 3-aminopropil-trietoxisila). Bilitewski et alé” apliquen una membrana
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addicional de policarbonat amb diferents gruixos, dimensions i densitat de porus, per a la
determinacio d’hidrats de carboni en aliments.

Peter Deman et als® produeixen biosensors basats en una pasta conductora de RuO:
comercial de froma analoga. Per a la construccid de I'eléctrode de referencia s'empra una
pasta de plata. Una mescla d’enzim glucosa oxidasa (GOD) provinent de Aspergilius niger,
150 U/mg (Fluka), BSA i glutaraldehid son dispersats sobre la superficie d’un electrode
previament silanitzat. Després de 24 hores la membrana enzimatica s'entrecreua (cross-
linked) i es submergeix en una solucié de polivinilbutanal, formant-se una membrana de
difusio. En resulta un dispositiu S-1T(RuO2)-2E(GOD)c(g)s(BSA)-3L amb una estabilitat
enzimatica molt alta.

VIIl) S-1T-2EM-3m-4¢

G. Khans® utilitza xips de ceramica dissenyats per integrar 3 eléctrodes impresos en un sol xip
i desenvolupar aixi biosensors S-1T(Pt)-2E(GOD)M(TTF-TCNQ)-3m(gel)-4c(g). La superficie
es cobreix amb una capa de vidre aillant excepte en I'extrem de les pistes de plati. Es prepara
una pasta de CTC (complexes organics de transferencia de carrega) i GOD (préviament
adsorbida en cristalls de TTF-TCNQ, tetratiafulvale-tetracianoquinodimeta,) mesclant-ho amb
un polimer i el respectiu solvent i es diposita manualment. Tot seguit una matriu gelatinosa
[m(gel)] s'estén sobre el sensor i finalment, un cop sec, es submergeix en una solucié de
gluteraldehid.

1.4.2.1.3 Immobilitzacié enzimatica per atrapament

L'atrapament en una matriu proporciona una millora en [lestabilitat de I'enzim, i
I'immobilitzacié en matrius tals com gels, polimers, pastes o tintes resulta tan simple com
I'adsorcio fisica, ja que generalment, el material bioldgic només necessita ser barrejat amb el
material emprat.

Aquesta mescla s'aplica sobre I'electrode o el suport com una membrana addicional, on es
deixa assecar 0 polimeritzar.

Algunes matrius utilitzades sén gelatines, poliuretans que poden ser cross-linked amb la
superficie amb isocianats, alcohol polivinil™®, pasta de carboni’L65, tinta de carboni 0
polipirrol72.

L'avantatge principal d’aquesta tecnica és la seva compatibilitat amb les técniques de
produccié massiva, tal com screen printing o la fotopolimeritzacio.
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Els diferents sensors desenvolupats mitjancant aquest tipus d'immobilitzacié es poden
agrupar de forma general en dues configuracions: S-1T-2Em (IX), S-1T-2Em-3L (IX).

1X) S-1T-2Em

Alguns exemples sén I'enzim lactat deshidrogenasa (LDH) i malat deshidrogenasa (MDH) que
son immobilitzats per atrapament en una matriu polimérica (m) basada en una dispersio
aquosa copolimérica de poli(vinilacetat)-poli(etile), (PVP-PE). S'obté aixi una configuracio (S-
1T(Au)-2E(LDH or MDH)m(PVP-PE), tipus IX). El biosensor” dissenyat és utilitzat per la
determinacio de lactat i malat on el cofactor NAD s'afegeix a la solucid.

En estudis posteriors, N. Hampp et al™* desenvolupen biosensors immobilitzant GDH (glucosa
deshidrogenasa) sobre els electrodes per atrapament en la mateixa matriu polimerica. La
mescla conté 2 mg de GDH dissolts en 10 ul de solucio tamp6 i 50 mg de dispersio
polimérica. Els transductors son fabricats mitjancant tecnologia thick film. Les pistes
conductores s'imprimeixen a partir de pastes d'or i pal-ladi/argent sobre el substrat de
ceramica per una configuracio final (S-1T(Au/Pd)-2E(GDH)m(PVP-PE)

Darrerament, T. Neufeld et al han desenvolupat un sensor thick film basat en la immobilitzacio
de I'enzim en una membrana de nylon per a la determinaci6 de pesticides™.

IX") S-1T-2Em-3L

Sota una configuracié semblant, pero afegint ara un capa protectora, S. Yang et al’® han
desenvolupat un biosensor de glucosa amb una matriu sol-gel.

La solucio6 del gel es prepara per reaccié de TEOS (tetraetilortosilicat) amb etanol, H0, i HCI
a 60°C durant 90 min. Seguidament, s'afegeixen un 10 % de NHs.H20 i quantitats variables
de glucosa oxidasa. El gel que conté GOD es col.loca en un bany d'ultrasons durant 1 min per
ajudar la dispersio, i es diposita sobre el sensor utilitzant tecniques de dipcoating. Es deixa
assecar a l'aire durant 2 hores abans d'utilitzar-lo.

Una solucié de Nafion en 2-propanol es mescla en aigua i s'aplica com a barrera d'especies
interferents resultant un dispositiu final S-1T-2E(GOD)m(sol-gel)-3L(Nafion). La detecci6 es
basa en la mesura de peroxid d’hidrogen.

1.4.2.1.4 Immobilitzacié enzimatica mitjangant electropolimeritzacio

L’electropolimeritzacié és una técnica d'immobilitzacié enzimatica eficient sobre la superficie
dels transductors. Polimers conductors tal com politiofens, polianilines, polipirrol i els derivats
del fenol, poden formar-se electroquimicament en la superficie de I'eléctrode, de forma que
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caracteristiques fisiques tal com el gruix, poden ser controlades faciiment, mesurant la
quantitat de carrega electrica que passa durant la formacié de la membrana. En alguns casos
s’ha aplicat, no tan sols com a metode d'immobilitzacié sind per a millorar la transferéncia
electronica entre I'enzim i I'electrode a través de la xarxa conductora del polimer. Alguns
d’'aquests electropolimers poden emprar-se com a mediador, disminuint el potencial aplicat i
per tant evitant interferéncies d'altres especies.

La principal avantatge de la immobilitzacio del material biologic en polimers conductors és la
possibilitat de dipositar I'enzim en un sol pas de forma simple i rapida, i el control de la
distribucio espaial de I'enzim retingut.

No obstant aix0, I'obtencié de membranes amb una pobra adherencia i la incompatibilitat amb
alguns métodes d'immobilitzacio d’enzims, fan dificil la seva aplicacio.

Les configuracions trobades en els diferents dissenys dels dispositius foren:

X) S-1T-2Epwm (pm: electropolimer actuant com a mediador) i XI) S-1TM-2Ep.

Tot i que la electropolimeritzacié no és un procés manual, s’han classificat els biosensors
desenvolupats mitjangant aquesta técnica dins d’aquest apartat degut a que tots ells dipositen
el material biologic sobre el transductor emprant metodologies diferents a la impressio
serigrafica.

X) S-1T-2Epw

Silber et al™ immobilitzen I'enzim glucosa deshidrogenasa (GDH) per electro-polimeritzacio
del blau de metilé (MB) en preséncia de GDH en una solucié tampd. Els biosensors thick-film
produits son emprats en la oxidacié electrocatalitica del NADH per la determinacié de
glucosa. El disseny final resulta S-1T(Au)-2E(GDH)pu(MB).

XI) S-1TM-2Ep

Wang et al”” reporten aquest tipus d'immobilitzacié per biosensors amperometrics screen-
printed de glucosa i alcohol basats en pastes de carboni amb ruteni dispersat. Primerament
una pasta de carboni que conté ruteni s'imprimeix sobre un substrat rectangular de ceramica
d'alumina. Es fa creixer electroquimicament, una fina pelicula de GOD/polifenol emprant una
soluci6 amortidora de fosfats que conté fenol i glucosa oxidasa, obtenint un dissey final S-
1T(C)M(Ru)-2E(GOD)p(pph)

Mascini et al*® atrapen colina oxidasa en una capa polimerica, el gruix de la qual pot ser
controlat per la durada del procés d’electropolimeritzacid. La immobilitzacio té lloc submergint
I'electrode de treball, juntament amb el de referencia i I'auxiliar en una solucid de fenol 0.05 M
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en un tampd fosfat 0.1 M, pH 7.0 que conté I'enzim durant 20 minuts a +900 mV vs Ag/AgCl.
Aquest mateix autor compara els resultats obtinguts utilitzant dispositius construits mitjancant
electropolimeritzacio amb biosensors fabricats per metodes d'adsorcié. La millor resposta
s'obtingueren pels darrers, i per tant, els estudis conclouen que els biosensors per adsorcié
mostren millors resultats que els electropolimeritzables, mitjangant aquesta configuracio.

1.4.2.2. Configuraci6 de capa multiple screen-printed: Impressié de pastes enzimatiques

mitjancant técniques serigrafiques

Aquesta tecnologia es basa en la impressio mitjancant tecniques serigrafiques de pastes
enzimatiques sobre transductors screen-printed. La diferéncia respecte I'anterior, es que en
aquesta configuracio s'elimina qualsevol deposicié manual de la capa biologica, i tot el procés
es produeix per tecnologia thick-film.

Sota aquesta configuracié han apareguts diversos dispositius que es poden classificar en
quatre dissenys basics: XIl) S-1T-2EFm, XIII') S-1TM-2Ecs-3L, XIV') S-1T-2M-3E-4L i XV) S-
1T-2M-3E-4s-5c¢.

La configuracié abreviada presentada per exemple com S-1T-2M-3E-4s-5¢, representa un
biosensor on s’ha aplicat una primera capa conductora [ex de grafit 1T(C)], i una posterior
impressid per screen-printing de capes successives amb mediador (M), enzim (E),
estabilitzants (s) i entrecreuadors (c). En altres dissenys podem observar altres components
com polimers (m), cofactors (F) i capes externes selectives (L).

En la taula 1.3 es poden observar caracteristiques tecniques i parametres analitics
corresponents a alguns dispositius sota aquesta configuracio (en la taula s'adjunta també la
configuracio de biocomposit; 81.4.2.3).

XIl) S-1T-2EFm

Kim et al?8 fabrica electrodes sobre una base de poliester emprant tecniques convencionals
de screen printing, i pastes de plata i grafit pels electrodes auxiliar i de treball respectivament.
Les pistes conductores es cobreixen amb una pasta aillant polimeritzable per llum UV.
Finalment, la pasta que conté I'enzim (LDH) i el cofactor (NAD*) s'imprimeixen sobre
I'electrode de treball. El disseny final resulta S-1T(C)-2T(C)E(LDH)F(NADH) m(PVP).
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XII') S-1TM-2Ecs-3L

Sota aquest disseny, el mediador es mesclat amb el grafit i s'afegeix una capa protectora
externa. Totes les capes son impresses serigraficament, excepte la darrera (3L).

Un exemple el proporciona Hart et al” els quals imprimeixen sobre PVC una pista conductora
de pasta de grafit. En el seu extrem s'imprimeix una segona pasta que conté grafit modficat
amb ftalocianur de cobalt. Una capa aillant de pasta de vinil s'aplica sobre els electrodes
mitjancant tecniques serigrafiques, excepte en els extrems. La pasta enzimatica es prepara
mesclant en una solucié tampé acetil colinesterasa, hidroxietil cel.lulosa (HEC), albdmina de
serum bovi (BSA), glutaraldehid i grafit en pols per augmentar la viscositat. Les pastes
enzimatiques s'imprimeixen sobre la pasta de grafit modificat amb ftalocianur de cobalt del
transductor. S'aplica, finalment, un fina capa de poliureta per evitar les pérdues de la capa
enzimatica a I'hora de submergir el biosensor en la mostra agitada per realitzar 'analisi. Els
autors utilitzen aquests biosensors S-1T(C)M(CoPC)-2E(AChE)c(g)s(BSA)m(HEC,)-3L per a
la determinacio de pesticides mitjancant inhibicié de la colinestarasa.

En altres treballs, i utilitzant la mateixa tecnologia desenvolupada per altres autors&81, Hart i
Collier 8 han desenvolupat un biosensor per lactat. En aquest cas el mediador no fou el
CoPC sind un electrocatalitzador de Pt i I'enzim (lactat oxidasa) s'imprimeix sense BSA.
Finalment s'imprimeix una capa d'acetat de cel-lulosa (AC) o nafion (N) per una configuracio
final: S-1T(C)-2M(Pt)-3E(LDH)-4L(AC o N).

Configuracions amb dissenys molt propers han estat també desenvolupats per Montesions et
alss,

XV) S-1T-2M-3E-4s-5¢

Newman et alé4 varen desenvolupar un biosensor de glucosa a partir de tintes basades en
TTF i etanol. En alguns dispositius es va afegir una capa de BSA i gluteraldehid per tal de
prevenir possibles perdues de material biologic. El sensor resultant fou S-1T(Ag, C)-
2M(TTF)s(TBA)-3E(GOD)-4s(BSA) -5¢(g).

1.4.2.3 Configuracions basades en la deposici6 d’una sola capa. Estratégia de biocomposit

En aquesta configuracio, les biomolécules i altres materials com grafit, mediadors,
catalitzadors, estabilitzants, polimers, etc. son mesclats conjuntament formant un
biocomposit, que s'imprimeix sobre el substrat (o les pistes conductores) produint biosensors
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en un sol pas. En la construccio del biosensor es va considerar tant el transductor com la
capa biologica, i no el pas previ d'impressio de les pistes conductores.

De les técniques presentades, aquesta és, sens dubte, la que ofereix major rapidesa i
simplicitat en el procés de fabricacid, i la que es pot adaptar més facilment a les técniques
automatitzades de produccio massiva. Alhora, és la que necessita d’'un procés d’optimitzacio
més complex ja que cal compatibilitzar materials, de naturalesa i caracteristiques diverses,
conservant intactes les seves propietats inicials.

Aquesta configuracid es pot descriure com S-1TEMs, sens dubte la mes senzilla. Els
dispositius principals es troben esquematitzats en la taula 1.3 (conjuntament amb els de capa
multiple screen-printed §1.4.2.2).

Rohm et al 886 han desenvolupat una pasta enzimatica polimeritzable mitjangant llum UV per
utilitzar-se en sensors screen-printed de L-lactat. Primerament, es fabriquen els transductors
thick-film, impresos amb pasta conductora de plati sobre ceramiques d'alumina. Sobre
aquesta és diposita una pasta que conté diferents quantitats d’'un material poros de SiO- grafit
i/o solucions de DEAE-dextran i lactitol en una solucié tamp6 de potassi i fosfats. La pasta
resultant fou impresa mitjancant técniques de screen printing sobre la superficie de plati d'un
eléctrode. Amb la irradiacio de llum UV s’aconsegueix la polimeritzacio.

Wang et al 87 i Guadalupe et al 8 han desenvolupat sensors basats en aquesta estrategia
mitjangant tintes modificades barrejant tintes de carboni comercials amb 'enzim tirosinasa.
Una preparacid estandard fou 0.6 % enzime/tinta (w/w). Els biosensors amperomeétrics
construits s'apliquen en la deteccié de pesticides i herbicides. Aquesta detecci6 es basa en
una disminucio del senyal provinent del substrat (catecol), degut a la inhibicié de I'enzim en
preséncia de pesticida. Uns composits sol-gel de grafit es prepararen pel desenvolupament
de biosensors screen-printed per surfactants®®. La mescla del grafit sol-gel es prepara
barrejant bis (2-etilhexil) sulfosuccinat (aerosol OT) amb tetrametil ortosilicat, amb una relacio
molar de: AOT:TMOS:H0 (1:50:200) amb grafit en pols mesclat préviament amb Fe(2.5%),
GOD (2.5%), i difeniltiocarbazone (DPT) (10%). La pasta s'imprimeix sobre el substrat de
PVC pretractat.

Bilitewski et al®> també preparen capes enzimatiques d'impressio. La pasta s'aconsegueix
mesclant 1g de grafit en pols amb 20 ml d’'una solucié saturada de tetratiofulvalé (TTF) en
tolue fins la seva evaporacio. Posteriorment, es dissol 12 mg de GOD en 0.9 g d’una solucid
de polivinilpirrolidina (10% en aigua destil-lada) i s'afegeix 0.5 g del grafit en pols amb TTF.
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Després d'una bona homogenitzacio, la pasta s'imprimeix sobre I'eléctrode de treball
mitjangant screen-printing.

Els mateixos autors, desenvoluparen altres biocomposits o tintes d'impressié en estudis
posteriorst” per produir sensors de glucosa, adsorbint GOD en pastes compatibles amb la
tecnologia de screen-printing. Els constituents principals d'aquestes pastes foren grafit
modificat amb un derivat del tetratiafulvale, polimer i GOD. S’estudia la influencia del plati en
la pasta, barrejant diverses quantitats amb grafit. Aproximadament 545 mg d’aquesta mescla
s'afegeixen a 720 mg duna solucio polimérica de polivinilpirrolidone o 2% (wt./vol)
d’hidroxietilcel.lulosa amb 6% d'etilen glicol en aigua destil-lada que conté 12 mg de GOD.

Un immunosensor sol-gel de capes gruixudes ha estat desenvolupat per Wang et al 8. La
solucid de sol-gel es prepara mesclant tetraetilortosilicat (TEOS), etanol, aigua i HCI.
Posteriorment s'afegeix Hidroxipropil cel-lulosa i RigG al gel i sshomogenitza la mescla. A
continuacio, s'hi afegeix grafit, es barreja i s'imprimeix sobre el substrat de ceramica.

Nagata et al % fabrica un sensor de glucosa utilitzant tres tipus de GOD modificat amb
ferroce. Per transferir la pasta al suport de poliamida s'utilitza una mascara convencional i una
paleta de poliureta. Les pistes conductores son de coure. El sistema s'ailla excepte en els
extrems que son coberts amb or. Un cop impresa la pasta es deixa assecar durant 20 minuts.
El Fc-GOD es liofilitza per obtenir-lo en pols, i tenir la consisténcia adequada per la
preparacié de la pasta. Una bona tinta d'impressié ha de ser capa¢ de preservar I'activitat
catalitica de I'enzim, permetre el pas de la glucosa i propietas adequades per al procés
d'impressio. S'ha de tenir en compte, a més, la possible desnaturalitzacio de I'enzim. La pasta
consta només de 4 components: el GOD modificat, dos tipus diferents de resina polimérica i
un solvent organic. S'empren dues resines solubles en aigua, el Polivinilbutiral (PVB) i
polivinilpirrolidina (PVP), que han de immobilitzar el ferroce envoltat de glucosa oxidasa (Fc-
GOD) en la pasta, pero al mateix temps, han de permetre que les molecules de glucosa
presents en la solucié arribin fins 'enzim. Aixi, es probaren mescles de polimers solubles i no
solubles per tal de proporcionar un medi d’hidratacio optim a la biomolecula, que mantengui la
seva estructura terciaria. La proporcié optima trobada fou de 1:1 en PVP : PVB. Els polimers
es dissolen en n-pentanol per a la seva impressio.

