CAPITOL 5

Determinaci6 de pesticides mitjancant biosensors
planars basats en la inhibicio de colinesterases

En els capitols anteriors, hem vist el disseny i construccié del biosensor, aixi com I'estudi del
seu comportament electroquimic en front la butiril o acetiltiocolina (substrat especific de
I'enzim emprat). Per a conéixer i comprendre el funcionament d’un biosensor per a I'analisi de
pesticides i, sobre tot, el métode emprat en la seva determinacio, es va trobar oportd, fer una
breu descripcié del mecanisme d'interaccié enzim-inhibidor en primer lloc. A continuacié es
detallaren métodes per a la determinacid de pesticides per inhibicio enzimatica i es
descriviren els resultats aconseguits pels biosensors desenvolupats tant en mostres de
laboratori com reals.

5.1 INTRODUCCIO: INHIBICIO ENZIMATICA

Els enzims s’enllacen de forma especifica als corresponents substrats a través d'interaccions
energétiques i fisicament complementaries. Aixd permet als enzims ser absolutament
estereoespecifics, ja sigui en la uni6 al substrat o en la catalisi de reaccions.

La reacci6 que catalitzen els enzims per a un sol substrat pot expressar-se de forma general
de la seglient manera:

Ki Kz
E+SAES—>F+P
K2

On E és 'enzim, S el substrat, ES el complex enzim-substrat, P el producte i K les constants
de velocitat.
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En un biosensor la resposta selectiva a un substrat determinat ve condicionada pel
component biologic. Ara bé, per algunes substancies d'interes analitic, per a les quals el
desenvolupament d’un biosensor seria molt util i indicada, no es coneix el component biologic
que proporcioni una resposta directa i especifica.

D'altra banda, moltes substancies alteren 'activitat d’'un enzim al combinar-se amb ell de tal
forma que afecta la fixacié del substrat. Les substancies que redueixen l'activitat de I'enzim
d’aquesta forma s’anomenen inhibidors. Aixi doncs, si l'analit que interessa mesurar té
capacitat d'inhibir algun enzim pot desenvolupar-se un biosensor amb aquest enzim i detectar
la presencia de I'analit quantificant la pérdua d’activitat catalitica.

Per tant, emprant un biosensor poden mesurar-se indirectament determinades substancies
seguint la inhibicié enzimatica que son capaces de provocar!?.

Els inhibidors enzimatics es divideixen en dues grans classes: reversible i irreversible

5.1.1 Inhibidors reversibles
Trobem tres tipus d'inhibici6 reversible:

Inhibicié competitiva.

L'inhibidor competeix amb el substrat pel seti actiu de I'enzim. Mentre l'inhibidor competitiu
ocupi el seti actiu, el substrat no podra unir-s’hi. Aquests inhibidors sovint sén compostos que
s’'assemblen al substrat, ja que s’'uneixen especificament al seti actiu, perd es diferencien pel
fet de no ser reactius. Es combinen amb I'enzim per a formar un complex El. Degut a que la
inhibicid és reversible, la reacci6é pot desplagar-se cap a la formacié de producte afegint més
substrat. Quan la concentracié de substrat és elevada la probabilitat de qué una molécula
inhibidora s’uneixi a I'enzim és minima, i la reaccié mostra una Vmax normal, tot i que la Kn
augmenta.
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o Membrana ) Transductor ) Resultat
liquid 0 enzim les dades recta de calibrat

Figura 2.1 Principi general d’'un biosensor. En presencia de pesticida, I'enzim es bloqueja
parcialment, s'origina menys producte electroactiu, i s'obté un senyal menor.
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Aquest efecte en la Ky i 'abséncia d’efecte en la Vimax és el diagnostic inequivoc d’una
inhibicié competitiva.

E+SAES—E+P

+

|
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El

Inhibicié no competitiva

Aquest tipus d'inhibicio es defineix per a un Unic substrat, perd a la practica només s’ha
observat en enzims que tenen dos més substrats. Un inhibidor no competitiu €s aquell que
s’uneix en un seti diferent al que s'uneix el substrat. L’enzim s’inactiva quan l'inhibidor s’uneix
a I'enzim independentment de la presencia de substrat. L'inhibidor disminueix la concentracié
d’enzim actiu i , per tant, la Vmax disminueix, mentre que I'efecte sobre la Ky €s molt petit o

inexistent.

E+SAES—E+P
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Inhibicié acompetitiva

Aquest tipus d'inhibicio també s’ha observat només en enzims amb dos 0 més substrats.
L’inhibidor també s’uneix en un seti diferent del substrat, perd només ho fa si el substrat ja
s’ha unit al centre actiu, és a dir, sols s'uneix al complex ES. En la inhibicié no competitiva ho
feia tant en I'enzim lliure com en el complex ES.

E+S AES—>E+P
.
|
it
ESI
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5.1.2 Inhibidors irreversibles. Pesticides

Els inhibidors irreversibles son els que es combinen amb un grup essencial de I'enzim per a la
seva activitat o fins i tot el destrueixen. Sovint es forma un enllag covalent entre un inhibidor i
I'enzim. Els inhibidors irreversibles resulten de gran utilitat en I'estudi dels mecanismes de
reaccid i un exemple en son els pesticides.

Pesticides

En diferents époques de la historia, s’han produit grans calamitats bioldgiques que han
afectat gruement I'activitat agricola i que en molts paisos constituia la font principal de
recursos de la poblacié. Aquest fet provocava efectes economics i socials devastadors, alhora
que augmentava i afavoria el creixement de malalties tant humanes com animals. També es
podien originar especies de plantes o animals indesitjats i que podien causar danys durant la
produccid, processament, emmagatzament, transport o comercialitzacié dels aliments, de la
fusta i els seus derivats. Des de I'antiguetat es coneixien les propietats d’alguns productes per
repelir les plagues i les malalties de les plantes.

A partir de la segona meitat del segle passat, la introduccié de compostos quimics artificials
per combatre I'accié de les plagues naturals, va revolucionar I'agricultura. Des d’aleshores, es
preparen i s'utilitzen un gran nombre de pesticides, alguns d’ells molt complexos, que
permeten augmentar considerablement la productivitat agricola.

Avui dia s'utilitzen a l'agricultura i per a molts altres propdsits, com la proteccié de la salut
humana i d’animals, el control de plagues en el medi forestal i aquatic, la protecci6 d’edificis i
d’altres estructures, etc.

Els pesticides son productes (0 mescla dells), generalment en forma de formulacions,
sintetitzats per a la destruccio, prevencio o control de plagues en les que s'inclouen fongs,
insectes, males herbes i en general, les plantes, els animals o els microorganismes que
podrien afectar el desenvolupament, el rendiment o la conservacié dels productes alimentaris
que es conreen. El terme pesticides pot també incloure substancies usades com a reguladors
en el creixement de plantes, defoliants, agents per prevenir la caiguda prematura de la fruita i
aplicacions quimiques als cereals, fins i tot abans o després de la collita per inhibir el
deteriorament durant 'emmagatzament o el transport.
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Un ampli rang d'insecticides, fungicides, bactericides, i herbicides incloent-hi els fumigants,
han esdevingut d'importancia en I'agricultura, sobretot en els paisos desenvolupats, tot i que
darrerament comencen a emprar-se ampliament en els paisos en vies de desenvolupament.
Les pérdues de cereals a causa de plagues es troben entre el 40 i el 70%3, i es calcula que
les pérdues en les collites es doblarien si els pesticides actuals deixessin d'utilitzar-se.

Taula5.1
Consum mundial de pesticides
. Cost de la produccio
Area %
en milions d'€

América del Nord 4.524 26
Europa Occidental 4.350 25
Asia 3.828 22
Europa Oriental 1.740 10
Ameérica del Sud 1.566 9
Altres regions 1.392 8
Total 17.400 100

Encara que el paper dels pesticides a 'economia mundial és important (taula 5.1), el seu Us
requereix molt de control, ja que només un percentatge molt baix del compost compleix el seu
objectiu. Aixi doncs, és fonamental el coneixement dels mecanismes d’aplicacio, transport,
degradacio, acumulacio i persisténcia dels pesticides a 'ambient.

Els pesticides per si sols poden causar danys en el medi ambient i la salut humana, a banda
dels beneficis esmentats. Molts sdn toxics i, tenint en compte la utilitzacié a nivell mundial de
quantitats cada cop més grans d’'aquests compostos, si no es prenen prou precaucions,
poden ser perillosos. A més, 'acumulacié6 d’aquests compostos, i 'augment de la seva
concentracio local, poden provocar interaccions quimiques amb altres compostos del medi,
cosa que té com a resultat la formacié de subproductes que a vegades poden ser més toxics
que els compostos de partida. La interaccié del pesticida amb el medi aquatic té especial
consideracio ja que és forca complexa, i depén d’'una combinacié de processos fisics, quimics
i biologics. Pot dissoldre’s en aigua, mantenir-se en suspensio, adsorbir-se 0 acumular-se en
organismes Vvius.
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Els pesticides son toxics per als éssers humans per via oral, per inhalacié i per contacte amb
la pell. El grau de toxicitat depén de les caracteristiques, la quantitat i la durada de I'exposicio
o0 temps de contacte de cada pesticida.

Els seus efectes poden ser cancerigens, citogenics, desordres en la medul.la dsia, infertilitat,
malalties neuronals, i problemes immunoldgics i respiratoris3. En els darrers anys ha crescut
linteres sobre l'analisi de residus de pesticides en els aliments i sobre la contaminacio
d’aigues que causen les practiques de les granges; depenent del tipus de pesticida, el maxim
nivell permes per aiglies aptes pel consum varia des de 0.3 a 400 ugl' 4 . El cataleg de
pesticides emprats és molt ampli: com exemple, més de 3000 pesticides tenen una aprovacio
oficial al Regne Unit. L'Us de organofosforats i carbamats ha augmentat en els darrers 20
anys; en canvi el d'organoclorats ha disminuit enormement en el mateix periode.

En general els pesticides es poden classificar en tres grans grups, segons la plaga sobre la
qual actuen: insecticides, fungicides i herbicides, tot i que n’hi ha d’altres com els acaricides,
raticides, etc.

-Insecticides: substancies que actuen sobre el sistema respiratori, digestiu o per contacte amb
la cuticula i provoquen l'enverinament dels insectes. També s'utilitzen com repelents o
atraients d'insectes.

-Fungicides: productes quimics utilitzats per lluitar contra les diferents espécies de fongs que
ataquen els conreus. També sén utilitzats per conservar pells, teixits, paper, productes
cosmeétics i qualsevol producte que pugui ser atacat pels fongs.

-Herbicides: substancies quimiques capaces de matar les males herbes que redueixen el
rendiment dels conreus competint amb elles per la llum solar, I'aigua i els nutrients del sol.

La quantitat de pesticida existent en diverses matrius pot ser determinat per diversos
métodes®. La cromatografia de gasos és indubtablement la més usada, i acoblada a un FTIR
0 a un espectrometre de masses, en resulta una eina analitica de gran poténcia. En canvi,
degut a la seva labilitat térmica, baixa volatilitat i alta polaritat, alguns pesticides es poden
perdre, tot i que aquests problemes es poden resoldre mitjangant una cromatografia liquida o
electroforesi capilar. En els darrers 15 anys técniques analitiques immunoquimiques s’han
aplicat ampliament per a la determinacié de pesticides, i un dels nous conceptes introduits per



Analisi de pesticides per inhibicié enzimatica 127

a l'analisi de pesticides ha estat el disseny de biosensors electroquimics, basats principalment
en la inhibicié de l'activitat d’alguns enzims especifics com les colinesterases. Aquesta
inhibicié s’ha investigat extensament per processos bioldgics®?, pero la utilitat dels biosensors
es pot veure restringida degut al seu temps de vida i a llur sensibilitat.

Les colinesterases actuen en els teixits nerviosos i les cél.lules sanguinies i juguen un
important paper fisiologic com a responsables de la hidrolisi de I'acetilcolina, que és un
neurotransmissor en la sinapsi colinérgica. Llur concentracié en el plasma sanguini és un
important indicador de les malalties del fetge. La hidrolisi enzimatica de I'acetilcolina en
preséncia d'acetilcolinesterasa es dona de la seguent forma:

AChE
CH3COO (CH2)2N* (CH3)3Cl- + HoO = CH3COOH + HO(CH2)2N* (CHs)3Cl-
clorur d’acetilcolina clorur de colina

Es produeix colina i acid acétic, i la reaccié és inhibida per nombroses especies com
fluorofosfats, carbamats i sals d’arilamoni’. Els pesticides organofosforats imiten la forma
molecular del substrat d’acetilcolina i poden enllagar-se irreversiblement als setis actius de
I'enzim i inhibir llur activitat®. Aquest fet fou emprat per primer cop a finals dels anys 80 per a
la determinacio electroquimica d’alguns pesticides emprant butirilcolinesterasa®. Recentment
s’ha posat més atencid en el disseny de biosensors electroquimics implementats per a la
deteccio de compostos inhibidors de [lactivitat de les colinesterases. La deteccio
electroquimica es pot basar en la mesura del canvi de concentracié de I'acid format en la
reacci6 catalitzada per 'esterasa, analoga a la reaccid mostrada anteriorment per 'AChE. Es
més sovint, pero, la detecci6 de la colina formada mitjangant una segona reaccio enzimatica
en preséncia de colina oxidasa (ChOD):

ChOD
HO(CH2)2N* (CH3)3Cl- + 3/202 > HO2C(CH2)N* (CHs)sCl- + H20:
Clorur de colina clorur d’hidrobetaina

en aquest cas, la espécie electroactiva és I'oxigen o el peroxid d’hidrogen, la concentracié de
la qual és mesurada electroquimicament.
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Un altra via per a la determinacié d'inhibidors és la substitucid del clorur d’acetilcolina, pel
clorur d’acetiltiocolina. D'aquesta forma obtenim una espécie electroactiva: la tiocolina, que es
mesurada també electroquimicament.

AChE
Acetiltiocolina + HoO - tiocolina + acetat
Aixi mateix, la determinacié d'inhibidors també es pot aconseguir en sistemes de flux
automatitzat mitjancant deteccié espectrofotométrica'®.

Aplicacions

Els estudis realitzats han demostrat la viabilitat de I'ls dels biosensors per a l'analisi de
pesticides. L'amplia aplicacié d’aquests dispositius en analisis cliniques i mediambientals per
a controls de camp suggereixen que podrien adaptar-se de forma analoga per la determinaci6
i monitoritzacié de pesticides. Aquests sensors podrien servir com alternativa als métodes
cromatografics, ja que, tot i que els darrers resulten més versatils aportant informacié sobre
nombroses espécies, sén molt més cars, requereixen personal molt qualificat i no es poden
fer servir en analisis de camp. De totes formes, existeixen obstacles que cal superar abans de
que els biosensors tinguin un fort impacte en les aplicacions ambientals. Dos dels majors
problemes sén la falta de robustesa fisica i quimica dels biosensors. Els eléctrodes de vidre,
perd, tot i que no sén particularment robustos i requereixen comprovacions regulars i
calibracions, sén ampliament usades en una amplia varietat d’aplicacions ambientals i
industrials.

5.1.2.1 Pesticides organofosforats i carbamats

Els pesticides organofosforats i carbamats son inhibidors irreversibles de les colinesterases
(acetilcolinesterasa i butirilcolinesterasa). Els organofosforats sén derivats de I'acid fosforic i
els carbamats de I'acid carbamic. A continuacié es mostra la formula general d’aquests
pesticides. En els organofosfats I'oxigen lligat al fosfor amb un doble enllag pot ser substituit
per un sofre obtenint-se un organotionofosfat. L’efecte inhibidor d’aquests tipus de pesticides
sobre les colinesterases només es produira si el S es reemplagat per un O.
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Organofosfats:
RO
\
P-Y-R;
/
RO
Y: O (fosfats), S (tiofosfats)
R: radical organic (metil, etil, propil, isopropil, butil)
R+: radical organic que determina el pesticida

Carbamats: 0
||
X-0-C-N-CHs X: radical organic
| R H, metil
Ri

La inhibicié de I'enzim es produeix en el centre actiu per una competitivitat entre el substrat i
el pesticida. En la reaccié d'inhibicio es forma en primer lloc un complex enzim-inhibidor a
través de I'hidroxil de la serina compresa en el seti actiu, que tot seguit es converteix en una
forma fosforilada o carbamilada de I'enzim. Una vegada I'enzim és fosforilat la reaccio és
irreversible, i I'enzim perd la seva activitat catalitica. La forma carbamilada de I'enzim és
reversible pels N-metilcarbamats''.12 tanmateix la recuperaci6 de la forma activa pot ser molt
lenta.

5.2 DETERMINACIO DE PESTICIDES

L’objectiu del present treball és desenvolupar biosensors que puguin determinar inhibidors
enzimatics de forma simple i economica. Alguns inhibidors actuen sobre I'enzim
acetilcolinesterasa, que es troba en insectes i vertebrats i és responsable d’hidrolitzar el
neurotransmissor acetilcolina. La inhibicié enzimatica comporta la ruptura de l'impuls nervios i
la mort del organisme viu. Es evident, doncs, la importancia de detectar aquests inhibidors
entre els que es troben els pesticides organofosforats i carbamats, tal com el paraoxon i el
carbofuran, objectius de la nostra analisi. Donat el caracter irreversible de la inhibicid, encara
resulta més interessant el fet de dissenyar eléctrodes d'un sol Us, i és en aquest sentit cap on
es varen encaminar els nostres esforcos.
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Mitiangant el biosensor desenvolupat (capitol 4) es poden detectar inhibidors de les
colinesterases, tal com pesticides. La inhibicié de 'enzim es produeix en el seu centre actiu
per competitivitat entre el substrat i el pesticida, i fa que el senyal disminueixi. Aquesta
disminucié es pot associar a la quantitat d’inhibidor present en el medi.

Per a la determinacié d’inhibidors de les colinesterases es poden seguir dues metodologies:
una de directa i una altra d'indirecta. La primera es produeix en presencia de substrat i la
segona sense (§§ 5.2.115.2.2). En el métode directe, s'usa la inhibicié relativa d’acord amb el
procediment desenvolupat per Skladal'3.14,

Per a la determinaci6 dels pesticides estudiats (paraoxon i carbofuran) emprarem la
determinacio indirecta. EI metode més habitual és el calcul del percentatge d'inhibicid's16, tot i
que es pot calcular la concentracié de pesticida per ambdds métodes; percentatge d'inhibicid i
inhibicio relativa.

5.2.1 Velocitat d’inhibicio relativa

Per a la determinaci6 de pesticides seguint aquest métode, es submergeix el biosensor en la
soluci6 de treball. Quan el corrent de fons és estable s’addiciona una quantitat coneguda de
substrat. La intensitat augmenta rapidament i un cop s'assoleix 'estat estacionari (lee),
s'afegeixen les mostres de pesticida i, atés que pot trigar molt temps en assolir de nou I'estat
estacionari, es mesura la velocitat de disminucio de la intensitat (dl/dt). D’aquesta forma hom
mesura la inhibicié relativa (RI) emprant la seglent equacio:

Rl =dl/dt/ lee

Addicio d'inhibidor

|

lee

Intensitat

de corrent
difdt ™

<«—— Addicié de substrat

temps

Figura 5.1 Esquema de la determinacié directa d’inhibidor en preséncia de substrat mitjangant la determinacié
de la velocitat d'inhibici6 relativa (RI).
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5.2.2 Percentatge d’inhibicié

Per a la determinacié de pesticides seguint aquest metode, cal fer dues determinacions
consecutives d'activitat enzimatica, la primera sense cap contacte previ per part del biosensor
amb el pesticida, i la segona amb una incubacié de I'eléctrode, submergint-lo en una soluci6
que contingui el pesticida per inhibir 'enzim.

Es segueix el procediment habitual per a determinar I'activitat enzimatica: i) es submergeix el
biosensor en una solucié tamponada en agitacio, i quan s’obté una intensitat residual estable
s’addiciona un volum d’una solucié d’'una concentracid perfectament coneguda de substrat.
La intensitat de corrent assolida ens déna I'estat estacionari (lee) corresponent a I'activitat
enzimatica (sensibilitat) del biosensor sense preséncia d'inhibidor. ii) Posteriorment, en una
experiéncia a part, s'afegeix una determinada quantitat de pesticida sobre el biosensor, de
forma que es dipositi exactament sobre la zona on hem immobilitzat 'enzim. Un alternativa és
col-locar el biosensor en una soluci6 tampd que conté pesticida, i que es mantingui submergit
un temps determinat (temps d’incubacié). Ambdos métodes es van provar. iii) es procedeix de
nou com en i) i s'obté un estat estacionari a una intensitat inferior (Ip) per efecte de la inhibici6
figura 5.2 Aix0 ens permet calcular el percentatge d'inhibicié expressat de la segiient manera:

| % = (lee-Ip) x 100 / lee

Intensitat lee

de corrent Ip

< Addici6 de substrat

temps

Figura 5.2 Esquema de la determinacié indirecta d'inhibidor. S'efectuen dues mesures de I'activitat, en la
segona (Ip) hi ha una incubacio prévia en presencia de I'inhibidor
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5.3 DETECCIO DE PESTICIDES MITJANCANT BIOSENSORS AMB CONFIGURACIO DE
DEPOSICIO MANUAL

Els estudis preliminars per a la determinaci6 de pesticides foren realitzats emprant el
biosensor de configuracié manual, es a dir, aquells dispositius on el transductor havia estat
imprés de forma serigrafica i 'enzim mitjangant tecniques manuals. El procediment seguit per
aquest biosensor fou seguit posteriorment i de forma totalment analoga pels dispositius de les
altres dues configuracions (capa multiple per screen printing i biocompadsit) en les
determinacions d'inhibidor (§ 5.4).

5.3.1 Efecte de la carrega enzimatica en el biosensor per a la deteccié de

pesticides

5.3.1.1 Determinacio6 de paraoxon

Es van realitzar diverses experiencies seguint el métode de la determinacié pel percentatge
d'inhibici6 en les que es va determinar la resposta de biosensors amb diferents continguts
d’enzim. Inicialment es va suposar que amb carregues enzimatiques menors s'obtindria una
major sensibilitat en la determinacié de pesticides, ja que per la mateixa quantitat d’inhibidor
un major % de centres actius es veurien afectats.

Quan seguim la reaccié d’hidrolisi de la butiriltiocolina, 'enzim transforma aquesta espécie a
tiocolina. Aquest producte és electroactiu i s'oxida a 700 mV sobre la superficie del sensor (§
4.3.2). El senyal mesurat és proporcional a la quantitat de espécie electroactiva. En presencia
de pesticides I'enzim s'inhibeix i per tant la resposta decreix. Si la quantitat d’enzim és menor,
per la mateixa concentracié de substrat, la diferéncia entre ambdues respostes (amb inhibidor
i sense) augmentara.

Pel pesticida paraoxon es provaren tres composicions: 0.28 mg, 0.22 mg i 0.112 mg d’enzim
BChE (8.7 U/mg) per sensor, donat que eren les formulacions que millor resultat havien
mostrat en les proves prévies i 0.008 mg d’enzim AChE (480 U/mg) per sensor (§ 4.4.3.1).

Pel pesticida carbofuran es va avaluar el biosensor de BChE amb una composicié de 0.112

mg d’enzim per sensor.
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Biosensor de BChE

Pels biosensors amb 0.28 mg de BChE l'interval escollit per la determinaci6 de pesticides es

situa entre 1 x 105 1.5 x 10-8. Concentracions majors inhibeixen totalment I'enzim, i menors

realitzen efectes inapreciables sobre els centres actius de I'enzim .

Es varen realitzar diversos calibrats per concentracions de pesticida diferents (figura 5.3) i

s’apreciava clarament I'efecte del paraoxon sobre els biosensors desenvolupats.

Veiem com en augmentar la concentracidé del pesticida organofosforat, la sensibilitat dels

biosensors va disminuint. Aquesta relacié ens servira per obtenir diverses rectes de calibrat

del pesticida per a diferents concentracions de substrat afegit (figura 5.5). En la figura 5.4

veiem el resultat de fer la mitjana de tots ells.

Es possible, doncs, establir una relacié lineal entre el percentatge d'inhibicié i el logaritme de

la concentracié de pesticida, i per tant obtenir una recta de calibrat que ens permetra

determinar concentracions desconegudes de paraoxon en aquest interval (1 x 105 - 1 x 108).
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Figura 5.3 Rectes de calibracié de biosensors amb un composit
de 32 % de grafit, i 0.28 mg de BChE immobilitzada amb una
solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor,
addicionant BTCh Cl per diverses concentracions de paraoxon, en
un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5).
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Figura 5.4 Recta de calibracié de pesticides.
Les dades corresponen a les de la figura 5.3.
Cada punt experimental és la mitjana de cinc
determinacions. Sensibilitat: -20.66. Coeficient
de regressi6:0.991
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Figura 5.5 Rectes de calibracions de pesticides, utilitzant biosensors 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, per diferents
concentracions de BTChCI: (a) 1.48 x 104 M (b) 1.18 x 104 M (c) 8.85 x 10-5 M (d) 5.9 x 105 M, en un medi 0.1
M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5).

En posteriors experiéncies es varen avaluar biosensors amb la mateixa composici6 de grafit i
glutaraldehid, pero variant la carrega enzimatica de 0.28 mg de Butiril Colinesterasa a 0.22

mg de BChE.

Les mesures realitzades demostraren que els resultats sén for¢a propers; s'observen, pero,
diferéncies quan es comparen els percentatges d'inhibicié d’ambdds biosensors en veure’s
sotmés a concentracions de pesticida iguals. El biosensor amb un 0.22 mg d’enzim s'inhibeix
més, ja que la relacié enzim-pesticida és menor, i per tant es veu més afectat (figura 5.6 i

5.7).
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Figura 5.6 Rectes de calibracié de paraoxon, emprant Figura 5.7 Recta de calibracié de paraoxon.
biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.22 mg de BChE (8.7 Les dades corresponen a les de la figura 5.6.

U/mg) immobilitzada amb una solucié de glutaraldehid al Cada punt experimental és la mitjana de nou
6.25 % sobre la superficie del sensor, per diverses determinacions. Sensibilitat: -31.95 %l / dec.
concentracions (M) de BTChCI, en un medi 0.1 M fosfat i Coeficient de regressio: 0.995

0.1 MKCI (pH 7.5).

També s'observa una major dispersio en els punts (sobretot per altes concentracions de
pesticida), i per tant, d’'un augment de l'error. Aquesta dispersié s’associa, a més, a la
concentracié de substrat (BTChCI) utilitzada ja que a concentracions majors de BTChCI els
pendents semblen ser lleugerament superiors. Aquest fet es podria explicar a partir de les
corbes de saturacio de 'enzim: sembla logic pensar que quan treballem en concentracions
properes a la zona de saturacid, si inhibim (o disminuim la concentracio) de I'enzim, les
diferéncies hauran de ser majors que en les zones més baixes; si les diferéncies
s'incrementen, els percentatges d'inhibicié seran superiors, tal i com s’indica en el dibuix.

| del senyal

Concentracié substrat
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Per tal de comprovar que la disminucié del senyal és degut Unicament a 'accié del pesticida,
posteriorment al primer calibrat s’han realitzat duplicats (en absencia de pesticides). Es va
observar que quan no s’afegeixen inhibidors la resposta es manté constant i per tant la
pérdua del senyal s’associa només a la inhibicié de I'enzim, i no al leaking (pérdua de 'enzim
cap al si de la soluci6).

Finalment, s’avalua un biosensor amb la mateixa composicio de grafit i glutaraldehid, pero
variant la carrega enzimatica de 0.22 mg de BChE a 0.112mg de BChE. Els resultats es
mostren en la figura 5.8
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Figura 5.8 Rectes de calibracions de pesticides, utilitzant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 mg de
BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor, per
diverses concentracions de BTCh CI, en un medi 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5).

El fet de disminuir la carrega enzimatica s’ha traduit en un augment de la dispersié dels
resultats, tal i com havia succeit anteriorment.

Tot i aixo, s’ha de destacar el fet de que s’han detectat inhibicions majors per la mateixa
concentracié de pesticida, es a dir, el canvi en el senyal (disminucid) entre els dos calibrats ha
augmentat. Aixo pot portar a deteccions de paraoxon menors, i per tant a disminuir el limit de
deteccio, si aconseguim disminuir aquesta dispersio.