Darrerament, M. Y. Hong et al 9 han desenvolupat un biosensor per a la determinacio de
lactat deshidrogenasa. La tinta d'impressio es basa en lactat, NAD*, un polimer compost de
hidroxietil cel-lulosa amb etilen glicol, 3,4-dihidroxibenzaldeid (com a mediador) i grafit com a
material conductor.
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Finalment, el nostre grup ha dissenyat un biosensor de glucosa9 basat en un biocomposit
reagentless d'epoxi grafit screen-printable. Les pastes de grafit-epoxi i GOD es prepararen
dispersant pols de grafit i GOD en una resina epoxica. La viscositat del composit s'ajusta amb
ciclohexanona. La pasta preparada s'imprimeix sobre un circuit impres sobre un suport de
fibra de vidre, desenvolupat mitjangant processos fotolitografics.

En el seglient diagrama es pot veure, esquematitzat, un resum de les diferents configuracions
de sensors screen-printing trobades.

! SITM-2E
4 I I'------"------';
Adsorcio 1 {S1TM-2EF-3L|
I M s aTzemaL
IV [51T-2TM-3Ecs
V—{sitm-2Ecs  |-Vr----iS-1TM-2Ecs 3L
. Entrecreuament Vi e T
Screen printed/Manual SIM-283s |
VIL Tsaroees  p-YH-{sT-2E03L |
VIl I 17-2EM-3m-4c
Atrapament IX E=0
_ X
Electropolimer.

Xl
Xl S1T-2TEFmM

Tintes o pastes (>1 pas)

Tintes o pastes (1 pas)

Figura 1.5 La numeracié correspon a les diferents capes existents en els dissenys dels biosensors. En cada
capa s'especifica els materials que la componen: c: crosslinker o entrecreuador; E: enzim; F: cofactor; L. capa
protectora; m: polimer o matriu de gel; M: mediador o catalitzador; p: electropolimer; pu: electropolimer actuant
com a mediador; S: substrat; s: estabilitzant; T: transductor.

1.4.2.4 Perspectives

Un dels avantatges principal dels processos thick film, com ja s’ha esmentat, és la simplicitat
de fabricacié (un cop s’ha desenvolupat i optimitzat una tinta d'impressié adequada), que
comporta uns abaratiments en els costos finals de produccio, aconseguint dispositius d’analisi
que poden ser aplicats en camps com el mediambient, I'agroalimentari o el clinic a molt baix
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preu. El pas limitant per a la seva comercialitzacié és clarament la immobilitzacié tant
biologica com d’altres materials com mediadors o additius que, en molts casos, no resulten
compatibles amb la producci6 en massa, costos baixos de produccio o reproducibilitat.

A partir de la recerca feta i observant els treballs duts a terme pels diferents investigadors, €s
pot concloure que existeix una tendéncia cap a la configuracié de biocompasit o fabricacid en
un sol pas, degut a la seva simplicitat i aplicacié en la producci en massa de biosensors. Tot
i aixo, la tecnologia de capa multiple s'utilitza encara en la millora de les caracteristiques
analitiques dels dispositius. Alguns autors han iniciat els seus estudis amb configuracions
simples i amb posterioritat han continuat els seus treballs amb I'addicié de membranes, i per
tant, augmentant els passos de fabricacid. Ambdues tendéncies estan dirigides a un mateix
fi: configuracio simple i analisi analitic acurat. Actualment, aquests dos factors son dificilment
compatibles i aixo fa que alguns autors adrecin la seva recerca cap a la configuracio d'un sol
pas mentre d'altres es dirigeixen cap a configuracions més complexes, perd amb millors
respostes analitiques.

Efectivament, es poden observar resultats superiors en aquells sensors amb immobilitzacions
manuals quan es comparen amb sensors que contenen capes d'impressio biologica. Tot i que
la immobilitzacid per crosslinking és la técnica més emprada i la que mostra millors resultats,
en el darrers dos anys han anat apareixent dispositius que substitueixen cada cop més
etapes manuals amb bons resultats analitics. Malauradament, encara existeixen molt pocs
dispositius reagentless on la fabricacio sigui exclusivament per screen printing, sobretot en
enzims deshidrogenases, on es requereix compatibilitzar en una mateixa tinta diversos
components (cofactors, mediadors, etc.).

El desenvolupament de noves pastes dimpressid que incorporin tants bhio- o
electrocomponents i un menor nombre de passos com sigui possible, és clarament la
estratégia més adequada en el disseny de nous hiosensors. Les anomenades tintes
biologiques, compatibles amb processos automatics sén un nou i interessant camp
d'investigacio directament relacionat amb la fabricacio de sensors per tecnologia thick-film.

En aquest treball, s’han desenvolupat biosensors en les tres configuracions presentades [(i)
impressio serigrafica del transductor i deposici6 manual de la biocapa, (i) impressio
serigrafica de totes les capes i (jii) fabricacié del biosensor en un sol pas mitjan¢ant impressio
del biocomposit. ES presentaran els parametres analitics obtinguts per a cada una d'elles aixi
com els avantatges i inconvenients de les diferents configuracions.
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1.5 OBJECTIUS

El Grup de Sensors i Biosensors s’ha involucrat especialment en la recerca aplicada al control
alimentari i mediambiental en general, i seguint aquesta linia ha intentat acostar al sector
industrial les eines necessaries per aconseguir la informacio pertinent de forma fiable, rapida i
barata. Es evident que dins la instrumentaci6 analitica, els dispositius que millor s'ajusten a
aquestes caracteristiques son els sensors i, dins d’aquests, els basats en composits han
obtingut una creixent i notoria importancia. La possibilitat d'incorporar facilment dins els
composits, enzims, mediadors, cofactors i diversos additius augmentant llurs caracteristiques
analitiques i electroquimiques han ampliat I'ls potencial de biosensors basats en aquests
materials a diferents ambits i camps d'analisi, entre ells el de I'alimentacio.

El fet d'emprar sensors de baix cost possibilita, a més, dispositius d'un sol Us que alliberen a
l'usuari del manteniment de I'equip i que permeten realitzar analisis esporadiques sense
necessitat de realitzar fortes inversions en instrumentacio.

A més, s'escolli transductors amperometrics per davant d'altres transduccions com la optica,
per tal de que les mesures puguin realitzar-se de forma satisfactoria amb equipament
amperometric portatil.

En aquest sentit la fita d'aquesta treball ha estat el desenvolupament de biosensors d’un sol
Us per a la determinacié d'analits d'interés en 'ambit agroalimentari.

En una primera part s’han triat els pesticides i la seva analisi en diferents tipus de mostres
com objecte del nostre estudi. Aquests hiosensors es basen en la inhibicié d'un enzim (acetil
0 butirilcolinesterasa) per part dels pesticides i es desenvolupen en una tecnologia molt
senzilla i de baix cost, que permet la produccié massiva dels sensors. Alhora, la limitacié que
presenten altres tipus de dispositius en front a la irreversibilitat de I'enlla¢ enzim-inhibidor,
queda resolta amb el disseny proposat.

Comparant-ho amb altres métodes com els optics o la cromatografia, aquest treball vol oferir
una alternativa tant a nivell de cost de fabricacié com de facilitat d’ds (user-friendly).

Per aconseguir-ho es varen plantejar els segtients objectius:

1- Optimitzacié d'un transductor amperometric per tecnologia de capes gruixudes (thick-
film), que es basa en la deposicié de materials per técniques serigrafiques (screen-
printing). Aquesta tecnologia disminueix les despeses de fabricacid, sense disminuir la
qualitat de la resposta analitica dels dispositius produits.

- Optimitzaci6 de la composicié del transductor
- Millora de la reproductibilitat en la resposta del transductor
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Desenvolupament i caracteritzacid d'un biosensor amperomeétric per tecnologia thick-film
per a l'analisi de bultiril i acetiltiocolina per a una aplicacié posterior en el disseny de
biosensors per a I'analisi d"inhibidors enzimatics.

- Estudi de la immobilitzacié enzimatica (acetil o butirilcolinesterasa)

- Estudi dels parametres analitics tal com resposta, reproductibilitat, interval de treball

i limit de deteccio per la butiril i acetiltiocolina.

Disseny d'un procediment per a 'analisi de pesticides mitjancant I'is del biosensor screen
printed desenvolupat.

- Preparacio d’'un protocol d'analisi per a la determinacio de pesticides

- Determinacié del limit de detecci6 per pesticides organofosforats i carbamats

Aplicacié del biosensor en mostres aquoses
- Determinacié de pesticides en aigua de xarxa i en sucs naturals

En una segona part s’ha triat I'analisi dels acids lactic i malic en vi blanc. La tecnologia a

emprar era basicament I'aplicada en la primera part de la investigacio, tot i que es volia

millorar el procés de fabricacié emprant una maquina d'impressié més automatitzada.

Els passos a seguir foren els segients:

5-

6-

7-

Desenvolupament i caracteritzacid de biotintes d'impressio serigrafica basades en matrius
de silice (sol-gel)

Desenvolupament i caracteritzacio de biosensors amperometrics per tecnologia thick-film
per a I'analisi d'acids lactic i malic basats en LOD, LDH i MDH.
- Estudi de la immobilitzacié enzimatica
- Estudi dels parametres analitics tal com resposta, reproductibilitat, interval de treball
i limit de deteccio.

Aplicacié del biosensor en mostres reals

- Determinaci6 d'acid lactic i malic en vins blancs
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CAPITOL 2

Disseny i construccio d'un biosensor planar per a la
determinacio d’inhibidors enzimatics en I'analisi de pesticides

2.1  INTRODUCCIO

Tot i l'evident necessitat d'incorporar petits dispositius d'analisi al mercat que aportin
informaci6 de forma rapida i fiable a baix cost, els biosensors han tingut poques aplicacions
en el mon real. Els principals problemes han sorgit de la interdisciplinarietat d’aquest camp ja
que obliga a combinar coneixements de diferents arees (Biologia, Quimica, Biotecnologia,
Bioquimica, Fisica, Enginyeria mecanica, Electronica) i a una manca de mercats amplis i
definits. Tot i aixo hi ha alguns exemples que compten amb molt d’exit com els sensor de
glucosa per a malalts de diabetis entre daltres.

L'increment, pero, de la pressié social per a la preservacié del medi ambient i les mesures
legals empreses pels governs dels paisos més industrialitzats obliguen a un control més
estricte i continu dels diversos parametres i sobretot en la industria de I'alimentacid.
Malauradament, el control de molts dels parametres indicadors de la qualitat dels aliments
encara implica la presa de mostra i el transport als laboratoris de control, fet que representa
una feina feixuga, tediosa i cara. El cost de la recollida de mostres també limita habitualment
el seu nombre i diversitat i per tant la fiabilitat de I'estudi.

Seguint, doncs, la tendéncia actual de la quimica analitica dirigida a obtenir dispositius cada
vegada més versatils, economics, sensibles i selectius en electroanalisi, s'esta duent a terme
una intensa investigacio dirigida a millorar les limitacions que presenten aquests eléctrodes
solids quan s'empren com a electrodes indicadors.

Un eléctrode de material compost és, de forma general, un eléctrode format per un material
sensor constituit per una fase conductora de I'electricitat i, per almenys, una fase polimérica
aglutinadora. Les avantatges que se n’obtenen son diversos, entre els que destaquen un
augment de la relacié senyal-soroll respecte els eléctrodes conductors purs (i que implica
millors limits de deteccio), permeten modificar la matriu del compost amb substancies que
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poden millorar les caracteristiques de resposta i, a més, els materials emprats permeten
construir sensors de multiples configuracions i dimensions, amb una superficie facilment
renovable.

Davant de les, encara, poques aplicacions comercials d'aquests dispositius?, alguns
investigadors van veure en I'is de la tecnologia serigrafica una possible solucié per a
I'aplicacio comercial a finals dels anys 80, que neix un nou sensor miniaturitzat construit
mitjancant aquesta tecnologia.

En el grup de Sensors i Biosensors, els transductors i sensors amperomeétrics han tingut un
desenvolupament semblant. EIl primer, d'un gran nombre d’eléctrodes amperometrics, fou
construit en els nostres laboratoris 'any 19912, Posteriorment aquesta matriu s’ha anat
modificant amb material biologic (enzims34, anticossos®, material genetict) i altres
modificacions (mediadors redox’, catalitzadors?, etc.) que milloren la sensibilitat, la selectivitat
i, en darrer terme, les caracteristiques de resposta del dispositiu inicial. L'any 1995, es
construeix el primer electrode amperométric mitjangant tecnologia serigrafica (sensor planar).
Actualment s’estan estudiant altres polimers amb la finalitat d'ampliar el camp d'aplicacio i
acostar-nos cada cop mes a una més amplia utilitzacio dels sensor en diverses aplicacions
comercials.

2.2 DISSENY | CONSTRUCCIO D’UN BIOSENSOR PLANAR

El disseny que s’ha utilitzat al llarg de la primera part d’aquest treball, per a la construcci i
fabricacio de sensors planars, parteix d'unes plaques de circuit impres de fibra de vidre amb
sensibilitat positiva 80 x 120 mmz, que ens serviran de base dels eléctrodes. Sobre aquestes
plagues es desenvolupen unes pistes de coure (§ 2.2.1).

La fabricacid dels electrodes es basa en la impressio sobre aquestes pistes de coure d’'unes
pastes conductores de grafit amb propietats transductores adients (8 2.2.2) per incorporar
posteriorment els materials que ens permetran la construccio del biosensor (8§ 2.2.3).

2.2.1 Disseny i construccio dels suports

2.2.1.1 Materials, aparells i reactius

Per a la construccio dels suports (anomenats també substrats), sobre els quals s'aplicaran els
materials transductors i posteriorment els biosensors, es va utilitzar una série de materials
que es detallen a continuacio:
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Materials

Plaques de circuit imprés de fibra de vidre amb sensibilitat positiva 80 x 120 mm Ariston, que
ens serviran de base dels eléctrodes, dissolucions reveladores (Ariston) per a plaques
positives, fotolit positiu amb el disseny de pistes conductores i joc de pantalles per a serigrafia
(teixit monofilament de polimida de 100, 110 i 120 fils/cm Marbay, Barcelona) que faran
possible la impressid de la pasta sobre les pistes conductores.

Aparells
Equip de serigrafia Marprint 350 (Marbay, Barcelona) i lampada de llum U.V. (Blak-Ray UVP,
model B 100 AP de 100 W i 360 nm, USA).

Reactius
Els reactius i solucions utilitzades per a la realitzacié de les pistes, sén H20, (Merck), NaOH
(Panreac) i HCI (Panreac).

2.2.1.2 Preparaci6 de les pistes conductores sobre el suport mitjancant tecniques
fotolitografiques

Per tal d'imprimir els material sensors, necessitem un suport amb un contacte eléctric que
permeti la transduccio del senyal. Aixi doncs, el primer que cal fer es escollir aquest suport.
Es varen provar diversos materials: PVC, baquelita i fibra de vidre®11, i s'observa que el que
proporcionava les millors propietats per a les tecniques serigrafiques era la fibra de vidre, que
a més presentava I'avantatge de poder tenir-hi una capa de coure impresa, simplificant els
passos que cal seguir en el procés de construccio del dispositiu.

L'efectivitat del contacte electric entre pastes de grafit (analogues a les desenvolupades) i el
coure ja ha estat demostrada3.

Mitjangant un fotolit amb el disseny idoni, podriem definir la forma de la capa de coure que
meEs ens convingués.
El disseny escollit fou el representat en la figura 2.2:
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Figura 2.2 Disseny del fotolit, realitzat a través del programa Corel Draw (compatible amb I'aparell que permet
la fabricacio del fotolit) i que es col-loca mitjangant técniques fotolitografiques en la malla d'impressio.

Es tracta d'un disseny simple que permet facilment la posterior impressié de la pasta
conductora en un extrem, i alhora aillar la pista de coure de la solucié mitjancant un
encapsulant dialectric.

El procés per realitzar el disseny de les pistes sobre el suport, mitjancant técniques
fotolitografiques, fou el mostrat en la figura 2.3:

Resinafotodegradable -

Exposicié de
— llum UV

fotoit

Circuit de coure sobre
fibradevidre

(I)” |
- (ii) E

Figura 2.3 Procediment fotolitografic d'impressio de les pistes conductores sobre un suport de fibra de vidre.
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La construccid de les pistes conductores de coure es duia a terme basicament en dues
etapes:

1. Procés fotolitografic mitjancant el disseny del fotolit predeterminat
2. (i) Eliminacio de la resina (ii) dissoluci6 de la capa de coure

1. Es col-loca el fotolit sobre el suport, que consta d’una resina fotodegradable, una capa de
coure i una base de fibra de vidre. En fer incidir la llum UVi sobre el suport, aquesta degrada
la resina exposada mentre que el fotolit protegeix aquella part de la resina que cobreix.

2. (i) El segon pas consisteix en introduir la placa en una dissolucié de sosa. La resina
exposada a la llum es desprendra, deixant la capa de coure al descobert, pero aquella part
que ha estat previament protegida pel fotolit romandra intacta.

2. (ii) Per finalitzar, es posa en contacte amb una dissolucid de H,O, i HCIlii que
ataca el coure descobert. Aquella zona protegida per la resina quedara intacte sobre el
suport, amb el disseny predefinit pel fotolit. Aquesta resina que cobreix el coure es treu
facilment amb etanol.

2.2.2 Disseny i construccio del transductor

Un cop les pistes han estat impreses sobre el suport, s'imprimeix el transductor (format
basicament per una pasta conductora d’Epoxi-grafit) en el seu extrem, tot assegurant un bon
contacte entre ambdues superficies.

2.2.2.1 Materials i reactius

Per la construcci6 dels transductors es van utilitzar els segiients materials i reactius:

Polimer Epotek H77 (Epotek Technology Inc.USA), grafit Aldrich amb tamany de particula de
1-2 um, Ebecryl 600 (encapsulant, UCB Chemicals), Ciclohexanona (Merck), paper abrasiu
d’alimina Orion 301044-001 (3um) per polir la superficie dels eléctrodes

iel fotolit es va dissenyar mitjancant el programa Corel Draw a partir del qual es va realitzar la transparéncia per
tecniques fotografiques

i |a potencia de la llum és de 100 W (365 nm) i el temps d'exposicid 7 minuts a una distancia aproximada de 15
cm.

ii 130 ml d'aigua bidestil.lada + 40 ml H.02 al 30% + 70 ml HCI 37%
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2.2.2.2 Preparaci6 de la pasta conductora

La pasta esta formada basicament per Epo-Tek H77 i grafit. La seva elaboracié fou la
seglient: mesclem el monomer de I'Epo-Tek H77 i I'enduridor que catalitza la seva
polimeritzacid. Un cop ens hem assegurat de que la mescla és prou homogeénia s'afegeix el
grafit (la composicio final de la pasta conductora fou d'un 32% de grafit, tal i com es detalla en
83.5.1 i 83.5.2). Es barreja de nou fins a la seva homogenitzacio. Aixo es essencial per
assegurar una bona reproductibilitat en la resposta dels transductors. En resulta una pasta
excessivament viscosa, molt dificil d'utilitzar per a la deposici6 per screen printing. Se li dona
unes condicions més idonies per a la impressio mitjancant I'addicio d’'un dissolvent organic.
La ciclohexanona fou el que proporciona a la pasta unes propietats més adients.

2.2.2.3 Preparacio del transductor mitjancant tecniques thick-film

Finalment, es procedeix a la etapa d'impressid, en la que la pasta conductora que conté grafit
i Epo-Tek H77 81214 es diposita en I'extrem de la pista (figura 2.4) segons el seglient procés
serigrafic (o screen printing):

Immediatament a I'addici6 del dissolvent, es col-loquen els dispositius a imprimir en I'aparell
de screen-printing, de forma que coincideixin exactament els extrems de les pistes de coure
amb les obertures de que disposa la malla (figura 2.4 A-C). Tot seguit es diposita la pasta
sobre la malla amb el disseny preestablert i una paleta de poliureta li proporciona la pressié
adequada per fer-la passar a traves de I'esmentada malla i dipositar-la sobre 'extrem de les
pistes de coure (figura 2.4 C-F). Es important que aquest pas es produeixi amb rapidesa, ja
que la ciclohexanona s'evapora i la pasta perd fluidesa.

El coure (la pista conductora) sobre el que es diposita la pasta de grafit i Epo-Tek H77, s’ha
de cobrir totalment, ja que si resta al descobert s'oxidara en contacte amb la solucié de treball
i la resposta obtinguda tindra interferéncies. Sovint cal més d'una impressio per cobrir-lo
totalment.

Un cop finalitzada, es comprova cada transductor al microscopi per assegurar-nos de que la
pasta cobreix la totalitat del coure.
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Figura 2.4 Impressio del composit sobre I'extrem de les pistes conductores a través de la malla de la

impressora screen-printing, i posterior aillament de les pistes mitjancant un polimer fotocurable.
1. Substrat; 2. Pistes conductores; 3. Malla d'impresi6; 4. Paleta d'impresi6; 5 Pasta (composit); 6. Aillant; 7.
Lampada UV

El polimer ha de passar per un procés de curat, es a dir, polimeritzar per tal d’adquirir
I'apropiada consisténcia i no produir-se pérdues en contacte amb la soluci6 de treball. Tot just
finalitzada la impressio es confina la placa en una estufa. El fabricant del polimer recomana
deixar-ho unes hores a 150°C perque el curat sigui prou efectiu. En el nostre cas, aquesta
temperatura afectaria greument a I'enzim (quan eventualment s'incorporés en la fabricacio de
biosensors), pel que es va optar per abaixar-la fins a 40°C i augmentar el temps de curat (la
duraci6 exacta depén de la quantitat de grafit contingut en el transductor i pot variar des de 5
dies per continguts del 20 %, fins a 25 dies pel 37 %).

Un temps inferior impossibilita que la polimeritzacié sigui la optima, i fa que la capa aplicada
es desprengui en contacte amb la solucid de treball. Aixo faria que el coure de les pistes es
posés en contacte amb la solucié de treball. D’aquesta forma obtindriem un senyal erroni, ja
que no provindria de I'analit d’ interes.

Un cop curat, es fan els talls sobre la placa per obtenir els sensors individualment (figura 2.4 |
i figura 2.5) 1 s’encapsula amb una resina fotocurable Ebecryl 600> per tal d' evitar el
contacte de la pista de coure amb la solucid (figura 2.4 G i H). Préviament al seu us, cal una
etapa d'activacio del sensor (83.4).
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Pasta grafit-QQtAek
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Figura 2.5 Tall transversal del transductor.

2.2.3 Disseny i construccio del biosensor

Per a la fabricacié dels biosensors es varen utilitzar els mateixos materials emprats en la
construcid dels electrodes transductors. S'usaren a més a més diverses quantitats d'enzim
butiril colinesterasa 8.7 U/mg solid (Sigma) de sérum de cavall i plasma huma, i d’enzim acetil
colinesterasa 480 U/mg solid (Sigma) d’anguila electrica i d’ eritrocit de bovi. Aixi mateix
també varen caldre solucions de glutaraldehid al 2.5, 6.25 i 12.5 %.

Per a la construccié del biosensor es varen desenvolupar tres estrategies; en la primera
I'enzim es diposita sobre la superficie del transductor de forma manual (configuracio
manual), en la segona I'enzim s'imprimeix mitjancant tecniques serigrafiques (capa maltiple
per screen-printing), i en la darrera s'immobilitza I'enzim en la matriu polimérica amb el grafit
(biocomposit), i s'imprimeix la pasta, de forma que tot el procés es du a terme en un sol pas.

2.2.3.1 Configuracié manual

La immobilitzacio es produeix sobre el transductor, per tant la primera etapa de fabricacio és
exactament igual a I'explicada en els anteriors epigrafs (§2.2.2.2 1 §2.2.2.3).

Un cop tenim el transductor ja activat (83.4)., es diposita una solucié enzimatica tamponada
(0.1 M fosfat i 0.1 M KCI, pH 7.0) sobre la superficie de I'electrode i es deixa assecar a
temperatura ambient (figura 2.6).

Tot seguit es diposita una solucié de glutaraldehid (4 pl d'una solucio al 6.25%), agent
bifuncional que immobilitza I'enzim per mitja d’un entrecreuament (cross-linking).
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Es deixa reposar 48 hores a temperatura ambient i es guarda a 4°C.

e e

enzim\( / gluteraldeid\ /

Aillant Pista de coure |
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Pasta grafit-epotek Fibra de vidre

A B

C

Figura 2.6 Immobilitzacié enzimatica sobre el transductor. A) addicié de I'enzim B) addicié del glutaraldehid C)
cross-linking

El procés d'immobilitzacié de I'enzim es pot esquemetitzar mitjangant les reaccions segtients:

O 0o

[l [l
R-NHz + H-C—(CH2)s-C-H > R-N=CH-(CHp)s- CHO

enzim glutaraldehid

Un grup aldehid del glutaraldehid pot reaccionar amb el grup amino de I'enzim (R-NH,)

R-N=CH-(CHz)s- CHO + NH2-R = R-N=CH-(CH;)sCH=N-R
enzim

De la mateixa forma, I'altre grup aldehid lliure del glutaraldehid pot reaccionar amb un grup
amino d'un altre molécula d’enzim, entrecreuant la membrana.
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2.2.3.2 Configuracié de maltiple capa

Sota aquesta configuracid, el biosensor desenvolupat es fabrica de forma analoga a la
descrita previament, tot i que ara la deposicid de la capa biologica es realitza mitjancant
screen-printing. Aixi doncs, fou necessari el desenvolupament d’una pasta o tinta d'impressio
adequada on I'enzim es trobés retingut i alhora les seves propietats no es veiessin alterades.
Aquesta es basa en una solucié tamponada d’enzim BChE (0.1 M fosfat i 0.1 M KCl a un valor
de pH 7.5) amb gluteraldehid i es barrejava amb HEC, BSA i grafit. La formulaci6 exacta és
descrita en I'epigraf § 4.5.

Aquesta pasta s'imprimia sobre el transductor (de forma totalment analoga al descrit
anteriorment en la impressio de la pasta de grafit per a la construccié del transductor) i es
deixava en repos 48 hores a temperatura ambient abans de ser utilitzat 0 emmagatzemat a
4°C.

2.2.3.3 Biosensors basats en biocomposits

Els biosensors amperometrics de colinesterases desenvolupats sota la configuracio de
biocomposit es basen en les mateixes técniques de construccid descrites anteriorment pels
transductors (82.2.2.2 i §2.2.2.3). Es mesclen polimer Epo-Tek H77 i grafit, es barreja fins que
la mescla sigui homogenia. Immediatament s’hi afegeix I'enzim i de nou es procedeix a la
seva homogenitzacio. Aixo és essencial per assegurar una bona reproductibilitat en la
resposta dels hiosensors, com ja s’ha comentat anteriorment (la composicié exacta de la
pasta del biocomposit és descrita més endavant en I'epigraf § 4.6.3).

Per tal d'aconseguir major fluidesa es procura que el temps emprat entre la preparacié de la
pasta i el procés dimpressio sigui el minim possible. Instants abans es mescla amb
ciclohexanonalé per millorar el pas del material a través de la malla, ja que per obtenir una
bona impressid la pasta ha de tenir una viscositat moderada. Es col-loca sobre la malla i una
paleta de poliureta pressiona el material a través de la malla, de forma que queda imprés
sobre el suport amb el dibuix escollit previament i dissenyat sobre la malla.

Com en el cas dels transductors, es deixa curar a 40°C de 5 dies a 3 setmanes depenent de
la quantitat de grafit que conté, s’encapsula amb Ebecril 600 (aillant dialéctric), protegint la
zona de la pista conductora que podria entrar en contacte amb la solucié de treball en les
posteriors mesures, i s deixa al descobert I'altre extrem com a contacte eléctric.

Aixi mateix es necessaria una etapa de preactivacio a 1.1V (§ 4.6.1).
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2.3 MESURAMENT AMPEROMETRIC

Les mesures es realitzen en una cella electrolitica on es disposen els tres electrodes: un
eléctrode de referencia de doble unio Ag/AgCl, un eléctrode auxiliar de fil de plati i com a
electrode de treball s'utilitza el transductor grafit-epotek amb I'enzim immobilitzat sobre la
superficie esmentat préviament, submergits en 15 ml d’'una solucié de tamp6 fosfat 0.1M i KCI
0.IM a pH=7.0. L'agitaci0 s’aconsegueix mitjancant un imant teflonat sota I'accié d'un
agitador magnetic que facilita el transport per conveccio des del si de la solucié cap a la
superficie de I'eléctrode. Els tres eléctrodes estan connectats a una unitat amperometrica, a
través de la qual es fixa el potencial de treball, i que dona la lectura del senyal. El sistema es
connecta a un ordinador que mitjangant un programa creat especificament per les nostres
condicions de treball feia les funcions de registrador (vegeu annex A).
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CAPITOL 3

Caracteritzacio electroquimica del transductor
planar grafit-epoxi

Un cop s’ha descrit el disseny i la construccié tant del transductor com del biosensor, es
procedieix a comentar la seva avaluaci6 o caracteritzacidé electroquimica. El seu
comportament electroquimic és detallat tant en el present capitol (transductor) com en el
seguent (capitol 4: caracteritzacié del biosensor).

3.1 INTRODUCCIO

Com és sabut, la intensitat del corrent en un sistema amperometric és una mesura directa de
la velocitat de la reaccié electroquimica (velocitat de reduccié o oxidacié de l'analit a
I'electrode) descrita per la llei de Faraday com:

| =n F dc/dt

On dc/dt és la velocitat d’oxidacié o de reduccié (mol/s), i n és el nombre d'electrons per
molécula implicats en la reaccid. La intensitat del corrent depen de la velocitat de
transferencia dels electrons a la superficie de I'eléctrode i del transport de massa de I'analit a
la superficie!. Aquest darrer parametre depén alhora de la concentracié d’analit a la solucid,
de l'area de l'eléctrode i de les condicions de conveccid i difusié?. Si la resposta dels
eléctrodes es mesura en una solucié on es forga la conveccié agitant la solucio, de manera
que es forma una capa estatica a la superficie de I'electrode d’'un gruix L que depen de la
velocitat d'agitacié3, s'aconsegueix que el transport de massa a la superficie de I'eléctrode
només vingui determinat per la difusié en aquesta capa. S'obté aleshores un estat estacionari
en un temps relativament breu en que el valor final d'intensitat depén de la concentraci6
d’analit de la forma:

| =nFA(D/L)Cs
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On Cs és la concentracié d’analit en solucid, A l'area de l'eléctrode i D el coeficient de difusio
de 'especie electroactiva en la solucio.

Aquesta equacié es pot simplificar:
| = KCs

On K és la constant que inclou la constant de Faraday, I'area de I'eléctrode, el coeficient de
difusié, etc. per emprar aquesta equacié s'assumeix que la solucié és homogenia fins a la
capa de difusio i que a la superficie de I'eléctrode la concentracio d’'analit és zero.

Les mesures realitzades es basaran en aquesta equacio.

Per realitzar el mesurament del senyal amperométric s'empren sistemes de 3 electrodes,
I'eléctrode de treball, el de referéncia i 'auxiliar.

3.2 DETERMINACIO DELS PARAMETRES CARACTERISTICS D'UN TRANSDUCTOR
MITJANCANT VOLTAMPEROMETRIES CICLIQUES

La caracteritzacié basica de transductors electroquimics i d’especies redox en general pot
realitzar-se mitjangant la técnica electroquimica anomenada voltamperometria ciclica.
Aquesta tecnica permet coneixer de forma rapida el comportament redox de les especies
quimiques en un ampli rang de potencial.

La voltamperometria ciclica consisteix en variar linealment amb el temps el potencial aplicat a
I'electrode de treball, fent un escombrat des d'un potencial inicial fins a un potencial
determinat i seguidament invertint la direccié d’escombrat fins arribar al mateix potencial de
partida. D’aquesta forma s’obtenen els voltamperogrames caracteristics per a cada sistema
redox, en els que es representa la relacio entre la intensitat de corrent mesurada a I'eléctrode
de treball i el potencial aplicat. La forca reductora o oxidant de I'eléctrode és imposada pel
potencial aplicat.

La intensitat del corrent de pic ve relacionada amb la concentracié de I'espécie electroactiva
segons I'equacio de Randles-Sevcik:

ip = (2.69 x 105)n32 ACD /2y 112

on n és el nombre delectrons intercanviats en la reaccid, A l'area de l'eléctrode, C la
concentraci6 de I'espécie electroactiva, D el coeficient de difusid, i v la velocitat d’'escombrat.
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En la figura 3.1 es mostra el voltamperograma caracteristic d'un sistema redox reversible:

(1) Fel (CN)e* = Fell (CN)e> + e

(2) Fe!'(CN)e>+e > Fell (CN)e*

El potencial inicial (a) figura 3.1, s’aplica per evitar I'electrdlisi de I'espécie Fe!l quan es
connecta I'electrode, quan passem a potencials més positius s'arriba a un potencial (b) a
partir del qual la seva oxidacié (1) es veu afavorida. Entre (b) i (d) la intensitat anddica va
augmentant perqué I'electrode és prou oxidant com per provocar la oxidacié del Fe!' a Fell. El
corrent deixa d’augmentar a (d), moment en el que s'assoleix un pic de corrent degut a que la
concentracié de Fe!' a la superficie de I'eléctrode esdevé practicament zero i el procés és
governat unicament per la difusio. Si el potencial segueix augmentant, s'observa una
disminucié de la | (e) degut a que la concentracio de Fe'l a I'entorn de I'electrode ha disminuit
de manera molt considerable com a consequéncia de la seva oxidacio a Fell.

En linstant en qué s’assoleix el punt (f) s'inverteix la direccio d’escombrat. El potencial és
encara prou positiu com per a que sigui possible la oxidacié del Fe' a I'entorn de I'eléctrode i
es detecti un corrent anodic malgrat que el potencial sigui ara escombrat cap a valors
negatius.

Quan l'eléctrode esdevé prou reductor (h), el Fell que s’ha estat acumulant prop de la
superficie de I'eléctrode, es pot reduir segons la reaccio (2), predominant llavors una intensitat
catodica (i). Aquesta intensitat catddica augmenta rapidament fins que la concentracié de Fell
ala superficie esdevé nul-la, moment en el que apareix un pic de corrent (j).

El corrent comenga a decaure (j,k) a mesura que es va consumint el Fell al voltant de
I'eléctrode. El cicle acaba quan el potencial torna a ser igual al potencial inicial.

Els parametres més importants que s'obtenen del voltamperograma ciclic sén les magnituds
dels corrents de pic anddic (Ipa) i catddic (I,c) i els potencials de pic anddic (Epa) i catodic
(Epc)-
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Figura 3.1 Voltamperograma ciclic caracteristic del sistema redox Fe!l/Fell

Un métode per mesurar la intensitat de pic implica la extrapolacio del corrent de la linia base,
tal com es mostra en la figura 3.1, pero aquesta pot resultar dificil d’establir. En un sistema
reversible aquests parametres venen relacionats per les seguients expressions:

(3)  Epa-Epc=0.059/n
(4) ipalipc=1
Equacio 3.1

La irreversiblitat electroquimica és causada per l'intercanvi lent d’electrons entre les espécies
redox i I'eléctrode de treball. Es caracteritza per una separacié dels pics superior a la indicada
a (3). En canvi, la relacio de corrents (4) pot veure’s significativament influenciada per les
reaccions quimiques que poden anar associades al procés electrolitic.

La informacié que s'obté a partir d’aquests voltamperogrames, per tant, és de caracter
qualitatiu mostrant els potencials d'oxidacid i reduccié, els aspectes cinétics de la
transferéncia electronica sobre la superficie del transductor i l'avaluacié de I'evolucio o
aquesta respecte un senyal d’excitacio, el potencial.
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Per avaluar el comportament transductor de I'eléctrode i caracteritzar-lo, varem emprar
voltamperometries cicliques, per tal d’obtenir parametres tals com intensitat dels pics catodic i
anadic (Ipc, lpa), potencial dels pics d’oxidacié i reduccié (Epa i Epc), i AE cat-an (diferencia
entre els pics de potencial d’oxidacio i reduccio) que ens marcara la reversibilitat del sistema.
El nombre de cicles emprats fou de 40.

Es varen determinar els parametres caracteristics dels electrodes, per dues vies:

a) activacié mitjangant la propia voltamperometria ciclica
b) prévia activacié a potencial fix

Ambdds metodes, la necessitat d’una activacio, aixi com els resultats aconseguits s'exposen
en §3.4.

3.3 APARELLS | REACTIUS
Els aparells utilitzats per caracteritzar els eléctrodes desenvolupats foren els seglents:

Autolab PGSTAT20 Eco-chemie mitjangant el qual es realitzaren les voltamperometries
cicliques; unitat potenciostatica LC-4C de BAS per a mesurar les respostes dels transductors;
registrador Metrohm E586 Labograph; ordinador 386 incorporat amb un programa per a la
obtencid i representacié grafica de les dades.; potenciometre Crison micro pH 2002; eléctrode
de referéncia de doble unié Ag/AgCl (Orion 900200); eléctrode auxiliar de plati (Ingold)

Els reactius i solucions utilitzades per a la realitzacio de I'estudi descrit en el present capitol
son els seguents:

NaH2PO4.H.0 (Merck); Na;HPO4.H,0 (Merck); KCI (Fluka); solucié tamp6 de fosfats (0.1 M) i
KCI (0.1M) a pH=7.0 i 7.5; H202 (Merck); solucions stock de Kas[Fe(CN)s] (Merck); NaCl
(Merck); NaOH (Panreac); HCI (Panreac); solucid de referéncia interna de l'eléctrode de
referéncia de doble unié Ag/AgCl (Orion 900200) subministrat per la mateixa firma i que
permet d’obtenir el potencial de I'electrode de calomelans saturat; solucié externa KCI 0.1 M.

3.4 ACTIVACIO DELS TRANSDUCTORS

Un cop el transductor esta curat i les pistes de coure aillades (§2.2.2), és necessaria una
etapa d'activacio.



68  Capitol 3

En la superficie dels electrodes de carboni, aixi com en qualsevol interficie, poden adsorbir-se
un gran nombre de substancies de forma inespecifica®. Per una altra banda, els materials que
conformen el transductor poden oxidar-se (quimica o electroquimicament), donant lloc a
grups funcionals que reaccionen amb facilitat amb substancies procedents de la solucio. A
aquest fet, hem d’afegir la possible contaminacié que es produeix en la construccid i utilitzacié
de leléctrode i que, per tant, contribueixen a augmentar les dificultats d’obtenir bones i
reproduibles propietats electroquimiques.