Per la mateixa composici6 d’enzim, grafit i glutaraldehid, es va avaluar un altre tipus
d’incubacié. Fins ara, el contacte enzim-pesticida es produia en submergir el biosensor en
una solucié amb una concentracio determinada d'inhibidor. En la bibliografia, perd, veiem que
la majoria d’autors realitzen les seves experiéncies afegint una gota sobre la superficie del
sensor, en comptes de submergir el biosensor.
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Es va provar aquest métode, amb els seguents resultats (figura 5.9 5.10):
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Figura 5.9 Rectes de calibracié de paraoxon, emprant
biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 mg de BChE
(8.7 Uimg) immobilitzada amb wuna soluci6 de
glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor, per
diverses concentracions de BTChCI, en un medi 0.1 M
fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5). Es deposita una gota de la
mostra amb pesticida sobre el biosensor (incubacio
mitjangant gota).
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Figura 5.10 Recta de calibraci6 de paraoxon. Les
dades corresponen a les de la figura 5.9. Cada punt
experimental és la mitjana de 13 determinacions. El
contacte del biosensor amb la solucié de pesticida
(incubacid), es produeix mitjangant la deposicié d’'una
gota de mostra sobre la superficie del biosensor.
Sensibilitat: -18.37 %l / dec. Coeficient de regressio:
0.992

S'observa un augment del rang lineal (es detecten inhibicions de fins 6 x 10-10 M de paraoxon,

quan anteriorment el limit es trobava en 10 M) i els resultats mostren desviacions menors.

Es posa de manifest, doncs, la importancia en la forma d’ incubar, ja que els resultats han

millorat considerablement. Sembla ser, doncs, que l'accié del pesticida disminueix si la

interacci6 amb l'enzim es produeix en un volum gran de solucié agitada, ja que per les

mateixa concentracio de paraoxon, el biosensor s'inhibeix més al incubar-se per gota.

La disminucié en la dispersié dels resultats, podria ser originada pel leaking que es produeix
en submergir el biosensor en el tampd. Una petita quantitat d'enzim podria desprendre’s cap
al si de la solucid, fet que no es produeix si realitzem 'incubacié mitjangant la deposicié d’'una

gota sobre la superficie del sensor.
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Els resultats es presenten en la taula 5.2.

Taula 5.2 Dades obtingudes a partir dels calibrats de paraoxon realitzats. Les condicions experimentals son les

descrites en les grafiques 5.2 - 5.10.

BChE (8.7 U/mg) Nombre de Sensibilitat Interval lineal Coeficient de
(mg per biosensor)  determinacions (% d’inhibici6/ decada) (-log C) regressio lineal
0.28 5 -20.66 5-8 0.991
0.22 9 -31.95 5-8 0.995
0.112* 13 -18.37 55-92 0.992

* »incubacié mitjangant deposicié per gota

Biosensor de AChE

Pels biosensors d’AChE s’avalua la resposta en front la inhibicié per una Unica composicio:
32% de grafit, 0.008 mg d’enzim i 6.25 % de glutaraldehid (figures 5.11i5.12).

- m [ATChO]=0.184mM
| o [ATChOI=0.367mM
[ATOhOJ=0.550 MM
5 A [ATChOJF0.733mM
[ATChOJ=1.10 V!
o [ATChO=L46mM
404 A 1 o [ATChOEL83mM
kel N ° o [ATChO]=273mM
% v B [ATOCB845mM
E D s v [ATONC]=4.17mM
= ® ¢ [ATOO4.96mM
b A
X 24
10 - §
A
0 : '
'10 T T T T 1
4 5 6 7 8 9
-log [paraoxon]

Figura 5.11 Rectes de calibracié de paraoxon, emprant
biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.008 mg d’AChE (480
U/mg) immobilitzada amb 4 pl d'una solucid de
glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor, per
diverses concentracions de ATChCI, en un medi 0.1 M
fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5).
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Figura 5.12 Recta de calibraci6 de paraoxon. Les
dades corresponen a les de la figura 5.4.9. Cada
punt experimental és la mitana de 11
determinacions. Sensibilitat: -13.81 %I / dec. Coe-
ficient de regressio: 0.990
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Veiem com la dispersié dels resultats augmenta considerablement quan treballem amb
carregues enzimatiques cada cop més petites. A més a més, no s’ha aconseguit baixar el
limit de deteccid del paraoxon, i per tant no s’han obtingut cap tipus d’avantatge amb aquesta
nova formulacié. Tot sembla indicar, que I'enzim AChE en aquest tipus de configuracid, es
veu poc inhibit en presencia del inhibidor esmentat.

En la taula seglent (5.3) s'adjunten les dades extretes de les grafiques, en la que es pot
veure com disminueix la sensibilitat del biosensor de AChE respecte al de BChE, i, per tant,
com el pesticida te menor efecte sobre I'enzim, tal i com s’havia comentat anteriorment.

Taula 5.3 Dades obtingudes a partir dels calibrats de paraoxon realitzats. Les condicions experimentals son les
descrites en les grafiques 5.11i5.12.

AChE (480 U/mg) Nombre de Sensibilitat Interval lineal Coeficient de
(mg per biosensor)  determinacions (% d'inhibicié/ década) (-log C) regressié lineal
0.008 11 -13.81 5-8 0.990

5.3.1.2 Determinaci6 de carbofuran

Per a la determinaci6 de carbofuran, s’han emprat biosensors amb una unica formulacié: 32%
de grafit, 0.112 mg de BChE i 6.25 % de glutaraldehid, ja que son els que millors resultats han
proporcionat.

En les figures 5.13 i 5.14 es mostren les rectes de calibrat obtingudes.

El coeficient de regressio ha millorat, i sobretot el limit de detecci6 que ja ha baixat fins 2x10-
10 M. Sembla ser doncs, que per I'enzim BChE, la capacitat inhibidora del carbofuran és
superior quan ens trobem en zones de concentracié de pesticida molt baixes, es a dir, dins
d’'un interval de concentracio, el biosensor té més sensibilitat pel paraoxon (s'inhibeix més per
la mateixa concentracié de pesticida), perd per sota d'una determinada concentracio, el
biosensor es veu més afectat pel carbofuran. El fet de baixar el pendent fa estendre l'interval
lineal, no tan sols en el limits de deteccid inferior sind que també el superior ha experimentat
una millora.
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Figura 5.13 Rectes de calibracié de carbofuran, emprant Figura 5.14 Recta de calibracid de

biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 mg de BChE (8.7 carbofuran. Les dades corresponen a les de

U/mg) immobilitzada amb una solucié de glutaraldehid al la figura 5.12. Cada punt experimental

6.25 % sobre la superficie del sensor, per diverses correspon  a la  mitana de 14

concentracions de BTCh CI, en un medi 0.1 M fosfati 0.1 M determinacions. Sensibilitat: -7.73%!| / dec.

KCI (pH 7.5). Coeficient de regressi6:0.995

Aixi mateix també s’observa que la concentracié de substrat que provoca el senyal mesurable
influeix molt poc en els resultats finals. Per concentracions compreses entre 1 x 10-5i 1 x 103
les dades obtingudes son molt semblants, i no s'aprecia cap millora en cap dels parametres
caracteristics de la recta de calibrat.

En la taula 5.4, es mostren els resultats aconseguits per la calibracié de carbofuran. Si
comparem la sensibilitat d’aquests biosensors (amb 32 % de grafit, i 0.112 mg de BChE
immobilitzada amb una soluci6 de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor) amb
uns biosensors amb identica composicié calibrats amb paraoxé (taula 5.2), observem una
disminucié del 58 % en el pendent. Es fa evident doncs, com el carbofura inhibeix menys a
I'enzim BChE que el paraoxo, tot i que permet detectar concentracions més baixes.

Taula 5.4 Dades obtingudes a partir dels calibrats de carbofuran realitzats. Les condicions experimentals sén
les descrites en les grafiques 5.121i5.13.

BChE (8.7 U/mg) Nombre de Sensibilitat Interval lineal Coeficient de
(mg per biosensor) determinacions (% d'inhibicié/ década) (-log C) regressié lineal

0.112 14 -1.73 4.75-9.75 0.995
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5.4 DETECCIO DE PESTICIDES EN CONFIGURACIONS DE MULTIPLE CAPA | BIOCOMPOSIT

De forma totalment analoga a la descrita pels biosensors amb configuracié manual, es varen
realitzar determinacions en les configuracions de multiple capa i biocompdsit. En la taula 5.5
es poden observar de forma esquematitzada els resultats aconseguits.

Taula 5.5 Parametres caracteristics de biosensors BChE o AChE (32% de grafit) desenvolupats mitjancant
configuracions manual, multiple capa i biocompdsit a partir de calibracions de tiocolina realitzades en un medi
0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV

Configuracié Manual Mltiple capa Biocomposit

Biosensor AChE  Biosensor BChE | Biosensor AChE  Biosensor BChE | Biosensor AChE  Biosensor BChE

Sensibilitat

Tiocolina (mA/M) 8 2 4 0.5 0.05
Carbofuran (%l/dec) -8 -12
Paraoxon (%l/dec) -14 -18 23 -8 -5
Carrega enzim. (mg) 0.008 0.281/0.12i 0.01 0.28 0.28

i: determinacio6 de tiocolina ii; determinacio6 de pesticides

S'observa com els dispositius basats en biocompdsits sén els menys sensibles (tant en
calibrats de tiocolina com de pesticides), amb pendents del 8% i 5% per década per
biosensors de AChE i BChE respectivament. Per concentracions de paraoxon per sota de 10-
9M I'enzim no s'inhibia.

Una possible explicacié d’aquest fet ja s’havia apuntant préviament: en el biocompdsit el
material bioldgic no es troba tan sols en la superficie, sind que esta dispers en tot el volum de
la matriu i aix0 no sols dificulta el pas de I'analit per arribar a I'enzim sind també als propis
inhibidors. En conseqléncia, els temps d'incubacié aplicats en les altres configuracions,
resulten insuficients en aquests dispositius.

Els biosensors BChE fabricats mitjangant multiple capa mostren sensibilitat superiors,
emprant @ més una menor carrega enzimatica (aquestes diferéncies es poden apreciar de
forma més visual observant la grafica). Una possible explicacid, com ja s’ha comentat, podria
estar en el fet de que la immobilitzacié del material biologic es menys agressiva, permetent
que un major nombre de centres actius estiguessin disponibles, no tan sols per a la catalisi de
la reaccio, sind per a la inhibicid per part dels pesticides. Alhora, pero, es va comprovar
experimentalment que les pérdues d’enzim des de la matriu cap al si de la soluci6 foren molt
més importants, i que per tant podrien contribuir a un augment en I'error de I'analisi si aquest
no es produia en un temps prou reduit. Per una altra banda, el limit de deteccié trobat tant per
aquesta configuracié com pels sensors basats en biocompdsits (1 x 10°M i 1.5 x 109 M
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respectivament) fou inferior als dispositius manuals i s’'observa una menor reproductibilitat
(taula 5.6).

Taula 5.6 Parametres caracteristics de biosensors BChE (contingut de grafit 32%) desenvolupats mitjancant
configuracions manual, mltiple capa i biocomposit a partir de determinacions de paraoxon realitzades en un
medi 0.1M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV

Manual Mltiple capa Biocomposit
Sensibilitat (%l/dec) -18 23 -5
limit de deteccid (M) 6x 1010 1x10° 1.5x10°
Reproductibilitat en % (DSR) 5 11 12

Aixi doncs, i basats en les dades obtingudes, es decidi realitzar un estudi en mostres reals a
partir dels biosensors basats en una configuraci6 manual. El inconvenient que suposava
treballar amb una sensibilitat lleugerament inferior quedava ampliament compensada per una
major reproductibilitat dels dispositius, un limit de deteccid millor i una menor pérdua de
material biologic durant la determinaci6 de I'analit (leaking).
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Figura 5.15 Rectes de calibracié de paraoxon emprant els biosensors BChE desenvolupats mitjangant les tres
configuracions, manual, miltiple capa i biocomposit a partir de calibracions de tiocolina realitzades en un medi
0.1 Mfosfati 0.1 M KCI (pH 7.5). Eap = 700 mV
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5.5 ANALISI DE PESTICIDES EN MOSTRES REALS

Tot seguit, es descriu un estudi preliminar de la determinacié de pesticides mitjancant els
biosensors desenvolupats sota configuracié manual. Cal recordar que aquests dispositius no
pretenen competir -i si complementar- amb tecniques tan potents com I'HPLC o la
cromatografia de gasos acoblada a I'espectrometria de massa, técniques que sens dubte
ofereixen una analisi quantitativa més acurada que el que podrien oferir els biosensors.
L’objectiu és proporcionar informacié rapida i fiable sobre la contaminacié de mostres reals,
de forma que siguem capagos de detectar I'analit d’interes dins d’'una matriu complexa, quan
la seva concentracio es trobi per sobre d’uns nivells tolerables. D’'aquesta forma, fent servir
uns dispositius d’'un sol Us i de baix cost, es podria evitar el processament de la mostra
d’altres técniques més cares i potents.

Es a dir, aquests dispositius biosensors son especialment indicats per a I'screening d'un
elevat nombre de mostres, com és el cas de les aplicacions ambientals.

En un primer estudi, s'avalua la recuperacié de pesticida, en afegir concentracions conegudes
de paraoxon i carbofuran en aigua de 'aixeta (provenint de la xarxa de subministrament de la
UAB) i en suc de taronja (Kas fruit, suc procedent de concentrat en tetra brik). Per a aquestes
determinacions s’'empra el mateix procediment que en § 5.3, perd substituint la solucié
tamponada per una altra amb aigua de I'aixeta 0 amb suc de taronja, també tamponades.

A continuacio s’exposa amb meés detall el métode seguit en ambdues recuperacions, i es
comenten els resultats obtinguts.

5.5.1 Determinacio de pesticides en aigua de xarxa

S'analitzaren dos tipus d'inhibidors enzimatics en aquesta mostra: paraoxon i carbofuran. Per
al primer es provaren biosensors amb dues carregues enzimatiques diferents.

5.5.1.1 Determinaci6 de paraoxon en aigua de subministrament

El procediment seguit fou totalment analeg al realitzat en I'obtenci6 de les rectes de calibrat
de pesticides (§ 5.3). Primerament es diposita sobre el biosensor una gota d’'una soluci6
tamponada amb aigua de l'aixeta (1:1) durant 20 minuts. Es renta, i tot seguit es submergeix
en una solucié tamponada de fosfats i KCI 0.1 M a un valor de pH 7.5, i es realitzen addicions
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consecutives d’una solucié de concentracié coneguda de BTChCI, obtenint una recta de
calibrat.

En una experiéncia a part, s'afegeix sobre el biosensor una gota de la mateixa solucio
anterior, perd contenint ara, una quantitat de paraoxon coneguda. S'incuba durant 20 minuts i
es procedeix a realitzar un nou calibrat de BTChCI. Degut a I'accié de l'inhibidor, la intensitat
de corrent que obtenim és menor, com a consequiéncia d’una disminuci6 en la formacié de la
substancia electroactiva (tiocolina), producte de la reaccié enzimatica. Aquesta disminucié en
el senyal es pot relacionar amb la concentracio de pesticida, a través de I'equacié descrita en
§5.2.2 (1 % = (lee-Ip) x 100 / lee), i per tant obtenir rectes de calibrat del paraoxon.

Es repeteix el mateix procediment, perd variant la concentracié de pesticida, en cada analisi.
El biosensor ha d’'ésser canviat en cada determinacio, ja que la inhibicio resulta irreversible.

Aixi doncs, el procediment de determinaci6 consta de tres etapes:

a) calibraci6 del biosensor
b) incubaci6 del biosensor amb el pesticida
c) calibracié de nou del biosensor

Les experiéncies es provaren en biosensors amb dues carregues enzimatiques:
i) 0.22 mg d’enzim BChE (8.7 U/mg) per biosensor (figura 5.15)
i) 0.112 mg d’enzim BChE (8.7 U/mg) per biosensor (figura 5.16)
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Figura 5.15 Rectes de calibracions de pesticides, utilitzant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.22 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 tamponat a) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) en aigua bidestil-lada. Sensibilitat: -31.9 (%Il / década);
coeficient de regressid: 0.995 b) 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5) diluit amb aigua de I'aixeta (1:1). Sensibilitat: -
21.3 (%I / decada); coeficient de regressié: 0.998 Cada punt és la mitjana de 8 determinacions.
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Tant pel primer cas com pel segon, es comparen els resultats obtinguts en el calibrat de
pesticides de la mostra, amb la recta de calibraci6 obtinguda a partir de solucions
tamponades amb solucions estandard de pesticida amb aigua bidestil-lada (sense cap tipus
de matriu externa).

Observem com segons la zona de concentracio en la que ens trobem, les dues rectes estan
més o0 menys properes, i per tant la recuperacié de pesticida sera més o menys distant del
100 % (veure §5.5.4).

Recordem que la diferéncia entre les dues rectes de calibracid és la matriu que emprem en
les mostres. En la primera, el biosensor esta submergit en una solucié tamponada. Quan s’ha
assolit un estat estacionari se li ha afegit una espécie no electroactiva (BTChCI) que 'enzim
ha hidrolitzat, originant-se un producte (tiocolina) capag d’oxidar-se en el potencial de treball,
sobre la superficie del transductor. Aixi, obtenim un senyal proporcional a la BTChCI. A
continuacié s’incuba el biosensor amb una soluci6 amb una concentracié coneguda de
pesticida, es a dir, una gota d’aquesta soluci6 es posa en contacte amb el biosensor. L’enzim
que esta retingut en la superficie es veura parcialment alterat. Tot seguit es realitza el mateix
calibrat de BTChCI, i ara s’obté una sensibilitat menor, com a consequiéncia de que disposem
de menys quantitat d’enzim actiu (els centres actius estan parcialment bloquejats), i per tant la
formacio de la tiocolina responsable del senyal, disminueix.

Aixi doncs el calibrat realitzat relaciona la disminucié del senyal amb la concentracio de
paraoxon afegit a la solucié tampo.

En el segon calibrat, el procediment és el mateix, pero ara, el biosensor es posa en contacte
amb una solucié tamponada que conté aigua de l'aixeta. Es realitza d’igual forma el calibrat
amb BTChCI, i tot seguit es posa de nou en contacte amb una gota de la mateixa soluci6
tamponada amb aigua de l'aixeta (1:1) a la que se li afegeix una concentracié de paraoxon
coneguda. Com abans, es calibra de nou amb BTChCI en un medi tamponat, i obtenim un
senyal menor. Aquesta disminuci6 del senyal, es provocada pel pesticida afegit a la mostra, i
per tant, se'n obté una nova recta de calibrat, amb una matriu composta per aigua de l'aixeta.

Les diferéncies observades entre ambdues calibracions, venen també provocades per la
diluci6 que fem sobre la solucié tamponada de fosfats (afegim aigua de l'aixeta i tamp6 1 a 1).
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Aixo6 provoca una disminucié en la forga idnica que, quan es registren intensitats de corrent,

pot afectar el senyal detectat.

Pel cas del biosensor amb 0.112 mg de BChE de carrega enzimatica (figura 5.16) podem
observar igualment que, dins d’'una zona de la recta, podem mesurar la inhibicié, i per tant la
concentracié de pesticida, amb relatiu poc error, ja que I'efecte de la matriu sobre el métode

emprat resulta poc important.

S'observa, doncs, que el dispositiu es capag de llegir els increments de pesticida ja sigui en
solucions d'aigua bidestil-lada o en aigua de l'aixeta.

100
@® aigua bidestil.lada
A aigua de |"aixeta
80 +
0
5 60 A
2
2
£
©
R 40 A
20 +
O T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11

-log [paraoxon]

Figura 5.16 Rectes de calibracions de pesticides, utilitzant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 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 tamponat a) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) en aigua bidestil.lada. Sensibilitat: -18.4 (%! / década);
coeficient de regressio: 0.992 b) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) diluit amb aigua de l'aixeta (1:1). Sensibilitat: -
21.15 (%l / década); coeficient de regressio: 0.996. Cada punt és la mitjana de 9 determinacions

Tal i com varem observar en §5.3.1.1, el fet de disminuir la carrega enzimatica provoca
deteccions de concentracié de pesticida inferiors, i per tant, millora el limit de detecci6. Veiem
que amb menys enzim, les diferéncies en la resposta, provocades pel fet de treballar en
matriu diferents, sén menors. Sembla ser doncs, que els biosensors amb un contingut menor
de material biologic es veuen menys afectats pel fet de treballar en diferents medis.
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Tot i aix0, i com en el biosensor amb 0.22 mg de BChE, existeix una zona on les
recuperacions mostren millors resultats (ambdues rectes sén més properes), encara que les

diferéncies son menors (§5.5.4).

5.5.1.2 Determinaci6 de carbofuran en aigua de subministrament

De forma totalment analoga a §5.5.1.1, es realitza la calibraci6 del biosensor en front a
carbofuran. En la figura 5.17, es comparen els dos calibrats fets en diferents matrius.
S’observa un comportament molts semblant en la resposta del biosensor. El limit de deteccid,
tal i com haviem vist en §5.3.1.2, és inferior al de paraoxon, i per tant, en aigua de l'aixeta, el
biosensor continua detectant concentracions encara més petites de carbofuran.
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Figura 5.17 Rectes de calibracions de pesticides, utilitzant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 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 a) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) en aigua bidestil-lada. Sensibilitat: -7.73 (%I / década); coeficient
de regressio: 0.994 b) 0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.5) diluida amb aigua de 'aixeta (1:1). Sensibilitat: -9.65 (%l
| década); coeficient de regressid: 0.995. Cada punt és la mitjana de 9 determinacions
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5.5.2 Determinacio de pesticides en suc de taronja

Emprant el mateix procediment anterior, es van dur a terme les corbes de calibracio per a

determinar el percentatge de recuperacié de paraoxon en mostres de suc de taronja de la

marca Kas fruit.

El métode és exactament el mateix, i es substitueix I'aigua de I'aixeta pel suc de taronja (la
relacié solucié tampo: suc de taronja és de 1:1). Es provaren biosensors amb dues carregues
enzimatiques diferents: 0.22 mg i 0.112 mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzats sobre la

superficie del transductor.

Les rectes de calibrat obtingudes pel primer tipus de biosensor es mostren en la figura 5.18.

Els resultats es comparen amb les rectes de calibracié realitzades en matrius d’aigua

bidestil-lada i d’aigua de I'aixeta (figura 5.19).
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Figura 5.18 Rectes de calibracio de paraoxon realitzades
mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.22 mg de
BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb una solucid de
glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor en
un medi a) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) en aigua
bidestil'lada i b) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) en suc
de taronja. Cada punt experimental és la mitjana de set
determinacions. Sensibilitat: -22.05 (%l / década).
Coeficient de regressi6:0.992
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Figura 5.19 Les dades experimentals
corresponen a les de la figura 5.18. S'inclou
la recta de calibraci6 de paraoxon en aigua
de l'aixeta (figura 5.15) i solucié tampé (1:1)
per comparar les respostes.
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Sembla ser que l'efecte que realitza la matriu sobre la resposta del biosensor és més
semblant en l'aigua de l'aixeta i suc de taronja, que en l'aigua bidestil.lada. Per aquesta
darrera, els punts s’allunyen una mica, tot i que, com haviem vist, existeix una zona lineal (per
concentracions de paraoxon entre 10 0.1 M), on els resultats s’ajusten forga.

Pel cas del biosensor amb 0.112 mg de BChE (8.7 U/mg), els resultats es mostren en la
figura 5.20.

Els resultats es comparen amb les rectes de calibracié realitzades en matrius d’aigua
bidestil-lada i d’aigua de I'aixeta (figura 5.21).
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Figura 5.20 Rectes de calibracio de paraoxon realitzades Figura 521 Les dades experimentals
mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 mg corresponen a les de la figura 5.20. S'inclou la
de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb una solucié de recta de calibracié de paraoxon en aigua de
glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor en l'aixeta (figura 5.16) i soluci6 tampo (1:1) per
un medi a) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) en aigua comparar les respostes.

bidestillada i b) 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.5) diluit
amb suc de taronja (1:1). Cada punt experimental és la
mitiana de set determinacions. Sensibilitat: -20.24 (%I /
década). Coeficient de regressi6 :0.999

Tal i com succeia amb els biosensors amb major contingut d’enzim, els calibrats realitzats en
aigua de l'aixeta i suc de taronja presenten resultats més propers als fets en la solucié
tamponada d’aigua bidestil-lada. També s’observa una millora del limit de deteccio.
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5.5.3 Parametres de calibracio

En les taules seguents es donen les dades extretes a partir de les rectes de calibracio dels
biosensors amb ambdues composicions:

i) 0.22 mg d’enzim BChE (8.7 U/mg) per biosensor
i) 0.112 mg d’enzim BChE (8.7 U/mg) per biosensor

pels dos pesticides provats; paraoxon i carbofuran.

Taula 5.7 Dades corresponents als calibrats de paraoxon mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.22
mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb una soluci6 de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor
en un medi tamponat a pH 7.5.

. Sensibilitat Coeficient de Limit de quantificacio*
Matriu (% |/ decada) regressio (-log [paraoxon))
Aigua bidestil-lada -31.9 0.995 8
Aigua de xarxa 21.3 0.998 9
Suc de taronja -22.05 0.992 8.9

* valor de I'abscissa quan %l = 0.

Taula 5.8 Dades corresponents als calibrats de paraoxon mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112
mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor
en un medi tamponat a pH 7.5.

. Sensibilitat Coeficient de Limit de quantificacio*
Matriu (% |/ decada) regressio (-log [paraoxon])
Aigua bidestil-lada -18.4 0.992 10.4
Aigua de xarxa -21.15 0.996 9.6
Suc de taronja -20.24 0.999 9.5

* valor de I'abscissa quan %l = 0

Podem veure que com més petita és la carrega enzimatica del biosensor, més s'amplia
linterval de deteccid. La sensibilitat, perd, decreix lleugerament.

El limit de quantificacié sembla augmentar (no es detecten concentracions tan petites de
pesticida) al posar matrius més complexes en biosensors amb menor quantitat de material
biologic. L'efecte que fa l'aigua de la xarxa i el suc de taronja és la d*“emmascarar”, d’alguna
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forma, concentracions molt petites de paraoxon, de forma que I'enzim no s'inhibeix, i per tant
no podem mesurar una disminucié del senyal.
S'observa el mateix efecte quan el pesticida és el carbofuran (taula 5.9).

Taula 5.9 Dades corresponents als calibrats de carbofuran mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112
mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada amb una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor
en un medi tamponat a pH 7.5.

. Sensibilitat Coeficient de Limit de quantificacio*
Matriu (% |/ decada) regressio (-log [carbofuran])
Aigua bidestil-lada -1.73 0.994 10.3
Aigua de xarxa -9.65 0.995 9.3

* valor de I'abscissa quan %l = 0.

5.5.4 Recuperacio

En les taules segients, es presenten els resultats extrets a partir de les rectes de calibracio
mostrades anteriorment. El percentatge de recuperaci6 del paraoxon, es troba determinant la
inhibicid del biosensor en la calibraci6 amb l'aigua de I'aixeta (o suc de taronja, segons el
cas), i interpolant aquesta dada en la recta de calibrat de la solucié tamponada d’aigua
bidestil.lada. Aquesta interpolacié proporciona una concentracié de paraoxon en la grafica
que es comparada amb la concentracié real d'inhibidor introduida en la mostra, segons la
relacio:
% R =100 (C4/Co)

On %R és el percentatge de recuperacio' del pesticida, es a dir, el percentatge de pesticida
que es detecta respecte al que realment hi ha. C4 és la concentracié de pesticida que
determino mitjancant el biosensor i Co la que he afegit en la mostra.

En les taules seglients (taula 5.10 i 5.11) es mostren els resultats obtinguts:

i Aquest percentatge de recuperacié també podria definir-se com I'error realitzat en I'analisi.
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Recuperaci6 (en percentatge) de diferents pesticides en mostres reals

Taula 5.10 Recuperacio6 del paraoxon mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i BChE immobilitzada amb
una solucio de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor en un medi tamponat a pH 7.5.