Si tenim en compte que les nostres mesures es basen en la reaccio electroquimica produida
en la interficie establerta entre la solucié de treball i I'electrode, es facil entendre la
importancia de tenir una superficie amb unes propietats electroactives reproduibles.

Per aquest motiu s’han desenvolupat una série de procediments, coneguts com activacio de
la superficie de l'eléctrode, per aconseguir aquesta reproductibilitat en les mesures
electroquimiques. Els processos principalment emprats en el present treball han estat:

(a) el tractament electroquimic mitjangant voltamperometries cicliques®® (efectuades en
I'Autolab), amb un ciclat de potencial entre -0.25 Vi 1.6 V (Ag/AgCl) en tampé de fosfats i
Fe (CN)s* 2.4 mM.

(b) sotmetre el transductor a un potencial fix durant un cert temps, procés que s'efectua
directament amb el potenciostat, el mateix instrument utilitzat en les mesures posteriors.

En ambdos casos hem emprat un eléctrode Ag/AgCl de referéncia i un de plati com auxiliar.

En la figura 3.2 s'il-lustra I'efecte de l'activacio sobre el transductor quan es realitza la
voltamperometria ciclica. Veiem que la cinética de transferéncia electronica s'incrementa de
forma considerable. Aquest fet es podria explicar tenint en compte 'augment dels grups
funcionals en la superficie de l'eléctrode que poden actuar com a mediadors en la
transferencia electronica i a I'increment de la rugositat superficial (augmentant 'area efectiva).

Una altra hipotesi per explicar aquest fet es basaria en el sistema de fabricacio dels
transductors. Per facilitar el pas de la pasta a través de la malla s'afegeix ciclohexanona que
incrementa notablement la fluidesa del material a imprimir. Donada la diferéncia de densitats
entre el polimer i el grafit, aquest darrer es diposita en els nivells inferiors, i alhora la
superficie s’enriqueix en polimer. Quan s’aplica un potencial de 1.6 V s’augmenta la porositat
de la superficie, ja que es creen petites fissures que fan de canal de comunicacié entre les
diferents capes. Aixi doncs, s'aconsegueix un augment de la conductivitat, perqué les capes
internes altament conductores es posen en contacte amb la solucié externa.
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El mateix efecte es produeix si en lloc d'activar-se electroquimicament hom fes un polit
mecanic. D’aquesta forma disminueix la capa externa enriquida amb el polimer, i per tant la
capa més conductora queda al descobert.

I (UA)

‘50 T T T T T T T T
-0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

E (V)

Figura 3.2 50 voltamperogrames consecutius entre —0.25i 1.6 V per a l'activacié d’un transductor en una
soluci6 tamponada amb fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0 amb Fe (CN)e*-.

Podem veure com el pic d’oxidacio i el de reducci6 s'apropen (el sistema és més reversible) i
augmenta la conductivitat (Ipa i Ipc creixen) a mesura que s'incrementa el nombre
d’escombrats.

3.5 EFECTE DEL CONTINGUT DE GRAFIT EN L’ACTIVACIO | RESPOSTA DEL TRANSDUCTOR

El contingut de grafit dins la pasta ens donara el grau de conductivitat dins d’aquesta (veure
figura 3.3). Una major proporcio de grafit ens donara una conductivitat major, perd alhora
dificultara la impressié i posterior curacié del polimer. Per tant calia trobar la proporcié dptima
per obtenir la maxima conductivitat i conservar aixi, les propietats adients de la pasta (adhesio
i entorn adequat pel material biologic).
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Es varen provar les segiients composicions de grafit: 10, 15, 20, 25, 30, 32, 32.5i 37%. Les
seves propietats electroquimiques van ser estudiades mitjangant voltamperometries cicliques,

i els resultats obtinguts es comenten en els seglients epigrafs.
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Figura 3.3 Voltamperometries cicliques de diferents transductors en una solucié tamponada amb fosfat 0.1 M,
KCI0.1M i pH=7.0, v = 50 mV/s amb els segiients continguts de grafit:

10% no presenta pic 5% 20% O 25% 32%V

30% A 37% (

3.5.1 Variacio dels potencials de pic d’oxidacid i reduccio en funcié del
contingut de grafit en el transductor

3.5.1.1 Activacio6 per ciclat de potencial

S'avalua el potencial de pic en el que s’oxidava la especie electroactiva Fe (CN)s#a mesura
que augmentavem el contingut de grafit en I'eléctrode. Com es pot observar en la figura 3.4,
I'augment del material conductor es tradueix en una disminucié del potencial necessari per
oxidar I'espécie, fet que permetra una major selectivitat en la deteccio de I'analit, ja que totes
aquelles espécies que s’oxidin, en les noves condicions, a un potencial major no interferiran
en el senyal.
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Figura 3.4 Variacio del potencial de pic d’oxidacio del
Fe (CN)s* (en una concentracio 2.4 mM en tampd fosfat
0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0) en funcié del % de grafit en el
transductor. Varen caldre 40 cicles per activar els
transductors i una velocitat de v = 50 mV/s.
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Figura 3.5 Variaci6 del potencial de pic de
reduccié del Fe (CN)s* (en una concentracié 2.4
mM en tamp0 fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0) en
funcié del % de grafit en el transductor (40 cicles

i velocitat de v = 50 mV/s).

De forma analoga s’ha estudiat la variacid del potencial de pic de reducci6 (figura 3.5),
observant-se com es trasllada cap a potencials més positius, fent que la diferéncia entre
ambdos potencials (oxidacié i reduccid) es redueixi i per tant augmenti la reversibilitat del
sistema. Aquest fenomen s’aprecia de forma més clara si representem directament la
diferéncia en front del contingut de grafit (figura 3.6).
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3.5.1.2 Activacié potenciostatica

Els mateixos estudis s’han realitzat activant préviament el transductor a un potencial fix en un
potenciostat.

El fet d’haver d’activar els eléctrodes (§3.4) amb un ciclat de potencial a I'Autolab, suposa una
etapa més en el procés i una despesa de temps, i per tant una complicacio a I'hora d'idear
una futura fabricacio massiva de sensors. El procés es simplificaria si I'activacio es produis en
la mateix cella de mesura, aplicant un potencial durant uns minuts i procedint a la
determinacié analitica acte seguit. Basat en proves previes, s’escolli un potencial de 1.6 V.
Potencials inferiors no activaven suficientment el transductor, i superiors feien esquerdes en
el material, deixant la pista de coure al descobert. El temps emprat fou de 12 minuts.

Els resultats obtinguts ens demostren que efectivament no hi ha practicament diferéncia entre
ambdos métodes. En les figures 3.7, 3.8 i 3.9, observem la variaci6 dels pics de potencial
d’'oxidacio, de reducci6 i la diferéncia entre ambdds per una activacié a potencial fix
respectivament. Veiem doncs que I'is de la técnica de la voltamperometria ciclica ens és util
per controlar i caracteritzar en 'etapa prévia de la investigacio cada un dels transductors
desenvolupats, perd que per activar els eléctrodes no és imprescindible, ja que es pot fer de
forma més simple amb una unitat amperométrica corrent.
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Figura 3.7 Variaci6 del potencials de pic d’'oxidacio
del Fe (CN)e* (en una concentracio 2.4 mM en
tampo fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0) en funcié del
% de grafit en el transductor amb activacié prévia a
un potencial fix de 1.6V. temps d'activacié dels
transductors: 12 minuts.

Figura 3.8 Variacié del potencial de pic de
reduccié del Fe (CN)e# (en una concentracié 2.4
mM en tampo fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0) en
funcio del % de grafit en el transductor amb
activacié prévia a un potencial fix de 1.6 V.
Temps d’activacié dels transductors: 12 minuts
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La figura 3.10 ens mostra de forma ampliada el que ja haviem observat en la figura 3.3;
I'augment del corrent al incrementar el contingut de grafit.
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Figura 3.10 Evolucié de les intensitats de pic d’oxidacié i reducci6 del Fe (CN)e* en funcié del contingut de
grafit en els transductors. Els voltamperogrames ciclics s’han realitzat en tamp6 fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0,
en una concentracié 2.4 mM Fe (CN)s. Varen caldre 40 cicles per activar els transductors i una velocitat de v =
50 mV/s. (a) intensitat pic catodic amb activacié a un potencial constant de E = 1.6 V (t = 12 min). (b) intensitat
pic catddic amb activacié mitjangant voltamperometria ciclica. (c) intensitat pic anodic amb activacié a un
potencial constant de E= 1.6 V (t = 12 min). (d) intensitat pic anddic amb activacié mitjangant voltamperometria
ciclica.
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En la taula 3.1 es resumeixen els resultats obtinguts a través de les voltamperometries
cicliques, emprant com a eléctrode de treball el transductor desenvolupat.

Taula 3.1 Resultats experimentals dels voltamperogrames realitzats sobre els transductors desenvolupats.
Varen caldre 40 cicles per activar els transductors i una velocitat de v = 50 mV/s, per I'activacié mitjancant ciclat
voltamperométric. L’activacié a potencial fix a 1.6 V es realitza durant 12 min.

Cada valor representa la mitjana de 30 transductors. Els valors obtinguts a partir del transductors mostren
desviacions maximes (DER, n=30) del 5% en composicions baixes de grafit i 1.5% per continguts de grafit
superiors al 30%.

Contingut Activacio voltamperometria ciclica Activacio a potencial fix
grafit (40 cicles, v = 50 mV/s) (1.6 V, 12 min)

Epa Epc AEga-pc Ira loC Epa Epc AEpa-sc | Ipa IoC
% \% MA vV MA
20 0.345 0.057 0.288 216 178
25 0.340 0.05 0.29 28.2 252
303 0.31 0.07 0.24 232 -21.3 0.26 0.11 0.15 36 -343
32.0 0.277 0.119 0.162 54 -56 0.263 0.115 0.148 477 -48.7
325 (E) 0.300 0.093 0.207 18.6 -17.8 0.275 0.116 0.159 232 -254
325 0.26 0.124 0.136 53 -55.3 0.264 0.132 0.128 485 -48
37.6 0.26 0.124 0.136 5885 -59.4 0.263 0.132 0.131 51 .52

32.5 (E): biocompdsit (pasta de grafit-Epo-Tek amb enzim)

Aquells transductors preparats amb continguts en grafit del 37%, resultaven molt porosos, i
sovint el coure de la pista sobre el que imprimim la pasta grafit-Epo-Tek, restava al descobert.
En fer les voltamperometries cicliques apareixia un segon pic d’oxidacié i el corresponent de
reduccio, ambdos d'intensitats menors a I'associat a I'espécie Ks[Fe (CN)g], que podrien estar
relacionat amb una falta d’homogenitzacio de la pasta.

Aquest segon pic, tot i que d’origen incert, podria originar-se degut a que en incrementar el
contingut de grafit de la pasta estem facilitant que puguin quedar zones amb una concentracié
major de grafit. D’aquesta forma l'eléctrode es comporta com si en tinguéssim dos, amb
composicions diferents i per tant amb comportament electroquimics diversos. Podria ser
doncs que part de I'espécie electroactiva s’oxidés a un potencial en una zona de l'eléctrode i



Caracteritzacio electroquimica del transductor 75

a un altre potencial en una altra zona, observant-se la duplicitat de 'esmentat pic. De totes
formes aix0 no ha estat contrastat amb altres autors, i per tant I'explicacio podria ser diferent.

Inicialment es va pensar que era degut a algun tipus d'impuresa, perd es va canviar la solucio
de treball i es van netejar els eléctrodes i el pic va romandre intacte. De totes formes podria
ser que el propi grafit shagués contaminat amb alguna espécie electroactiva.

Posteriorment es varen calibrar els 10 transductors d’aquesta composicié i s'observa que els
pendents de cada transductor variaven considerablement un de l'altre, fet que confirmava la
hipotesi inicial. L’estudi en profunditat d’aquest fenomen es posterga per futures experiéncies.

Una altra dada d’ interés, en l'estudi de la reversibilitat és la relacié entre la intensitat de pic
anodic i catodic (lpa/lpc) en la taula 3.2. Tal com indicavem en I'equacié 3.1, com més propera
a 1 sigui, més reversible resulta el sistema’.

Taula 3.2 Valors de la relacié entre la intensitat de pic anodic i catodic (lpa/lpc), per
activacio a potencial fix i mitjangant voltamperometria ciclica, per transductors amb
diferents composicions de grafit. Detalls experimentals en taula 3.1.

Contingut de grafit l,a/l,c activat a lsa/loc activat amb
(en % de grafit) potencial fix (1.6V) voltamperometria ciclica

20 1.20

25 1.10

30.3 1.05 1.08

32.0 0.98 0.96
32.5(E) 0.91 1.04

32.5 1.01 0.96

37.6 0.98 0.99

Es comprova com no hi ha diferencies significatives entre ambdds metodes de treball, i fins i
tot, en algunes composicions, els resultats semblen millorar lleugerament sota una activacio a
potencial fix.
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3.5.2 Efecte del contingut de grafit sobre les corbes de calibracio

Els transductors amperométrics també es poden avaluar, mitjancant la técnica de I'addicio
coneguda, es a dir, estudiant la variacio del senyal electroquimic en funcié de la variaci6 en la
concentracié d'una espécie electroactiva, seguint la relacié (tal i com s’havia vist en §3.1):

|[=a+KC

L'espécie electroactiva escollida continua essent el Fe (CN)s* i es mesura la intensitat de
corrent produida en un cert rang de concentracio. Les dades obtingudes ens permetran saber
parametres que caracteritzaran l'eléctrode, tal com el pendent (sensibilitat), limit superior i
inferior de resposta lineal, limit de deteccid, dinamica de resposta, reproductibilitat i temps de
vida.

La técnica de la voltamperometria ciclica ens ha permes coneixer el potencial de treball
(aquell on el pic de intensitat de corrent era maxim) que en aquest cas 'hem pres a 300 mV
(per continguts de grafit inferiors al 25% es troba a 340 mV, i superiors a 30% a 260 mV).

Les mesures es realitzen en una cella electrolitica que conté 15 ml d’una solucié de tampo
fosfat 0.1M i KCI 0.1M a pH=7.0 i on hi submergim tres eléctrodes: un eléctrode de referencia
de doble unié Ag/AgCl, un eléctrode auxiliar de fil de plati i com a eléctrode de treball s'utilitza
el transductor grafit-Epo-Tek esmentat previament. Es connecten a un potenciostat que fixa el
potencial de treball i dona la lectura del senyal. Les dades es recullen en un ordinador que
disposa d’un programa creat especificament pel nostre sistema de treball i que realitza les
tasques d'un registrador. S'agita amb I'ajut d’'un imant teflonat sota I'accié d’'un agitador
magnétic que facilita el transport per conveccié des del si de la solucié cap a la superficie de
I'eléctrode.

Per a dur a terme la determinacié amperométrica del Fe (CN)s#, s'aplica el corresponent
potencial d’'oxidacié (0.3V) respecte un eléctrode de calomelans saturat, a una solucio
tamponada agitada que contingui alhora una concentracié elevada d’electrolit suport per a
fixar la forga ionica del medi, afavorir la conductivitat i reduir la electromigracio.

Un cop el senyal de fons és estable, es va addicionant el substrat mentre es fan les
corresponents lectures d'intensitat de corrent amb el potenciostat. Les calibracions es
realitzen a temperatura ambient, per transductors amb 20, 25, 30, 32 i 37 % de grafit.

En la taula 3.3 veiem com els diversos parametres (sensibilitat, rang lineal i coeficient de
regressio) varien en funcié del contingut de grafit. S'aprecia clarament com augmenta la
sensibilitat amb el contingut de grafit mentre que l'interval lineal s'amplia lleugerament. La
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figura 3.11, mostra de forma més visual els resultats, ja que representa les corbes de
calibracié de transductors amb un contingut de grafit de 20, 25, 30, 32 i 37 % respectivament.

Taula 3.3 Parametres de calibracio de diferents transductors electroquimics amb diversos continguts de grafit
mitjangant activacio prévia a 1.6V.

% de grafit  Pendent (sensibilitat) (uWA/M) Interval lineal (uM)  Coeficient de regressio

20 14818 10-400 0.999%4
25 18860 10- 500 0.9995
30 23624 5-800 0.99990
32 26588 5-800 0.9997
37 31411 5-800 0.99990

264 ¢

244

22 A

204«

18 A 3 -

16 1 ,

2::: 14° o

10 )

8 - = o

6 = !’ P ¢

2 o ® transductor 37 %
4 - g v ransductor 32 %
o - e
010 011 012 013 014 015 o‘,e 017 018

C (mM) K, [Fe (CN)g]

Figura 3.11 Calibrat amperomeétric de cinc transductor amb composicions de grafit diferents (37, 32, 30, 25, i
20% respectivament), en una solucié tamponada amb fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0). E= 300 mV.

3.6 CARACTERISTIQUES DE RESPOSTA DEL TRANSDUCTOR EN SOLUCIONS DE Ki[Fe(CN)g]

Tenint en compte doncs aquests resultats, el transductor que ha proporcionat millors
resultats, ha estat el que conté un 32 % de grafit, i per tant sera aquest en el que ens
basarem i sobre el que realitzarem un estudi més intensiu per tal d’adregar-nos cap al
desenvolupament del biosensor. Tot i que els transductors amb un 37% ofereixen una
sensibilitat major, I'error absolut augmenta considerablement; d’'una DER del 4.5% (§ 3.6.4)
per a 32% de grafit es passa a una DER del 12% per transductors amb un 37% de grafit, (a
banda dels inconvenients préviament esmentats).
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3.6.1 Potencial optim de treball

Com hem mostrat anteriorment (taula 3.1), el potencial optim de treball, determinat mitjangant
la técnica de la voltamperometria ciclica, es situa al voltant del 0.30 V pel K4[Fe(CN)g], en el
cas de transductors amb un contingut de grafit superior al 32 %.

Si realitzem 'estudi amb una voltamperometria lineal, observem el tipic repla o plateau que
correspon a la corrent limit de difusié. Aquest potencial és equivalent a I'obtingut en estudis
previs amb materials i configuracions analogues®".

La millor opci6 hagués estat determinar i avaluar directament la resposta de transductor en
front la tiocolina, espécie electroactiva producte de la hidrdlisi del clorur de butiriltiocolina
(BtChCl), sobre la que haura dactuar, la part transductora del biosensor que es
desenvolupara posteriorment (vegeu capitol 4), pero presentava moltes dificultats aconseguir-
ne, donat que aquesta espécie, no es ven comercialment. Una altra opcié era, dbviament,
afegir BtChCl en preséncia d’enzim lliure en la solucio, tot i que es va considerar que els
estudis corresponents s'emmarcaven dins I'estudi del biosensor i no pas del propi transductor.

3.6.2 Temps de resposta

El temps necessari pel transductor per aconseguir el 95% de la resposta total fou de 10
segons quan la concentracié de Ks[Fe (CN)e] s'incrementa de 0 a 1 x 104 M (figura 3.12).

I max

0.95 I max

100 nA I

addicio

t 95%

\4

Figura 3.12 Temps de resposta per un transductor de grafit i resina epoxy (32%) en augmentar la concentracio
de Kq[Fe (CN)s] de 0 a 1 x 104 M en una solucié tamponada amb fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0). E= 300 mV.
Transductor préviament activata 1.6 V.
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3.6.3 Parametres de calibraci6

La dinamica de resposta al canvi d’'una concentracio coneguda de substrat en una solucié
tamponada es va estudiar mitjangant les corbes de calibraci6 obtingudes per la técnica de les
addicions conegudes. El potenciostat registra aquest canvi de corrent al variar la concentracio
de substrat.