Interval Aigua de l'aixeta Suc de taronja
Biosensor amb Biosensor amb Biosensor amb Biosensor amb
0.22 mg de BChE 0.112 mg de BChE 0.22 mg de BChE 0.112 mg de BChE
10-0.1 (uM) 100.5 103.8 100.6 109.8
0.1-0.001 (um) 924 106.6 93.3 109.9

Taula 5.11 Recuperacié del carbofuran mitjangant biosensors amb un 32 % de grafit, i BChE immobilitzada amb
una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del sensor en un medi tamponat a pH 7.5.

Interval Aigua de l'aixeta
Biosensor amb 0.112 mg de BChE
10-0.1 (M) 101.9
0.1-0.001 (M) 104.2

Tal i com s’havia observat graficament, la zona de major concentracié de pesticida
proporciona millors resultats en la recuperacio, sobretot per aquells biosensors amb major
proporcidé d’enzim. Veiem doncs, que aquells amb menor carrega enzimatica, i per tant més
sensibles a l'accid dels pesticides i capagos de detectar concentracions d'inhibidor més
petites, presenten comportaments molt propers en tot linterval lineal, mentre que els
biosensors amb major quantitat de material bioldgic, tenen pitjor resposta en les zones baixes
de concentracid (en les zones properes al limit de deteccid, la recuperacié de paraoxon pot
baixar fins a un 84 %, mentre que els biosensors amb 0.112 mg d’enzim no sobrepassen el
110 %).

Cal destacar a més a més, que també es compararen calibrats de BTChCI realitzats en
solucions tamponades d’aigua bidesti.lada, amb calibrats de BTChCI d'aigua de l'aixeta i
posteriorment amb suc de taronja (§5.5.2). Les mesures obtingudes eren totalment
comparables, i tot i que el senyal era lleugerament menor pel segon i tercer cas, les
diferéncies observades entraven dins el propi error experimental, pel que es pot suposar que
la concentracié de pesticida és negligible.

Finalment, senyalar la viabilitat de dispositius analegs als desenvolupats en sistemes de
flux'7,18 que permetrien I'analisi continu (d’'aiglies de consum, per exemple) i per tant un
control regular i continuat.
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5.6 CONCLUSIONS

1- La determinacié de pesticides organofosforats (paraoxon) i carbamats (carbofuran) es pot
realitzar seguint el percentatge d'inhibicié en front del log d'inhibidor.

2- Per un biosensor amb un 32 % de grafit, i 0.112 mg de BChE (8.7 U/mg) immobilitzada
amb 4 pl d’'una soluci6 de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie del transductor es varen
obtenir els millors resultats, en comparacié a altres formulacions i configuracions (capa
multiple i biocomposit). Es va assolir un limit inferior i superior de resposta lineal de 2.12 x 10-
10§2.12 x 10-5 M respectivament pel carbofuran i de 6 x 10-10§ 1.7 x 105 M respectivament pel
paraoxon, limits de detecci6 d’un ordre de magnitud superior a les configuracions esmentades
préviament. El fet de treballar amb una sensibilitat lleugerament inferior (comparat amb els
sensors de multiple capa) quedava ampliament compensada per una major reproductibilitat
dels dispositius, un limit de deteccié superior i una menor pérdua de material bioldgic durant
la determinacio6 de I'analit.

S’ha observat una menor sensibilitat del biosensor pel carbofuran, tot i que el limit de detecci6
és menor (detecta concentracions més baixes de pesticida).

3- Aquests resultats, a més, sén significativament millors a determinacions de pesticides
mitjangant biosensors screen-printing publicades per altres investigadors amb limits de
detecci6 d’'una, dues i fins i tot tres unitats inferiors (8 x 10719, 3.5 x 1071201, 9 x10 81211, 1 x
1081221 4 x 10-9[23]) tot i que altres grups han assolit resultat forga propers als nostres (3 x
1010 amb una recuperaci6 del carbofuran del 91%24).

4- S’ha comprovat que el millor métode per incubar els biosensors és depositar una gota de la
solucid inhibidora sobre la seva superficie. La interacciéo amb I'enzim augmenta, i la dispersi6
en els resultats decreix.

Aixi mateix s’ha observat que en disminuir la carrega enzimatica, el limit de deteccid
augmenta, pero alhora també I'error. Aquest error es veu corregit mitjangant la incubacio per
gota.

També s’ha estudiat I'efecte de la concentracié de substrat (BTChCI) sobre la inhibicid
enzimatica, i s’ha trobat que influeix molt poc o de forma despreciable en els resultats finals.

5- Els biosensors de AChE presentaven pitjors resultats, i semblen veure’s menys afectats
per I'accio dels pesticides.



154 Capitol 5

6- Finalment, es provaren els biosensors desenvolupats sota configuracié manual en mostres
reals, i és determina el percentatge de recuperacio dels pesticides en matrius complexes
(aigua de xarxa i suc de taronja).

Cal tenir en compte que el fet d'incorporar nous components en la matriu polimérica,
augmenta considerablement la complexitat de la seva preparacid, del seu estudi i de la seva
optimitzacio i, per tant, i tenint en compte que els millors resultats en la determinacio de
pesticides s’obtingueren amb biosensors manuals, es va decidir posposar I'aplicacié en
mostres reals dels biosensors amb les altres configuracions (capa multiple i biocomposit), en
una etapa posterior de la investigacio.

Fins ara només s’han pogut estudiar dues formulacions enzimatiques, i tot i que ambdues
proporcionen bones respostes, el biosensor que conté un 32 % de grafiti 0.112 mg de BTChE
immobilitzada sobre la superficie del transductor amb 4 ul d’'una solucié al 6.25 % de
glutaraldehid, presenta un limit de detecci6 menor i una recuperaci6 de paraoxon
aproximadament constant en tot l'interval de treball, situat al voltant del 105 % en mostres
d’aigua de l'aixeta, i del 110 % en mostres de suc de taronja. Tot i aix0, cal tenir en compte
que els biosensors amb major carrega enzimatica (0.22 mg BTChE) presenten millors
percentatges de recuperacio en les zones altes de concentracio de paraoxon (fins a 100.5 %),
encara que, com ja s’ha comentat, la resposta empitjora per sota dels 0.1 uM d'inhibidor (fins
a un 84 % de recuperacié en la zona més propera al limit de deteccio).

Pel carbofuran, la recuperacié millora lleugerament, i es manté el percentatge al voltant del
103 % en tot l'interval, tot i que els resultats empitjoren a mesura que ens acostem al limit de
deteccio.
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CAPITOL 6

Desenvolupament i caracteritzacio de biosensors
planars de glucosa oxidasa en matrius sol-gel

En el present capitol es descriu com la tecnologia sol-gel i les tecniques serigrafiques poden ser
utilitzades per a la immobilitzacié d’enzims en matrius de silice, conservant, alhora, les seves
propietats catalitiques un cop impresa la biotinta sobre el transductor. Els electrodes produits
mitjangant aquestes tecniques seran capacos de mesurar glucosa i ens permetran realitzar
estudis preliminars que ens portaran cap al desenvolupament de biosensors d'acid lactic i malic
en vins (capitols 71 8).

Cal recordar que el principal objectiu és, precisament, la construcci6 d'aquests darrers
biosensors i que per tant el biosensor de GOD tant sols sera un pas inicial en la consecucio
d'aquesta fita. Per aquesta rao els estudis realitzats no pretenen una optimitzacio completa del
dispositiu de glucosa sin6 tan sols un pont pels biosensors de LOD, LDH i MDH.

Previament, i donat els canvis realitzats en el disseny del sensor i sobretot les modificacions
realitzades en la construccio dels dispositius en els capitols posteriors, s'introduira de forma breu
la modificaci6 de sensors (86.1), i es descriura la tecnica de gelacido (o sol-gel) per a la
immobilitzacié del material biologic (86.1.3) que ens servira per tenir una major comprensio de
les técniques (tant d'immobilitzacié com de construccid) realitzades (86.2).

6.1 INTRODUCCIO

Tal i com ja haviem vist en capitols anteriors, l'activitat de molecules biologiques, tal com enzims
i anticossos, es pot retenir quan sén encapsulades en materials apropiats que proporcionen a la
biomolécula un medi adequat. L'encapsulacio en gels derivats de la hidrolisi d'ortosilicats
(matrius de sol-gel)l, és una de les alternatives utilitzades darrerament per a la immobilitzacio de
molécules biologiques en el disseny de biosensors.
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Per altra banda, un dels objectius dels investigadors que treballen en el camp dels sensors, €s
trobar maneres d'immobilitzar els components actius d'una forma economica i reproduible. La
tecnologia thick-film o serigrafia és un dels metodes utilitzats per aconseguir la fabricacié de
sensors en serie, i és per aixo que els components que formen el gel (sol-gel) han estat
incorporats en les tintes de serigrafia. La gran majoria d'electrodes construits mitjancant aquesta
via, no s'han provat en I'analisi de mostres reals.

Per tal d’aconseguir millores en els resultats, s'incorpora sovint catalitzadors i/o modificadors al
disseny del sensor.

6.1.1 Modificacio quimica de sensors electroquimics

L'elevat grau de sensibilitat i 'ampli interval lineal caracteristics dels sensors amperometrics ha
portat a un rapid desenvolupament del camp de la recerca d'aquests dispositius, fruit del qual
s’ha dissenyat una extensa gamma de sensors amperometrics amb multiples aplicacions. No
obstant aix0, el fet que el potencial aplicat fos I'linica variable disponible per controlar la
selectivitat a la interficie electrode-solucié, va suposar una important limitacié de ['aplicacio
d'aquests dispositius. Com a conseqiéncia, es van redirigir els esforgos dels investigadors cap a
resoldre les mancances que se’n derivaven, fet que va donar lloc a I'aparicid dels primers
electrodes modificats a finals de la década dels 60.

Les modificacions quimiques es basen en alterar quimicament la superficie dels eléctrodes. La
possibilitat de poder ancorar molecules especifiques sobre la superficie d’'un electrode inert i
obtenir aixi superficies amb estructures moleculars Uniques, cada una adequada a uns
interessos analitics concrets, va representar en el seu moment un aveng important en el disseny
dels sensors amperometrics.

Amb els anys, les técniques utilitzades per modificar la superficie del transductor han evolucionat
fins al punt que, actualment, s'aconsegueixen estructures formades per capes amb un gruix
controlat constituides per intricats reticles moleculars. Aquestes xarxes atrapen, o bé contenen
enllagades, espécies que permeten un control de la sensibilitat i la selectivitat basat en
caracteristiques com les dimensions del porus, la distribucid de carrega o les propietats d'enllac,
a més d'aportar altres beneficis relacionats amb I'afavoriment dels processos de transferéncia
electronica.
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6.1.1.1 Objectius de les modificacions quimiques

Com ja s’ha comentat, les modificacions quimiques van sorgir com a una estrategia dirigida a
resoldre els problemes implicits en I'is dels sensors amperometrics2. Aquests problemes es
poden resumir a grans trets en:

e la passivacié gradual de la superficie de l'electrode deguda a l'adsorcié de molecules
organiques grans presents al medi de reaccié o d'altres espécies que intervenen en la
reaccio,

e la pérdua de selectivitat a I'hora de discriminar entre analits que posseeixen caracteristiques
redox similars,

e la cinetica de transferéncia electronica lenta que presenten algunes espécies en determinats
electrodes.

Si bé les modificacions quimiques es poden realitzar amb la finalitat d’evitar concretament alguna
de les limitacions esmentades, sovint incideixen en més d’'una, de manera que aconsegueixen
millorar alhora diverses caracteristiques del sensor i, en definitiva, optimitzen el seu us.

Malgrat que, de la mateixa manera, resulta dificil definir amb claredat els objectius marcats per
les modificacions quimiques, ates que sovint estan interrelacionades, habitualment es planteja la
seglient classificacio:

1. Preconcentracio selectiva de I'analit enfront de la resta de components presents a la mostra.
2. Permeabilitat selectiva vers determinades espécies.

3. Electrocatalisi amb la finalitat d’accelerar les reaccions de transferéncia electronica entre
I'analit i la superficie de I'eléctrode.

1. Preconcentracio

Una de les caracteristiques principals dels sensors és la de simplificar el procés analitic, la qual
cosa implica que determinats passos, com per exemple, la preconcentracié de I'analit enfront
d'altres especies presents a la mostra, s’han de dur a terme directament sobre la superficie de
I'electrode.

Si be, tradicionalment, I'analisi de traces s'acostuma a fer per redissolucio anodica, la modificacio
quimica dels electrodes permet preconcentrar I'analit sense necessitat de qué hi hagi pas de
corrent, ates que I'acumulacio d’especies sobre la superficie de I'eléctrode té el seu fonament en
processos fisico-quimics com el bescanvi ionic, la complexacié o la formacié de sals insolubles.
Aquesta acumulacio d’analit previa a la mesura permet augmentar la sensibilitat, alhora que pot
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representar I'eliminacio d'interferéncies si un cop preconcentrat I'analit es realitza un canvi del
medi on esta submergit I'electrode.

Els modificadors emprats habitualment amb 'objectiu de preconcentrar determinades espécies
son3:

Bescanviadors d’ions per preconcentrar cations (p.ex. el Nafion®, bescanviador
cationic) o anions (p.ex. la polivinilpiridina, bescanviador anionic),

Lligands especifics que formen amb [l'analit compostos de coordinacid (p.ex. la
dimetilglioxima) o quelats (p.ex. els criptans o eters corona),

Reactius organics per formar sals insolubles (p.ex. mercaptans) o per formar enllacos
covalents (p.ex. la formacié d’enllagos imina entre un aldehid i una amina primaria, com I'anilina)
quan reaccionen amb l'analit.

Aquests modificadors han de formar enllagos selectius, forts i estables amb I'analit. Per tant,
I'eficiencia del procés de preconcentracid ve determinada per [I'afinitat i I'especificitat del
modificador vers I'especie a preconcentrar i, per tant, per la constant de formacié del producte
resultant de la reaccié entre el modificador i I'especie preconcentrada (analit). A més, la cinetica
d'aquesta reaccié ha d’ésser moderadament rapida a fi de reduir el temps d'analisi i d’evitar la
difusié del producte format cap a fora dels limits de la capa de preconcentracio.

2. Permeabilitat selectiva

La permeabilitat selectiva a un sensor correspon a un pas de separacio previ al mesurament que
consisteix en lalteracid de les propietats fisiques de la superficie d’un eléctrode com a
consequencia de la incorporacié d’'una barrera difusional permselectiva a determinades especies
presents a la mostra. Aquesta barrera contribueix a 'augment de la selectivitat i a la millora de
I'estabilitat dels sensors electroquimics. Aixo és degut a qué aquests recobriments permselectius
exclouen de la superficie espécies interferents i actuen com a barreres protectores, alhora que
permeten el transport d’analit a través d'ells.

Les propietats en que es fonamenten les membranes permselectives, a fi d'afavorir o dificultar el
pas de determinades especies al seu través, son les dimensions, la carrega o la polaritat de
I'analit2.

e Dimensions: Es pot dur a terme una exclusio selectiva passiva en base a les dimensions
(p.ex. l'acetat de cel-lulosa pot tenir diferents grandaries de porus) que provocara la
disminuci6 de la velocitat de difusié de determinades espécies presents a la solucio.
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e Carrega: Es possible obtenir un grau de permeabilitat diferenciat vers espécies ioniques amb
carregues oposades (p.ex. el Nafion® exclou interferéncies anioniques, alhora que permet
preconcentrar els cations).

e Polaritat: En aquest cas el transport selectiu porta a I'exclusié o a la permeabilitat d'espécies
segons la seva polaritat (p.ex. els recobriments lipidics permeten la deteccid selectiva
d’especies hidrofobiques per exclusio de les hidrofiliques).

Per tant, les barreres permselectives permeten assolir un alt grau d’especificitat en el transport,
de vegades basat en la combinacié de més d’'una d'aquestes propietats, com per exemple les
membranes que exclouen especies segons les seves dimensions i la seva carrega, alhora que
eviten la passivacio de la superficie de l'electrode amb la seva actuacid6 com a barreres
protectores enfront de 'adsorcio de molecules organiques d'alt pes molecular presents al medi o
de I'acumulacio de productes insolubles de la reaccié®.

No obstant aixo, i ates que son barreres difusionals, el pas limitant de la velocitat de reaccid ve
fixat per la difusié de I'analit a través de la membrana permselectiva. Aixo fa que la concentracio
d'analit a la superficie de I'eléctrode sigui més petita que la concentracio real a la solucid, fet que
permet controlar linterval lineal de resposta a fi d'ampliar-lo. Per tant, les membranes
permselectives fan viable I'ls de biosensors que incorporen enzims que posseeixen Ky
desfavorables, ja que en realitat es treballa amb Kw aparents més favorables, el valor de les
quals esdevé fortament afectat per la preséncia de la membrana.

3. Electrocatalisi

L'energia d'activacié necessaria per dur a terme una reaccid, es a dir, la barrera energética que
cal superar perqueé la reaccié tingui lloc, resulta ésser molt més elevada quan la reaccié succeeix
sobre la superficie de I'eléctrode, ja que en aquest cas la cinetica de transferéncia electronica és
més lenta que quan es tracta d’'una reaccid homogenia. Per tant, s’ha d'aplicar el potencial
resultant de sumar al potencial termodinamic un sobrepotencial d'activacio, que depéen del
material de que esta fet I'electrode i de les propietats de la doble capa eléectrica que forma
I'electrode amb la soluci6 que té en contacte.

En aquest cas l'objectiu de la modificaci6 quimica es fonamenta en minimitzar aquest
sobrepotencial, ateés que una disminucié del potencial de treball comporta una reduccié del
nombre d’especies que poden interferir al reaccionar electroquimicament i, per tant, suposa una
millora de la selectivitat. Aix0 s'aconsegueix afavorint la transferéncia electronica entre I'analit i
I'electrode mitjangant I'Gs de catalitzadors o de mediadors d'oxidacié-reduccio.
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Tant els catalitzadors com els mediadors redox, son especies catalitiques, que afavoreixen la
transferencia electronica amb I'eléctrode, i per tant, augmenten la velocitat de reaccid. La
electrocatalisi, per tant, es el procés en el qual es veuen implicats, i en el que es produeix una
transferéncia de carrega a través d’un procés quimic i un electroquimic.

6.1.2 Catalitzadors

La funcié d'un catalitzador consisteix en facilitar el cami de reaccid, és a dir, disminuir I'energia
d’activacié necessaria perqué la reaccio tingui lloc. Com a conseqtiencia, sovint el que s'observa
és una acceleracio de la velocitat de reaccid. Es per aix0 que els catalitzadors, ja siguin
metal-lics o d'origen bioldgic (en aquest cas es parlaria de biocatalisi, com és el cas dels enzims),
s’han aprofitat per intentar assolir una transferencia electronica eficient entre la superficie de
I'electrode i determinades especies en solucio.

Per la seva part, els catalitzadors metallics s'incorporen com a microparticules, atés que
d’'aquesta manera ofereixen una major superficie de contacte sobre la qual té lloc el procés de
catalisi i, per tant, milloren la sensibilitat i la selectivitat del sensor. Els metalls habitualment usats
com a catalitzadors son el plati (que fou I'escollit en els nostres estudis, §6.4.1 i §7.3.1), el
pal-ladi, I'or i l'iridi.

6.1.2.1 Mediadors d'oxidacio-reducci6

Els mediadors d'oxidacio-reduccid6 sén molécules sintétiques electroactives de baix pes
molecular amb propietats catalitiques, donat que es regeneren en un procés ciclic, i es
caracteritzen per tenir una transferencia electronica amb I'electrode practicament igual que amb
les especies en solucid.

El fet de facilitar la transferencia de carrega entre I'electrode i I'analit, possibilita I'aplicacié d’un
potencial molt més baix, la qual cosa redueix el nombre d'interferéncies possibles i millora, per
tant, la selectivitat.

El mediador primer reacciona amb I'analit, via una reaccié redox homogenia, i després difon cap
a la superficie de I'electrode, on té lloc una transferéncia de carrega rapida. Amb aquesta segona
reaccio redox heterogénia es tanca el cicle catalitic que dona lloc a la regeneracié del mediador.
Per tant, el potencial que correspon a la reaccio de transferencia electronica heterogénia
coincideix amb el potencial del mediador, essent més baix que el potencial redox de I'analit en
fase heterogénia.

Els mediadors redox han de complir les seglients caracteristiques:
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e s’han de caracteritzar per posseir cinetiques de transferencia electronica rapides, tant amb
I'analit (homogeénia) com amb I'electrode (heterogeénia),

e han d'ésser estables en les dues formes del parell redox, és a dir, tant en forma oxidada com
reduida,

e han de presentar una cinética reversible,

e han de tenir un potencial redox més petit 0 comparable a l'interval de potencial de treball
optim marcat per la deteccio amperometrica sense mediadors,

e i, enfunci6 de I'aplicaci, no poden ésser toxics®.

Els mediadors redox es poden classificar en dos grans grups en funcié de les seves propietats
quimiques: complexos metal-lics i mediadors organicss.

Els complexos metal-lics incorporen un metall de transici6 a I'estructura organica de la
molécula. El ferroce’ i els seus derivats destaguen per la seva versatilitat, basada en la
possibilitat de tenir compostos amb diferents carregues i solubilitats segons els substituents, i per
les caracteristiques favorables que els hi proporciona la introduccié d'alguns grups. Altres
mediadors organometal-lics son les ftalocianines (Co), I'hexacianoferrat (l1l), els complexos
d'oxid de ruteni i les metal-loporfirines (Mn), entre d'altres.

D'altra banda, els mediadors organics son moléecules organiques que posseeixen estructures
amb dobles enllagos conjugats, que afavoreixen la deslocalitzacié de carrega, fet que facilita la
transferéncia electronica amb 'electrode. Els derivats de fenoxazines (tal com la 7-dimetilamino-
1,2-benzofenoxazina, conegut com Meldola Blue o Blau de Meldola, que fou I'utilitzat en I'estudi
dels sensors desenvolupats, §7.4.1 i §8.2), fenatiazines i fenazines®10, juntament amb la
fenilendiamina i la tetrametilfenilendiaminall, s’han utilitzat ampliament en la deteccio del
cofactor NADH de certes deshidrogenases. El parell redox quinona-hidroquinonal2, emprat
igualment en la deteccié de NADH, es caracteritza per ésser util tant en processos d’oxidacio
com de reduccio. Una de les seves aplicacions habituals es fonamenta en la deteccio de la
reduccié del H20. mitjancant I'is de la HRP. Finalment, cal esmentar compostos com el
tetratiafulvale (TTF) i el tetracianoquinodimeta (TCNQ)” que, si bé per si sols actuen com a
mediadors redox, també s'empren combinats per formar sals organiques conductores (p.ex. el
TTFTCNQ), utils per construir electrodes amb conductivitat electrica, ateés que es tracta de dues
molécules organiques planes amb sistemes externs d’electrons © que es solapen i, per tant,
afavoreixen la deslocalitzacio de carregals.

El coneixement de les caracteristiques de cada un dels mediadors €s de gran utilitat a I'hora de
decidir quin mediador és el més adequat per a una determinada aplicacio i en quina forma cal
incorporar-lo al sistema.
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6.1.2.1.1 Estratégies d'incorporacio de modificadors a la configuracié d’un sensor
1. Modificadors en solucid.
2. Modificadors immobilitzats sobre la superficie de I'eléctrode per formar monocapes.

3. Modificadors immobilitzats sobre la superficie de I'electrode per formar pel-licules polimeriques
0 multicapes.

1. Modificadors en solucié

Una de les formes possibles d’'emprar modificadors és afegir-los a la solucié que conté I'analit.
Habitualment, els modificadors usats en solucié acostumen a ésser electrocatalitzadors.

Si bé aquesta no és una metodologia gaire elegant, permet obtenir resultats de forma rapida, ja
que no requereix cap pas previ d'immobilitzacié. A més, cal afegir 'avantatge que representa la
conservacio de les seves propietats intactes, com a conseqiéncia de que no ha d’experimentar
cap reaccid, amb la finalitat d'ésser retingut sobre la superficie de l'eléctrode. També és
important destacar que el fet de qué no actua com a reactiu limitant, atés que es troba a la
solucio en excés, permet obtenir sensibilitats més elevades. Per tant, si més no, és una bona
opcio per fer un estudi previ del comportament d’'un modificador determinat.

Tot i aixo, hem de pensar que l'objectiu final d'un sensor, en la mesura de lo possible, és
I'abseéncia de reactius. Es per aix0 que la configuracié final del dispositiu sempre hauria de tendir
a la immobilitzacié dels modificadors sobre el transductor, en el que hom anomena configuracio
reagentless.

2. Modificadors immobilitzats sobre la superficie de I'electrode per formar monocapes

Una segona estratégia possible, relacionada amb I'is de modificadors, es basa, doncs, en
recobrir la superficie de I'electrode amb una monocapa de material electroactiu.

Existeixen principalment dos metodes per obtenir monocapes de modificador sobre la superficie
de I'electrode: adsorci6 i formacio d’enllagos covalents.

L'adsorcid, representa la técnica més senzilla i antiga per immobilitzar especies sobre la
superficie de l'electrode. Es fonamenta en la interaccié resultant de compartir la densitat
electronica entre la molécula adsorbida i la superficie del transductor. Permet doncs assolir
interaccions molt fortes i efectives entre molécules que tenen sistemes extesos d'electrons «
(substancies olefiniques o compostos aromatics) i la superficie de I'electrode, mitjancant el
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solapament resultant de compartir la densitat d'aquests electrons = amb el navol electronic del
metall que forma I'eléctrode.

Cal tenir en compte que existeixen certs inconvenients associats a aquest tipus d'immobilitzacio.
Per una banda, la monocapa formada és vulnerable a I'erosié. | per altra banda, I'adsorcid
rarament és completament irreversible, ja que es tracta d'un procés d'equilibri, fet que implica
una desorcid lenta del modificador cap a la solucié (leaking), que limita com a conseqiencia el
temps de vida del sensor.

La formacié d’enllacos covalents, entre la superficie de I'eléctrode i certs grups funcionals del
modificador, presenta un avantatge important respecte a l'adsorcio, que es basa en que els
enllagos formats son forts i irreversibles, de manera que no es produeix cap pérdua de
modificador al si de la solucio.

Ara bé, aquesta técnica requereix pretractaments delicats i, a vegades, també determinats
processos d'activacio (temperatura,etc), a fi de funcionalitzar la superficie de I'electrode. Aixi,
malgrat els avantatges que suposa la formaci6 d'enllagos covalents, el procés requereix un cert
consum de temps i, en algunes ocasions, pot comportar una alteracié inherent del modificador
que dificultara la seva funcio.

Per tant, aquesta tecnica demana una preparacié complicada que, en molts casos, no es veu
justificada amb els resultats obtinguts.

Un altre metode que es pot incloure com a una estratégia dirigida cap a I'obtencid de
monocapes, i que es situa entre I'adsorcio i la formacié d’enllagos covalents, consisteix en la
incorporacio del modificador en una matriu polimérica, de manera que quedi retingut a l'interior
on es troba en contacte amb particules de grafit. EI modificador, a més, ha de ser insoluble o
s’ha d’adsorbir fortament als components de la matriu, a fi d'evitar la seva dissolucié cap a la
mostra.

3. Modificadors immobilitzats sobre la superficie de I'electrode per formar pel-licules polimériques

La metodologia d'immobilitzacio basada en la formacid de multicapes proporciona major
robustesa i estabilitat a I'eléctrode, comparat amb una Ginica monocapa.

El control acurat d'aquesta tecnica permet obtenir gruixos reproduibles de fins a 10°
monocapes?4, fet que fa possible 'amplificacié del senyal i, per tant, facilita la seva adquisicio i
tractament.

Les formes més utilitzades per preparar pel-licules polimeriques son:
L'entrecreuament del modificador amb algun agent bifuncional, com el glutaraldehid.
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La precipitacio del polimer sobre la superficie de I'electrode, bé mitjancant la immersié de
I'electrode en una solucié que conté el monomer o el polimer ja format, o bé mitjancant la
deposicié d'aquesta solucié. En ambdds casos s’ha de deixar evaporar el solvent en qué es
troben dissolts el monomer o el polimer. La deposicié d'una gota proporciona resultats més
acurats, gracies a la possibilitat de controlar, de forma més reproduible, la quantitat de solucio
depositada.

L’electropolimeritzacio del monomer electroactiu, que consisteix en la formacié del polimer in situ
com a consequéncia de l'aplicacié d'un tractament electroquimic adequat. Aquesta técnica
permet un control molt reproduible del gruix de la capa polimérica.

Les capes polimériques es poden classificar segons les seves propietats eléctriques en:

1. Conductores, emprades sovint en electrocatalisi amb la finalitat de millorar les
caracteristiques de transferencia electronica.

2. No conductores, usades freqlientment com a barreres de difusi6, o hé com a matrius
d’'especies dirigides a preconcentrar I'analit i, a vegades, d’especies electrocatalitiques. Per
tant, s'incorporen als sensors per eliminar interferencies, prevenir la passivacié de la
superficie de I'electrode, immobilitzar altres components (enzims, cofactors, etc.), o atrapar
mediadors a fi d’evitar la seva perdua per dissolucié?®.

Donat la importancia de la deteccié del NADH, per la seva implicacié directa en les reaccions
dels enzims del tipus deshidrogenasa, es troben un elevat nombre de referéncies bibliografiques
relacionades amb la seva determinacio electroquimica i els problemes de passivacio que se’n
deriven. Els tractaments realitzats pels investigadors per tal de resoldre aquests problemes es
poden dividir en tres grups:

1 Tractaments dirigits a prevenir l'adsorcié de les espécies que provoquen la passivacio,

2 Teécniques de regeneracio, per ésser aplicades un cop la superficie ja ha estat alterada
amb I'adsorci6 d'espécies no desitjades.

3 Sensors d'un sol s, amb bona reproductibilitat i baix cost de fabricacio.

Algunes estrategies ressenyades a les publicacions per tal de prevenir la passivacio suggereixen
I'is de determinades tecniques electroanalitiques o I'addicié a la solucié de treball de certs
tensioactius!é, adrecada a dificultar I'adsorcié de determinades especies sobre la superficie de
I'electrode. Tot i aixd, I'opci6 més ampliament emprada amb aquest objectiu es fonamenta en
modificar quimicament I'electrode, en alguns casos amb catalitzadors que dopen I'electrodel’ o,
més comunament, amb mediadors d’oxidacio-reduccio®s. Algunes d'aquestes modificacions?®
han millorat notablement el problema de la passivacio.
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Ara bé, un cop la superficie de l'electrode ha quedat coberta de molécules adsorbides que
provoquen una perdua de sensibilitat, només resta I'opcid de cercar la forma de regenerar
aquesta superficie. Les técniques de regeneracié habitualment emprades a fi d’eliminar de la
superficie electrodica les especies que s’han adsorbit, s poden incloure en algun dels segients
apartats:

e Regeneraci6 quimica
e Regeneracid electroquimica
e Regeneracio fisica

La regeneracio de la superficie passivada es pot dur a terme mitjancant un tractament quimic
basat en la immersio de I'eléctrode de treball en una solucié d'acid (oxidant) concentrat, a fi
d'oxidar les espécies adsorbides i provocar aixi la seva desorcio.

Per altra banda, s6n nombrosos els tractaments de regeneracid basats en processos
electroquimics. Aquests cobreixen el ventall que va des de tractaments considerats com a suaus
fins a d'altres molt més severs, fent (s tant de corrent continu2° com de corrent altern2l. Aquests
tractaments es poden combinar amb I'addicié de certes espécies?? a la solucié de treball a fi
d’augmentar la seva eficiencia.

Una tercera estrategia per regenerar la superficie passivada es basa en un tractament fisic que
consisteix en un poliment d'aquesta. Aquest Ultim punt posa de manifest I'avantatge més
important que ofereixen els composits de grafit-epoxi, basat en la possibilitat d'obtenir superficies
renovades, totalment reproduibles, per a cada analisi mitjancant un simple poliment fisic.

Ara bé, sens dubte el métode més senzill per evitar la disminucié del senyal en calibracions
successives de sensors és la utilitzacié d un eléctrode de treball nou per a cada corba de
calibrat. Per aixd, cal dispositius amb costos de fabricacié molt baixos derivats de les tecniques
de fabricacié massiva.

6.1.3 Latecnica sol-gel

La técnica sol-gel (SG) és el nom que es déna a una série de processos en els que una solucid
(sol) esdevé un gel. El pas a través del qual ha transcorregut el sistema es coneix com transicio
sol-gel. El gel format presenta una alta porositat i aix0 va constituir, de bon principi, un dels
inconvenients a superar, quan en els inicis de la tecnologia sol-gel I'objectiu principal estava
encaminat a la obtencié de vidres densos. Ans al contrari, actualment, la porositat es un valor
afegit en els materials obtinguts por aquesta via, ja que gracies al control de les dimensions dels
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porus es pot retenir una segona fase, constituint per tant, un material composit, idoni per al
desenvolupament de biosensors.

Aquesta estratégia d'immobilitzacié resulta especialment atractiva en aquells sensors en els que
la capa de reconeixement té un origen biologic, i es pot afegir a la col-leccié de métodes que
mantenen la capa de reconeixement en un estat funcional per un periode de temps suficient per
dur a terme un analisi.

La solucid, un cop gelada, forma una estructura entrecreuada de polimer de silice, caracteritzada
per enllacos entre oxigen i silici, que permet l'atrapament de les biomolécules desitjades.
Modificacions realitzades en el procés sol-gel han permes en els darrers anys la incorporacio de
material biologic (enzims, anticossos, cellules vives, proteines 2326) | aixi també la de
colorants?’, catalitzadors inorganics 28, polimers conductors 29 i, més recentment col-loides d'or
30, Aquests components romanen en ['interior dels porus de les matrius de silice preservant llurs
propietats estructurals i llur activitat biologica, de forma que poden interaccionar amb un alt grau
de selectivitat amb diferents ions i molecules de baix pes molecular difoses a través de la
estructura porosa del gel. Aquesta estructura, alhora, preserva l'entrada de molécules de PM
elevat. La preparacié en condicions no agressives d'aquestes bioceramiques permet combinar
els avantatges de l'elevada sensibilitat i especificitat de certs processos bioguimics amb la
robustesa dels composits i materials inorganics. A meés, la flexibilitat en el procés que permet el
metode de preparacio sol-gel (es poden obtenir gels monolitics, lamines primes, pols granulada o
fibres), facilita diverses aplicacions en altres camps com la cromatografias?, la fotocatalisi?? i la
microfabricacié®. Un altre fet atraient de les técniques sol-gel es que pot ser compatible amb
processos automatitzats de fabricacio en massa d'eléctrodes, tal com la serigrafia34.3,

Tot i aix0, per tal d'assegurar un alt rendiment en la aplicacio escollida, cal adaptar les condicions
de preparaci6 a les caracteristiques de la biomolecula a encapsular, buscant una optimitzacié en
I'estabilitat i funcionalitat de la mateixa, aixi com en les prestacions de la matriu de suport
(propietats optiques, porositat, rigidesa, etc.).

Gracies a aquesta nova tecnica, molécules organiques, inorganiques i bioorganiques poden
restar immobilitzades en gel de silice a temperatura ambient. Degut a la relativa baixa
temperatura necessaria per la preparacid d'aquestes matrius, quasi bé els 18 milions de
molécules organiques i bioorganiques existents, que no podien ser retingudes en gels
(s'acostumava a preparar a temperatures elevades properes als 1000°C), poden ara ser
immobilitzades en sol-gel. A mes, els precursors emprats per a la formacio del gel, no afecten la
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activitat de les biomolécules i els productes de la transicié SG sdn normalment alcohols volatils a
temperatura ambient. Malauradament, tot i els esforgos, s'ha observat que alguns enzims
mostren una disminucio de llur activitat quan estan immobilitzats en aquest tipus de matriu 3.

6.1.3.1 Matrius de silice conductores: compdsits ceramics de carboni

Com a resultat d'aquesta nova tecnologia, s’han desenvolupat uns sensors hibrids basats en
composits ceramics de carboni (ceramic carbon composite electrode), constituits per una
dispersid de pols de carboni en matrius de silice que poden ser modificades organicament. Es
preparen barrejant una quantitat adequada de pols de carboni amb els precursors sol-gel, que
esdevé una matriu porosa de silice després de la gelacio. Aquests eléctrodes es beneficien de
les propietats mecaniques de I'estructura de silice (o silice modificada), de la conductivitat del
carboni dispers i de la capacitat de manipular facilment les caracteristiques de la matriu
mitjancant la seleccid d'un precursor sol-gel o de un modificador adequat. Resulta possible
obtenir matrius carboni-silice en practicament qualsevol configuracié geomeétrica desitjada, i en
quasi qualsevol dimensid requerida, fins i tot en forma de microelectrodes. Donada a més, la
seva naturalesa porosa, presenta una gran area superficial i, per tant, una elevada superficie
activa.

Depenent de les caracteristiques quimiques dels precursors del gel, els eléctrodes monolitics de
grafit poden presentar propietats hidrofobes. Els dispositius fets a partir de metiltrimetoxisila, per
exemple, mostren una superficie hidrofoba (tant abans com després d'un hipotetic poliment),
evitant I'entrada d'aigua a través de la estructura porosa. Els electrodes poden romandre
hidrofobs fins i tot després de periodes prolongats (setmanes) en dissolucié aquosa. En aquest
tipus de dispositiu, pero, tan sols la superficie externa és electroquimicament activa. Tot i aixo, i
la matriu porta incorporat el modificador i €s suficientment homogénia es poden construir
eléctrodes modificats, quimicament o bioquimicament, de superficie renovable, en els que s'obté
una nova area de treball mitjancant un senzill poliment. L'0s d'un reticle de silice modificada,
permet, a més a més, aprofitar la polaritat de la superficie de la matriu per intercanviar ions o
excluir molécules segons les seves dimensions, la polaritat o, com s’ha dit anteriorment, la
naturalesa hidrofoba.

6.1.3.2 Immobilitzacié de biomolécules en matrius sol-gel

Els procediments comunament utilitzats per a la immobilitzacié de compostos organics sén els
seguents:
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1. Impregnacio.

Es realitza per exposicié del suport por6s a una dissolucio concentrada del reactiu i evaporacio
del dissolvent. La immobilitzaci6 és debil, i es produeix per adsorci6 o unié electrostatica.

2. Immobilitzacio quimica per unié covalent a matrius modificades.

Un dels aspectes més interessants de la tecnologia sol-gel, des de el punt de vista de les seves
aplicacions en electroanalisi, és la possibilitat, tal i com s'ha esmentat, de modificar organicament
les matrius. Aix0 permet la introduccié de grups funcionals reactius que poden ser utilitzats per
fixar espécies de reconeixement molecular sobre xerogels preparats (nom amb el que es coneix
el gel un cop s'ha evaporat el dissolvent). Generalment s'utilitzen organoclorosilans o compostos
semblants per enllacar grups organofuncionals apropiats als grups silanol superficials per
reaccions de condensacio.

El procediment per obtenir superficies modificades organicament es basa en la incorporacié de
monomers alcoxilans que contenen els grups funcionals escollits en la mescla inicial de
polimeritzacio. Aixi doncs, aquells monomers que contenen enllagos Si-C i radicals, com grups
amino, vinil epoxi 0 mercapto, poden utilitzar-se per preparar xerogels modificats capagos
d’enllacar covalentment agents quelatants especifics 0 mediadors redox.

3. Dopatge quimic. La formacié de sol-gel a temperatura moderada o fins i tot a temperatura
ambient permet la immobilitzacié de compostos poc resistents al calor mitjancant la incorporacio
dels modificadors en els precursors sol-gel. D'aquesta forma les molecules d'interes resten
atrapades en el gel quan aquest es forma. Es tracta d'un concepte intermedi entre les técniques
de impregnaci6 i d’enlla¢ covalent i proporciona una via economica i rapida d'immobilitzacié de
reactius. Presenta, per0, un desavantatge; el leaking o pérdua del material biologic cap a la
solucio de treball. Aquest resulta, donada la seva simplicitat, el métode més utilitzat pels
investigadors. La immobilitzacio de I'enzim glucosa oxidasa i el mediador ferrocé en una matriu
sol-gel (figura 6.1A)%7, n'és un exemple. En investigacions realitzades, es va observar que més
del 80% de la GOx va restar activa en el gel i la resposta amperomeétrica es corresponia amb les
prediccions teoriques. Les caracteristiques eléctriques d'aquestes capes, a més, podien ser
millorades incorporant materials conductors, com grafit en pols o particules metal-liques (figura
6.1(B). L'addicié d'aquests components metal-lics per millorar la conductivitat de la matriu sovint
es realitza mitjancant particules de grafit recobertes de metall (com el pal-ladi o el rodi)3:39, Més
recentment, s’ha substituit les particules de grafit per nanoparticules d'or, barrejades juntament
amb l'enzim en la matriu porosa de silice?0. La fabricacié d'aquest tipus de matrius enzimatiques
sol-gel va permetre la deteccio amperomeétrica de, a banda de glucosa 4, d'analits com el L-
lactat 42.
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Figura 6.1 Immobilitzacié de molecules d'enzim en una matriu de sol-gel (A) que conté grups mediadors redox; (B)
Addicié de particules conductores de grafit (o0 metall).

4. Copolimeritzacio de reactius modificats.

Implica la sintesi d’'un monomer alcoxila que conté reactius organics enllacats covalentement i la
subseguent utilitzacio del precursor en el procés sol-gel. Aquest procediment és menys general
que el dopatge sol-gel, ja que requereix la sintesi del precursor organic, pero esta exempt de
pérdues del modificador. D'aquesta forma s'han desenvolupat biosensors de glucosa basats en
composits sol-gel que contenen GOD i mediadors redox co-immobilitzats43-47. Aquests mediadors
han estat enllacats en la xarxa de silici (e.g. N-(3-trimetoxisililpropil) ferrocenilacetamida com a
co-monomer funcionalitzat) 47, tot i que també poden incorporar-se en el gel durant el procés de
gelacio (atrapament fisic en la estructura de silice) 4.

En altres experiencies, s'ha funcionalitzat la proteina en un pas previ a la sintesi de la matriu.
L'enzim GOD préviament funcionalitzat, per exemple, ha estat atrapat en una matriu sol-gel de
grafit 4648, Aixi, el pas d'electrons entre els setis actius de I'enzim i les particules més properes de
grafit es veu afavorit.
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Les matrius de silici-carboni presenten, a més de les citades, altres caracteristiques favorables
importants, com ara son: elevada conductivitat eléctrica, rigides fisica, infim augment de volum
en medi aquods i dissolvents organics; transparencia en el visible i ['ultraviolat (interval més ampli
que la majoria dels plastics comercials, fet que converteix aquesta tecnologia en adequada per
processos optics); inércia quimica, el que implica baixa interaccio amb els analits i enverinament
molt lent per reaccions laterals irreversibles; estabilitat termica, fotoquimica i biodegradativa
elevades, especialment a valors de pH baixos; i excel-lent adhesid a suports plastics i de vidre.

La immobilitzacié de les molécules biocatalitiques en el SG €s monitoritzat a través de la reaccid
amb el seu substrat especific. Aquestes reaccions s’han estudiat per técniques Optiques#9:50,
espectroscopiques®?, electroquimiques®23 (majoritariament amperometriques), eléctrodes
selectius d'ions5 i termometriques, mitjancant un termistorss.

A banda de les aplicacions esmentades, les matrius de silice s'han aplicat en altres camps;
alguns exemples en son els aerogels (gels assecats sota condicions critiques en els que l'aire ha
quedat retingut en el gel) utilitzats en les naus espacials per recollir pols estellar i el
desenvolupament de lasers d'elevada poténcia.

6.2 BIOSENSORS PLANARS BASATS EN GOD

A continuacio, es descriu la fabricacio i posterior optimitzacié d'un biosensor de glucosa, a partir
de la immobilitzacié de glucosa oxidasa (GOD) i es mostra com la tecnologia sol-gel i les
tecniques serigrafiques poden ser utilitzades per produir eléctrodes capacos de mesurar analits
de forma selectiva.

6.2.1 Aparellsireactius

Per a la preparacié i caracteritzacid dels biosensors desenvolupats es varen utilitzar els materials
que es detallen a continuaci.

Materials:

Lamines de clorur de polivinil de 0.5 mm de gruix o poliester flexible (Melinex, ICI, UK) i pantalles
stencil i de serigrafia (teixit monofilament de polimida, Scapa Filtration, Nova Zelanda)

Reactius:
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Tinta de grafit (Acheson, Electrodag 423SS,); Tinta de plata (Acheson, Electrodag 427SS); Tinta
de grafit 10% platinitzat (E-Tek Inc., Ltd); Tinta dielectrica (Acheson SS241 12); KCI (Panreac);
Hidroxietilcel-lulosa (Fluka); Carboximetilcel-lulosa (Fluka); Albimina de sérum de bovi (BSA);
Isopropan-2-ol (Aldrich); Meldola Blue (Aldrich); NAD+, NADH (Boheringer-Manheim); Trealosa
(Sigma T5251); Tetraetil ortosilicat (Aldrich); Glucosa oxidasa GOD (Sigma G7016).

Aparells:

DEK 245 screen-printer (DEK Printing Machines Ltd, UK); Airbrush de doble accié (Paasche,
Type VL); Electrode auxiliar de plati i electrode de referencia de Ag/AgCl (BAS); Potenciostats
CV27 (BAS); University of Newcastle upon Tyne; ADInstruments.

Els corrents es registraren utilitzant software de MacLab i Chart (ADInstruments).

6.3 FORMACIO DE GEL DE SILICE

Ja hem vist que un procés sol-gel és aquell on una solucid (sol) pateix una transicid o
transformacio en gel. Un exemple particular d'un procés sol-gel és la hidrolisi del tetraetil
ortosilicat [TEQS, Si(O2CHs)4], en etanol i aigua, en el que una solucié d'una sola fase pateix una
transicio sol-gel, esdevenint una sistema rigid de dues fases de silice (SiO-) i solvent.

A la literatura apareixen diverses formes d’'aconseguir matrius de gel de silice. Totes elles es
basen en la hidrolisi i polimeritzacio del tetraetil ortosilicat, mitjangant catalisi acida o basica.

La més emprada pels investigadors és la acida, i fou en la que es decidi iniciar les
investigacions.

En el seglient esquema es mostra la hidrolisi del tetraetil ortosilicat (TEOS) (figura 6.2a) i la seva
posterior condensacio (figura 6.2b) per formar cadenes d'oxigen i silici (gel). Aquesta succeeix
quan es barregen TEOS i aigua en un solvent comd, generalment etanol.
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Figura 6.2 Esquema de la reacci6 d'hidrolisi (A) i condensacio (B) del tetraetil ortosilicat (TEOS) per formar cadenes
d'oxigen i silici (matriu de gel de silice) sota catalisi acida.

L'intermediari que es forma, com a resultat de la hidrolisi parcial del TEOS s’anomena silanol. La
completa hidrolisi de Si(O2CHs)s a Si(OH)s formaria acid silicic, perd aix0 no succeeix. En
comptes d'aixo hi ha una condensacié entre silanols 0 amb un grup etoxi per formar ponts
d’oxigen o un grup siloxa Si-O-Si. Les molecules d'aigua o d’etanol son eliminades. Tant I'hidrolisi
com la condensacié es poden donar per reaccions de substitucid nucleofilica catalitzades per
acid o base. Quan la catalisi es acida el gel té una major densitat i un menor volum de porus.

A valors de pH baixos, la silice tendeix a formar molécules lineals que sén ocasionalment
entrellacades (cross-linking). Amb el temps els enllacos augmenten formant un reticle
tridimensional i esdevenint un objecte solid (alcogel) amb la forma del recipient que el conté
(figura 6.3). Un cop el solvent és evaporat, la matriu és anomenada xerogel (sota condicions
convencionals d'assecat, com l'evaporacid) o aerogel (sota condicions critiques). Aquests darrers
presenten densitats molt baixes, i tenen la propietat de ser aillants termics excel-lents.

7

)

Estadi incial de polimeritzacié Punt de gel Alcogel o xerogel

Figura 6.3 Formacié de la matriu de silice (gel) a partir de la polimeritzacié del tetraetil ortosilicat (TEOS) en
condicions de catalisi acida.
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6.3.1 Preparacio i caracteritzacio del sol-gel

6.3.1.1 Protocol de preparacio

El procediment seguit per a la formaci6 del gel consisti en mesclar en un recipient (vas de
precipitat, tub Eppendorf...) els diferents reactius necessaris per a la formacié del gel. Inicialment
es varen realitzar diverses experiéncies en les que es barrejava, variant les proporcions, els
precursors sol-gel. Les proporcions, un cop optimitzades, foren les segtients:

60: 13: 13: 1 de TEQOS, aigua, etanol i HCI 1.0 M, respectivament.

Es varen barrejar mitjancant un agitador magnétic. Al cap d’aproximadament una hora el gel es
formava completament (sovint aquest temps era inferior, i tan sols calien uns 50 minuts per a la
completa formacié del gel). Un cop format adquiria la forma del recipient en la que es trobava.

Es varen variar diverses condicions experimentals per tal d'observar I'efecte produit en la
formacio de la matriu de silice i per aconseguir, per tant,un major control en la formacié del
gel.

Es prepararen gels en presencia i abséncia d'etanol seguint el protocol descrit, es va afegir els
reactius en diferent ordre i estadis de la reaccié i es va modificar el regim d'agitacid. Les
observacions dutes a terme foren:

El gel no es forma en absencia d’etanol 0 quan no s'agita la solucio. Aixi mateix, en augmentar la
velocitat d’agitacio el gel és forma mes rapidament.

L'addici6 dels reactius (TEOS, etanol, aigua i HCI) en diferent ordre no afecten la reaccid.
L’addicié del material biologic en el primer estadi de la reaccid (juntament amb la resta de
reactius) retarda considerablement la formacié del gel (86.3.2).

6.3.2 Immobilitzacié del material biologic

La immobilitzacié del material biologic es va realitzar afegint a la solucié que contenia els reactius
que permetien la formacié del gel I'enzim d'interés. Un dels objectius en la immobilitzacié del
material biologic és aconseguir I'homogenitzacié en la esmentada solucié. D’aquesta forma un
cop la solucié esdeve gel aquest conté I'enzim en el seu si, conservant, potencialment, la seva
activitat biologica.

Es tracta doncs d'immobilitzar la proteina dins el gel i, per tant, I'addicié en la solucié s’ha de
produir sempre abans que el gel es formi.
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Experimentalment es va comprovar que [|'addici6 del material biologic retardava
considerablement la formacié de la matriu. Aquest retard es veia incrementat si I'enzim era
addicionat juntament amb el TEOS. També es va observar que lincrement de viscositat de la
solucid no es lineal, sind que la formacié del gel transcorre lentament fins la darrera etapa del
procés en el que la solucié esdevé un gel altament viscés molt rapidament. Podem concloure,
doncs, que durant els 45 minuts inicials de la reaccio, la solucié es basicament liquida i, per tant,
qualsevol component afegit en aquesta etapa sera facilment homogenitzable. En conseqiéncia,
es va deixar que la reacci6 de polimeritzacié de les cadenes d'oxigen i silici S'inicies (sempre
sense arribar a formar-se gel) abans d'afegir el material biologic. Aquest s'addicionava a la
mescla, en la darrera etapa de la reaccié (generalment als 40 minuts d'iniciar-se).

El temps necessari perque la soluci6 esdevingués gel quan I'enzim es mesclava inicialment amb
els precursors de la reaccid de polimeritzacid era d'un minim de 24 hores.

Inicialment s’observa I'aparicio d’una pasta insoluble quan es va afegir glucosa oxidasa (dissolta
en un medi tamponat) a la soluci6 sol-gel. Aquest precipitat dificultava la homogenitzacié de
I'enzim.

Les experiencies realitzades demostraren que el que provocava aquest precipitat era la solucid
de tampd fosfat 0.1 M (pH 7.0). Per tant es va substituir la solucié tamponada de GOD per una
solucié no tamponada.

6.3.3 Estimacio de I'activitat enzimatica en una matriu de silice

Es va realitzar un assaig espectrofotometric per comprovar l'activitat enzimatica dins la matriu de
silice. L'assaig es va fer sobre gel en el qual s’havia immobilitzat enzim glucosa oxidasa. El
procediment seguit fou el seguent:

Es va afegir 0.023 g de gel que contenia GOD en el seu si en una cubeta, i es mescla amb 50 pl
d’'una solucié que contenia 10.35 mg de fenol, 1.5 mg de 4-aminoantipirina, 0.7 mg de glucosa i
1.0 mg de peroxidasa en 10 ml de tampd fosfat 0.1 M de pH 7.0 (kit d'analisi Boehringer).

Es realitzaren diverses determinacions i I'absorbancia mesurada es va comparar amb assaigs on
I'enzim estava lliure en solucio. Els resultats demostraren que la proteina roman activa en el gel.
També es realitzaren assaigs espectrofotometrics en enzims continguts no tan sols en gel sing
en hidroxietilcel-lulosa i carboximetilcel-lulosa (utilitzat posteriorment en el procés d'impressié de
la pasta per a la fabricacio dels sensors); els resultats aconseguits foren totalment comparables.

6.4 CONSTRUCCIO DEL BIOSENSOR SOL-GEL
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6.4.1 Impressio de la pista conductora i del transductor

El procés seguit per a la impressio de la pista conductora i del transductor fou totalment analeg a
[utilitzat en les impressions dels sensors de pesticides (capitol 2). Tot i aixo, hi hagueren
algunes diferéncies degut a que I'aparell utilitzat, tant en la impressié de les tintes conductores
com pel material biologic fou la DEK 245 screen-printer (DEK Printing Machines Ltd, UK),
maquina d'impressio més rapida i automatica.

S'utilitzaren 3 mascares diferents en la construccio de la pista i el transductor, cada una amb el
disseny adient per a cada pas del procés de la fabricacié del sensor. El procediment seguit en la
fabricacio per screen printing del sensor es pot observar en la figura 6.4.

Figura 6.4 Impressio del transductor a partir de tintes comercials de plata (A; pista conductora), grafit (B; transduc-
tor) i polimer dialéctric (C; aillant).

El primer pas fou la construccio de la pista conductora mitjangant la impressio per serigrafia
d’'una tinta comercial de plata. Aquesta tinta es va aplicar sobre lamines de clorur de polivinil de
0.5 mm de gruix.

Una segona mascara fou necessaria per a la impressié del transductor. Aquesta darrera
constava de dues parts; impressié de tinta comercial de grafit en un primer pas, i impressio de
tinta de carboni platinitzat! en un segon pas. Ambdds dissenys eren identics i, per tant, només va
caldre una mateixa mascara per les dues impressions.

El darrer pas fou la utilitzacié d'una tercera mascara per a la impressio d’un polimer dielectric que
permetia aillar la pista conductora quan aquesta es trobava en contacte amb la solucio6 de treball.
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6.4.2 Preparacio i impressio de les matrius de gel de silice

Un cop s’havia aconseguit la formacié del gel i la immobilitzacio del material biologic en el seu si,
calia ara dipositar-la sobre el transductor. Per tal de completar el procés de fabricacié del
biosensors, doncs, s’havia d'adequar aquest biogel (matriu de gel i enzim incorporat) a les
caracteristiques necessaries per a una correcta impressio serigrafica.

Recordem que I'enzim era afegit a la solucié quan el gel encara no shavia format, possibilitant
aixi la correcta homogenitzacio de la biomolecula. Passat un cert temps el gel es formara,
immobilitzant I'enzim en linterior. Aixi doncs, la impressio del biogel sobre el transductor
mitjancant tecniques serigrafiques, es pot realitzar en dues etapes del procés:

a) Immediatament posterior a I'addici6 de I'enzim, quan el gel encara no esta format (aquest pas
implicaria la formacid del gel sobre el sensor).

b) Un cop el gel esta format amb el enzim en el seu si, simprimeix la pasta resultant de forma
que el procés de gelacio es produeix anteriorment i no sobre el sensor. L'enzim, d’aquesta forma,
queda retingut en la matriu abans de ser impres..

S’ha comprovat experimentalment que si la impressio de la pasta es realitza préviament a la
formacio del gel la activitat enzimatica es veu menys afectada, es a dir, aquells sensors fabricats
a partir d'una impressio tipus a) donaren respostes més altes en els calibrats posteriors. Sembla
ser doncs, que quan la matriu de silice es forma sobre el biosensor, i per tant la immobilitzacié de
I'enzim es produeix després del procés d'impressio, aquest resta menys afectat. Aquest fet
sembla forca logic ja que les tecniques de screen printing impliquen un procés enérgic, amb
fortes pressions i que d'alguna forma poden afectar el gel i provocar fissures amb el conseqient
degoteig de I'enzim en mesures posteriors.