Els limits superior e inferior de resposta lineal van ser determinats graficament a partir de les
corbes de calibracié (figura 3.13 i 3.14). Aquests corresponen a 5x106 i 8x104 M de Ka[Fe
(CN)e respectivament, i amb un pendent de 24.0+1.3 pA/mM (r2 > 0.999) per a transductors
amb un 32% de grafit.

Aixi mateix, es va determinar el limit de detecci6. El minim senyal analitic distingible Sm es
pren com la suma del senyal mitja del blanc més un mdltiple k de la desviacié estandard
d’aquest.

S = Shi + ksp

Experimentalment pot determinar-se Sy realitzant 20 o 30 mesures del blanc, preferiblement
en un periode de temps extens. Seguidament es tracten les dades per obtenir Sy i sp.

La resposta del nostre sistema segueix I'equaci6

S=mc+ Sy

on S és el senyal mesurat, ¢ la concentracié de I'analit, Sy el senyal instrumental per el blanc
i m és el pendent de la linea recta.
Si substituim Sm en aquesta equacid, obtenim cm que és per definicié el limit de deteccio:

Cm = (Sm-Sh)/m

El limit de deteccid trobat per k = 3 és de 2 x 106 M.

La linealitat en les zones altes de concentracions ve limitada per la geometria del transductor.
En les zones baixes ve limitada pel corrent residual.

3.6.4 Reproductibilitat

La reproductibilitat és sempre un factor important en el desenvolupament d’eléctrodes, pero
quan parlem de biosensors d’un sol Us esdevé un punt realment clau, encara més si aquests
biosensors s'empren en l'analisi de pesticides, com en el present cas, ja que, com es veura
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més endavant, es requerira un biosensor diferent per a cada punt de la recta de calibrat,
donat el caracter irreversible de la inhibicié enzimatica per part dels pesticides.

3.6.4.1 Per adiferents transductors

La reproductibilitat va ser avaluada electroquimicament mitjangant corbes de calibracio per a
diferents transductors. Es va determinar a partir de la desviacié estandard relativa de la
pendent de les rectes de calibracid. Els resultats obtinguts (taula 3.4 i 3.5) mostren una
reproductibilitat en la sensibilitat del 4 % per transductors amb un 20 % de grafit (figura 3.13) i
d’'un 4.5 % per aquells transductors amb un 32 % de grafit (figura 3.14). S6n comparables, i
fins i tot en alguns casos millors, als publicats en la bibliografia per a dispositius fabricats
mitjangant tecniques serigrafiques?2-19,

25
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Figura 3.13 Corbes de calibracié per cinc transductors grafit-Epo-Tek (20%), procedents de diverses
impressions, en una solucié tamponada amb fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0. E= 300 mV. Preactivacié a
potencial fix (1.6 V) durant 12 minuts.

Els resultats experimentals corresponents als parametres caracteristics tal com sensibilitat,
ordenada a l'origen, coeficient de regressié i desviacio estandard associada, es mostren en la
taula 3.4.
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Taula 3.4 Resultats experimentals de la calibracio de 5 transductors de diferents lots amb un 20 % de grafit
(detalls experimentals com els de la figura 3.13).

Transductor Pendent (WA/M)  Ordenada a l'origen  Coeficient de regressid

1 15688 0.0047 0.9995
2 16608 0.1121 0.9992
3 16739 0.058 0.9994
4 16992 -0.089 0.995
5 15569 0.3686 0.998
Mitjana 16300 + 6 x 102 0.1+0.1
DER 4%

Si ho comparem amb la figura 3.14 no observem diferéncies importants en la reproductibilitat,
i per tant l'augment de grafit afecta a la sensibilitat i no té¢ efectes negatius sobre la
homogeneitat de la pasta.
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17.5 4 ® ftransductor 1
v transductor 2
m transductor 3
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3 L]
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Figura 3.14 Corbes de calibracio per a cinc transductors grafit-Epo-Tek (32%), procedents de diverses
impressions, en una solucié tamponada amb fosfat 0.1 M, KCI 0.1M i pH=7.0. E aplicat=300 mV. Preactivaci6 a
potencial fix (1.6 V) durant 12 minuts.
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Taula 3.5 Resultats experimentals de la calibracié de 5 transductors de diferents lots amb un 32 % de grafit
(detalls experimentals com els de la figura 3.14).

Transductor Pendent (WA/M)  Ordenada a l'origen  Coeficient de regressio

1 25892 0.1440 0.9990
2 23624 0.0890 0.9999
3 24078 0.0323 0.9994
4 23139 0.0194 0.9990
5 23403 0.0290 0.9994
Mitjana 24000 +1.3x 103 0.06 £ 0.06
DER 4.5 %

3.6.4.2 Per un mateix transductor

Tot i que en principi aquests transductors es van pensar per desenvolupar biosensors de
pesticides d’'un sol Us, es va voler avaluar la resposta d'un transductor en una série de
calibrats successius.

La precisio és del mateix ordre que en el cas de calibrar diversos transductors (DER: 4%).
Podem dir doncs, que els nostres electrodes, en les presents condicions experimentals, no
semblen patir cap tipus d’absorcié inespecifica sobre la superficie, que podrien fer disminuir el
senyal mesurat.

Per augmentar 'homogeneitat de la pasta, es troben reportats en la bibliografia alguns
metodes especials per preparar les pastes d’ impressio20, tal com els ultrasons, perd no sén
aplicables en el present treball ja que la resina emprada és termocurable i mitjangant aquests
procediments es genera calor.

3.6.5 Temps de vida

L’Us continuat de I'electrode en intervals de temps importants (>4 setmanes) provoca una
disminucié de la seva sensibilitat, que es pot recuperar si 'activem de nou, seguint el mateix
procés electroquimic inicial. D’aquesta forma obtenim pendents equivalents, pero el soroll de
fons augmenta considerablement, fet que impossibilita usos continuats. Aixo no es contradiu
amb la filosofia pensada per aquests sensors: eléctrodes d’un sol Us.

De totes formes, si un transductor no s'activa i es guarda en sec i a temperatura ambient,
preserva les seves caracteristiques de resposta més d’'un any.
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3.7 CONCLUSIONS

1- S’ha procedit a la optimitzacié d'un transductor amperométric de capes gruixudes constituit
per una base de fibra de vidre on es graven les pistes de coure i sobre les que es diposita la
pasta de grafit-Epo-Tek i I'encapsulant fotocurable Ebecryl 600. De les diferents formulacions
de pastes grafit-Epo-Tek provades, es va trobar que la proporcié optima de grafit era de 32 %.
Continguts superiors semblaven presentar problemes d’homogeneitat en el material compdsit
resultant i s'observaven senyals dificilment associables a les espécies presents en la solucio
de treball. Continguts inferiors presentaven comportaments electroquimics propers, encara
que la sensibilitat era menor, i per tant no es varen deixar de banda en els posteriors estudis
que es realitzaren per al desenvolupament dels biosensors.

2- S’ha observat que, posteriorment al procés de construccio, es necessari fer una activacio
de la superficie dels eléctrodes, ja que en cas contrari, presenta una transferéncia electronica
lenta i una baixa sensibilitat. Els processos d’activacié seguits han estat dos: el polit mecanic i
el tractament electroquimic, i dins aquest darrer es provaren dues metodologies: I'activacio
mitjangant voltamperometries cicliques, i I'activacio a un potencial fix de 1.6 V. Aquesta
darrera ha estat escollida per la seva simplicitat.

3- Quan s’estudien les corbes de calibracid per diferents transductors, s'observa una bona
reproductibilitat (4.5 %) i per tant una bona homogenitzaci6 de la pasta, tot i haver-se preparat
manualment i el métode d’ impressié ser semiautomatic

4- Les condicions de treball determinades per a addicions de Ki[Fe (CN)¢] corresponen a un
potencial de 300 mV i pH 7.0. L’ interval de resposta lineal trobat és de 5 x 106 a 8 x 104 M,
el temps de resposta de 10 segons, una sensibilitat de 24 + 1.3 (UA/mM) (sempre per
transductors amb un 32 % de grafit) i una bona reproductibilitat de fabricacio entre dispositius
procedents del mateix lot i fins i tot de lots diferents.

5- El temps de vida del transductor si es guarda en sec i a temperatura ambient, és superior a
un any.
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CAPITOL 4

Caracteritzacio electroquimica d’un biosensor planar de
colinesterases construit en diferents configuracions

Una vegada ha estat construit (capitol 2) i avaluat (capitol 3) el transductor planar de grafit
epoxi, en aquest capitol es detalla la caracteritzacid d'aquest transductor modificat amb
colinesterases i desenvolupat amb tres configuracions diferents (construccié descrita en §
2.2.3), com a pas previ a la seva aplicacio en I'analisi de pesticides.

4.1 INTRODUCCIO

En la darrera década, les analisis mitjancant biosensors enzimatics han comengat a ser
habituals en els laboratoris de control de qualitat especialment dels aliments. Aquests tipus de
biosensors integren enzims i elements instrumentals necessaris per a l'analisi concreta,
simplificant el metode analitic i, per tant, reduint els costos de cada assaig. A més, la
miniaturitzacio dels sensors redueix la quantitat d'enzim i de reactius.

D'aquesta forma, les analisis emprant biosensors permeten processar un gran nombre de
mostres de forma rapida i fiable. A més a més, aquests dispositius permeten comprovar la
qualitat dels productes fora de I'entorn del laboratori i, fins i tot, per la seva simplicitat de
manipulacio, permeten al public en general d’efectuar-ho.

La tecnologia de capes gruixudes (thick film) permet la possibilitat de miniaturitzar i fabricar en
serie els electrodes, i aixi disminuir els seus costos de fabricacid. En els darrers anys, s'han
desenvolupat biosensors basats en aquesta tecnologia, la majoria dels quals s’han dissenyat
per aplicacions mediques.

En el present treball s’ha desenvolupat un biosensor per I'analisi de pesticides mitjancant
aquesta tecnologia.



86  Capitol 4

Els pesticides poden ser introduits en la cadena alimentaria de diverses formes. L'Us
d'insecticides i fungicides sobre les collites, produeix sovint residus per sobre del nivell legal
de tolerancia. El fet de que tant els pesticides com llurs metabolits persisteixin durant llargs
periodes de temps en el medi ambient, obliga un control estricte sobre aquells aliments
sotmesos a la seva accio.

Per a la deteccié amperometrica de pesticides poden emprar-se dos sistemes basics, segons
si s'utilitza un o dos enzims. En el sistema de dos enzims, acetilcolinesterasa (AChE) o
butirilcolinesterasa (BChE) i colina oxidasa (ChOD), el transductor intern pot ser un sensor
d’'oxigen o un de peroxid d’hidrogen. Les reaccions que intervenen son les seglents:

ChE
Esters de la colina = Colina + acid carboxilic

ChOD
Colina+ 0, +2H,0O - Betaina + 2 H,0,

Quan només s'utilitza un enzim, el substrat original de I'enzim ha de ser canviat per tal de que
un dels productes de la reaccio sigui electroactiu. En I'estratégia d’un sol enzim, s’ha utilitzat
I'acetiltiocolina (ATCh) i la butiriltiocolina (BTCh) com a substituts del substrat original dels
enzims AChE i BChE. Aquests enzims s6n molt especifics per als ésters de la tiocolina i els
hidrolitzen en la mateixa proporcio en qué ho fan amb el substrat original.

A continuacié es mostren les reaccions que tenen lloc a la superficie d’'un biosensor de
butirilcolinesterasa.

Tiocolina (ox) + 2H*

BChE

Tiocolina (red) 47 Butiriltiocolina + H,O

Acid butiric
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L'oxidacio6 a la superficie de I'electrode de la tiocolina, producte de I'activitat enzimatica, dona
un compost disulfur d'acord amb la segtient reaccio:

CHs oxidaci6 anodica S-CHo-CHa-N*- (CHa)3
2 CHa-N*-CH2-CH2-SH ——————®  S-CHp-CHx-N*- (CH3); +2H*+2e
Hs

La inhibicié de les colinesterases pels pesticides organofosforats i carbamats és irreversible.
Aquest fet condiciona els biosensors basats en aquest enzims, ja que forca a disposar d'una
superficie nova per a cada mesura i per cada punt del calibrat. Per solucionar aquest
problema, el nostre grup va proposar, en investigacions anteriors, electrodes de superficie
renovable basats en hiocomposits conductors915 amb els que tan sols amb un polit s'obtenia
un biosensor amb la capa sensible renovada.

4.2 BIOSENSORS PLANARS DE CHE

Els biosensors amb tecnologia planar es basen en la idea d'un sol Us, i utilitzen un biosensor
nou per a cada mesura. En aquest capitol es descriu la construcci6 de biosensors
amperometrics planars d’AChE i de BChE, fabricats de forma seriada mitjangant una tecnica
serigrafica, per tal de poder disposar biosensors multirepetits per a I'analisi de pesticides. El
disseny d'aquests biosensors screen-printing es basa en tres configuracions diferents:
Manual, basada en la impressié serigrafica del transductor i posterior deposicid enzimatica
sobre la superficie transductora de grafit de forma manual.

Mdltiple capa, impressio serigrafica tant del transductor com de la capa biologica en dues
etapes diferenciades.

Biocomposit, impressié serigrafica del transductor i el material biologic en un sol pas,
continguts en una Unica capa que conté grafit i enzim (monocapa).

La construcci6 dels dispositius es troba detallada en § § § 2.2.3.1, 2.2.3.2.12.2.3.3.

4.3 EXPERIMENTAL

4.3.1 Aparells i reactius

L'aparell de mesura utilitzat és un detector amperometric LC-4C (BAS), connectat a un
Ordinador 386 incorporat amb un programa per a la obtencio i representacié grafica de les
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dades. Es va emprar un eléctrode de referencia de doble unié Ag/AgCl (Orion 900200), un
eléctrode auxiliar de plati (Ingold) i com eléctrode de treball el biosensor desenvolupat. La
solucié de referéncia interna de I'electrode de referéncia de doble unié és subministrada per
la mateixa firma i permet d'obtenir un potencial constant corresponent al de I'eléctrode de
calomelans. La solucio externa és de KCI 0.1 M.

Solucions stock de clorur de S-butiriltiocolina (Sigma) i clorur de S-acetiltiocolina (Sigma), es
varen preparar el mateix dia en aigua bidestil.lada amb 8 ppm de NaCl per donar més
estabilitat al substrat i evitar la seva hidrolisi.

Es van utilitzar diverses quantitats d’enzim butirilcolinesterasa 8.7 U/mg solid (Sigma) de
serum de cavall i plasma huma, i d'enzim acetilcolinesterasa 480 U/mg solid (Sigma)
d’anguila eléctrica i d'eritrocit de bovi, aixi com hidroxietil cel-lulosa (HEC) (Aldrich) i albimina
de sérum bovi (BSA) (Boehringer Mannheim).

El medi de treball fou una soluci6 tamp6 de fosfats i KCI (0.1M) a pH=7.0i 7.5.

4.3.2 Procediment de mesurament

Per avaluar la resposta del biosensor, afegirem volums de solucions de concentracions
conegudes de BTChCI; I'enzim hidrolitzara el substrat per donar una especie electroactiva
TCh (tiocolina) que sera oxidada sobre la superficie de I'eléctrode. D'aquesta forma obtindrem
un senyal electric mesurable, proporcional a la concentracio de substrat.

La técnica de la voltamperometria ciclica ens ha permes conéixer el potencial de treball de la
tiocolina que en aquest cas I'hem pres a 700 mV

Per a dur a terme la determinaci6 amperometrica de la tiocolina, s'aplica el corresponent
potencial d'oxidacio (0.7 V) respecte un eléctrode de calomelans saturat, a una solucio
tamponada agitada que contingui alhora una concentracio elevada d'electrolit suport per a
fixar la forca ionica del medi, afavorir la conductivitat i reprimir I'electromigracio.

Un cop el senyal de fons és estable, es va addicionant el substrat mentre es fan les
corresponents lectures de potencial, que es transformen en mesures d'intensitat de corrent
segons I'escala prefixada del potenciostat.
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44 CONFIGURACIO MANUAL

Fins ara, una de les estrategies a seguir en l'analisi de pesticides era la integracid d'un
biosensor amperometric biocomposit amb un. Aquesta metodologia resulta especialment
d'interés en el cas d'aquells eléctrodes dissenyats per I'analisi d'inhibidors, ja que, donada la
irreversibilitat de la inhibici6 de I'enzim per part dels pesticides, necessitem renovar la
superficie per a cada mesura, i aguesta és precisament una dels avantatges intrinsecs dels
composits.

Tot i aixo, si ideem una tecnologia que permeti la fabricacio de biosensors de forma massiva,
rapida i economica, de manera que puguem considerar-los d'un sol us, el problema de la
regeneracio de les capes superficials quedara eliminada.

Inicialment, es varen desenvolupar dispositius d’'un sol (s fabricats mitjancant tecnologia
screen-printing (sp) i deposicid manual, ja que aquesta configuracio era la que presentava
una simplicitat major en la seva construcci6 (descrita en § 2.2.3.1), en comparacio a les altres
configuracions (capa mdltiple i biocomposit) on el fet d'integrar diversos components en una
mateixa pasta d'impressio en dificultava molt I'optimitzacié (§§ 2.2.3.2112.2.3.3).

A continuaci6, doncs, s’exposen les mesures realitzades i els resultats obtinguts sota
configuracio sp-manual.

4.4.1 Efecte del contingut de grafit en la resposta del biosensor

Les calibracions es realitzen a temperatura ambient, per biosensors construits amb
transductors de 20, 25, 30.5, 32, 32.5, 33 37.6 % de grafit.

Per obtenir un senyal de fons estable (linia base), cal esperar més temps del que es
necessita en I'estudi dels transductors. Es va observar que si abans d'utilitzar el biosensor el
deixavem 48 hores submergit en una solucié de tamp6 de fosfat 0.1M i KCI 0.1M a pH=7.5,
el temps d'estabilitzacié es reduia drasticament. Sembla ser doncs que I'enzim requereix un
condicionament en el medi que I'envolta.

En la taula 4.1 observem com varia el pendent i I'interval lineal a mesura que augmentem el
contingut de grafit en el sensor.

Com era d'esperar la sensibilitat augmenta en incrementar la quantitat de material conductor
en el biosensor, pero la desviacié dels resultats, es a dir, la falta de reproductibilitat en els
eléctrodes, decreix espectacularment en arribar a la composicio de 32 % de grafit. En la taula
4.2 podem apreciar clarament aquesta tendéncia
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Taula 4.1 Evolucié del pendent i de I'interval lineal de les corbes de calibracié (1=K [BTChCI]) en una solucié 0.1
M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.0) a mesura que s'incrementa el contingut de grafit en el biosensor (0.28 mg BchE,
8.7 U/mg). Cada punt és la mitjana d'un minim de 6 valors experimentals. Eap = 0.7 V.

Contingut de grafit (en %) Pendent (UA/M)  Limit superior de resposta lineal (mM)

20 365 1
25 1715 0.2
30.5 2379 0.2
32.0 1980 0.1
32.5 2053 0.09
33 2761 011
38 3400 0.07

Taula 4.2 Evoluci6 de I'error associat (desviacié estandard relativa) a mesura que s'incrementa el contingut de
grafit en la part transductora del biosensor. Detalls experimentals en la Taula 4.1.

Contingut de grafit (en %) 20 25 30.5 32 325 33 38

desviacié estandard relativa  4() 30 20 5 7 10 15

n (n° valors experimentals) 9 8 6 9 8 8 7

Ens trobem, doncs, de nou amb la mateixa composicié trobada en I'estudi del transductor
(32%).

4.4.2 Efecte del pH en el pendent de la corba de calibracié del substrat

Es prou conegut que I'activitat enzimatica depén del pH del medi de treball, i per aquest motiu
es va avaluar la sensibilitat del biosensor a diferents valors de pH. En la bibliografia es reporta
de forma majoritaria que el pH optim de treball per les colinesterases es situa al voltant de 7.5
21(segons l'autor, el pH emprat és de 7.0, 7.5 o 8.0, depenent de la matriu polimérica
emprada, tot i que s’han publicats valors de pH optims d’entre 8 i 98), i per tant s’estudia el
comportament dels biosensors en aquest interval. Per a valors de pH superiors s'observa un
deteriorament del composit 910,

En la figura 4.1 s'observa que el medi optim de treball es troba en un valor de pH de 7.5, per
un biosensor amb un 32 % de grafit, i per tant arrel d’aquests resultats totes les mesures
realitzades es varen fer en aquest medi tamponat.
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Figura 4.1 Sensibilitat (WA/M) a BTChCI del biosensor de 32 % de grafit amb 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg)
realitzat a diferents valors de pH (KCI 0.1 M, fosfats 0.1 M). E ap = 700 mV.

4.4.3 Immobilitzacié enzimatica

Son molts els avantatges de tenir 'enzim immobilitzat; el primer, evitar la perdua d’enzim cap
al si de la solucié i que impediria una bona reproductibilitat en la resposta, ates que el
contingut de material biologic en el biosensor aniria variant en el tempsi. També és important
el factor economic; aquestes substancies resulten molt cares (els processos d’obtencid i
purificacié encareixen molt el producte final), i per tant és necessari retenir I'enzim per a la
seva posterior reutilitzacio en successives determinacions analitiques.

Aquest confinament pot ser realitzat sobre suports organics i inorganics i amb diversos
tractaments, tal com un senzill atrapament en un espai fisic 0 un enllag quimic feble entre
suport i enzim. Depenent del sistema d'immobilitzacio, I'estabilitat de I'enzim sera major o
menor, aixi com la pérdua d'activitat enzimatica. Generalment un tractament lleu com una
simple adsorcid és un procés simple i poc agressiu (no es modifiquen les propietats de la
proteina enzimatica), pero impliquen unes condicions de treball molt suaus per evitar la
pérdua d'activitat per fuites de I'enzim cap al si de la dissolucié. En el cas de I'atrapament fisic
en polimers, els temps de resposta son més elevats, degut a la barrera difusional creada
entre el substrat i I'enzim. Pel métode de I'adsorcio fisica, el principal desavantatge es troba
en la poca eficacia de la immobilitzacid, degut a que els enllagos formats (forces de van der
Waals, ponts d’hidrogen, enllacos polars) son molt sensibles a variacions de pH, temperatura,
forca ionica, etc.

i Tot i aix0, en el cas dels biosensors d'un sol Us, la immobilitzacié ha de ser suficient per assegurar un sol
calibrat, i per tant I'enzim pot ésser retingut d’'una forma menys eficient.
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En la immobilitzacié covalent es creen una série d’enllagos d'aquest tipus entre I'enzim i el
suport insoluble. El procés d'immobilitzacié requereix reaccions per funcionalitzar el suport i la
posterior unid als grups nucleofilics presents en les cadenes laterals dels aminoacids de les
proteines enzimatiques. Un tractament quimic mitjangant unio covalent presenta una serie de
desavantatges pel fet de ser un metode més agressiu, tals com un possible bloqueig del
centre actiu, degut als enllagos que es formen amb el suport. Malgrat aixo, la immobilitzacio,
per la naturalesa de la unid, resulta molt més eficac i les pérdues d’enzim s6n minimes. Un
altre avantatge recau en les condicions de treball, ja que aquestes poden ser més energiques.

En el nostre cas s’ha escollit la immobilitzacio per cross-linking. Es basa en realitzar
entrecreuaments covalents entre proteines mitjancant un agent bifuncional (en el nostre cas
glutaraldehid). La capa resultant és adherida sobre un suport solid. El principal inconvenient
d'aquesta immobilitzacié és que una part de I'enzim romandra desactivat degut a la seva unié
amb l'agent bifuncional per diferents parts de la seva estructura. Per controlar el nivell
d’entrecreuament, s'afegeixen altres proteines juntament amb I'agent bifuncional i I'enzim, tal
com I'albimina de serum bovi (BSA), tot i que no sempre provoquen l'efecte desitjat, ja que
sovint impossibiliten el pas de substrat, creant una barrera difusional d’'un gruix excesiu. ES
per aquesta rao, que s’ha d'optimitzar acuradament la quantitat afegida.

En el nostre cas, es varen avaluar diverses formulacions de BSA per diversos biosensors,
pero es troba que, en aquesta configuracio, la barrera difusional era excessiva, ja sigui per
I'analit o per 'especie electroactiva formada (§ 4.4.4.2).

4431 Optimitzacio de la carrega enzimatica

Es varen provar diferents formulacions per tal d'establir la més adequada pel dispositiu a
desenvolupar. Un excés d'enzim disminuiria la sensibilitat en una posterior determinacié d’un
inhibidor, ja que per la mateixa quantitat d'aquest una menor quantitat d’enzim mostrara un
major canvi en el senyal. Per una altra banda, si la carrega enzimatica és massa petita, el
senyal que obtenim del substrat resultaria massa débil.

Les carregues enzimatiques avaluades foren les indicades en la taula 4.3.

Com s’ha comentat (8 4.4.1), els biosensors amb continguts de grafit inferiors al 30 %, han
donat resultats molt pobres, sobretot en el que es refereix a la reproductibilitat entre
dispositius del mateix lot, ja que sensors amb composicions iguals donen mesures forca
disperses.
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Taula 4.3. Carregues enzimatiques immobilitzades en cada biosensor per diferents composicions de grafit.

% de grafit  Acetilcolinesterasa (480 U/mg) Butirilcolinesterasa (8.7 U/mg)
(mg / biosensor) (mg / biosensor)
20 0.01, 0.06, 0.10, 0.15 0.02, 0.03, 0.036, 0.057,
0.06, 0.066, 0.10, 0.15
25 0.03, 0.078, 0.104, 0.157, 0.2
30 0.07, 0.1575, 0.1925, 0.2, 0.25
32 0.005, 0.008, 0.22, 0.28 0.112, 0.2275, 0.2535, 0.264,
0.28,0.31,0.35
37 0.2275, 0.2535, 0.264, 0.28

Es va determinar que la quantitat optima d’enzim és de 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg solid) per
biosensor (32% de grafit). Per quantitats superiors la resposta era la mateixa o fins i tot
disminuia. El fet d’augmentar la carrega enzimatica, a partir d'aquesta concentracid, no
provoca un augment d'especie electroactiva, ja que els setis actius immobilitzats son
suficients per la quantitat de substrat que arriba fins la superficie de I'eléctrode. Aixi, en
incrementar la quantitat d’enzim el que fem és dificultar el pas de I'espécie electroactiva,
producte de la reaccié enzimatica, fins al transductor, que és on es produeix la oxidacio,
sense que en resulti cap altre benefici.

Els biosensors que contenen I'enzim AChE (480 U/mg solid), requereixen una quantitat
superior d’unitats enzimatiques (1 U hidrolitza 1.0 pmols de acetil/butiriltiocolina a colina per
minut a pH 8.0 i a 37°C, segons I'empresa subministradora) per obtenir rectes de calibrat
similars a les aconseguides per la BChE, mantenint la resta de condicions constants. Aix0 és
degut, a que per immobilitzar la mateixa quantitat d’unitats enzimatiques, necessitem una
quantitat molt menor d’enzim AChE. Ens trobem, doncs, que el nombre de molecules de
glutaraldehid en relacio al d’AChE és molt més gran que en relacié a la BChE, i per tant el
primer té molts més setis bloquejats. Es per aquesta rad que el pendent disminueix tot i tenir
les mateixes unitats enzimatiques. Per aconseguir millorar el pendent dels biosensors
d’AChE, doncs, cal disminuir i optimitzar de nou el contingut de glutaraldehid.

A més a més, el seu temps d'estabilitzacid (temps que cal per assolir un senyal de fons
estable) és superior al dels biosensors que contenen BChE, i per tant, retarden I'analisi.

Les segients figures (4.2 i 4.3) mostren les diferencies en la resposta d'electrodes amb
diferents carregues enzimatiques de AChE:
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Figura 4.2 Recta de calibraci6 d'un biosensor amb un 32 % de grafit i 0.005 mg de AChE (480 U/mg)
immobilitzada amb glutaraldehid (4 pl d'una solucié al 6.25%) sobre la superficie del sensor, en un medi 0.1 M
fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Pendent: 17.5 (UA/M), coeficient de regressid lineal: 0.9995. Eap = 700 mV.
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Figura 4.3 Recta de calibracid d'un biosensor amb un 32 % de grafit i 0.28 mg de AChE (480 U/mg)
immobilitzada amb glutaraldehid (4 pl d'una solucié al 6.25%) sobre la superficie del sensor, en un medi 0.1 M
fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Pendent: 8394 (LA/M), coeficient de regressio lineal: 0.9992. Eap = 700 mV.

Podem observar I'enorme diferéncia existent entre les dues sensibilitats, producte d’
augmentar la carrega enzimatica 50 vegades.

El mateix observem si comparem dos calibrats emprant BChE (figura 4.4). Al augmentar 2.5
cops la quantitat d’enzim, el pendent de la recta es duplica (s'incrementa 2.4 vegades).
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Pel que fa als biosensors amb carregues enzimatiques compreses entre 0.112 mg i 0.28 mg
de BChE donen bones corbes de calibracid. La reproductibilitat i I'estabilitat en la resposta es
mantenen constants i el pendent va augmentant progressivament a mesura que s'addiciona
més enzim. Tot i que el que proporciona millors resultats en les corbes de calibracio és el que
conté 0.28 mg/biosensor, cap dels dispositius compresos entre aquestes formulacions poden
ser rebutjats en un posterior estudi de la determinacié de pesticides i, per tant, seran
igualment avaluats (recordem que un excés d'enzim podria disminuir la sensibilitat en una
posterior determinacié d'inhibidors, ja que per una menor quantitat d’'enzim i una mateixa
quantitat de pesticida, el percentatge d’'enzim afectat sera major).
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Figura 4.4 Rectes de calibracié de biosensors amb un 32 % de grafit i (a) 0.112 mg de BChE (8.7 U/mg) i (b)
0.28 mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb glutaraldehid (4 pl d'una soluci6 al 6.25%) sobre la superficie
del sensor, en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5), Eap = 700 mV. (a) Pendent: 956 (UA/M), coeficient de
regresio lineal: 0.993 (b) Pendent: 2297 (UA/M), coeficient de regresio lineal: 0.9996.

4432 Control de la qualitat de la immobilitzacio

Resulta evident la necessitat d'immobilitzar convenientment I'enzim sobre la superficie del
transductor. Si durant I'analisi el material biologic es desprengués (leaking) qualsevol variacid
del senyal portaria associada aquesta perdua.

Per comprovar-ho es va calibrar un sensor, i es va deixar en solucié durant una setmana. En
la figura 4.5 s'observen els resultats. Veiem que hi ha molt poca diferencia entre ambdds
calibrats, i per tant la quantitat d’enzim despresa és minima. El pendent es veu disminuit
només en un 2.3 %.
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Figura 45 Rectes de calibracio d'un biosensor amb un 33 % de grafit, i 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg)
immobilitzada amb glutaraldehid (4 I d’una solucio al 6.25%) sobre la superficie del sensor, en un medi 0.1 M
fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV (a) Pendent: 3461 (UA/M), coeficient de regresio lineal: 0.992 (b)
Pendent: 3380 (UA/M), coeficient de regresié lineal: 0.997

Per comprovar que efectivament no es produeixen perdues de material biologic, es procedeix
a realitzar un calibrat en una solucio en la que ha estat submergit un biosensor. L’electrode de
treball sera un transductor sense enzim i hi afegim BTChCI. Aquest substrat no és
electroactiu, per tant si no hi ha cap especie que catalitzi la seva hidrolisi cap a la formacié de
tiocolina (que s'oxida a 700 mV), no obtindrem cap senyal eléctric en anar afegint-hi el
substrat. Si, pel contrari, el senyal augmenta en incrementar la concentracié6 de BTChCI,
confirmara la preséncia d’enzim lliure en solucio, enzim que només haura pogut procedir del
leaking del biosensor que hi ha estat submergit.

En la figura 4.6 veiem que efectivament el transductor respon al clorur de BTCh (a), i que per
tant existeix una petita pérdua enzimatica, perd si ho comparem amb la resposta d'un
hiosensor (b), s'observa que la resposta es practicament negligible.
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Figura 4.6 Rectes de calibraci6 (i) d'un biosensor amb un 33 % de grafit, i 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg)
immobilitzada amb glutaraldehid (4 pl d'una solucié al 6.25%), sobre la superficie del sensor en un medi 0.1 M
fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5), (i) calibracié d'un transductor amb un 33 % de grafit, sense cap tipus de material
biologic immobilitzat, afegint BTCh Cl (espécie no electroactiva) en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) on
previament s'havia submergit un biosensor. Eap = 700 mV. (i) Pendent: 4035 (UA/M), coeficient de regresio
lineal: 0.999 (i) Pendent: 39 (UA/M), coeficient de regresid lineal: 0.990.

4.4.4 Influéncia del contingut de glutaraldehid en la resposta del biosensor

S'han provat diverses composicions del biosensor, variant el volum de glutaraldehid dipositat
sobre el sensor, a partir de tres solucions del 2.5, 6.25 i 125 % de glutaraldehid
respectivament, preparades en una solucié tampd 0.1 M fosfat i 0.1 M KCIl amb un valor del
pH de 7.5.

A continuacio (taula 4.4) es mostren els diversos volums afegits de cada una de les solucions
de glutaraldehid (expressada en pl). Els resultats es comenten pel biosensors de BChE i
AChE.
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Taula 4.4 Composicio en glutaraldehid del biosensor, expressada en pl de solucions de 2.5, 6.25, 12.5 % de
glutaraldehid respectivament.

% de grafit Biosensor d’AChE (480 U/mg) Biosensor de BChE (8.7 U/mg)

pl de glutaraldehid / biosensor pl de glutaraldehid / biosensor
25% 6.25% 125 % 25% 6.25% 125%

20 3 3 3,15 3 3 53,15

25 54,3

30 4

32 4 4

37 4

4441 Biosensor de BChE

El glutaraldehid és I'agent bifuncional emprat en les nostres experiéncies. S'observa un doble
efecte; per un costat augmentar-ne la concentracio produeix una disminucio en la sensibilitat
degut al augment de la barrera difusional. El substrat té molt més impediment per arribar fins
I'enzim, aixi com el producte format per arribar al transductor i oxidar-se.

Per un altre costat es déna un augment del limit superior de resposta lineal, tal i com veiem
en lafigura 4.7
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Figura 4.7 Influéncia del contingut de glutaraldehid sobre els parametres de la recta de calibrat d'un biosensor
amb un 20 % de grafit i 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb 3 pl de glutaraldehid de 2.5, 6.25, 12.5
% respectivament sobre la superficie del sensor. S'afegeixen concentracions conegudes de BTCh Cl en un
medi 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.
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El fet d’obtenir un pendent superior a baixes concentracions de glutaraldehid es podria
explicar sobretot pel fet de que disminueix substancialment la barrera difusional, i per tant, un
major nombre de producte pot arribar a la superficie del transductor. Alhora augmenta la
preséncia de setis actius, que poden catalitzar I'hidrolisi del substrat cap a I'espécie
electroactiva (tiocolina), degut a que es formen menys enllacos amb I'agent bifuncional.

L'increment del limit superior de resposta lineal, es podria explicar en base precisament a la
disminucié del pendent. La resposta enzimatica no respon a una funcié lineal en un ampli
interval de concentracio, sind que presenta una corba, és a dir, el pendent va disminuint al
llarg del calibrat. Quan s’augmenta la barrera difusional, disminueix el nombre de molecules
de tiocolina que arriben al transductor, i per tant el senyal decreix. Al mateix temps s'ocupen
un major nombre de setis actius, i per tant un nombre més petit de molecules de substrat
poden ser hidrolitzades. Com a conseqiéncia, el senyal i per tant el pendent disminueixen.
Aixi la sensibilitat de la zona on la concentracid de substrat és més baixa, decreix fins
equiparar-se al de la zona més alta, i fa I'efecte d’ampliar-se el rang lineal.

Aixi doncs es va escollir un percentatge de glutaraldehid mitja (6.25%), on s'obtingués una
bona sensibilitat i un limit superior de resposta alt.

4442 Biosensor de AChE

El que ha estat comentat pel biosensor de BChE (§ 4.4.4.1), és totalment analeg al que
succeeix amb el biosensor de AChE. El seu comportament €s exactament el mateix, tal i com
s'observa en la figura 4.8.

Aixi doncs, i en base als resultats obtinguts, la composicié optima de glutaraldehid, pels
biosensors de AChE resulta la mateixa que pel de BChE (6.25%).

En les primeres formulacions, es va provar d'incorporar al biosensor BSA (alblmina de serum
bovi). Es varen avaluar diverses composicions, pero cap dels biosensors provats va donar
resposta. La barrera de difusié creada fou excessiva per I'analit. Tot i aix0, son relativament
nombroses les publicacions on apareixen treballs que utilitzen I'albdmina i per tant no es pot
descartar en futures investigacions.
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Figura 4.8 Influéncia del contingut de glutaraldehid sobre els parametres de la recta de calibrat d'un biosensor
amb un 20 % de grafit i 0.22 mg de AChE (480 U/mg) immobilitzada amb 3 pl de glutaraldehid de 2.5, 6.25, 12.5
% respectivament sobre la superficie del sensor. S'afegeixen concentracions conegudes de ATChCl en un
medi 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.

4.45 Reproductibilitat dels biosensors

Tal i com haviem comentat anteriorment, el fet de que aquests sensors estiguin
desenvolupats per ser d'un sol Us, obliga a que hi hagin les minimes diferéncies possibles
entre les respostes dels diferents biosensors. Cal recordar, pero, que aquests han estat
fabricats amb métodes parcialment automatics, molt més propers a técniques manuals que no
pas automatiques, i que per tant, els resultats aconseguits es podrien millorar sens dubte amb
una fabricacié automatitzada, on les condicions de construccié de cada eléctrode siguin de
maxima reproductibilitat.

Es varen comparar les respostes de biosensors fabricats dins una mateixa série o lot, de lots
diferents i finalment la mesura d’'un mateix biosensor en el temps.

Es previsible que aquells biosensors fabricats a partir del mateix lot, obtinguin unes respostes
més semblants, i en canvi, aquells que provenen de lots diferents (i per tant, en els que les
condicions de fabricacio son més variables) obtinguin major dispersio en els resultats.