Donada la seva consisténcia fluida, cal que el sol-gel sigui mesclat i homogeneitzat en un medi
més viscos abans de la impressio serigrafica. Es varen realitzar diverses mescles, amb diverses
proporcions del polimer hidroxietilcel-lulosa (HEC), fins adequar la seva viscositat al procés
serigrafic.

1 Latinta de C/Pt s'elabora com es detalla a continuacio: 2.5 g detilen glicol (12%) i Triton (0.3%) es mesclen amb
0.25 g de C/Pt mitjangant ultrasons durant 20 minuts. Tot seguit s'afegeixen 2.5 g d’HEC (6%) i es barreja
mecanicament.
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Inicialment, i seguint treballs d'altres investigadors %6, es va incorporar carboni platinitzat (tinta
comercial E-Tek©) a la pasta d'impressio, per tal de millorar el contacte eléctric amb el
transductor. La pasta resultant no resultava adequada per a les tecniques de screen-printing i per
tant es va substituir per grafit en pols.

Per tal de disminuir el potencial aplicat, es va incorporar la tinta de carboni platinitzat directament
sobre el transductor de grafit mitjancant screen-printing. (86.4.1 i §6.5.3).

Es varen utilitzar pantalles de polimida per imprimir la tinta sol-gel-GOD-HEC-grafit sobre el
transductor de C/Pt. Es va observar que un cop s'imprimia la pasta sol-gel, la pantalla es
bloguejava degut a la formaci6 de gel entre els filaments del teixit de polimida, impossibilitant, per
tant, el seu Us. Aquest fet demostrava alhora, que efectivament es formava una matriu de silice
posterior a la impressio de la pasta enzimatica.

Calia doncs utilitzar una pantalla del tipus stencil, basat en una placa metal-lica amb una Unica
obertura d'un disseny predeterminat. Donada l'estructura d’aquest tipus de pantalla, es
necessitava una pasta d'impressié d’'una viscositat molt major i per tant es va canviar el polimer
utilitzat (HEC) per la carboximetilcel-lulosa (CMC). Les quantitats optimitzades foren de 10 mg de
GOD per 0.5 ml de sol-gel, barrejats amb 1.5g de CMC (2%; 0.03g de cel.lulosa). Es varen afegir
0.025 g de grafit amb unes proporcions finals sol-gel-GOD-CMC-grafit de 70:2:300:5 (86.5.4).

6.5 CARACTERITZACIO DE BIOSENSORS SOL-GEL DE GOD

6.5.1 Procediment d'analisi

Els biosensors es varen avaluar mitjangant la técnica de I'addicié coneguda (83.5.2). Es va
seguir la variacié del senyal electroquimic en funcio de la variacio en la concentracié de la
espécie estudiada.

La reaccio estudiada fou l'obtencié de peroxid d'hidrogen (especie electroactiva) a partir de
glucosa, seguint l'esquema de la figura 6.5, i es va mesurar la intensitat de corrent produida en
un cert rang de concentracio.

H,O + 120, v ,\ /, gluconat
H,0, AGOD (ox)-j \ glucosa

Potencial
H,0, — O, + 2H* + 2e-

GOD (red)

Figura 6.5 Esquema de la catalisi enzimatica de la glucosa oxidasa en la formacié de gluconat a partir de glucosa



184 Capitol 6

Les mesures es varen realitzar en una cella electrolitica envoltada d'una camisa d'aigua
(termostatitzada) a 22°C. La soluci6 de treball contenia 20 ml de tamp6 fosfat 0.1M i KCI 0.1M a
pH=7.0 i on hi submergiem tres eléctrodes: un eléctrode de referéncia de Ag/AgCl, un electrode
auxiliar de fil de plati i com a eléctrode de treball s'utilitza el biosensor desenvolupat. Es varen
connectar a un potenciostat que fixava el potencial de treball i donava la lectura del senyal. Les
dades es recollien en un ordinador que realitzava les tasques de registrador. La solucié s'agitava
amb una microhélix que facilitava el transport per conveccié des del si de la solucié cap a la
superficie de l'electrode. La solucid de treball contenia també una concentracidé elevada
d'electrolit suport que fixava la forca ionica del medi, afavoria la conductivitat i reduia la
electromigracio.

Per a dur a terme la determinacié6 amperometrica de la glucosa es va aplicar el corresponent
potencial d'oxidacié (350 mV respecte un electrode Ag/AgCl). Es va observar una disminuci6
molt important del potencial de treball en utilitzar els sensors de grafit platinitzat desenvolupats
en el nostre laboratori®’. En absencia de I'electrocatalitzador (plati), el potencial es situava en
1150 mV.

Un cop el senyal de fons era estable, s'addicionava el substrat mentre es feien les corresponents
lectures d'intensitat de corrent amb el potenciostat.

Les dades obtingudes ens permetran saber parametres que caracteritzaran el sensor, tal com el
pendent (sensibilitat), limit superior i inferior de resposta lineal, limit de deteccio, reproductibilitat i
temps de vida.

6.5.2 Optimitzacio de la glucosa oxidasa

Es varen realitzar calibracions amperométriques amb biosensors que contenien diferents
carregues enzimatiques. En la figura 6.6 es pot veure la diferéncia en la resposta de dispositius
amb 1, 5i 10 mg de GOD. S'aprecia una clara tendéncia en l'augment de la sensibilitat quan
s'addicionen quantitats més grans d'enzim. Els parametres de resposta es mostren en la taula
6.1.
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Figura 6.6 Rectes de calibracio de biosensors sol-gel-GOD-CMC-grafit, 70: x: 300: 5, (matriu enzimatica impresa
sobre transductors de grafit/Pt), amb diferents continguts d'enzim (x= 0.2, 1, 2) en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI
(pH 7.0).

Taula 6.1 Parametres de resposta corresponents a les calibracions realitzades sobre biosensors sol-gel-GOD-CMC-
grafit, 70: x: 300: 5, (matriu enzimatica impresa sobre transductors de grafit/Pt), amb diferents continguts d'enzim (x=
0.2,1,2,3)enunmedi0.1 M fosfati 0.1 M KCI (pH 7.0).

Carrega enzimatica

1 5 10 15
(mg GOD/ml sol-gel)
Sensibilitat (LA/M) 3 8 60 35
Coeficient regressio 99 .999 .999 .9995
Interval lineal (mM) 0.5-25 0.5-15 0.5-12 0.5-15

Recordem que el nostre objectiu final no era el desenvolupament d'un sensor de GOD, i aquest
sols ens era util com a estudi preliminar per a la futura construccioé dels sensors de lactat i malat.
Per aquest motiu no es va realitzar un estudi més extens del contingut optim del material biologic
contingut en la matriu.
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La cinética de la reaccio enzimatica s'ajusta al model descrit per Michaelis-Menten, tot i que la
Kmare trobada (amb un valor de 5 mM) resulta lleugerament inferior al teoric (enzim en solucid
Km= 7 mM58). Aix0 podria indicar, teoricament, una major afinitat enzim-substrat>8s°, Aquest fet
alhora fa suposar, que la influéncia provocada per la barrera difusional, com a consequéncia de
la immobilitzacié de I'enzim en el gel, és baixa.

6.5.3 Avaluacié amperometrica de biosensors de grafit i carboni platinitzat

Com s'ha comentat, inicialment es va incorporar carboni platinitzat a la pasta d'impressio. El
carboni aportaria un augment del contacte eléctric amb el transductor i I'electrocatalitzador en
disminuiria el potencial de treball. Degut a que la pasta resultant no resultava adequada per a la
impressio es va substituir per grafit en pols i es va afegir el plati (barrejat amb carboni, tal com
s'especifica en §6.4.1) directament sobre el transductor, mitjancant impressio serigrafica.

Es varen realitzar calibrats per comprovar les diferéncies existents entre biosensors on el C/Pt
s’havia addicionat en el sol-gel juntament amb el material biologic i biosensors que contenien
grafit sense catalitzador en la matriu i als que se'ls havia impres una capa addicional de C/Pt per
screen-printing sobre el transductor de grafit. No es varen detectar diferéncies significatives en la
resposta d'ambdos tipus de biosensors, tot i que s'observa un lleuger increment de la sensibilitat i
sobretot una millora en la qualitat de la impressio, aixi com en la rapidesa del procés serigrafic en
el segon tipus de sensors. Els resultats es poden veure en la figura 6.7.
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Figura 6.7 Calibracié de hiosensors sol-gel-GOD-CMC-grafit/C-Pt, 70: 2: 300: 5, (matriu enzimatica impresa sobre
transductors de grafit/Pt), en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.0). Sensors amb catalitzador incorporat en el
gel; Pendent: 22 + 5 (uA/M), coeficient de regressié lineal: 0.999. Sensors amb catalitzador incorporat sobre el

transductor; Pendent: 30 + 2 (uA/M), coeficient de regressio lineal: 0.999.
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6.5.4 Avaluacié amperometrica de biosensors amb hidroxietilcel lulosa o carboxi-
metilcel-lulosa

Com ja s’ha comentat, degut a la obturacié del teixit de polimida en la impressié del gel sobre el
transductor de C/Pt, va ser necessari substituir les pantalles tradicionals per una pantalla tipus
stencil (placa metal-lica d'una Unica obertura amb un disseny predeterminat). Aquest tipus de
mascara o plantilla, requereix una pasta d'impressioé d’una viscositat elevada. Experimentalment
es va comprovar que la CMC és més viscosa que la HEC i, per tant es va substituir aquesta. La
qualitat de la impressio realitzada va millorar considerablement, alhora que les respostes entre
ambdds dispositius presentaven resultats molts propers. Tot i aix0 es va observar una lleugera
perdua de l'interval lineal (figura 6.8).

La composicié optimitzada per a la producci6 d'una pasta d'impressié enzimatica sol-gel fou:

0.35ml TEOS
0.077 ml aigua +10 mg GOD +1.5 g CMC (2%) + 0.025 g grafit
0.077 ml etanol (en 300 pl d'aigua)

0.058 ml HCI 0.1M

Aquestes quantitats foren suficients per preparar al voltant de 50 eléctrodes.
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Figura 6.8 Calibracié de biosensors sol-gel-GOD-HEC/CMC-grafit, 70; 1: 300: 5, (matriu enzimatica impresa sobre
transductors de grafit/Pt), en un medi 0.1 M fosfat i 0.1 M KCI (pH 7.0). Pendent: 7(uA/M), coeficient de regressio
lineal: 0.9995. Les impressions dels biosensors HEC han estar realitzades amb pantalles téxtils, mentre que en els
biosensors CMC s'ha emprat pantalles stencil.
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6.6 COMPARACIO DE BIOSENSORS SOL-GEL AMB BIOSENSORS D’IMMOBILITZACIO
ENZIMATICA PER ATRAPAMENT

Per tal de comprovar la efectivitat de la immobilitzacid enzimatica en matrius de silice, es van
construir biosensors seguint el mateix procediment pero en abséncia de TEOS. D'aquesta forma
resultava del tot impossible la formacio del gel, i I'enzim quedava senzillament retingut per
atrapament en el polimer de CMC.

Es varen comparar ambdos tipus de dispositius, mitjancant observacié visual i a través de
calibracions amperométriques.

En primer lloc, quan es va afegir I'enzim al sol-gel es formaren petites bombolles, obtenint per
tant una solucié heterogenia.

Sota microscopi es podien observar cristallets, que s'associaren a la formacié del gel (fig 6.9).

Quan es va afegir el material biologic a una solucio lliure de TEOS no es va observar la formacio
de cap tipus de fase diferent i, per tant, 'aspecte era la d’'una solucio totalment homogeénia. Sota
microscopi, no es varen observar la preséncia de cristalls.

Les calibracions realitzades, tot i que de sensibilitats properes, mostraven altres diferéncies:

Els biosensors sol-gel presentaren bones estabilitzacions en temps breus, i corrents de linia base
molt constants. Els biosensors d’atrapament, presentaven canvis de linia base (sobretot en les
zones altes de concentracié de substrat) i llargs temps d'estabilitzacié. Per una altra banda,
aquests darrers mostraren temps de resposta més rapids, degut probablement a I'absencia de
una matriu de silice, que actuaria com a barrera difusional.

Figura 6.9 Fotografia microscopica d'una serie de sensors fabricats mitjancant tecnologia sol-gel i impressio
serigrafica. La tinta emprada ha estat la sol-gel-GOD-HEC/CMC-grafit, 70: 1: 300: 5, dipositada sobre transductors
de carboni platinitzat mitjangant la DEK 245.

6.7 CONCLUSIONS
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En el present capitol s'han aportat dades que demostren la possibilitat de construir biosensors
utilitzant la tecnica sol-gel per a la immobilitzacié de material biologic i la tecnologia d'impressio
serigrafica per a la fabricacio en série de sensors. Els passos seguits han estat:

1- Immobilitzaci6 de I'enzim GOD en una matriu de silice preservant la seva activitat enzimatica.

2- Desenvolupament d’'una pasta d'impressié a partir de precursors sol-gel en la que el material
biologic resta homogeneitzat i conserva la seva funcionalitat un cop dipositat mitjancant
tecniques de screen-printing sobre el transductor.

3- La presencia d'una superficie cristal-lina en els hiosensors desenvolupats, aixi com la
obturacié de les pantalles de polimida en imprimir la tinta d'impressio sol-gel-GOD-HEC/CMC-
grafit/C-Pt (degut probablement a la formacid de gel entre els filaments del teixit) demostra que,
efectivament, es forma una matriu de silice sobre el sensor, tot i que la naturalesa opaca dels
eléctrodes que contenen grafit impedeixen qualsevol confirmacid visual de la preséncia del gel.
Les deposicions cristal-lines resulten visibles en aquells sensors preparats sense grafit.

4- Propietats com la formacié de monolits rigids, material opac o resisténcia a l'acetonitril de
composits fabricats per altres autors a partir de mescles que contenen precursors sol-gel, sén
consistents amb la preséncia d'un reticle de silice3860-64,

5- La composicié optima per a la impressio de 50 biosensors és de 0.35 ml de TEOS, 0.077 ml
d'aigua i etanol, 0.058 ml d’acid clorhidric 0.1M, 10 mg GOD (en 300 ul d'aigua), 1.5 g de CMC
(2%) 1 0.025 g de grafit.

6- El potencial d'oxidacio del H.0,, producte electroactiu derivat de la reaccié de la glucosa,
emprant el transductor de grafit platinitzat és de 350 mV, i, per tant, ha estat el potencial de
treball escollit.

7- Les capes enzimatiques resulten suficientment estables per resistir immersions prolongades
en solucions agitades i les perdues de material biologic al llarg d'un calibrat son minimes. A més
el biosensor es prou estable per a poder ser utilitzat fins a 5 mesos després de la seva
construccio conservant practicament intactes les seves propietats catalitiques.

8- L'avaluacié adequada dels biosensors de GOD es va determinar a un valor de pH de 7.0.
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9- L'interval lineal aconseguit pel biosensor optimitzat es situa entre 0.5 i 12 + 0.4 mM, i el
pendent en 60 + 3 pA/M.

10- La cinética de la reacci6 enzimatica s'ajusta al model descrit per Michaelis-Menten, tot i que
la Kmagp trobada (amb un valor de 5mM) resulta lleugerament inferior al tedric (enzim en solucio
Km=7mM>38). Aix0 podria indicar, tedricament, una major afinitat enzim-substrat®. Aquest fet fa
suposar a I'hora, que la influéncia provocada per la barrera difusional, com a conseqiéncia de la
immobilitzacié de I'enzim en el gel, és baixa.
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CAPITOL 7

Desenvolupament i avaluacié de biosensors sol-gel de
lactat oxidasa i lactat deshidrogenasa basats en tecnologia
planar per a la determinacio de lactat en vins

« Beber en toda medida, dar alegria al corazény, sin
perder la razén, darle razon a la vida »
José Maria Peman

7.1 INTRODUCCIO

El vi esta lligat a la historia de I'home des dels seus origens. Recentment s’ha conegut el
descobriment d’una gerra de fang a les muntanyes de Zagros, Iran, de 5500 anys d'antiguitat,
amb restes de vi a l'interior. Fins el moment, és la troballa arqueologica més antiga que es coneix
sobre la historia del vi.

S’han trobat, a més, escenes d'elaboracio del vi en relleus egipcis que daten de 2400 anys a.C.,
aixi com en nombrosos versicles de la Biblia (“Noé, agricultor, va comencar a llaurar i va plantar
una vinya, va beure del seu vi i es va embriagar”, Gen. 9,2-21). Les naus cretones i egipcies
transportaven amfores de vi a través de la Mediterrania i en el Imperi Roma els vins eren part
substancial del seu modus vivendi. Aixi mateix, ja existien mencions de les seves propietats
medicinals en l'antiga Grécia, al voltant de I'any 700 a.C™.

La nostra propia cultura, la mediterrania, és la cultura del vi (i de I'oli). El vi, que ens va arribar
des de les antigues civilitzacions mediterranies, a través de fenicis i grecs, és un producte de
gran importancia per a la nostra economia.

Algunes de les principals diferencies entre els vins es deuen a les varietats especifiques de ceps
cultivades en determinades zones, regions o paisos, de forma que serveixen com a senya
d'identitat i, per tant, constitueixen un veritable patrimoni del pais.
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Per0, qué és en realitat el vi? El vi és la beguda resultant de la fermentacié alcoholica completa o
parcial del most (suc que s'obté del premsat del raim). Per la seva banda, la fermentacio no és
res més que una manifestacio del metabolisme d’alguns éssers vius, com les llevadures (fongs
unicel-lulars que es troben en el sol de les vinyes, i que en la epoca de maduracié del raim
s'adhereixen a la seva pell i aixi arriben al celler) i els bacteris, els quals mitjancant enzims
realitzen una llarga série de reaccions de oxidoreduccio que els hi proporcionen energia. A la
vegada, sintetitzen les seves proteines a expenses de les substancies nitrogenades. Com a
resultat d'aquesta fermentacio, els sucres del raim (com la glucosa) desapareixen quasi
totalment i es transformen en alcohol etilic, anhidrid carbonic i una série de productes, entre ells,
els acids (lactic, etc.).

Des del principi de la humanitat se sap que el vi, pres amb moderacid, es beneficids per a la
salut. Al llarg de la historia el vi ha estat utilitzat com estimulant, font d’energia i, fins i tot, en el
tractament de diverses malalties. Tractats meédics antics i llibres sagrats estan farcits de cites
elogiant les propietats sanitaries del vi; el propi Sant Pau recomanava: "No prosseguiu en beure
aigua sola, sin¢ utilitzeu una mica de vi per causa de I'estomac i malalties freqiients".

Estudis més recents, assenyalen que el consum moderat i regular de vi modifica favorablement
el perfil lipidic de la sang i el seu sistema de coagulacio, reduint el risc de trombosi. Alguns dels
seus components, a mes, actuen com antioxidants naturals davant malalties cardiovasculars. Tot
i aixo, el seu consum ha de moderar-se molt, i fins i tot eradicar-se, en certes situacions
fisiologiques, com embaras, gastritis, Ulceres, trastorns hepatics, i en els nens i adolescents per
trobar-se en fase de creixement. Aixi mateix, la mateixa quantitat de vi consumida de forma
irregular i sobre tot durant episodis de embriaguesa, augmenta el risc de mortalitat cardio-
vascular, produint-se a més un desenvolupament important d'aritmies cardiaques (ja ho diu un
vell proverbi japonés; “amb la primera copa I'home beu vi; amb la segona el vi beu vi, i amb la
tercera, el vi beu a 'home”).

Cal destacar a més, que el vi, malgrat que hom ho pugui pensar, no és un aliment, ja que gairebé
no proporciona nutrients. La seva aportacié nutricional és exclusivament energetica i prové del
seu contingut alcoholic. En canvi, 'aportacié de proteines, vitamines i minerals és de nul-la
importancia per a la dieta.

A T'hora de consumir vi, la temperatura resulta molt important, i no pot assolir mai els 20°C.
Aquest concepte de temperatura de servei es basa en un principi ambivalent. Per un costat,
disminuint la temperatura d'un vi, es poden amagar els seus defectes, pero també s'atenuen les
aromes i sabors. Per un altre costat, si es calenta un vi, s'accentuen les aromes i sabors pero
també es maximitzen els seus defectes. Aixi, el secret rau en I'equilibri, s’ha d'escollir la
temperatura adequada.
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Segons aquest principi, resulta millor servir un vi blanc el menys fresc possible per no atenuar les
seves aromes i els matisos dels sabors que ens haguessin seduit; pero servint-ho prop de la
temperatura ambient, ens arrisquem a que el vi tingui un tast acid o amarg.

Per posar un exemple, direm que dos dels tres vins utilitzats en les nostres analisis, Chardonnay
I Sauvignon, els dos vins blancs més coneguts, es serveixen, entre 101 11 °C.

L'art del tast o degustacié va comencar a ser ciéncia a partir del segle XVIII, on les transaccions
comercials de vi movien importants quantitats de diners.

Degut a aixo0 i a que el valor del producte es fonamentava en la impressié del comerciant, que
obtenia de les sensacions que el vi li proporcionava, es va comencar a instrumentar alguns
meétodes que servissin per a estandaritzar el mecanisme d'avaluacié dels vins.

Aixi doncs, a finals del segle XIX es van comencar a analitzar cientificament els elements que
contenien els diferents aliments, descobrint-se ja algunes propietats del vi, fins el punt de que
Louis Pasteur va arribar a afirmar que "el vi és la més sana i higienica de les begudes", gracies al
seu contingut en diversos elements favorables per al organisme. En un moment historic com
aquell, en el que el mén assistia atemorit al descobriment dels microorganismes, aquesta
afirmacio tenia un gran valor i demostrava gran valor. En els anys finals del passat segle hem
assistit a una rapida successié d'estudis i descobriments sobre les propietats del vi i els seus
components.

7.2 L’ANALISI DE VINS: ACIDS DEL VI | METODES D'ANALISI

El raim és una fruita acida i com a consequéncia el vi es en realitat una dissolucié acida diluida.
Sense els acids tindria un sabor molt insipid, un color molt pobre i la seva estabilitat seria
minima, arribant fins i tot a ser atacat per molts microorganismes que produirien fermentacions
no desitjables.
En el celler s’ha de conéixer en tot moment el grau d'acidesa del vi, per tal de determinar la
quantitat adequada de dioxid de sofre que s’ha d’afegir (additiu que inhibeix I'oxidacié del vi i el
creixement d'alguns bacteris que el deterioren).
Els acids principals del raim son2: Tartaric: el tipic acid del raim (en maduracio fins 7 g/Kg).
Malic: és I'acid tipic de la poma. El raim verd en conté molt i el
madur molt poc. Es pot trobar fins a 4.4 x 102 M 3.
En fermentar el most, aquests acids passen al vi, pero a més se’'n formen d'altres com:
Lactic: eés el que dona el gust acid del iogurt i resulta molt beneficios. Es troba amb
concentracions entre 1 x 103§ 6.7 x 102 M4. Un excés n'origina la piglre lactique i proporciona
un gust agre i amarg al vi. Succinic: com I'acid lactic també resulta beneficiés. Acetic: I'acid del
vinagre i resulta negatiu. Una bona elaboracio ha de donar un contingut d'acetic minim.
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L'acidesa del vi no s’expressa com el contingut de cada acid, sind com la suma de tots els acids i
referida al més important, que es el tartaric. Aixi, s'analitza tota la caracteristica acida del vi i
s'engloba expressant-la en acid tartarics,6.

Cal recordar que aquesta determinacio engloba també I'acid acetic, que no aporta beneficis al vi.
Aquest al ser evaporable, s'anomena acidesa volatil. Per tant, 'acidesa es troba dividida en
acidesa volatil, que sempre s’ha d'intentar que sigui minima, i acidesa fixa (que obviament és la
resta de I'acidesa), que contribueix positivament al vi.

L'acid malic del raim aporta al vi un gust aspre desagradable, tolerable en els blancs i rosats fins
a cert punt, pero no en els negres. Per aquesta ra0, la tecnica aprofita un procés natural causat
per microbis, anomenat desacidificacié malolactica, que transforma l'acid malic del vi en acid
lactic i dioxid de carboni. El vi, llavors, adquireix més suavitat i menor acidesa, resultant molt més
agradable al paladar”.

Es evident, doncs, que l'acidesa determina la qualitat del vi. Com a curiositat es pot assenyalar
que en els vins negres joves, si l'acidesa fixa és inferior a 4,5 g/l. han de comercialitzar-se com a
vins de l'any. Si tenen entre 4,5 i 5,5 poden ser de crianga, i entre 5,5 i 7 poden ser de llarg
envelliment; sempre considerant associat un grau alcoholic no inferior a 12° 8,

7.2.1 Determinacio de I'acidesa total d’un vi

La determinacio de I'acidesa total d'un vi ¢ es realitza a la practica en base a una valoraci6 acid-
base, emprant com a reactiu valorant una base forta com és el hidroxid sodic (NaOH), prenent
com a punt d’equivaléncia el valor de pH= 7,0.i utilitzant I'indicador "blau de bromotimol", (interval
de viratge pH 6,0-7,5)

La determinacié acida pot també realitzar-se semiquantitativament per cromatografia sobre
paper.

iMaterial: Paper Whatman n°1 tallat en tires i recipient cromatografic.

Reactius: Solvent: Butanol o mescla de 200 ml. de propanol, 200 ml d'aigua i 21,7 ml d'acid formic al 90%; Solucio reveladora: Dissoluci6 aguosa
de verde de bromotimol al 15%.

Tecnica: Es col-loca una gota del vi blanc que hem d'analitzar a 1 cm. De la vora inferior del paper, de forma que la taca produida no excedeixi
els 0,5 cm. de diametre. S'introdueix la tira de paper en el recipient cromatografic préviament saturat de solvent, de forma que la vora inferior del
paper tot just el fregui. Es deixa que el solvent ascendeixi pel paper (aproximadament duos hores), fins que el front assoleixi una altura de 15 cm.
Es treu la tira de paper i es deixa assecar en un lloc airejat i que tingui una total absencia de vapors acids. Un cop sec, es polvoritza sobre el
paper la soluci6 reveladora, donant lloc a unes taques grogues sobre un fons verd-blavds. Apareixeran tres taques: la inferior corresponent a
I'acid tartaric; al mig I'acid malic i en la part superior del paper una taca deguda als acids lactic i succinic.

També es poden identificar els esmentats acids a traves dels seus valores de Rf, que per a cada acid sén: 0,26-0,30 (acid tartaric), 0,52-0,56
(acid malic) i 0,69-0,76 (acids lactic i succinic). El métode es considera semiquantitatiu, ja que la intensitat i el gruix de cada marca sén aproxi-
madament proporcionals al contingut de cada acid en el vi.
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Per a la determinacié de I'acid lactic i malic en concret, s'empra una reaccié enzimatica, en
presencia de NAD en el cas de I'acid malic, (test de Boehringer) i lectura espectrofotométrica a
340 nm i temperatura constant (veure §7.3.2.7 i annex B).

A banda dels metodes tradicionals, diversos investigadors han proposat meétodes alternatius
mitjancant  biosensors!®-13  basats sobretot en malat deshidrogenasal416, lactat
deshidrogenasal’.18 i lactat oxidasal®20,

Algunes recerques han donat bons resultats amb limits de deteccio de 0.011 per lactat i 0.015
per malat i intervals lineals fins 1.5 mM2L, i fins i tot alguns investigadors han assolit limits de
deteccié molt baixos (1.4 uM)22, pero cap d'ells ha aconseguit millorar els resultats dels métodes
ja existents fins ara.

7.3 BIOSENSORS PLANARS BASATS EN LOD

Tal i com es va comentar en el capitol 6, I'objectiu principal en els nostres estudis fou el
desenvolupament d'un biosensor capa¢ d'analitzar acid lactic i malic en vins. En aquest capitol
es descriu la fabricacid i posterior optimitzacid d'un biosensor de lactat, a partir de la
immobilitzacié de lactat oxidasa (LOD) i, posteriorment, de lactat deshidrogenasa (LDH) en sol-
gel, seguint técniques analogues a les descrites anteriorment (§ 6.4).

L'estudi de dos tipus diferents d'enzims possibilita, per una banda, I'eleccio d'aquella biomolecula
que permeti una analisi més acurada d'acid lactic en vins i, per una altra, la possibilitat d’emprar
enzims que treballin a un pH similar, com la MDH, i que per tant permetria, potencialment,
I'analisi simultani de diversos analits.

7.3.1 Construccio del biosensor

Els biosensors de lactat oxidasa (LOD) varen seguir els procediments desenvolupats en el
disseny i construccio dels biosensors GOD (86.4). Aixi doncs, el protocol de preparacio del gel
enzimatic, aixi com la seva impressio i la de les pistes conductores i transductor va ser
basicament analeg al descrit anteriorment. Només hi va haver dues modificacions, la primera
referent a I'elaboracié de la pasta dimpressio i la segona al temps de curat de la capa
enzimatica. Els passos seguits foren:

e Construccio de les pistes conductores mitjancant impressio de tinta de plata (Acheson,
Electrodag 427SS) i del transductor (Tinta de grafit, Acheson, Electrodag 423SS i tinta
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de grafit 10% platinitzat, E-Tek Inc., Ltd) sobre lamines de poli(clorur de vinil) de 0.5 mm
de gruix o poliester flexible (Melinex, ICI, UK) utilitzant pantalles de polimida i tipus
stencil (8 6.4.1).

Formacid del gel i immobilitzacié del material biologic en el seu si, substituint ara I'enzim
GOD per LOD (36 U/mg, Genzyme, UK) (§ 6.4.2).

Preparacié del biogel (format per la matriu de gel i l'enzim incorporat) a les
caracteristiques necessaries per a una correcta impressio serigrafica. Donada la seva
consisténcia fluida, fou necessari que el sol-gel fos barrejat i homogeneitzat en un medi
més viscos abans de la impressio serigrafica. En el procés de construccid dels
biosensors de LOD, a diferencia de la GOD on s'empra hidroxietilcel-lulosa (HEC), es va
utilitzar una solucié de CMC (2%), tot just preparada, per a cada impressio. La solucio
polimérica s’homogeneitzava mitjancant agitacié magnética, mantenint-lo en tot moment
a una elevada temperatura per a una més efectiva conveccio, fins que s'afegia al sol-gel.
La experiencia ens demostra que no tan sols s'aconseguia una pasta més homogenia
sind que la impressio resultava de major qualitat.

Posterior deposicid sobre el transductor (com en el cas anterior, la impressio es produia
abans de la completa formacio del gel i per tant el darrer pas del procés de gelacio
finalitzava sobre el transductor).

Proteccid dels contactes electrics del sensor mitjancant la impressié d'un aillant (Tinta
dieléctrica, Acheson SS241 12) que alhora permetia delimitar de forma més acurada la
zona del sensor en contacte amb la solucio.

Les quantitats optimitzades foren de 15 mg de LOD per 0.5 ml de sol-gel, mesclats amb 1.5
g de CMC (2%). Es varen afegir 0.025 g de grafit amb unes proporcions finals sol-gel / LOD /
CMC / grafit de 70:3:300:5.

Un cop la capa biologica era impresa sobre el transductor, es deixava a 4°C durant almenys 60

hores, ampliant per tant el temps de curacio (24 hores pels sensors de GOD). Aquests canvis

feren augmentar la sensibilitat en un 22% pel mateix contingut d’enzim (§7.3.2.5).

Quan els sensors eren observats sota microscopi, la capa sol-gel amb I'enzim immobilitzat en el

seu si, es veia transparent, d’aspecte cristal-|i.
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7.3.2 Caracteritzacio de biosensors sol-gel de LOD
7.3.2.1 Procediment d'analisi

Els biosensors es varen avaluar mitjancant la técnica de I'addicié coneguda (83.5.2). Es va
sequir la variacié del senyal electroquimic en funcié de la variacié en la concentraci6 de lactat.

LOD
L-lactat + O, — pyruvat + H,0,

Tal i com s'havia realitzat anteriorment, les calibracions es varen realitzar en una cella
electrolitica envoltada d'una camisa d'aigua a 22°C. La solucié de treball contenia 20 ml de
tampé fosfat 0.1M i KCI 0.1M a pH=7.0 agitada amb una microhélix. S’hi submergien tres
electrodes: un eléctrode de referéncia de Ag/AgCl, un electrode auxiliar de fil de plati i com a
eléctrode de treball s'utilitza el biosensor desenvolupat. Es varen connectar a un potenciostat
que fixava el potencial de treball i les dades eren recollides en un ordinador.

Per a dur a terme la determinacié amperomeétrica del lactat es va aplicar un potencial d'oxidacio
de 350 mV respecte un electrode de calomelans saturat. Tal i com succeia anteriorment, es va
observar una disminucié molt important del potencial de treball en utilitzar els sensors de grafit
platinitzat desenvolupats en el nostre laboratori. En absencia de catalitzador (Pt), el potencial es
situava en 1150 mV.

Un cop el senyal de fons era estable, s'addicionava el substrat mentre es feien les corresponents
lectures d'intensitat de corrent amb el potenciostat.

7.3.2.2 Optimitzaci6 del contingut d’enzim

Degut a la menor activitat de la lactat oxidasa, es va incrementar la quantitat de material biologic
en el gel. Aixi doncs, es varen realitzar diversos experiments per optimitzar el contingut enzimatic
dels biosensors. Es varen provar les segients carregues enzimatiques: 40, 30, 26, 19, 12, 6, 3,
1.5, 1 mg LOD/ml sol-gel. Només aquells biosensors amb continguts superiors a 25 mg de
LOD/ml sol-gel respongueren positivament a la preséncia d'analit en la mostra (figura 7.1).
S'observa que els sensors amb carregues enzimatiques superiors a 40 mg/ml presentaven errors
importants en la seva reproductibilitat. Les proves realitzades ens permeteren concloure que els
sensors desenvolupats responien a concentracions de lactat, i de forma lineal en un cert interval
de concentracio (taula 7.1).
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Figura 7.1 Calibracions amperométriques de 9 biosensors de LOD amb carregues enzimatiques diferents (26, 30 i
40 mg LOD/ ml sol-gel) en una solucié tampd de fosfat (pH=7.0) i 0.1 M KCI, afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial
aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl. Els sensors han estat preparats a partir de 0.5 ml de sol-gel i per tant els valors que
apareixen en la grafica, son la quantitat d'enzim real afegida a la soluci6 sol-gel.

Taula 7.1 Parametres de resposta de calibracions amperometriques en una solucié tampé de fosfats (pH=7.0) i 0.1
M KClI, afegint aliquotes de lactat utilitzant biosensors amb carregues enzimatiques diferents (936, 1080 i 1440 U/ml
sol-gel). Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.

Carrega enzimatica / ml sol-gel 26 mg LOD @36u) 30 mg LOD (1080u) 40 mg LOD (1440 u)

Pendent (WA/M) 870 + 43+ 1472 + 90* 2800 + 500*
Interval lineal (mM) 0.05-0.4 0.05-0.45 0.025-0.5
Coeficient regressio lineal 0.999 0.998 0.999
Desviacio estandard relativa 5 6 18

*per un interval de confianca al 95% i n=8

La desviacié estandard relativa (reproductibilitat) trobada per biosensors amb 26 mg i 30 mg de
LOD per ml de gel fou de 5 i 6 % respectivament. Si la carrega s'augmentava fins a 40 mg/ml la
DSR arribava a un valor del 18%, triplicant-se per tant la desviacié en la sensibilitat presentada
pels diferents sensors (n=8). Tot i aix0, també la propia sensibilitat augmentava; i en doblava
(factor d'1.9) i triplicava (factor de 3.2) I'aconseguida pels biosensors amb 26 mg i 30 mg de LOD
per ml de gel respectivament. L'interval lineal practicament no variava, o0 molt poc, pels diferents
Sensors.
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Es va decidir treballar, finalment, amb sensors de 30 mg de LOD ja que quasi bé doblaven la
sensibilitat d'aquells sensors amb 26 mg amb un augment molt petit de carrega enzimatica. La
reproductibilitat, a més, estava molt per sobre de dispositius amb un contingut enzimatic major.
Finalment, es va comparar la resposta de sensor amb la cinetica de la reaccid enzimatica
descrita per Michaelis-Menten. El model s'ajustava amb una Kmapp = 0.5 mM (Figura 7.2). El
valor trobat és molt proper al valor trobat en solucio (0.7 mM)23, fet que indica que la matriu
proporciona una minima barrera difusional i/o una baixa modificacié dels centres actius de
I"enzim degut a la immobilitzacié i, per tant, una bona afinitat pel substrat.
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Figura 7.2 Resposta amperomeétrica de biosensors de LOD (30 mg/ml sol-gel) en una solucié tampd de fosfat
pH=7.0, afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl. Kmare = 0.5 mM.

Aixi doncs, la composicié enzimatica optima per un biosensor sol-gel/LOD/CMC/grafit fou de 30
mg de LOD i la formulacié completa utilitzada en la seva construccid la segient: 15 mg de LOD,
1.5 g de CMC (2%) i 0.025 g de grafit afegits sobre una solucié que conté els precursors sol-gel
(0.35 ml de TEQS, 0.077 ml d'aigua i etanol i 0.058 ml d’acid clorhidric 0.1M).

7.3.2.3 Efecte del pH sobre la resposta del biosensor

Una de les possibles aplicacions dels dispositius desenvolupats és la fabricacié d'un biosensor
que permeti la determinacio simultania de malat i lactat en vins. Un dels inconvenients és el fet
de treballar amb dos enzims, LOD i MDH. Aquests enzims necessiten diferents medis de treball
pH 7 i 8 respectivament) i per tant, si se'n volia fer un Us conjunt, era necessari avaluar la
resposta dels biosensors en els dos medis de treball. Tot i aix0, i degut a que el pH optim per
I'enzim LOD és de 7, era de suposar que el seu comportament empitjorés a un valor de pH 8.
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En la grafica 7.3 es pot observar I'efecte de treballar a pH 7 i 8 en la resposta dels biosensors.
Tal i com es preveia, el comportament del dispositiu enzimatic millorava sensiblement quan les
calibracions es realitzaven en un medi de pH 7. Tot i que els sensors encara responien a un valor
de pH de 8.0, la sensibilitat, perd per sobre de tot la reproductibilitat, patien una disminuci6
considerable en aquest medi.
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Figura 7.3 Calibracions amperométriques de biosensors de LOD a diferents valors de pH (solucié tampd de fosfat,
pH=7.0, i de tris-HCI, pH=8.0) afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.

Es va comprovar, doncs, que no era factible un hipotetic analisi simultani de lactat i malat a pH 8,
0 si més no, utilitzant els enzims mencionats. Analogament, es va comprovar I'efecte en la
resposta d'un biosensor de MDH a pH 7. Els resultats observats varen ser forga negatius (capitol
8).

Una de les vies factibles per tal de treballar simultaniament amb els dos biosensors, per tant,
semblava ser la utilitzacié d'enzims que treballessin a pH similars, com ho son la MDH i la LDH.
Aixi doncs, i tot i que es continuaren els estudis dels biosensor de LOD, es varen realitzar estudis
preliminars en biosensors de lactat deshidrogenasa amb posterioritat (87.4).
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7.3.2.4 Reproductibilitat dels biosensors

Es va estudiar la reproductibilitat en la resposta de biosensors que provenien del mateix lot de
fabricacio (repetibilitat o qualitat de fabricacid) i de biosensors provinents de lots diferents
(reproductibilitat de fabricacio)

Els primers foren fabricats el mateix dia, S'empraren les mateixes tintes conductores per a la
fabricacio del transductor i s'utilitza una mateixa pasta enzimatica per a la impressié de la capa
biologica per a tots ells (figura 7.4).
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Figura 7.4 Calibracions amperomeétriques de 8 biosensors de LOD (30 mg de LOD per ml de sol-gel) diferents en
una solucié tampé de fosfat (pH=7.0) afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl. Pendent;
1472 + 90(1A/M), Interval lineal: 0.05 + 0.01- 0.4 = 0.02 mM (per un interval de confianca al 95% i n=8). Coeficient
de regressio: 0.998.

La desviacié estandard relativa (per n=8) trobada per biosensors amb 30 mg de LOD per ml de
gel fou del 6 % (la mateixa precisi0 aconseguida en altres laboratoris amb eléctrodes
convencionals)?? . Si la carrega s'augmentava fins a 40 mg/ml la DSR arribava a un valor de 18,
triplicant-se per tant I'error, tal i com s’ha vist en §7.3.2.2.

El pendent aconseguit per aquest tipus de dispositiu fou de 1472 + 90 uA/M. El limit superior de
resposta lineal fou de 0.45 (+ 0.02) mM, amb un limit de detecci6 de 0.04 (+ 0.01) mM.
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Aquests resultats, milloraren els aconseguits per altres investigadors amb dispositius planars
semblants (65 nA/M)17 i foren propers als eléctrodes convencionals (1000 pnA/M; I.d.:0.05 mM24
3000 pA/M; 0.1-0.005 mM)22,

La precisié de la resposta també disminueix quan es compararen biosensors fabricats en dies
diferents (i per tant pertanyen a sets diferents). La DSR obtinguda fou del 20% (n=10) per
biosensors amb 30 mg d’enzim/ml gel. La major variabilitat d'aquests dispositius fou degut a la
utilitzacio de pastes enzimatiques diferents en la impressio de la capa biologica. Aixo, sumat al
fet de que, malauradament, el procés d'impressio continua tenint una component manual, feia
que els dispositius no continguessin la mateixa quantitat exacta de material biologic i per tant les
diferencies en la sensibilitat també s'incrementaven. Aquest punt, resulta especialment feble
quan es compara amb configuracions convencionals desenvolupades per altres investigadors (en
aquest sentit resulta remarcable una DSR de 6.6 % aconseguida per Serra et al?2 en comparar
dispositius de dues series diferents).

7.3.2.5 Condicions d’emmagatzematge

Els biosensors eren emmagatzemats a 4°C un minim de 24 h, abans de ser calibrats. Es va
observar, pero, que aquells biosensors amb major temps de curacio (fins a 60 hores) mostraven
millors corbes de calibracié i una sensibilitat lleugerament superior. Aquests canvis feren que
dels primers biosensors amb pendents de 707 + 43 uA/M (6 % error) es passés a hiosensors
amb valors de sensibilitat de 870 + 43 uA/M (5 % error), pel mateix contingut d’enzim (13 mg de
LOD, es a dir, 26 mg LOD/ml solgel).

Per tal de seguir el comportament dels dispositius en el temps, es realitzaren diferents calibrats
amperometrics.

7.3.25.1  Temps de vida dels biosensors LOD

Aixi doncs, per comprovar si els biosensors desenvolupats perdien activitat enzimatica durant el
procés d’emmagatzematge, es varen realitzar calibrats en diferents dies. En la Figura 7.5 es pot
veure el comportament dels dispositius durant les dues primeres setmanes. No es varen apreciar
diferencies significatives en els seus calibrats. També es compara la resposta de biosensors
calibrats 24 h després de la seva fabricacié amb biosensors calibrats 140 dies després de ser
fabricats (figura 7.6). EI comportament mostrat fou totalment analeg en la zona lineal (taula 7.2),
tot i que en les zones mes altes de concentracié (zona de saturacio) la dispersié dels resultats
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era important. Aix0 suposa que la immobilitzacié a la que es veu sotmesa el material biologic

podria alterar el seu nombre de setis actius, i per tant saturant-se més rapidament quan el

biosensor s'emmagatzema mes enlla dels 4 mesos. Tot i aix0, les diferéncies trobades no foren

significatives quan la determinacio es realitzava en la zona de treball (interval lineal).
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Figura 7.5 Calibracions amperométriques de biosensors de LOD (26mg/ml sol-gel) amb el temps (durant dues

setmanes) en una solucié tamp6 de fosfats (pH=7.0) afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial aplicat = 350 mV vs

Ag/AgCl.

Taula 7.2 Calibracions amperométriques en una solucio tampd de fosfats (pH=7.0) afegint aliquotes de lactat

utilitzant 5 biosensors LOD (26 mg/ml sol-gel) de 12 generacié diferents. Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.

Sensibilitat mitjana: 707 + 70 pA/M.

Dia 1 1 1 140 140 140
Pendent (LA/M) 772 696 671 640 700 630
Intercepte 0.017 0.020 0.017 0.012 0.014 0.014
Coeficient

0.9992 0.996 0.9994 0.998 0.996 0.997

regressio lineal
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Figura 7.6 Calibracions amperometriques de biosensors de LOD (26 mg/ml sol-gel) amb el temps (5 mesos de
diferérencia) en una solucié tampo de fosfats (pH=7.0) afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial aplicat = 350 mV vs
Ag/AgCl.

7.3.2.6 Efecte de I'addici6 de vi en un calibrat amperomeétric

Donat que els biosensors donaren bones corbes de calibracio, i una resposta lineal en un cert
interval davant I'addicié d'acid lactic, es va decidir avaluar el comportament dels dispositius en
realitzar addicions de vi Chardonnay. L'addicio d’'aquestes aliquotes va generar respostes amb
comportaments molt semblants a les obtingudes en les calibracions de solucions (de laboratori)
conegudes d'acid lactic. Tot i aix0, mostraren lleugeres desviacions respecte a les corbes de
calibracions estandard, degut a I'efecte de la matriu complexa. Aquest efecte s'incrementava a
les zones altes de concentracio, vora els nivells de saturacio (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Calibracions amperométriques de biosensors de LOD (30 mg/ml sol-gel) amb el temps en una solucid
tampo de fosfats (pH=7.0) afegint aliquotes d'una solucié d'acid lactic i d'una mostra real (vi Chardonnay). Potencial
aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.

7.3.2.7 Determinacio de lactat en vi mitjancant la técnica de I'addici6 estandard

Degut a I'efecte de la mostra real, es va optar per emprar la técnica de I'addicié estandard (o de
patrd). Aquesta técnica és especialment Util per analitzar mostres complexes en les que la
probabilitat de que es produeixin efectes deguts a la matriu es considerablei. Un dels métodes
mes habituals per aplicar aquesta técnica implica I'addicio successiva de diferents volums d’una
solucid patrdii a un unic volum de la mostra problema mesurat de forma exacta. Despres de cada
addicio es realitzen les mesures sobre la mostra original. La matriu de la mostra es practicament
identica despres de cada addicio i la unica diferéncia es la concentracio de d'analit, eludint aixi el
problema de 'efecte de la matriu.

i | 'efecte de matriu es coneix com el canvi que experimenta una senyal analitica degut a tot allo que conté la mostra
a banda de I'analit (la matriu és, doncs, tot el que hi ha en la mostra problema exceptuant I'analit).

i En 'addicié de patro, el patr6 és la mateixa substancia que I'analit (un patrd intern, en canvi, és una substancia
diferent de I'analit)
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En una primera experiéncia es va estimar la concentracio d'acid lactic en vi a partir d'una mostra
sobre la que es realitzaren dues dilucions diferents amb tampd pH 7.0 de fosfat 0.1 M (Figura
7.8). S'utilitzaren 3 biosensors diferents per a cada determinacio, per un total de 6 biosensors. La
diferencia en la resposta fou deguda a I'addicid de volums diferents de mostra en la cel-la de
mesura (0.5 i 1 ml de vi afegits a 20 ml de la solucié tampo).

Els valors trobats (taula 7.3) en la solucié foren 0.12 mM i 0.25 mM (concentracié de la mostra:
4.9 mM i 5.2 mM respectivament), i els valors estimats mitjancant assaig espectrofotometric 0.11
i 0.21 mM (concentracio de la mostra: 4.5 mM i 4.4 mM respectivament).

Taula 7.3 Analisi d’acid lactic en mostres diluides de vi en una solucié tamp6 de fosfat (pH=7.0) utilitzant biosensors
LOD (26 mg/ml sol-gel). Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl. (Els valors pertanyen a les concentracions de la
mostra no diluida)

Dilucié Referéncia* (mM) Biosensor LOD (mM) RSD** (%) Error relatiu*** (%)
1:40 4.5 4.9 8.6 8.2
1:20 4.4 5.2 9.0 154

* metode espectrofotomeétric;
**a desviacid estandard relativa (associada a la precisié) fou calculada en base a 3 mesures (n=3);
***error en la exactitud(xi-x)/ x
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Figura 7.8 Analisi de lactat mitjancant biosensors LOD (30 mg/ml sol-gel) en una mostra real de vi Chardonnay
sotmes a dues dilucions (1:40/ 1:20) amb una soluci6 de tamp6 fosfat, pH=7.0, mitjancant la técnica de I'addicio
estandard. Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.
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S'aprecia com l'error en la mesura (exactitud) es situa al voltant del 12%, i la desviacié entre les
determinacions aconseguides pels diferents dispositius (precisio) al voltant del 9%. Tot i que
aquests resultat sén millorables, es va comprovar que els biosensors desenvolupats podien ser
utilitzats per a realitzar analisis de acid lactic en mostres de vi, i per tant es provaren en un
ventall més ampli de concentracions (87.3.2.8).

La determinacié espectrofotometrica de lactat en vi es realitza a partir d'un kit d'analisi
(Boehringer), tal com es descriu breument a continuacio (per més detall veure annex B):

Es preparen 4 solucions que contenen:

a)1.50 ml de tampd amb 1.9 g de glicina i 3 ml d’hidrazina enrasat a 50 ml; b) 0.15 mg NAD+ en
5ml d'aigua; c¢) soluci6 de LDH (ja preparada) i d) 12 mg de L-lactat en 100 ml d'aigua

A partir d’'aquestes solucions i fent el blanc previament a cada mesura, es realitza una corba de
calibrat amb concentracions creixents de substrat.

7.3.2.8 Resposta del biosensor per a diferents concentracions de vi

A la taula 7.4 es mostra una estimacio de la concentracié de lactat quan diferent volums de vi
Muller Thurgau (d'origen novazelandes) s'afegiren a la solucio de treball. La cel-la de mesura
contenia 20 ml de tampé fosfat (pH 7.0). Les analisis realitzades mitjancant els biosensors
desenvolupats presentaven sistematicament, valors superiors als trobats mitjancant assaig
espectrofotometric.

Taula 7.4 Analisi de lactat en mostres reals de vi Muller Thurgau diluit en una soluci6é tamponada de fosfats,
pH 7.0, (diferents factors de diluci6) mitjancant la técnica de I'addici6 estandard. Potencial aplicat = 350 mV vs
Ag/AgCl. (Els valors pertanyen a les concentracions de la mostra diluida).

Referencia* (mM) 011 014 021 045 054 067 081
Biosensor LOD (mM) 0.12 016 025 052 065 070 1.09
RSD** (%) 8.6 8.9 9.0 7.5 8.3 5.9 10.1
Error relatiu™ (%) 8.2 125 154 135 169 43 25.7

* métode espectrofotometric;
**a desviacio estandard relativa (associada a la precisio) fou calculada en base a 3 mesures (n=3);
"error en la exactitud=(xi-x)/ x

Veiem que el dispositiu de LOD fou capag de determinar la concentracio d’acid lactic en mostres
de vi, tot i que en un ventall de concentracions relativament baix. Per tant, fou necessaria la
diluci6 de la mostra, ja que el sensor no aconseguia un senyal de fons estable si se’l submergia
directament en vi. Determinacions realitzades amb concentracions majors de 0.9 mM i menors
de 0.05 mM mostraren errors superiors al 100 % (valors no mostrats en la taula).
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Malgrat la diluci6, es pot observar com a partir d'un dispositiu fabricat completament per
tecnologia thick-film, s’ha pogut quantificar I'analit d'interes amb un error (exactitud) situat al
voltant del 12 %, i amb una desviacio (precisid) entre els biosensor utilitzats d’aproximadament el
8%. Tot i que s’han aconseguit resultats superiors en I'analisi d'acid lactic emprant un biosensor
convencional de LDH2, fins ara no tenim noticia d’'un sensor realitzat totalment per impressio
serigrafica capac d'analitzar mostres reals.

7.3.2.9 Resposta del biosensor en tres vins diferents

El mateix procediment es va seguir en l'analisi d'altres vins (Sauvignon i Chardonnay, a banda
del Muller Thurgau). Donat que els millors resultats s’obtingueren per concentracions d'acid lactic
situades al voltant de 0.67 mM (mostra diluida), es realitzaren les dilucions pertinents per obtenir
la concentracio esmentada en la solucio de treball. Els resultats es mostren en la taula 7.5.

Taula 7.5 Analisi de lactat en vins Muller Thurgau, Chardonnay i Sauvignon diluits en una solucié tamponada de
fosfats, pH 7.0, (factor de diluci6 1:7) mitjancant la técnica de I'addicié estandard. S'han utilitzat 12 biosensors LOD
(30 mg/ml sol-gel). Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.

Tipus vins Muller Thurgau Chardonnay Sauvignon

Biosensor IMT 2MT 3MT 4MT 5Ch 6Ch 7Ch 8Ch 9S 10S 11S 12S

Referencia*
(M) 0.65 0.67 0.66 0.67 067 066 0.67 0.68 0.69 0.67 0.68 0.71
m
Biosensor

067 069 075 11" 0.64 069 076 1.2 071 08 10 13"
LOD (mM)
Error relatiu™
%) 29 12 39 47 43 12 43 42 271 32 47
0

* métode espectrofotométric; **exposicid prolongada a la mostra de vi; ***error en la exactitud(xi-x)/ X
MT: Muller Thurgau, Ch: Chardonnay, S: Sauvignon.

Si s'observa els percentatges d'error, s'aprecia que els biosensors desenvolupats mostren
resultats forga acceptables en els vins Muller Thurgau i Chardonnay, on l'error (I'exactitud) es
situa entre el 3 i el 12%. Tot i aix0, dos dels sensors utilitzats han mostrat errors superiors**,
Aquests sensors van estar submergits en la mostra real un temps superior als de la resta, i per
tant és possible que el vi tingui un efecte destructiu sobre la matriu de silice o, si més no, sobre
I'enzim immobilitzat. La resta de biosensors presentaven valors molt propers entre ells, i
mostraven, per tant, una bona precisio (en la taula 7.6 es mostren les desviacions estandard, en
el calcul de les quals no s'ha tingut en compte el quart biosensor).
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Per una altra banda, I'efecte del vi Sauvignon sobre el dispositius sembla ser més important, i
els errors (tant en I'exactitud com en la precisid) han augmentat considerablement. Sembla ser
que els components d'aquest vi malmeten d'alguna forma la capa biologica, o si més no, les
interferencies produides per substancies facilment oxidables com els sulfits o acids com tartaric,
succinic o ascorbic contribueixen a una lectura major dels valor reals (es possible que hi hagi
una major presencia de les esmentades substancies). Efectivament, aquestes especies ja han
estat reportades anteriorment com una font d’error en I'analisi de lactatl, i que per tant porten
associades determinacions inexactes de I'analit.

Una soluci6 podria semblar 'addicié d’'una membrana protectora, tot i que ja es va realitzat un
intent en aquest sentit amb dispositius desenvolupats en els nostres laboratoris sense
aconseguir avengos importants (88.10), degut possiblement a que les espécies interferents
presenten pesos moleculars semblants. Una altra sortida podria ser la disminucié del potencial
aplicat ja que a 350 mV, tot i que resulta menor que els potencials utilitzats en altres
investigacions, el risc d'oxidacio d'espécies electroactives encara existeix. Posteriorment, i
mitjangant sensors basats en Lactat deshidrogenasa, es va reduir considerablement el potencial
aplicat fins a valors negatius (87.4.3), perd malauradament els resultats no milloraren.

Malgrat aixo, i tenint en compte que és el primer cop que s'utilitza un biosensor screen-printed i
que per tant, els estudis realitzats son encara preliminars, es pot pensar que els resultats
aconseguits sén, com a minim, prometedors. En la taula 7.6 es mostren els resultats de forma
resumida.

Taula 7.6 Andlisi de lactat en mostres reals de vi diluit en una solucié tamponada de fosfats, pH 7.0, mitjancant la
tecnica de l'addicid estandard. S’han utilitzat 12 biosensors LOD (veure taula 5). Potencial aplicat = 350 mV vs
Ag/AgCl. (Els valors pertanyen a les concentracions de la mostra diluida).