Caracteritzacio electroguimica d’ un biosensor planar de ChE 101

4451 Reproductibilitat dels biosensors d’un mateix lot

La reproductibilitat dels biosensors en una mateixa série es pot veure afectada per diversos
factors. Primerament, una falta d’homogeneitat en la pasta grafit-epoxi en el moment de la
impressié i possibles variacions en llur activacio (aquesta és basicament l'avaluada en
I'anterior capitol en l'estudi de la reproductibilitat dels transductors), i en segon lloc les
variacions que poden produir-se en el procés dimmobilitzacio enzimatica i addicio del
glutaraldehid, sobretot al afegir volums petits (de I'ordre d'unitats de pl) on I'error comes
augmenta considerablement.

Es va avaluar la resposta d’un grup de biosensors, procedents de transductors de la mateixa
placa base. A tots ells se’ls va afegir simultaniament la mateixa quantitat de solucio
enzimatica i de glutaraldehid. Els resultats de la corresponent calibracié amb el substrat es
mostren en la figura 4.9.
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Figura 4.9 Rectes de calibracié de vuit biosensors diferents procedents del mateix lot amb un 32 % de grafit, i

0.28 mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb 4 pl d'una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie
del sensor, en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.
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En la taula 4.5 es detallen les pendents, intervals lineal i coeficients de regressié. L'error dels
resultats obtinguts en el pendent és del 9% (DER, n=8).

Taula 4.5 Pendent, interval lineal i coeficient de regressid lineal de vuit biosensors procedents de la mateixa
placa base, als que s’ha immobilitzat enzim BChE mitjancant glutaraldehid simultaniament. Detalls experimentals
com els de la Figura 4.9. Pendent: 1985 + 160 (nA/M); limit inferior de resposta lineal: 6.3 + 0.6 (uM); limit
superior de resposta lineal: 96 + 9 (uM)

Biosensor  Pendent (WA/M) Interval lineal (uM)  Coeficient de regressio lineal

1 2043 6-110 0.991
2 2297 5-110 0.9997
3 2194 6-100 0.991
4 1905 7-80 0.992
5 1867 7-90 0.992
6 2015 6-90 0.990
7 1823 6-90 0.990
8 1739 7-100 0.991

L'augment en l'error comes, respecte a l'estudi dels transductors, es deu al fet de que ara
tenim una doble resposta, la de la reaccié enzimatica en catalitzar el substrat a I'especie
electroactiva i la propia del transductor quan s'oxida la tiocolina.

A aix0 s’ha d'afegir la immobilitzacio del material biologic, que suposa una etapa més en el
procés de fabricaci del biosensor. Es de preveure doncs, que si aconseguissim un métode
més automatitzat, on la deposicié no fos manual i els volums fossin rigorosament exactes, la
reproductibilitat augmentaria.

4452 Reproductibilitat dels biosensors en lots diferents

Es va voler comprovar, si existien diferéncies significatives entre la reproductibilitat de
biosensors construits en la mateixa série i biosensors fabricats en series diferents. Es a dir,
es tractava de comprovar si la reproductibilitat d’eléctrodes construits a partir de la mateixa
placa base i pasta grafit-epoxi, i immobilitzats en el mateix instant amb les mateixes solucions
enzimatiques i de glutaraldehid, diferien significativament de la de biosensors fabricats partint
de pastes diferents, i immobilitzades de forma molt espaiada en el temps.
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En la figura 4.10 observem els calibrats de 9 biosensors procedents de tres lots, diferents de
la que es feia referéncia en la figura 4.9. En taula 4.6, es detallen els pendents, intervals
lineals i coeficients de regressio. L'error (DSR, n=9) en la sensibilitat, limit inferior i limit
superior de la resposta lineal és del 20, 11 i 19 % respectivament.

2.50 @® Dbiosensor 1 \v4
@ biosensor 2
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Figura 4.10 Rectes de calibracié de nou biosensors procedents de lots diferents amb un 32 % de grafit, i
0.28mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada sobre la superficie del transductor amb 4 pl d'una soluci6 de
glutaraldehid al 6.25 %, en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.

Com era de preveure, 'error ha augmentat considerablement. Al comprovar la reproductibilitat
dels transductors, varem veure que no hi havia diferéncies significatives entre dispositius de
diferents lots. Aixi doncs les diferéncies entre biosensors procedents de lots diferents, sén
basicament degudes a I'etapa d'immobilitzacié de I'enzim i el glutaraldehid.

Taula 4.6 Pendent, interval lineal i coeficient de regresio lineal de nou biosensors procedents de series
diferents, a els que s’ha immobilitzat enzim BChE mitjangant glutaraldehid. Detalls experimentals en Figura 4.1
Pendent: 2450 + 400 (LA/M); limit inferior i superior de resposta lineal: 6.3 + 0.6 (uM) - 8.89 + 1.4 (uM)

Biosensor Pendent (LA/M) Interval lineal (uM) Coeficient de regressio lineal
1 (lot 2) 1698 6-280 0.998
2 (lot2) 1738 6-70 0.991
3(lot2) 2132 6-70 0.998
4 (lot 3) 2814 7-110 0.998
5 (lot 3) 2843 7-70 0.995
6 (lot 3) 2924 6-90 0.996
7 (lot 4) 2297 5-110 0.9997
8 (lot 4) 2950 7-100 0.997
9 (lot 4) 2647 7-100 0.991
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Per comprovar si efectivament existien diferéncies significatives entre biosensors procedents
de diversos lots, es va realitzar un analisi de varianga (ANOVA):

Analisi de varianga d’un factor

Grups n Suma Mitjana Varianga
Lot 1 (Taula 4.5) 8 15883 1985 36053
Lot 2 (Taula 4.6) 3 5568 1856 57532
Lot 3 (Taula 4.6) 3 8581 2860 3250
Lot 4 (Taula 4.6) 3 7894 2631 106786
Analisi de varianga
Origen de les variacions Graus de F Valor critic per F

llibertat (calculada)
Entre grups 3 19 3.4
Dins dels grups 13
Total 16

L’estudi s’ha fet per una P = 0.05. Si la hipotesi nul-la és correcta, les dues estimacions de c¢?
no haurien de diferir significativament. Si és incorrecte, la estimacio de o2 entre lots diferents
sera major que dins el mateix lot degut a la variacié de les mesures dels biosensors
procedents de diferents plaques. La F calculada és superior a la tabulada, i per tant difereixen
significativament.

Es clar, doncs, que per evitar-ho necessitariem d'un métode que ens permetés reproduir de
forma més efectiva les condicions d'immobilitzacio, per evitar aquestes diferéncies. En la
bibliografia es reporten altres métodes tals com casting, dipping, spinning, spray-coating,
fluidized-bed, i I'ampliament comentada screen-printing. Inicialment es va optar pel dropping o
degoteig, per ser la més simple i economica, tot i que en posteriors estudis es va realitzar un
intent per imprimir la capa biologica serigraficament (84.5 i 4.6).

4453 Resposta d’'un mateix biosensor al llarg del temps

Es va comprovar com variava la resposta d’'un biosensor al llarg del temps, per diferents
enzims i composicions.

Tot i que en principi aquests sensors han estat concebuts per ser d’'un sol Us, es va avaluar la
seva resposta mitjangant successius calibrats amb el temps.
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Per biosensors amb una composicié de 32 % de grafit, i 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg)
immobilitzada amb 4 pl d'una solucidé de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie de
I'electrode, es varen realitzar rectes de calibrat en un medi 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5).
Primerament es va estudiar el comportament de la resposta del sensor amb una setmana de
diferencia entre ambdos calibrats. Seguidament s'avalua per un mes i per dltim 100 dies
després. Aixi mateix, es realitza el calibrat d'un biosensor 165 dies després de la seva
construccid, sense que previament hagués estat sotmeés a cap tipus de mesura. Aquesta
darrera experiéncia sera comentada en el darrer punt d'aquest capitol (84.4.9; temps de vida
del biosensor).

En la figura 4.11 (a), observem dos calibrats realitzats pel mateix biosensor distants una
setmana entre ells. Després de la primera calibracié es va guardar sec a —4°C; i abans de ser

utilitzat de nou es va fer un precondicionament amb tamp¢ fosfat pH 7.5.
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Figura 4.11 Rectes de calibracié de biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg)
immobilitzada amb 4 pl d’'una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del transductor, en un medi
0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV. (a) Entre els dos calibrats hi ha una setmana de diferéncia. (b)
Entre els dos calibrats hi ha un mes de diferéncia. (c) Entre els dos calibrats hi han 100 dies de diferéncia (d)
percentatge de pérdua en la sensibilitat al llarg del temps en els hiosensors esmentats.
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En la figura 4.11 (b) i (c) observem les diferencies en la mesura dels calibrats d’un biosensor,
distant un mes i 100 dies respectivament, entre ambdues mesures. Com I'anterior, després de
la primera calibracié es va guardar el sensor a —4°C, i només unes hores abans de ser
calibrat per segona vegada, es va submergir en la solucié de treball.

Els resultats es resumeixen en la taula 4.7 i en la figura 4.11 (d). S'observa com disminueix la
sensibilitat amb el temps, fruit de sotmetre a I'enzim a canvis de temperatura i al contacte
amb la solucié de treball, que fan disminuir I'activitat enzimatica, ja sigui perque els centres
actius es veuen afectats o per perdues per leaking.

Taula 4.7 Dades experimentals del percentatge de pérdua en la sensibilitat al llarg del temps en hiosensors
amb un 32 % de grafit, i 0.28 mg de BChE immobilitzada amb una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la
superficie del sensor, en un medi 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.

Temps transcorregut entre calibrats (dies) Perdua de la sensibilitat (en %)
7 2.3
30 27.6
100 39.2

Es va comprovar I'efecte del temps sobre biosensors de AChE, per espai de 7 i 30 dies entre
calibrats (figura 4.12). El procediment ha estat totalment analeg als biosensors de BChE

0.24
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<
2
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Figura 4.12 Rectes de calibracié en temps diferents d'un mateix biosensor amb 32 % de grafit, i 0.008 mg de
AChE (480 U/mg) immobilitzada amb 4 pl d’'una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del
transductor, en un medi 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.
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Al cap d’'una setmana, la pérdua del pendent és d’un 15 %, i al cap d'un més d'un 30 %. Per
tant a curt termini sembla ser que el biosensor de AChE es desactiva més rapidament, pero
amb el temps arriba a valors semblants al de BChE.

4.4.6 Dinamica de resposta

Com en el cas dels transductors es va estudiar la dinamica de resposta que presenta el
biosensor, es a dir, el canvi en la intensitat de corrent en afegir una concentracié coneguda de
substrat a una solucio tamponada. Aquesta dinamica es va estudiar mitjancant les corbes de
calibracié obtingudes per la técnica de les addicions conegudes. El biosensor utilitzat contenia
0.28 mg de BChE immobilitzat amb 4l d’'una solucié al 6.25 % de glutaraldehid sobre la
superficie d’un transductor amb un 32 % de grafit.

El temps necessari per aconseguir el 95% de la resposta total fou de 16 segons quan la
concentracié de substrat (clorur de BTCh) s'incrementade 0 a5 x 10> M

Tmax

0.95 Imax:

Figura 4.13 Temps de resposta per un
biosensor d’epoxy i grafit (32%) amb
0.28 mg de BChE immobilitzat amb 4 pl
d'una solucié al 6.25 % de glutaraldehid
sobre la superficie del transductor en 10nA I
augmentar la concentracié de substrat

(clorur de BTCh) de 0 a5 x 10-5 M en PN
una solucié tamponada amb fosfat 0.1

M, KCI 0.1M i pH=7.5. Eap = 700 mV. \

447 Limit de deteccio

Aixi mateix, es va determinar el limit de deteccio. EI minim senyal analitic distingible Sy es
pren com la suma del senyal mitja del blanc (Sw) més un miltiple (k) de la desviacio
estandard d'aquest (sh):

Sm = Spi + kspi

Experimentalment pot determinar-se Sy realitzant 20 o 30 mesures del blanc, preferiblement
en un periode de temps extens. Seguidament es tracten les dades per obtenir Spii Spi.
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La resposta del nostre sistema segueix I'equacio:

S=mc + Sy

on S és el senyal mesurat, ¢ és la concentracié de I'analit, S és el senyal instrumental per el
blanc i m és el pendent de la funcié de resposta, i per tant, el minim senyal analit distingible
sera:

Sm = mCm + S

Si substituim Sy en aquesta equacio, obtenim ¢y que és per definicié el limit de deteccio:

Cm=(Sm-Sp)/m

El limit de deteccio trobat per a k = 3 és de 3 x 106 M.

4.4.8 Determinacio de la Ky aparent de I'enzim

Els metodes analitics que involucren enzims o qualsevol altre tipus de catalitzador,
requereixen consideracions cinetiques, tant per desenvolupar-los com per efectuar una
interpretacié adequada dels resultats. EIl biosensor amperometric desenvolupat esta constituit
per I'enzim BChE (0o AChE) immobilitzat per cross-linking mitjancant glutaraldehid en la
superficie del transductor; per tant, s’ha estudiat de quina forma es veu afectada la cinetica
enzimatica sota aquestes condicions.

Un dels métodes més senzills i Utils per descriure la cinetica de la reaccié enzimatica fou
desenvolupat per Michaelis i Menten!!, EI model proposa la interaccié entre el substrat S i
'enzim E per formar un complex enzim-substrat, ES que posteriorment dona lloc als
productes P regenerant-se I'enzim:

K, K.
E+SAES—E+P
K,

Considerant la condici6 d’estat estacionari, on d[ES]/dt = 0, d[E]/dt = 0 i que la formacio del
complex ES és el pas limitant, la soluci6 de les equacions cinétiques generades ens permet
deduir I'expresié de Michaelis-Menten:
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On V es la velocitat inicial de formacid dels productes, [S] la concentraci6 inicial de substrat,
Vmax la velocitat maxima de reaccio i Km la constant de Michaelis-Menten, de tal forma que:

Vimax = K3 [E]O
[Elo = [E] + [ES]

On [E]o és la concentracio total del enzim i K1, Ko, i Ks les constants de velocitat.
El valor de K esta inversament relacionat amb la constant d'afinitat Ka de I'enzim:

| per tant, per valors menors de K, existeix una major afinitat entre I'enzim i el substrat. El
procés dimmobilitzacid6 d'un enzim pot alterar les seves propietats catalitiques, en
comparacio amb les que presenta en un ambient natural de reaccio. Aquests alteracions es
manifesten normalment en canvis de Ky, aixi com del pH i temperatura optims per
desenvolupar una maxima activitat enzimatica. Aquest fenomen esta atribuit a canvis
microambientals que succeeixen al voltant dels centres actius?2,

En el nostre cas, el métode convencional per a determinar la K implica un adaptacio de la
equacio vista anteriorment?3;

|max Csubstrat

Kmapp + Csubstrat

On | és el corrent mesurat, Csubstrat 1a concentracio de substrat i Imax €l corrent maxim. ES
substitueixen tant V com Vimax per | i Imax que no deixen de ser velocitats d'oxidacio o reducci6
de I'espécie que participa en la reaccié enzimatica. Donat que el mecanisme enzimatic i de
deteccié estan afectats per fenomens difusionals, a banda d'altres variables de caracter
fisico-quimiques, el parametre analeg a la Km es coneix com la constant aparent de Michaelis-
Menten (Kn2ep).
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La KPP es determina realitzant un ajust matematic dels valors experimentals a la cinetica de
primer ordre descrita per Michaelis-Menten. En la figura 4.14 i 4.15, es mostren els resultats
que proporcionen aquest ajust matematic a I'equacio de Michaelis-Menten.

9

8 — @

I (UA)
°

BTChCI (mM)

Figura 4.14 Ajust dels valors experimentals a I'equacio de Michaelis-Menten pel calcul de la Kn@ i la Imax del
biosensor de BChE. (---- ajust matematic; ®ee punts experimentals)

En la taula 4.8 es mostren els resultats del calcul per a la determinacié de KmaP i Imax.

Per I'enzim AChE en solucié la Km per a un substrat d’ATChCI determinada utilitzant
sistemes classics en la determinacié d'activitats enzimatiques varia entre valors de 0.051 a
0.2 mM 4, Pel que fa a la BChE en solucio el valor de la Km pel substrat BTChCI és de 1.87
mM. Els valors de la Kn@P trobats experimentalment en enzim immobilitzat sén superiors que
els d'enzim lliure, aixo indica la possible existéncia de barreres difusionals i/o la modificacio
de I'afinitat del substrat per I'enzim degut a la immobilitzacio.

Taula 4.8 Calcul de Imax i KmaPP mitjangant un metode iteratiu de regressio no lineal, per biosensors d'ambdos
enzims.

AChE BChE
Imax (LA) 175 14.0
Ken®® (M) 15 45
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Figura 4.15 Ajust dels valors experimentals a I'equacié de Michaelis-Menten pel calcul de la Km##? i la Imax del
biosensor de AChE.

4.49 Emmagatzematge del biosensor: Condicions generals i temps de vida

El biosensor, en estar format per material biologic, s’ha de preservar en unes condicions
idonies per tal d'evitar la desnaturalitzacio de I'enzim. En el present treball, es conservaren a
—4°C en una placa de Petri. Prévia a la seva calibracio, es submergia unes hores en el mateix
medi de treball (tampd fosfat, KCl i pH 7.5) pel condicionament de I'enzim.

Es comprova la durada del biosensor sense haver estat calibrat inicialment, és a dir,
guardant-lo directament a —-4°C sense haver realitzat cap mesura prévia. Al cap de 5 mesos
(165 dies) es va realitzar un calibrat i es va comparar la seva resposta amb la de la resta de
biosensors de la mateixa serie i que havien estat calibrats immediatament després de la seva
construccio. Els resultats eren totalment comparables, i per tant és de suposar que I'enzim en
els primers cinc mesos d’ emmagatzematge conserva les seves activitats catalitiques tot i la
immobilitzacié a la que esta sotmes.
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Figura 4.16 Recta de calibracié per un biosensor amb un 32 % de grafit, i 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg)
immobilitzada amb 4 pl d'una soluci6 de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor, en un medi 0.1 M
fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). El calibrat s s’ha realitzat 165 dies després de la construccié del biosensor. Pendent:
1800 pA/M

La sensibilitat obtinguda és de 1800 pA/M; la resta dels 9 biosensors que conformen la serie
tenen un pendent de 1980 + 160 pA/M (calibrats 5 mesos abans). Aixi mateix, els valors de I
interval lineal també es mantenen.

45 CONFIGURACIO DE MULTIPLE CAPA

Fins ara hem vist I'estudi d’un biosensor planar de configuracid hibrida screen-printing/
manual. Tot seguit mostrarem els resultats aconseguits mitjan¢ant un biosensor planar de
configuracié de mdltiple capa per screen-printing. Aquesta configuracio segueix basicament el
procés seguit anteriorment, pero ara la deposicid manual de la capa biologica sobre el
transductor es substitueix per una impressio serigrafica, de forma que tot el procés és realitzat
serigraficament.