Mostra vi Referéncia* (mM) Biosensor LOD (mM) RSD** (%) Error relatiu*** (%)
Muller Thurgau 0.66 0.70 59 5.7
Chardonnay  0.67 0.70 8.2 4.3
Sauvignon 0.69 0.85 17.0 18.8

* metode espectrofotomeétric;
**a desviacid estandard relativa (associada a la precisio) calculada en base a 3 mesures (n=3);
***error en la exactitud(xi-x)/ x
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7.3.2.10 Reproductibilitat del biosensors LOD en mostres reals

En els analisis d’acid lactic realitzats fins ara s'utilitzaren biosensors procedents del mateix lot per
a una mateixa mostra de vi. Tal i com succeia quan es realitzaven calibracions de solucions
conegudes d'acid lactic, les determinacions del substrat en presencia de mostres reals mostraren
petites variacions quan els biosensors utilitzats pertanyen al mateix lot, entre un 6 i 8% (taula 7.6
i Figura 7.9).

1,40

1,20 +

1,00 +

0,80 -

I (uA)

0,60

0,40 o

0,20

0,00 T T T T T T T T T T
-0,60 -0,40 -0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

acid lactic (mM)

Figura 7.9 Analisi de lactat utilitzant biosensors LOD procedents del mateix lot (30 mg/ml sol-gel) en mostres reals
de vi Muller Thurgau diluit en una solucié tamponada de fosfats, pH 7.0, mitjancant la técnica de I'addici6 estandard.
Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCI

1,3
A  bioslot1
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bios lot 3
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<
=
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-1,00 -0,80 -0,60 -0,40 -0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
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Figura 7.10 Analisi de lactat utilitzant biosensors LOD procedents de series diferents (30 mg/ml sol-gel) en mostres
reals de vi Muller Thurgau diluit en una solucié tamponada de fosfats, pH 7.0, mitjancant la técnica de l'addicié
estandard. Potencial aplicat = 350 mV vs Ag/AgCl.
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Com era logic suposar, quan I'analisi de lactat es realitzava utilitzant sensors de sets diferents la
imprecisié s'incrementava considerablement, fins un 20% (DSR, n=12) (Figura 7.10).

Els calibrats, realitzats sobre vi Muller Thurgau, també presentaren una menor exactitud, amb un
error relatiu sobre els valors registrats mitjancant métodes espectrofotomeétrics del 14%, enfront
del 5% aconseguit per biosensors del mateix lot.

7.4 BIOSENSOR BASAT EN LDH

Tal i com s’ha vist anteriorment, si es vol realitzar una determinacio simultania de lactat i malat,
els enzims utilitzats han de tenir el mateix valor de pH optim. Donat que la LOD té un pH optim
de 7 i la MDH un pH de 8, es realitzaren estudis preliminars d'un biosensor de lactat
deshidrogenasa (LDH, pH optim 8) per a la determinacio de lactat. A aix0 se li ha d'afegir el fet
de que la deshidrogenasa és més economica que la oxidasa.

Les deshidrogenases, son enzims NAD-dependents (88.1.1), és a dir, necessiten el cofactor
NAD per a realitzar la catalisi de la reaccio enzimatica, en aquest cas el L-lactat reacciona amb el
NAD per formar piruvat, NADH i H* (Figura 7.11).

Aquestes molecules tenen un gran potencial en I'analisi de diversos analits en mostres cliniques,
mediambientals, i alimentaries. El seu Us, pero, ha estat limitat, malgrat les amplies capacitat
catalitiques que presenten. El alt potencial requerit per a la oxidacié del NADH (al voltant de 1.0
V en eléctrodes solidsz) provoca importants interferencies que provenen de substancies
facilment oxidables presents en la mostra. A més la electrooxidacio del NADH transcorre a través
de radicals intermediaris que provoca reaccions paral-leles i en conseqliencia productes no
desitjats que poden adherir-se a la superficie de I'eléctrode provocant-ne la passivacio:26.27,

Per tal de resoldre aquests inconvenients, s’ha recorregut a la modificacié quimica de la
superficie dels electrodes (eléctrodes modificats quimicament). Dins d'aquestes modificacions
s'utilitzen els mediadors, tal com quinones?8.29, fenazines30:3! fenoxazines3233 j fenotiazines34,
Recentment, s’ha observat que els electrodes thick-film mostren comportaments electroquimics
diferents si es comparen amb els electrodes convencionals de superficie renovable, i
particularment en la oxidacid del NADH, on les propietats electrocatalitiques difereixen
sensiblement, de forma que la electrooxidacié del NADH transcorre a un potencial molt menor
quan s'empren aquests sensors de capes gruixudesse.

En el nostre cas, es varen aprofitar les caracteristiques electroactives del NADH, espécie que pot
ser oxidada en la superficie de leléctrode, tot generant-se un senyal proporcional a la
concentracid de lactat. El potencial d'oxidacié és normalment massa alt, com ja s’ha comentat, i
per tant es pot utilitzar un mediador per reduir-lo i evitar interferéncies. El mediador utilitzat fou la
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Meldola Blue (MB)3237 (86.1.1) i es va mesclar amb el grafit durant el procés de construccio del
tranductor.

L > MB(0X) NADH (red) piruvat
LDH

- wBed) €7 S Nap (ox) = lactat

Eléctrode : Membrana : Solucié

Figura 7.11 Catalisi enzimatica de la lactat deshidrogenasa, en preséncia d'un mediador.

7.4.1 Construccio i caracteritzacio del transductor grafit-MB

Els biosensors basats en deshidrogenases, a diferencia dels que es basen en oxidases,
necessiten , com ja hem dit, un cofactor. Per tal de reduir el seu potencial d'oxidaci6 sovint s'hi
afegeix un mediador. El que es va fer doncs, és incorporar aquest mediador en el procés de
construccio de I'electrode de grafit (5% MB), seguint el procés segilent:

L'aparell utilitzat per a la impressio de les tintes conductores (i del material biologic) fou el mateix
que es va emprar anteriorment (DEK 245).

Tal i com es detalla en la construccid del sensors de LOD i GOD, s'utilitzaren 3 mascares
diferents en la construccio de la pista i el transductor, cada una amb el disseny adient per a cada
pas del proces de la fabricacié del sensor.

El primer pas fou la construccié de la pista conductora mitjangant la impressio per screen-printing
d'una tinta comercial de plata. Aquesta tinta es va aplicar sobre lamines de poli(clorur de vinil) de
0.5 mm de gruix.

El segon pas presentava una diferéncia respecte als processos detallats anteriorment.
A la primera impressié de plata se li seguia una segona impressié de grafit amb un 5% de
mediador (MB), a diferéncia del procées anterior en la que s'afegia tinta de carboni platinitzat.
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El disseny presentat pel transductor de grafit amb plati era idéntic al mostrat pel transductor de
grafit amb MB i, per tant, només es va necessitar una mateixa mascara per a les dues
impressions.

El darrer pas fou la utilitzacié d'una tercera mascara per a la impressio d’un polimer dielectric que
permetia aillar la pista conductora quan aquesta es trobava en contacte amb la solucio de treball.

7.4.1.1 Procediments analitics: Calibraci6 amperometrica

Els transductors es varen avaluar mitjancant la técnica de I'addicio coneguda (83.5.2). Es va
sequir la variacid del senyal electroquimic en funcié de la variacié en la concentraci de la
especie estudiada.

La reaccio estudiada fou la oxidacio del NADH en abséncia d’acid lactic i enzim i es va mesurar
la intensitat de corrent produida en un cert rang de concentracio.

NADH + MB* - NAD* + MBH
MBH - MB*+H*+ 2e

Les dades obtingudes ens permetrien saber parametres que caracteritzarien el sensor, tal com el
pendent (sensibilitat), limit superior i inferior de resposta lineal, limit de deteccio, reproductibilitat i
temps de vida.

La cella de treball contenia 20 ml d'una soluci6 tamponada de Tris-HCI a un valor de pH de 8.0
(valor optim de treball per la LDH). Es varen submergir tres electrodes: un eléctrode de
referéncia de Ag/AgCl, un electrode auxiliar de fil de plati i com a eléctrode de treball s'utilitza el
transductor desenvolupat. Es varen connectar a un potenciostat que fixava el potencial de treball
i donava la lectura del senyal. Les dades es recollien en un ordinador que realitzava les tasques
de registrador. La soluci6 s'agitava amb una microhelix que facilitava el transport per conveccio
des del si de la soluci6 cap a la superficie de I'electrode. La soluci6 de treball contenia alhora una
concentracié elevada d'electrolit suport que fixava la forga ionica del medi, afavoria la
conductivitat i reduia la electromigracio.

Per a dur a terme la determinaci6 amperometrica del NADH es va aplicar el corresponent
potencial d'oxidacio, 0 mV respecte un eléctrode de calomelans saturat (§7.4.1.2).

Un cop el senyal de fons era estable, s'addicionava el substrat mentre es feien les corresponents
lectures d’intensitat de corrent amb el potenciostat (figura 7.12).
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Figura 7.12 Calibracions amperométriques de transductors grafit/MB (5%) en una solucié tampd de tris-HCI
(pH=8.0) afegint aliquotes d'una soluci6 estandard de NADH. Potencial aplicat = 0 mV vs Ag/AgCl .

7.4.1.2 Estudi del potencial de treball

Préviament a la calibraci6 amperometrica es varen realitzar voltamperometries hidrodinamiques
entre -250 i 250 mV vs Ag/AgCl a concentracions diferents de NADH (0.1, 0.5 1.6 mM). Les
intensitats de corrent trobades van ser corregides mitjancant mesures del blanc. El potencial
optim de treball es va establir a 0 mV, un valor molt inferior al necessari en abséncia de MB
(figura 7.13). Es evident que es podria treballar a majors potencials, on la intensitat es mantindria
constant o fins hi tot podria augmentar lleugerament. Tot i aixo es va decidir treballar a 0 mV per
tal d'evitar interferencies d'especies electroactives que podrien oxidar-se a potencials majors.
Aquest potencial s'avenia amb I'emprat per altres investigadors 3840,

{ ] L] ]
125 ® 1.6 mM NADH
: A 0.5mM NADH
® 0.1 mM NADH -
1,00
| |
n
. 075
z n
]
0,50 .
A A A A A
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A
n
2o e
0.00 ° ° . ° °
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Figura 7.13 Voltamperometries hidrodinamiques sobre transductors de grafit-MB (5%) entre -250 i 250 mV vs
Ag/AgCl a concentracions diferents de NADH (0.1, 0.5 i 1.6 mM), en una solucié tamp¢ de tris-HCI (pH=8.0).
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7.4.1.3 Reproductibilitat de la resposta

Es va estudiar la reproductibilitat en la resposta d'una série de transductors a tres potencials
diferents, 100 mV, 0 mV i -100 mV (figura 7.14). En base a les voltamperometries
hidrodinamiques realitzades préviament (87.4.1.2.) i donat el maxim observat a 0 mV, els
calibrats realitzats a 0 i 100 mV haurien de tenir una intensitat major que a -100 mV, ja que per
sota de 0 volts la resposta disminuia.
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Figura 7.14 Calibracions amperometriques de 12 transductors grafit/MB (10%) diferents (n=4 per a cada potencial)
en una solucié tampd de tris-HCI (pH=8.0) afegint aliquotes d'una soluci6 estandard de NADH a potencials de treball
de 100, 0§ -100 mV vs Ag/AgCl.

Taula 7.7 Calibracions amperometriques de NADH en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 12
transductors diferents. A) Potencial aplicat: 0 mV, pendent = 3150 + 125 uA/M (4 % error 0 DSR). B) Potencial
aplicat: -100 mV, pendent = 500 + 12 pA/M (2 % error). C) Potencial aplicat: 100 mV, pendent = 3400 + 240 pA/M
(5 % error). DSR: desviacid estandard relativa L'error ha estat calculat amb un interval de confianga al 95% i n=4.

A)0mV S1 S2 S3 S4
Pendent (LA/M) 3200 3100 3000 3300
Coeficient Regressio 0.997 0.9998 0.9994 0.9990
B) -100 mV S5 S6 S7 S8
Pendent (LA/M) 500 483 512 508
Coeficient Regressié 0.993 0994 0995 0.997
B) 100 mV S9 S10 S11  S12
Pendent (LA/M) 3400 3200 3400 3600

Coeficient Regressié 0.993 0992 0990 0.991




220  Capitol 7

En la taula 7.7 es comparen els diferents parametres de resposta. S'aprecia, sobretot, I'alt
increment de la sensibilitat quan es treballa a 0 i 100 mV (6 cops més gran). L'error en la
reproductibilitat, pero, augmenta en creixer el potencial aplicat.

Aixi doncs, mitjancant els transductors desenvolupats s'aconseguiren sensibilitats de 3150 + 125

uA/M amb un 4 % error (DSR) sota un potencial de treball de 0 mV.

7.4.1.4 Estabilitat de la resposta en el temps

En la bibliografia han estat reportats en nombroses ocasions problemes de pérdua de senyal
davant de calibrats on s'utilitza NADH. Aquest fenomen, conegut com fouling (embrutiment) de
I'electrode, es caracteritza per l'adsorcio de molecules (productes derivats de l'oxidacio del
NADH probablement#!) sobre la superficie de I'electrode que provoquen una pérdua de
sensibilitat o passivacio i que, per tant, obliguen a un pretractament o neteja dels electrodes per
obtenir mesures reproduibles entre els diferents calibrats#243,

El fouling generalment es dona quan es treballa a potencials elevats en abséncia de mediador i
on es produeix una oxidaci6 directa del NADH. En les condicions del nostre sistema de treball
resulta improbable una passivacié de I'electrode per fouling ja que la superficie transductora no
entra en contacte directament amb el NADH (si més no, tedricament). En aquest cas, 'intercanvi
electronic es produeix a través del mediador (Blau de Meldola).

Tot i aix0, es podria produir una disminucié del senyal degut a pérdues del mediador, ja que
aquest podria difondre cap a la solucié des del biosensor.

En qualsevol cas, resulta evident que calia realitzar un estudi en aquest sentit, puix que podia
constituir una font important d'error en la determinacio final de lactat.

Aixi doncs, es va seguir la resposta del transductor en el temps (figura 7.15). Es va comprovar
que després d'una calibracid, la resposta comenca a decaure, aproximadament 25 minuts
després de submergir I'electrode en la solucid. Aquest temps, pero, era suficient per aconseguir
una resposta lineal del transductor i realitzar la calibraci6 amperomeétrica. Donat que els sensors
desenvolupat son d'un sol Us, no és necessari un tractament posterior de la superficie per tal de
regenerar el dispositiu. Aixi doncs, i donada la naturalesa dels biosensors fabricats, no es varen
apreciar efectes significatius dels fenomens esmentats, i es va poder obtenir, per tant, informacio
atil a partir de les rectes de calibrats.
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Figura 7.15 Calibraci6 amperomeétrica d'un transductor de grafit/MB (5%) en una solucié tamp6 de tris-HCI (pH=8.0)
afegint aliquotes d'una solucié estandard de NADH. Es va seguir registrant la resposta del sensor en el temps un
cop finalitzat I'addici6 de substrat. Potencial aplicat = 0 mV vs Ag/AgCl .

7.4.1.5 Protocol de neteja dels eléctrodes

Tot i que I'eléctrode de treball es substituia en cada calibrat, es va observar que en I's continuat
de l'electrode auxiliar (aproximadament 24-36 hores després), la sensitivitat de la resposta
decreixia considerablement. Després de 10 calibrats, era necessaria una solucié 50 cops més
concentrada de NADH per aconseguir el mateix senyal. Aixo va fer concloure, que I'electrode,
d'alguna forma, restava bloquejat, i que, aparentment, es produia una deposicié o polimeritzacio
del NAD sobre la superficie, reduint la superficie efectiva.

Quan es canviaren els electrodes es va restablir el senyal inicial, i s'aconseguiren pendents del
mateix ordre que els obtinguts en calibracions inicials.

Es va observar que si es netejava |'electrode auxiliar de plati amb acid clorhidric la sensibilitat del
sistema restava constant (figura 7.16). Aixi doncs es va establir un protocol de neteja per cada 5
calibracions realitzades, submergint I'electrode en HCI 1M durant 20 minuts sota ultrasons. Degut
al fet que s'utilitzava un electrode de treball nou per a cada calibracid, i a que I'electrode de
referéncia no es veia afectat pel fouling, tan sols l'auxiliar va necessitar un tractament previ.
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Figura 7.16 Calibracions amperométriques de transductors de grafit/MB (5%) en una soluci6 tamp6 de tris-HCI
(pH=8.0) afegint aliquotes d'una solucié estandard de NADH i utilitzant eléctrodes de treball sotmesos a condicions
diferents. Potencial aplicat = 0 mV vs Ag/AgCl .

7.4.2 Construccio i caracteritzacié del biosensor sol-gel/LDH/NAD/grafit/MB

Tot seguit es fabrica el bio-gel que havia d'immobilitzar I'enzim LDH en el seu si. Es barrejaren
0.35 ml TEOS, 0.077 ml aigua, 0.077 ml etanol i 0.058 ml HCI 0.1 M (les mateixes proporcions
utilitzades en els biosensors de GOD i LOD), mitjangant un agitador magnétic.

Quan el gel tot just comenca a formar-se (comencen a aparéixer els primers grumolls)
s'afegeixen 100 ul de LDH (5.000 U/ml, Sigma L2625) i 0.098 g de NAD* en 0.15 ml d’'una
solucié tamponada i s'agita durant 10 minuts més. Tot seguit s'addiciona 0.1 g de trealosa, 1.5 g
de CMC i 0.025 g de grafit amb 10% de mediador (MB). La pasta resultant s'imprimeix sobre el
transductor de grafit/MB per técniques de screen-printing.

Tot i que el mediador ja esta incorporat en el transductor, es va comprovar durant el
desenvolupament dels biosensors de MDH (88.3.6) que si la MB s'incorpora alhora en el gel, els
resultats milloren considerablement. Sembla ser, doncs, que es necessari un millor contacte del
cofactor amb el mediador.
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Cal assenyalar que els primers sensors de deshidrogenasa no contenien trealosa. Aquest
component s'afegi per millorar I'estabilitat de la proteina en la matriu de silice, ja que en
investigacions previes s'havien utilitzat per electrodes d'alcohol deshidrogenasa44> i malat
deshidrogenasa (88.3.5) amb efectes favorables. Es provaren, doncs, biosensors de MDH que
contenien 1%, 5% i 10 % de trealosa (88.3.5.1) i s'observa que aquells dispositius amb un 5%
mostraven la sensibilitat més alta. Aixi doncs, el percentatge triat fou del 5% pels biosensors
esmentats, percentatge que fou aplicat en els dispositius de LDH.

7.4.3 Optimitzacio del potencial de treball

Es varen realitzar calibrats utilitzant els biosensors desenvolupats a 3 potencials diferents.
S'observa que a —200 mV la sensibilitat és major, i els calibrats resulten més estables; la relacio
senyal:soroll millora considerablement. A rel dels resultats aconseguits, es va triar aquest
potencial com el potencial optim de treball. En la taula 7.8 es poden observar els parametres de
resposta corresponents als calibrats a diferents potencials.

Taula 7.8 Parametres de resposta corresponents a calibracions amperometriques de 12 hiosensors de LDH
(2000U/ml sol-gel) NAD/MB a diferents potencials (vs Ag/AgCI) en una solucié tampd de tris-HCI (pH=8.0) afegint
aliquotes d'acid lactic.(n=4). L'error ha estat calculat amb un interval de confianca al 95% i n=4 per cada un dels
potencials de treball.

Potencial aplicat 0mvV -125 mV -200 mV
Pendent (LA/M) 05+01 0.75+£0.2 3.6+£0.7
Coeficient regressio lineal 0.995 0.996 0.992
DSR (%) 20 30 20

El canvi en el potencial de treball, a banda de proporcionar una major sensibilitat, disminueix el
risc d'oxidacido de possibles espécies interferents. Aixi doncs, aplicant un potencial menor al
trobat previament en I'estudi del transductor, el que fem es reduir el senyal de resposta de
nombroses substancies electroactives presents en la mostra. Aquesta estrategia ha estat
seguida per nombrosos autors i particularment en la detecci6 d’acid lactic emprant un biosensor
de LDH i MB, disminuint el potencial aplicat fins 200 mV (respecte el potencial aplicat al
transductor) i arribant en alguns casos a potencials de -150mV1846-48  D’aquesta forma
s'aconsegueix evitar interferencies provinents de substancies oxidables tal com els acids tartaric,
citric, acetic, succinic, ascorbic o sulfits.
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Resulta clar doncs, les avantatges que se’n deriven, perd no resulta tan evident el perque de
l'augment en la sensibilitat. Anteriorment s’havia trobat que el potencial optim de treball (§
7.4.1.2) per un transductor grafit/MB en abséncia de LDH i afegint el cofactor en solucié es
situava al voltant del 0 mV, i per tant el que caldria esperar es que el potencial aplicat al
biosensor fos, si més no, proxim a aquest. La disminucié en el potencial en un sistema
NAD/NADH/mediador quan aquests components s'immobilitzen en una matriu ha estat reportada
en nombroses publicacions (M. Polasek et al disminuiren el potencial de treball de 0 a —200 mV
en un biosensor de glucosa basat en glucosa deshidrogenasa, respecte el transductor
desenvolupat, provocant aixi un augment de la sensibilitat)4?, aixi com el fet de treballar en
potencials negatius®0>1, Les causes son diverses.

En primer lloc, hem de pensar que les deshidrogenases constitueixen el grup meés nombrds
d’enzims redox, pero en canvi el nombre de investigadors que utilitzen biosensors amperomeétrics
basats en aquests enzims és forga reduit. Hi ha diverses raons del perque les deshidrogenases
han estat emprades en comptades ocasions. La primera és la necessitat d'afegir el cofactor
soluble NAD*, que dificulta el disseny i per tant la construccio dels dispositius. A aixo se li afegeix
la irreversibilitat del sistema electroquimic NAD* (ox) / NADH (red). En preséncia, pero, d’'una
deshidrogenasa la reaccio redox esdevé reversible, i es pot esquematitzar de la seglient forma:

Substrat + NAD* <> producte + NADH + H*

El potencial E°" generalment acceptat pel parell redox NAD* / NADH és -560 mV. Per la majoria
de reaccions I'equilibri es troba desplagat cap a la formacié de substrat i no pas la de producte,
com a consequencia del baix poder oxidant del cofactor (tal i com se’n pot deduir del valor de
E®). Tot i aix0, I'addici6 d'un segon enzim52 o d'un mediador adequat (que proporcioni una
transferéncia electronica rapida entre el cofactor i I'eléctrode) pot conduir la reaccié cap a la
formacio de productes355, Alguns mediadors fins i tot, poden disminuir el potencial aplicat 400
mV, i permeten reaccions d'oxidacio per sota del 0 mV, fins a valors de —200 mV 27,49, 56,57,

Pero no tan sols s’ha observat una espectacular disminucio del potencial de treball en presencia
de mediadors, sind que aquest potencial encara pot disminuir més depenent del tipus
d'immobilitzacié a la que es sotmet el cofactor i sobre tot el mediador, i del material que forma la
matriu. S’han trobat diferencies de fins a 100 mV56 quan el mediador es troba en solucié o
adsorbit sobre alguna superficie, i fins i tot en el cas particular de la Meldola Blue disminucions
de més de 100 mV depenent de si sadsorbeix 0 es mescla amb grafit (en el que s’han arribat a
aplicar potencials de —175 mV) 32.33,

El fet de que el potencial del sistema mediador/cofactor canvi quan es comparen els valors en
soluci6 o daltres tipus d'immobilitzacio, es podria explicar per la interaccié d'alguna part de la



Biosensors planars sol-gel de LOD i LDH per a la determinacio de lactat envins 225

molécula adsorbida amb la superficie de I'electrode. No es pot realitzar, pero, una completa
explicacio amb tan sols experiments electroquimics.

Es possible que la oxidacio electroquimica del NADH es realitzi a través d’'un mecanisme de
reaccio molt més complex que el suggerit anteriorment. A partir d'un série d’experiencies
electroquimiques s’ha proposat la existéncia d'un intermediari en la transferéncia de carrega
entre el mediador adsorbit i el NADH 27.33,56, 57,

Aquestes observacions podrien indicar la existencia de diversos passos®®, esquematitzats de la

seguent forma:
Kobs
K+1 +,
NADH +Med ,, == Complex TC 2 NAD* +Med

[N

La existéncia d’aquest complex ha estat recolzada pel treball realitzat per Cotton i col-laboradors.
Seguint la reaccié d'oxidacié de NADH en preséncia d'un mediador, es va detectar, a traves de
tecniques SERS (surface enhanced Raman scattering), la presencia d'una espécie que no podia
ser interpretada com un producte derivat de NAD*, NADH o el mediador reduit o oxidat, i si com
el complex TC intermediari proposat, electroactivament actiu en un interval de —200 a 0 mV.

Aixi doncs, 'esmentat complex es podria formar-se en determinades condicions d’immobilitzacio
del mediador i fins i tot del cofactor, explicant parcialment el canvi en el potencial i la major
eficiencia en el intercanvi electronic. Fins i tot es podria pensar en una competéncia entre el
complex i la forma totalment reduida del mediador, de forma que la reaccié en presencia de
mediadors de transferéncia electronica lenta transcorreria a través del complex.

Tot i aix0, resulta evident la necessitat d'una major comprensié de la interaccio entre les
molécules mediadores (i els catalitzadors en general) i la superficie de I'electrode, per tal de que
noves molecules puguin ser sintetitzades amb propietats catalitiques més eficients.

En definitiva doncs, i malgrat no s’ha pogut esbrinar del cert el perque, el fet de canviar les
condicions tant del cofactor (lliure en solucié en I'estudi del transductor i immobilitzat en la matriu
de silice en el biosensor) com del mediador (mesclat amb grafit o sol-gel) han modificat, d’alguna
forma, el potencial d'oxidacio d’aquest (tot i que, com deia Isaac Asimov, la frase més excitant
que es pot escoltar en ciencia, la que anuncia nous descubriments, no és "Eureka” -ho he trobat-
sino “resulta extrany ...").
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7.4.4 Optimitzacio del contingut d’enzim

Es varen construir biosensors amb tres carregues enzimatiques diferents, 250, 500 i 1000 U en
la biotinta, és a dir, 500, 1000 i 2000 U enzimatiques per ml de sol-gel respectivament (figura
7.17). El pendent resulta 2.6 vegades més gran quan es dobla la quantitat de material biologic de
1000 U a 2000 U/ml sol-gel pero tan sols augmenta 1.5 vegades en passar de 500 U a 1000 U.
S'observa pero, que tal i com succeia en els sensors de LOD, la reproductibilitat dels calibrats
disminueix a mesura que augmentem la carrega enzimatica. També es va notar una lleugera
resposta sigmoidal en dispositius amb un contingut d'enzim alt.

A partir dels resultats aconseguits (taula 7.9), es va determinar en 1000 U/ml sol-gel com la
composicié optima de material biologic, tot i que no es pot descartar carregues superiors en
estudis posteriors.

Taula 7.9 Calibracions amperomeétriques en una solucié tampé de tris-HCI (pH=8.0) afegint aliquotes de solucions
estandard de lactat utilitzant biosensors LDH amb carregues enzimatiques diferents. Potencial aplicat = -200 mV.
L'error ha estat calculat amb un interval de confianca al 95% i n=8.

LDH 500 U 1000 U 2000 U
Pendent (LA/M) 09+0.1 14+0.2 3.6+0.7
Coeficient regressio lineal 0.995 0.996 0.990
Error (%) (DSR) 10 12 20
300
| 2000U
® 1000U ]
250 A 500U

200

150 +

1 (nA)

100 +

50 4

(; 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 80
acid lactic (mM)
Figura 7.17 Calibracions amperométriques de biosensors LDH/NAD/MB amb carregues enzimatiques diferents (500

U, 1000 i 2000 U /ml sol-gel) en una soluci6 tamp6 de tris-HCI (pH=8.0) afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial
aplicat = -200 mV vs Ag/AgCI.
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7.45 Reproductibilitat dels biosensors

En la grafica s'observa tres calibrats realitzats sobre biosensors diferents de LDH. La
reproductibilitat fou menor a I'obtinguda en els biosensors de LOD, i les corbes de calibracio eren
lleugerament sigmoidals (figura 7.18). Aquesta caracteristica fou també observada en el
desenvolupament de biosensors de MDH (88.3.7).