Primerament doncs, fou necessari el desenvolupament d’'una pasta o tinta que permetés la
impressié serigrafica del material biologic. Aquesta pasta d'impressio es va basar en 0.25 ml
d’'una solucio tamponada (0.1 M fosfat i 0.1 M KCl a un valor de pH 7.5) amb 0.37 mg d’enzim
BChE i gluteraldehid (1pl al 6.25%), barrejada amb 0.01 g d’'HEC, 5 mg de BSA i 0.1 g de
grafit.
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Aquesta pasta es va imprimir sobre transductors de grafit (32%). La presencia de grafit en la
pasta millorava la conductivitat i el contacte amb la superficie del transductor.

L'estudi realitzat pels dispositius que pertanyen a aquesta configuracié fou menys exhaustiu
que el corresponent als biosensors amb l'anterior configuracié (manual). L'objectiu fou
comparar els principals parametres caracteristics de resposta entre les diferents
configuracions, tal com interval lineal i sensibilitat.

De forma, doncs, analoga al desenvolupament seguit en els biosensors manuals es va
optimitzar un dispositiu fabricat tan sols amb tecniques serigrafiques.

Es va observar que tot i que linterval de treball es situava en una zona molt propera, la
sensibilitat obtinguda per aquests dispositius doblava la daquells biosensors amb
configuracié manual, emprant 28 cops menys enzim. Una possible explicacio podria estar en
el fet de que la immobilitzacié del material biologic es menys efectiva. Aixo faria que un major
nombre de centres actius estiguessin disponibles per a la catalisi de la reaccio, pero alhora,
les perdues d'enzim des de la matriu cap al si de la solucié serien molt més importants.
Experimentalment es va comprovar que un cop finalitzat el calibrat es detectaven perdues de
material (leaking), perdues perd, que no eren prou importants com per afectar
significativament la determinacié de I'analit d'interés en un calibrat. Aixo impossibilitaria una
reutilitzacié dels dispositius d'analisi, tot i que, donada les caracteristiques dels biosensors
desenvolupats (disposable o d’un sol (s), no suposaven cap inconvenient.

El temps de resposta dels biosensors de capes impreses, a més, fou inferior als temps de les
dues altres configuracions.

En la taula es representen els parametres obtinguts mitjancant ambdues configuracions.

Taula 4.9 Parametres caracteristics de biosensors BChE o AChE (32 % de grafit) desenvolupats mitjancant
configuracions manual i de mdltiple capa, a partir de calibracions de tiocolina realitzades en un medi 0.1 M fosfat
i 0.1 MKCI (pH 7.5). Eap = 700 mV.

Configuracié Manual Mdltiple capa

Biosensor AChE Biosensor BChE Biosensor BChE
Interval lineal 1-80 uM 6-96 uM 10-100 pM
Sensibilitat 8 mA/M 2 mA/M 4 mAM
DSR* 6 5 8
Carrega 0.28 mg 0.28mg 0.01 mg
enzimatica

*DSR (desviacid estandard relativa en % per n=9)
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Les desviacions estandard relatives (DSR), i que podem associar a la reproductibilitat,
trobades en els biosensors que pertanyen aquesta darrera configuracié eren superiors a les
dels dispositius amb configuracié6 manual, contrariament al que podriem pensar, ja que
tedricament els processos automatics porten associat un menor error que els manuals.
Malauradament, la impressio serigrafica de biosensors no es troba plenament automatitzada,
I encara implica una component manual que fa disminuir la reproductibilitat dels sensors. Tot i
aixo, es va comprovar com era possible la construccio de dispositius utilitzant tecniques de
fabricacid massiva, i per tant era plausible una futura aplicacio en l'analisi de pesticides
mitjangant aquests dispositius (capitol 5).

4.6 BIOSENSORS BASATS EN BIOCOMPOSITS

Recordem que sota aquesta configuracié la construccid dels dispositius es realitzava en un
sol pas, mitjancant la immobilitzacié de I'enzim en una matriu polimerica que conté grafit
(monocapa biologica conductora).

4.6.1 Activacio del biosensor

Anteriorment haviem vist que els transductors requerien una activacio electroquimica previa a
les calibracions. En el cas dels biocomposits, és de suposar que es requerira un procés
semblant, tot i que en aquest cas, l'activacio electroquimica es realitza en presencia de
I'enzim, i per tant, son necessaries unes condicions més suaus, ja que quan es portava el
potencial a 1.6 V I'enzim semblava desnaturalitzar-se. Mesures anteriors amb transductors
sense enzim ens van fer veure que si disminuiem el potencial al que sotmetiem I'electrode
finsa 1.1V, i alhora augmentavem el temps d’activacio, aconseguiem intensitats de corrent
de fins a un 80 % del que obtindriem a un potencial d'1.6 V, i per tant una activacio de la
superficie del transductor acceptable. Aixi doncs, es va procedir a activar els hiosensors a 1.1
V, potencial que no alterava les propietats catalitiques de I'enzim.

4.6.2 Potencial optim de treball

El metode més emprat per la determinacié del potencial optim de treball, és la técnica de la
voltamperometria lineal, on s'aplica un escombrat de potencial i s'observa la zona on s'obté
I'augment de la intensitat corresponent a l'oxidacio de I'especie electroactiva d'interes.
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Figura 4.17 Voltamperograma lineal d’un biosensor basat en biocomposit epoxi-grafit-BChE (77.05, 20 i 2.95 %
respectivament). L'electrolit suport, en el primer cas, és una solucié 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.0). En el
segon, s'afegeix BTChCI a I'electrolit, amb una concentracid final de 10-3 M. Velocitat d’escombrat 0.05 V/s.

En la figura 4.17, es distingeix el repla (o plateau) caracteristic de I'oxidacié de BTChCl a 700
mV, que coincideix en els potencials d’oxidacio trobats per la tiocolina en configuracions
analogues per a materials similars!>9. A partir d'aquests resultats s’escull aquest potencial
com I'optim per realitzar les mesures posteriors.

4.6.3 Contingut d’enzim en el biocompaosit

Es varen provar diversos continguts d’enzim dins el biocomposit (amb un 32% de grafit), i es
varen avaluar les seves respostes mitjancant calibracions amperometriques. Per I'enzim
BChE, es prepararen diferents formulacions detallades en la taula 4.10.

Aquells biosensors que contenien un baix nombre d'unitats enzimatiques (inferior a 50) no
mostraven cap tipus de resposta, a diferéncia d'altres configuracions (84.4 i 84.5) on tot i que
la sensibilitat era relativament baixa, s’obtenia una bona resposta. A més, el pendent obtingut
en aquells biocomposits amb carregues enzimatiques superiors fou també inferior a les
sensibilitats aconseguides amb altres configuracions. Aquest comportament podria significar
que o bé el biocomposit preparat no era prou conductor, o bé I'enzim quedava parcialment
alterat dins la matriu.
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Taula 4.10 Composicions d’enzims ChE en el biocompasit, per a biosensors calibrats en una solucié 0.1 M fosfat
i 0.1 M KCI (pH 7.0) afegint volums coneguts d'una solucié estandard de BTChCI. Els valors del pendent
expressat es refereixen a les corbes de calibraci6 | = K [TCh]. E aplicat = 700mV, preactivacié a 1100 mV.

Tipusd'enzim  BChE sérum BChE sérum  BChE sérum  BChE de AChE AChE
de cavall de cavall de cavall plasmahuma  d'anguila d'anguila
eléctrica eléctrica
Activitat de
Fenzim 8.7 U/mg 8.7 U/mg 8.7 Uimg 100 U/mg 480 U/mg 480 U/mg
vdenzmenel =g 1 3 03 01 1
biocomposit*
Activitat per g
. . 35U 87U 261U 300U 430 U 4800 U
de biocomposit*
Pendent (K)
38 47 50 133 40 500
(LAIM)
~Limitsuperior
Imit superior 9 3 4 6 03 05

resp.lineal (mM)

* pasta d'impressié preparada (es podien preparar uns 20 hiosensors per cada g de pasta)

Per a verificar-ho, es va avaluar el seu comportament com a transductor, afegint addicions de
I'espéecie electroactiva Ks[Fe(CN)s] o0 BTChCI en presencia d’enzim lliure en solucié. En
ambdads casos el biosensor respongué perfectament i, per tant, sembla ser que I'enzim patia
algun tipus d'alteracié en el si de la matriu polimérica. Tot i aix0, s'observa una disminucié en
el pendent del 25% respecte els transductors de grafit (32%) fabricats anteriorment (83.5.2),
degut a la presencia d’enzim i que d’alguna forma semblen restar conductivitat al dispositiu. A
aixo se li sumava el fet de que la preactivacio electroquimica es duia a terme a potencials
més baixos, que provocaven una menor intensitat en el senyal de resposta.

Es va observar finalment, que els biosensors preparats amb un percentatge de grafit inferior
al 30% mostraren sensibilitats practicament negligibles. La RSD trobada (8% per n=5, pels
dispositius amb 1% de BChE), dobla la dels transductors desenvolupats, posant de manifest
que el material biologic no tan sols disminuia les propietats conductores del dispositiu sind
que, a més, n'empitjorava la reproductibilitat.

Es va escollir com a composicié optima, en el cas de biosensors de BChE, 1% d’enzim (87
Ulg de biocomposit). Continguts més alts tan sols provocaven un lleuger increment en el limit
superior de resposta lineal i practicament no milloraven la sensibilitat del dispositiu. Tot i que
la BChE provenint de plasma huma millorava la resposta del biosensor, alhora I'encaria molt.
Tot i aix0 es podria tenir en compte en futures investigacions ja que per un mateix contingut
d'unitats enzimatiques la sensibilitat se’'n veia doblada.

Els biosensors de AChE, tot i que amb intervals de treball inferiors, mostraren altes
sensibilitats (provocat per 'augment en l'activitat enzimatica). Observant els percentatges
d’enzim afegit (en pes) veiem com el pendent resulta 10 vegades superior al dels sensors de
BChE. Si ens fixem, pero, en l'activitat enzimatica que realment conté (55 vegades major),
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ens adonem que aquestes diferencies haurien de ser més grans. Sembla ser doncs, que un
augment considerable en I'activitat es veu només lleugerament reflexada en la sensibilitat. Tot
i aix0 aquests sensors resultaran molt tils en el posterior analisi de pesticides, donat que per
la mateixa quantitat d’enzim els pendents resulten majors i, per tant, I'efecte de I'inhibidor es
veura incrementat.

La composicié final del biocomposit fou de 0.3 g del monomer Epo-tek H77, 0.045 g
d’enduridor, 0.165 g de grafit i 0.005 g de BChE (0 AChE). La pasta final (de 0.515 g totals) es
mescla amb ciclohexanona per proporcionar la viscositat adequada en el procés d'impressio.
Aquestes quantitats foren suficients per a la fabricacié de 10 biosensors.

En la taula 4.11 es representen els parametres obtinguts mitjancant les diferents
configuracions.

Taula 4.11 parametres caracteristics de hiosensors BChE o AChE (32 % de grafit) desenvolupats mitjancant
configuracions manual, de mdltiple capa i biocompasit a partir de calibracions de tiocolina realitzades en un medi
0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV

Configuraci6 ~ Manual Mltiple capa Biocomposit
Biosensor Biosensor BChE | Biosensor AChE  Biosensor BChE | Biosensor AChE  Biosensor BChE
AChE
Interval lineal
1-80 6-96 10-100 10-500 10-3000
(uM)
Sensibilitat
8 2 4 0.5 0.05
(mA/M)
Carrega enzim.
. 0.28 0.28 0.01 0.28 0.28
(mg)
Unitat enzim.* 134 2.5 0.09 134 2.5

*per biosensor

S'observa com en els biosensors basats en biocomposits el limit superior de resposta lineal
és més gran, tot i que la sensibilitat disminueix quan es compara amb altres configuracions.
Hem de tenir en compte, que en el biocomposit el material biologic no es troba només en la
superficie, sind que esta dispers en tot el volum de la matriu i aixo dificulta el pas de I'analit
per arribar a I'enzim. En consequéncia, es forma una menor quantitat d’espéecie electroactiva i
per tant una disminucié del senyal obtingut. Aquesta decreixement de la sensibilitat, va
produir un considerable augment de la desviacid, fet que va proporcionar errors importants en
I'analisi de pesticides, tal i com veurem més endavant (capitol 5).

Els biosensors BChE fabricats mitjancant multiple capa mostren un interval de treball molt
proper als dispositius manuals, tot i que la sensibilitat obtinguda doblava la dels darrers,
emprant 28 cops menys enzim (el pendent també augmenta quan es realitzaren
determinacions de pesticida, tal i com es veura en el capitol 5). Una possible explicacio, com
ja s’ha comentat, podria estar en el fet de que la immobilitzacié del material biologic es menys



118 Capitol 4

efectiva, permetent que un major nombre de centres actius estiguessin disponibles per a la
catalisi de la reaccid. Alhora, pero, les perdues d’enzim des de la matriu cap al si de la solucié
serien molt més importants (tal i com es va comprovar experimentalment, un cop finalitzat el
calibrat). Sembla ser doncs, que la immobilitzacid6 amb gluteraldehid (sota configuracié
manual), reté de forma més efectiva I'enzim, pero per una altra banda, la matriu de HEC i
BSA (configuracié de capa mdltiple; 84.5) aparentment conserva les propietats catalitiques
del material biologic de forma més adecuada.

Aquestes caracteristiques foren també observades en els estudis posteriors per a I'analisi de
vins (PART II).

4.7 CONCLUSIONS

1- S’ha comprovat que a partir de biosensors fabricats mitjancant una tecnologia simple i
economica es poden fer determinacions de bultiriltiocolina i acetiltiocolina, que posteriorment
ens permetra I'analisi de pesticides.

2- S’han utilitzat tres metodologies diferents per la fabricacio de biosensors; manual, que
consisteix en la deposicié de I'enzim sobre el transductor d’epotek i grafit 'enzim (adsorcid
fisica) i posteriorment I'addici6 manual de glutaraldehid que immobilitza I'enzim mitjancant
cross-linking, mitjancant configuracid de mdultiple capa on s'immobilitza I'enzim sobre el
transductor mitjangant la impressio serigrafica de la capa biologica i per Ultim sensors basats
en biocomposits, mitjancant la incorporacié del material biologic directament a la pasta
d'impressié durant el procés de fabricacio del transductor.

3- La composicié optima per un biosensor manual és de 0.28 mg de BChE (8.7 U/mg solid)
procedent de serum de cavall, immobilitzat amb 4 ul de glutaraldehid sobre un transductor
amb un 32 % de grafit. Composicions amb continguts menors d’enzim han donat bones
respostes (tot i que amb sensibilitats menors), i per tant no poden ser menystingudes en un
estudi posterior per a la determinacié d'inhibidors.

La pasta d'impressio desenvolupada pels biosensors de multiple capa es basava en 0.25 ml
d’'una soluci6 tamponada (0.1 M fosfat i 0.1 M KCl a un valor de pH 7.5) amb 0.37 mg d’enzim
BChE i gluteraldehid (1l al 6.25%), barrejada amb 0.01 g d'HEC (0.5g de dissolucid al 2%),
5 mg de BSA i 0.1 g de grafit. Aquesta pasta es va imprimir sobre transductors de grafit
(32%).

La composicié final del biocomposit fou de 0.3 g del monomer Epo-tek H77, 0.045 g
d’enduridor, 0.165 g de grafit i 0.005 g de BChE (0 AChE). La pasta final es mescla amb
ciclohexanona per proporcionar la viscositat adequada en el procés d'impressio.
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4- S'ha trobat que el potencial d’oxidacié de la tiocolina pels biosensors desenvolupats és de
700 mV, i, per tant, ha estat el potencial de treball escollit.

5- La part transductora del biosensor, tal i com s’havia vist en I'anterior capitol (§3.4), ha de
passar per una etapa d'activacié electroquimica, en la que es sotmet el transductor a un
potencial fix de 1.6 V durant 12 minuts. El biocomposit es va sotmetre a un potencial de 1.1 V
per no malmetre I'enzim.

6- L'immobilitzacié és suficientment forta, perque les pérdues d'enzim al llarg d'un calibrat
siguin minimes, i prou estable perqué un biosensor es pugui utilitzar fins a 5 mesos després
de la seva construccio conservant practicament intactes les seves propietats catalitiques. En
els biosensors de mdiltiple capa, pero, les pérdues de material biologic s6n més importants,
pero tot i aixo I'enzim queda prou retingut per realitzar-se la determinacio de forma eficient.

7- L'avaluacio dels biosensors de BChE i AChE cal portar-la a terme a un pH 7.5, on la
resposta es més estable i la sensibilitat major.

8- La reproductibilitat i homogeneitat dels sensors enzimatics procedents d’'una mateixa serie
presenten valors acceptables en llur sensibilitat (al voltant del 9 % d'error). L'error es duplica
al comparar biosensors procedents de diferents impressions.

9- L'interval lineal trobat en els biosensors manuals es situa entre 6.3 (+ 0.6) i 96 (£ 9) UM, i
el pendent en 1980 + 160 pA/M. En els dispositius basats en mdltiple capa, l'interval lineal és
molt proper (10-100 pM) i la sensibilitat es veu doblada, degut a una menor immobilitzacié de
I'enzim. En la configuracié de biocomposit, el pendent disminueix considerablement, i com a
consequencia, I'interval de treball s'amplia fins a concentracions de 3 mM.

10- La cinetica de la reaccio enzimatica s'ajusta al model descrit per Michaelis-Menten, tot i
que les Kmare trobades pel biosensor de BChE i AChE (4.5 i 1.5 mM respectivament) son
superiors als valors en solucid, fet que indica la possible existencia de barreres difusionals i/o
una modificacié dels centres actius de I'enzim degut a la immobilitzacié i una disminucié de la
seva afinitat pel substrat.




120 Capitol 4

Bibliografia

1D, Martorell, F. Céspedes, E. Martinez-Fabregas, S. Alegret, Anal. Chim. Acta 337 (1997) 305

2 JJ Rippeth, T.D. Gibson, J.P. Hart, I.C. Hartley, G. Nelson, Analyst 122 (1997) 1425

3A.L. Hart, W.A. Collier, D. Janssen, Biosens Bioelectr 12 (1997) 645

4A. Cagnini, I. Palchetti, I. Lionti, M. Mascini, A.P.F. Turner, Sensors Actuators, 24-25 (1995) 85

5A. Cagnini, I. Palchetti, M. Mascini, A.P.F. Turner, M. Del Carlo, C. Coppi, Anal. Chim. Acta, 337 (1997) 315
6G.A. Evtugyn, H.C. Budnikov, E. B. Nikolskaya, Analyst 121 (1996) 1911

7). Kulys, E. J. D'Costa, Biosens Bioelectr 6 (1991) 109

8D. Schomburg, M. Salzmann, (Eds.) Enzyme Handbook, Springer-Verlag, GBF, Alemanya, 1991

°D. Martorell, F. Céspedes, E. Martinez-Fabregas, S. Alegret, Anal. Chim. Acta 290 (1994) 351

10C, Galan, Tesi Doctoral, Universitat Autonoma de Barcelona, 1996

11M.J. Madou, S.R. Morrison, Chemical sensing with solid state devices, Academic Press, San Diego, 1989
12R. M. lanniello, A.M. Yacynych, Anal. Chem. 53 (1981) 2090

13F R. Shu, G. Wilson, Anal. Chem. 48 (1976) 1679

14p, Skladal, M. Pavlik, M. Fiala, Anal. Lett., 27 (1994) 29

15D, Martorell, Tesi Doctoral, Universitat Autdnoma de Barcelona, 1996