La sensibilitat aconseguida, 1.4 + 0.2 i 3.6 + 0.6 (uA/M) per biosensors amb 1000 i 2000 U /ml
sol-gel respectivament, fou també inferior a I'obtinguda pels biosensors de LOD (entre 500 i 1000
cops); el limit superior de resposta fou de 70 mM molt superior al registrat emprant LOD i el limit
de deteccid de 0.1 mM, lleugerament superior al detectat en els dispositius basats en oxidases.
L'increment en el limit superior de resposta lineal, es podria explicar en base precisament a la
disminuci6 del pendent. La resposta enzimatica no respon a una funcid lineal en un ampli interval
de concentracid, sind que presenta una corba, és a dir, el pendent va disminuint al llarg del
calibrat. Si la sensibilitat de la zona on la concentracié de substrat és mes baixa, decreix fins
equiparar-se al de la zona més alta, fa I'efecte d’ampliar-se el rang lineal.

Sembla ser, doncs, que la immobilitzacio de la lactat oxidasa resulta molt més eficient que la de
la deshidrogenasa, ja que per aproximadament la mateixa activitat, la resposta aconseguida
resulta molt menor.

Els resultats aconseguits s'avenien amb els aconseguits per altres investigadors (1-20 mM18)
fins i tot en alguns casos es milloraven (0-0.4 mM i 10 pA/M 59; 0.1- 2.0 mM i 8.6 pHA/M 60) |
treballant, a més, a potencials molt més elevats (E= 600mV), on I'error degut a les interferéncies
augmenta. Tot i aix0, algunes investigacions dutes a terme per altres laboratoris ofereixen
sensibilitats majors (22 pnA/M18, 100 nA/M0), tot i que amb intervals lineals molt menors. Hem de
tenir present que el biosensor desenvolupat ha estat realitzat en un 100% mitjangant tecniques
serigrafiques, essent el primer cop que es desenvolupa una tinta d'impressié on cofactor,
mediador i enzim s'immobilitzen conjuntament. L'avantatge que en resulta, tal i com s’ha
comentat anteriorment, és evident ja que possibilita la produccié de sensors reagentless a un
preu molt inferior als electrodes convencionals (un calcul aproximatiu del cost del biosensor
desenvolupat estaria al voltant dels 30 céntims d’euro).

Altres diferéncies observades respecte els sensors LOD foren la qualitat de les impressions i el
temps d'estabilitzacio. El sol-gel que contenia l'oxidasa s'imprimia perfectament sobre els
transductors de grafit/Pt i un cop el biosensor estava enllestit, el temps d'estabilitzacié necessari
per a comencar el calibrat un cop aquest es submergia en la solucié de treball era inferior als 5
minuts. Per una altra banda, les pastes sol-gel que contenien la LDH, presentaven impressions
de qualitat inferior (segurament originades pel considerable augment de components en el gel) i
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el temps d'estabilitzacié per un biosensor es situava al voltant dels 15 minuts. El temps

augmentava per ambdos biosensors en contacte amb mostres reals.

I (nA)

lactat (mM)

Figura 7.18 Calibracions amperométriques de biosensors de LDH (1000 U/ml sol-gel) NAD/MB en una solucid
tampo de tris-HCI (pH=8.0) afegint aliquotes d'acid lactic. Potencial aplicat = -200 mV vs Ag/AgCl.

En la taula 7.10 es resumeixen els parametres de resposta per ambdos dispositius.

Taula 7.10 Parametres de resposta de calibracions amperomeétriques realitzades sobre biosensors de LOD (1080
U/ml sol-gel) i LDH (1000 U/ml sol-gel) en solucions tamponades de fosfats (pH=7.0) i tris-HCI (pH=8.0)
respectivament, afegint aliquotes de lactat. L’error ha estat calculat amb un interval de confianca al 95% i n=8

LDH LOD
Pendent (uA/M) 14+0.2 1472 + 90
Interval lineal (mM) 0.1-70 0.05-0.4
Coeficient regressio lineal 0.996 0.998
Error (%) (DSR)* 12 6
Potencial aplicat -200 mVv 350 mv

*Desviaci6 estandard relativa
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7.4.6 Determinacio de lactat en mostres reals mitjancant la técnica de I'addicié
estandard

L'analisi de lactat en vi emprant els biosensors de LDH es va realitzar de forma analoga a la
utilitzada mitjancant els dispositius de LOD, es a dir, emprant el métode de l'addicié estandard.
Es va estimar la concentracid d'acid lactic en vi en mostres diluides amb tamp¢ tris-HCI
(pH=8.0). En la cel-la de mesura s'afegiren entre 0.5 i 10 ml de vi Muller Thurgau, segons la
concentracid final desitjada, a 20 ml de la solucié tampd (figura 7.19).

0.12

0.10 o

0.08

0.06

I (nA)

0.04

0.02

lactat (mM)

Figura 7.19 Analisi de lactat en vi Muller Thurgau diluit (diferents factors de dilucié) mitjangant biosensors LDH
(1000U/mg sol-gel) en solucions tamponades de tris-HCl (pH=8.0), utilitzant la técnica de I'addici6 estandard.
Potencial aplicat = -200 mV.

En la taula 7.11 es poden comparar les concentracions trobades utilitzant els tres metodes
descrits: assaig espectrofotometric, analisi amb biosensors LDH i analisi amb biosensors LOD.

Taula 7.11 Concentracions d'acid lactic trobades a partir de I'analisi de lactat en vi Muller Thurgau diluit (diferents
factors de dilucié) mitjangant biosensors de LOD (1080 U/ml sol-gel) i LDH (1000 U/ml sol-gel) en solucions
tamponades de fosfats (pH=7.0) i tris-HCI (pH=8.0) respectivament, utilitzant la técnica de I'addicié estandard (n=3
per a cada concentracio). Els resultats aconseguits es van comparar amb aquells obtinguts mitjancant métodes
espectrofotomeétrics. Potencial aplicat = 350 mV (biosensors LOD); -200 mV (biosensors LDH).

Referéncia* (mM) 0.11 0.14 0.45 0.67 0.81
Biosensor LOD (mM) 0.12 0.16 0.52 0.70 1.09
Biosensor LDH (mM) 5 15 23 50 70

* metode espectrofotomeétric;
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Es evident que els dispositius amb enzim LOD immobilitzat ofereixen resultats molt propers als
trobats mitjancant l'assaig espectrofotométric, mentre que els sensors que contenen LDH
mostren concentracions molt allunyades, aproximadament 100 vegades superiors a les reals, i
que provoquen un augment espectacular de I'error en la determinacié d'acid lactic en mostres de
Vi.

Haviem vist que la immersi6 prolongada dels biosensors de LOD en les mostres reals produia un
deteriorament de la capa enzimatica i provocava un augment de la inexactitud en les mesures.
Sembla ser doncs que aquest efecte nociu del vi sobre el bio-gel actua molt més rapidament
sobre la deshidrogenasa que sobre l'oxidasa. Podriem esperar que aquest efecte es veies
minimitzat en afegir una membrana difusional als sensors de LDH, pero experiéncies analogues
realitzades sobre altres biosensors amb deshidrogenases (88.10) no han millorat els resultats.
Una altra font d’error podria provenir de les interferencies existents en les mostres de vi, tal com
glucosa, fructosa, acid citric, tartaric, succinic, acétic, formic, malic, metanol i etanol.
Investigacions realitzades per altres autors??2 emprant LOD demostraren que la majoria dels
esmentats interferents provoguen errors petits en el senyal (al voltant de I'1%) quan aquests es
troben en relacio 1:1. Acids com el tartaric o el succinic podrien provocar errors majors pero les
concentracions trobades en vi no resulten suficients per produir efectes significantstl. Ara bé,
s’hauria de comprovar si quan treballem amb deshidrogenases les interferéncies provoquen
efectivament el mateix error o per el contrari augmenten considerablement. Aixo podria explicar
que en treballar amb I'oxidasa els errors fossin molt menors.

També es va observar un leaking important en els biosensors de LDH que sens dubte
contribuiren a una menor exactitud en els resultats. Aixo, afegit al fet de que la resposta dels
dispositius de LDH experimentaven respostes molt més rapides que els LOD, ens fa pensar que
la matriu de silice exercia molt poca resisténcia al pas de les diferents molécules, facilitant per
tant el pas de I'analit i augmentant aixi el temps de resposta, pero alhora, permetent el leaking
del mediador i augmentant I'error en la mesura.

Una soluci6 podria ser I'is de substancies d'un major pes molecular o I'addicié6 de membranes
més efectives a les comentades en §8.9 (biosensor de MDH). Actualment s'esta treballant en els
nostres laboratoris una forma més efectiva d'immobilitzar la LDH juntament amb el cofactor i el
mediador, per tal de desenvolupar biosensors que proporciones resultats més acurats. S'esta
experimentant amb noves formulacions, i s’ha desenvolupat un sensor basat en una membrana
de poliureta (1%), (dissolt en tetrahidrofura i dimetilformamida) que ha aconseguit disminuir
espectacularment les fuites del mediador cap al si de la soluci6. No ha estat aplicat encara en
mostres reals.
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7.5 CONCLUSIONS

1-S'ha comprovat que a partir de biosensors fabricats mitjangant una tecnologia relativament
senzilla i economica, com és la formacié de matrius de silice i la impressio serigrafica de tintes,
es poden realitzar determinacions d'acid lactic tant en solucions estandard com en mostres reals.

2- La preparacio del bio-gel, aixi com la seva impressio i la del transductor de C/Pt, va seguir
basicament el cami descrit en el capitol anterior, substituint I'enzim GOD per LOD. Com succeia
en els sensors de glucosa anteriorment desenvolupats, es van poder observar clarament
estructures cristal-lines en els sensors preparats sense grafit que contenien lactat oxidasa. La
naturalesa opaca dels sensors que contenen grafit impossibiliten qualsevol evidencia visual de la
formacio del gel. Altres propietats presents en el material desenvolupat, com la formacio de
monolits rigids o la resistencia a l'acetonitril, coincideixen amb els composits procedents de
solucions amb precursors sol-gel i materials opacs construits per altres autorséz67,

3- La composicié optima per un biosensor sol-gel/LOD/CMC/grafit és de 15 mg de LOD, 1.5 g de
CMC (2%) i 0.025 g de grafit afegits sobre una solucié que conté els precursors sol-gel (0.35 ml
de TEOS, 0.077 ml d'aigua i etanol i 0.058 ml d'acid clorhidric 0.1M). Tot i que els sensors amb
carregues enzimatiques superiors mostraven sensibilitats superiors, el error en la reproductibilitat
augmentava.

4- Tal i com succeia en la determinacié de glucosa, el potencial de treball escollit ha estat de 350
mV.

5- A diferéncia dels transductor grafit-epoxi (capitol 3) el biosensor fabricat a partir de tintes
comercials de grafit platinitzat i el bio-gel desenvolupat, no necessita una etapa d‘activacio
electroquimica previa.

6- L'immobilitzacid de la lactat oxidasa resulta 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 construccid (si es conserva a 4°C). Tot i aix0, el seu Us resulta limitat
ja que encara que la zona de treball no es significativament vegi afectada, els setis actius de
I'enzim es veuen saturats més rapidament.

7- L'avaluacié dels biosensors de LOD cal portar-la a terme a un pH 7.0, on la linia base i el
soroll de fons sén menors, la resposta és més estable i la sensibilitat major.
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8- La reproductibilitat i homogeneitat dels sensors enzimatics procedents d'una mateixa série
presenten valors acceptables en llur sensibilitat (6 % d'error). L'error es veu triplicat quan es
comparen biosensors procedents de diferents impressions. Aquests resultats es repeteixen quan
s'analitzen mostres reals.

9- L'interval lineal trobat es situa entre 0.05 (+ 0.01)- 0.45 (+ 0.02) mM i el pendent és de 1472 +
90 uA/M pels biosensors optimitzats. No s’ha afegit una membrana externa, limitant de la difusio,
I per tant, la resposta curbi-lineal dels sensors de lactat fins 1.5 mM aproximadament, indica que
la capa de gel ofereix molt poca resisténcia difusional, si no gens, al substrat.

10- En afegir aliquotes de vi sobre un calibrat de solucions estandard d'acid lactic, s'ha observat
un lleuger efecte de matriu sobre la resposta del sensor. Aquest fet va provocar la utilitzacio del
meétode de I'addicio estandard en realitzar I'analisi de lactat en vi. Quan es comparen els valors
obtinguts en mostres reals utilitzant els nostres sensors amb aquells aconseguits mitjangant
metodes espectrofotometrics, es troben diferéncies d'entre el 3 i el 12%, depenent de la dilucio
realitzada i del tipus de vi (en el cas del vi Chardonnay I'error s'incrementava). Els biosensors
desenvolupats mostren sistematicament determinacions amb un valor major als reals. Aquests
resultats empitjoren si es posa en contacte el dispositiu amb la mostra real de forma prolongada.

11- La cinetica de la reaccié enzimatica del LOD s ajusta al model descrit per Michaelis-Menten.
El valor trobat per la Kmapp €s de 0.5 mM, valor molt proper al trobat en solucid, fet que indica
que la matriu proporciona una minima barrera difusional i/o una baixa modificacié dels centres
actius de I'enzim degut a la immobilitzacio i, per tant, una bona afinitat pel substrat.

12- Es va observar que els sensors de LOD responien més rapidament que els de GOD. Els
biosensors, a més, necessiten un temps de curacié de almenys 24 h a 4°C, abans de ser
calibrats. S'ha observat, pero, que aquells biosensors amb major temps de curacié mostren
millors corbes de calibracio i una sensibilitat lleugerament superior.

13- S'ha desenvolupat un nou transductor basat en grafit i Meldola Blue per a la fabricacié dels
sensor LDH, substituint el catalitzador de plati emprat en els sensors de LOD pel mediador MB.
A la tinta de grafit es va afegir el mediador (1:20) i la mescla resultant va ser dipositada sobre
lamines de poliester mitjancant tecniques serigrafiques.
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14- Els transductors van ser avaluats mitjang¢ant calibracions de NADH (E=0mV) i s'obtingueren
respostes lineals de pendent: 3150 + 125 uA/M (4 % error) amb un limit superior d'interval lineal
de 0.3 mM.

15- Per a l'obtenci6 del bio-gel es barrejaren 0.35 ml TEOS, 0.077 ml aigua, 0.077 ml etanol i
0.058 ml HCI 0.1 M (les mateixes proporcions utilitzades en els biosensors de GOD i LOD). Quan
el gel tot just comenca a formar-se s'afegeixen 100 ul de LDH (5.000 U/ml), 0.098 g de NAD* en
0.15 ml d'una soluci6 tamponada, 0.1 g de trealosa (per millorar I'estabilitat de la proteina en la
matriu de silice), 1.5 g de CMC i 0.025 g de grafit amb 10% de mediador (MB). La pasta resultant
s'imprimeix sobre el transductor de grafit/MB per tecniques de screen-printing.

En la bibliografia no ha estat reportat la immobilitzacié de cap mediador ni tampoc de cap
cofactor en el bio-gel (ni en cap altra pasta d'impressid), conjuntament amb el material biologic.
Es doncs el primer cop, fins on nosaltres sabem, que es realitza 'esmentada immobilitzacid.

Tan sols s'ha reportat en una ocasio un sensor screen printed de lactat 46 on el mediador i el
cofactor es trobessin immobilitzats conjuntament amb el material biologic, tot i que aquesta
darrera capa biologica fou senzillament dipositada sobre el transductor afegint 2 ul d'una solucié
enzimatica sobre la superficie de treball. En aquest cas, tan sols el transductor havia estat
construit mitjangant técniques thick film.

16- Els biosensors resultants han mostrat una baixa sensibilitat (1.4 + 0.2 uA/M) comparada amb
I'obtinguda mitjangant els dispositius basat en LOD (500 cops superior) i s'ha doblat I'error en la
reproductibilitat (12%). L'interval lineal pero ha estat més ampli (0.1 - 70 mM) fet que podria
indicar que la capa de gel ofereix una resisténcia difusional considerable al substrat. La resposta,
a més, mostrava una lleugera corba sigmoidal.

Tot i que algunes investigacions dutes a terme per altres laboratoris ofereixen sensibilitats
lleugerament majors, hem de tenir present que el biosensor desenvolupat ha estat realitzat en un
100% mitjancant tecniques serigrafiques. L'avantatge que en resulta és evident, ja que possibilita
la produccié de sensors reagentless a un preu molt inferior als eléctrodes convencionals

17- El fet de no protegir el sensor amb cap membrana difusional sembla afectar molt més als
sensors de LDH que als de LOD, com ho demostra I'espectacular augment de l'error en la
determinacio d'acid lactic en mostres de vi.

18- Tal i com succeeix amb els sensors LOD i GOD i contrariament amb els transductor grafit-
epoxi (capitol 3) el biosensor fabricat a partir de tintes comercials de grafit-Meldola Blue i bio-gel,
no necessita una etapa d'activacio electroquimica prévia.
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19- L'avaluacio dels biosensors de LDH cal portar-la a terme a un pH 8.0, on la resposta és mes
estable i la sensibilitat major. El potencial aplicat al biosensor és 200 mV inferior al del
transductor, fet que permet evitar interferencies d’especies electroactives facilment oxidables.

En resum, shan desenvolupat sensors que contenen lactat oxidasa o lactat dehidrogenasa
immobilitzades en gels de silice utilitzant técniques de screen-printing. Shan realitzat
determinacions d'acid lactic en vins blancs perd només els dispositius amb LOD mostraren
resultats prou acurats, que tot i estar encara lleugerament per sota dels aconseguits mitjangant
metodes espectrofotometrics, suposa una important millora en I'abaratiment dels costos d'analisi.
Malauradament, sembla ser que I'enzim LDH no es capa¢ de mantenir el nivell necessari de
funcionalitat en el bio-gel.
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CAPITOL 8

Desenvolupament i avaluacié de biosensors sol-gel de
malat deshidrogenasa basats en tecnologia planar:
analisi d’acid malic en vi

8.1 INTRODUCCIO

Tal i com ja s'ha comentat, l'objectiu principal en els nostres estudis fou el desenvolupament d'un
biosensor capag de detectar i determinar concentracions d'acid lactic i malic en vins. En aquest
capitol es descriu la fabricacié i posterior optimitzacié d'un sensor de malat, a partir de la
immobilitzacié de malat deshidrogenasa en sol-gel, de forma analoga a les técniques descrites
anteriorment (§§§ 6.4,7.4.1i17.4.2).

Aixi mateix, es mostraran els resultats obtinguts en I'analisi d’acid malic en vins utilitzant el nostre
biosensor, i es comparara amb els obtinguts mitjangant els métodes tradicionals d'analisi,
comentats ja anteriorment en §7.2.

Les deshidrogenases, tal i com s'ha vist en la LDH (§7.4), necessiten un cofactor (NAD) per
catalitzar la reaccid enzimatica. En aquest cas el malat reacciona amb el NAD per formar
oxaloacetat i NADH.

El NADH pot ser oxidat a la superficie de I'eléctrode, generant-se un senyal proporcional a la
concentracié de malat. El potencial d'oxidacid, com ja s'ha dit, és normalment massa alt, i per
tant es pot utilitzar un mediador (§ 6.1.1) per rebaixar-lo i evitar interferéncies. EI mediador
utilitzat, com en el cas de la LDH, fou el Blau de Meldola o Meldola Blue (MB)'2, que es va
mesclar amb el grafit durant el procés de construccié del transductor.

La importancia del sistema NADH/NAD* en el mdn dels biosensors resulta evident, si ens fixem
en la gran quantitat de publicacions i investigadors que s'hi dediquen. La deteccié amperometrica
de l'acid malic fou basada exclusivament en aquest sistema (a diferéncia de I'acid lactic on
s'utilitzaren dos sistemes diferents basats en oxidases i deshidrogenases. Tot i que ja és va
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introduir de forma preliminar en el capitol anterior, es creu convenient fer-ne ara un breu
recordatori, tot centrant-nos en el sistema NADH/NAD* i descrivint-lo, amb més detall:

8.1.1 Sistema NADH/NAD*

La importancia de la deteccio del nicotin adenin dinucleotid (NADH/NAD*)3 prové de la funcié que
exerceix com a cofactor dels enzims anomenats deshidrogenases. EI NAD*, actua com a un
cosubstrat indispensable, que s’ha d’enllagar a 'apoenzim a fi de transformar-lo en holoenzim.
Aixi, 'enzim esdevé actiu com a consequeéncia de la nova conformaci6é adoptada, de manera que
te la capacitat de reaccionar amb el substrat per formar el producte de la reacci6 enzimatica.

Ateses les propietats oOptiques i electroquimiques del parell NADH/NAD*, sovint s'empra el
seguiment de la transformacié d’'una de les especies constituents del parell en l'altra com a
fonament del sistema de deteccid de les analisis basades en reaccions enzimatiques que
incorporen alguna deshidrogenasa.

Tradicionalment la majoria dels assaigs shan dut a terme mitjancant mesures
espectrofotométriques, aprofitant les absorcions que presenta el parell NADH/NAD* en els
espectres de UV-visible. Ara bé, les caracteristiques electroquimiques de la molecula de NADH
també fan possible el seu seguiment mitjangant tecniques electroquimiques.

Si bé els assaigs electroquimics presenten una série d’avantatges en relacié als
espectrofotométrics, entre els que cal destacar la reduccié del temps d’'analisi, una minima
manipulacié de la mostra, I'ls d’'un equip més econdmic i la possibilitat de fer mesures en
sistemes en condicions molt més flexibles (sistemes de flux per fer mesures en continu, mostres
terboles o acolorides,..), tan sols un reduit nombre de publicacions, com ja s'ha comentat,
proposen una deteccid electroquimica per a sistemes que incorporen deshidrogenases. Aquest
us restringit, recordem, és degut principalment a la irreversibilitat de la reaccié electroquimica del
parell NADH/NAD+ sobre un eléctrode sense modificar, a diferéncia de la reversibilitat propia
quan la reaccié esta catalitzada enzimaticament per una deshidrogenasa. Habitualment, s’intenta
basar el sistema de deteccié en l'oxidaci6 de NADH, si bé els sobrepotencials 5 requerits
provoquen una pérdua de selectivitat. En aquest punt, sorgeix un altre factor que dificulta la
viabilitat de treballar amb el parell NADH/NAD* com a sistema de deteccid redox, atés que el
procés d'oxidacié de NADH a NAD* sovint porta associades una serie de complexes reaccions
paral-leles, que es caracteritzen per produir una passivacid progressiva de la superficie de
I'electrodeb’, passivacio o fouling que fou estudiada anteriorment (§7.5.1.4).
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Reaccié d'oxidacio-reduccié del parell NADH/NAD*

Malgrat la dificultat palesa en relacié a I'ls de sistemes electroquimics per a la deteccié de
NADH, el gran nimero de deshidrogenases descrites, associades a reaccions enzimatiques que
impliquen un ampli ventall de substrats i de productes, permet dissenyar sistemes d’analisi molt
versatils que justifiquen els esforgos dirigits a resoldre aquests problemes.

En el cas concret dels biosensors MDH, la reacci6 seguida es va basar en:

/, MB (ox) VNADH (rd) /,oxaloacetat

MDH

A\
—
° \MB (red)ANAD+ (ox)/\ malat

El NADH s'oxida en la superficie del transductor, obtenint un senyal proporcional a la
concentracio de malat. El potencial d’oxidacio €s molt alt i per aquesta rad es pot utilitzar un
mediador per reduir-lo i evitar interferéncies. El Blau de Meldola (MB) fou el mediador escollit.
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8.2 CONSTRUCCIO | CARACTERITZACIO DEL TRANSDUCTOR

Tal i com es detalla en la construccié del sensors de LOD i GOD, i analogament al procés seguit
en els sensors de LDH, s'utilitzaren tres mascares diferents en la construccié de la pista i el
transductor, cada una amb el disseny adient per a cada pas del procés de la fabricacio del
sensor. La impressio de les tintes conductores es va realitzar utilitzant el mateix aparell (DEK
245) ja descrit.

Primerament, i seguint el procés dut a terme en la fabricacio dels sensors de LDH (§ 7.4.1), es va
fabricar un transductor de grafit (5% MB) seguint el procés seguent:

El primer pas, fou la construccidé de la pista conductora mitjangant la impressio per screen-
printing d’'una tinta comercial de plata (Acheson, Electrodag 427SS). Aquesta tinta es va aplicar
sobre lamines de poli (clorur de vinil) de 0.5 mm de gruix.

A la primera impressi6 de plata se li seguia una segona impressié de grafit (Acheson, Electrodag
423SS) amb un 5% de mediador (MB). Es va observar que la resposta del NADH esdevenia
independent a la quantitat de mediador immobilitzat un cop s’excedia d’un cert valor; aquestes
observacions foren realitzades per altres investigadors 9.

El darrer pas fou la utilitzacié d’'una tercera mascara per a la impressié d’un polimer dialéctric
(Tinta dieléctrica, Acheson SS241 12) que permetia aillar la pista conductora quan aquesta es
trobava en contacte amb la solucié de treball.

8.2.1 Estudi del potencial de treball

Préviament a la calibracié amperométrica es varen realitzar voltamperometries hidrodinamiques
entre -250 i 250 mV vs Ag/AgCl a concentracions diferents de NADH (0.1, 0.5 i 1.5 mM). Les
intensitats de corrent trobades van ser corregides mitjangant mesures del blanc. El potencial
Optim de treball es va establir a 0 mV, un valor molt inferior al necessari en abséncia de MB. Els
resultats es mostren en la taula 8.1 § 7.4.1.2 (figura 7.13).

Taula 8.1 Resultats obtinguts de voltamperometries hidrodinamiques sobre transductors de grafit-MB (5%) per una
concentracié 1.6 mM de NADH, en una soluci6 tamp6 de Tris-HCI (pH=8.0).

Potencial (mV)* -220 -100 -60 0 100 200

Intensitat (uA) 0.15 0.8 0.9 1.4 1.4 1.4

*vs Ag/AgCl
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8.2.2 Avaluacio6 del transductor

8.2.2.1 Procediment d'analisi

Els transductors utilitzats per a la construccid de biosensors de MDH sén els mateixos
desenvolupats i caracteritzats pels biosensors de LDH ja que ambdds es basen en la
determinacié de NADH segons el seglent esquema:

NADH + MB* = NAD* + MBH
MBH -> MB*+H*+2e

Els transductors, tal i com varem veure (§7.4.1.1), es varen avaluar mitjangant el metode de
I'addicié coneguda (§3.5.2), on es segueix la variacié del senyal electroquimic en funcié de la
variacio en la concentracié de la especie estudiada.

A partir de les dades obtingudes es calcularen els parametres que caracteritzarien el sensor
(pendent, interval de resposta lineal, limit de deteccio, reproductibilitat i temps de vida).

La cel'la de treball contenia 20 ml d'una solucié tamponada de Tris-HCI a un valor de pH de 8.4
(valor optim de treball per la MDH), i per tant, el mateix que es va utilitzar en les determinacions
d’acid lactic amb biosensors de LDH, possibilitant aixi una possible determinaci6 simultania de
lactat i malat mitjangant un mateix biosensor en estudis posteriors.

El procediment seguit fou el descrit anteriorment (§7.4.4.1): es varen submergir I'eléctrode de
referéncia de Ag/AgCl, I'electrode auxiliar de fil de plati i el transductor desenvolupat (eléctrode
de treball). Es varen connectar a un potenciostat que fixava el potencial de treball i donava la
lectura del senyal. La solucidé s'agitava amb una microhélix que facilitava el transport per
conveccio des del si de la solucio cap a la superficie de I'eléctrode. La solucio6 de treball contenia
alhora una concentracié elevada d'electrolit suport que fixava la forga idnica del medi, afavoria la
conductivitat i reduia la electromigracio.

Per a dur a terme la determinacio amperométrica del NADH es varen aplicar diferents potencials
d'oxidacio (-100, 0 i 100 mV). Un cop el senyal de fons era estable, s'addicionava el substrat
mentre es feien les corresponents lectures d'intensitat de corrent amb el potenciostat.

En la taula 8.3 es comparen els diferents parametres de resposta. S'aprecia, sobretot, l'alt
increment de la sensibilitat quan es passa de -100 a 0 mV (6 cops més gran). L'error en la
reproductibilitat (DSR), perd, es duplica entre ambdés potencials.
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S'observa, a més, com a 100 mV es produeix un major error i la resposta resulta menys estable;
la sensibilitat de la resposta, a més, practicament no varia, 0 molt poc, respecte als calibrats
realitzats a 0 mV.

Taula 8.2 Calibracions amperométriques de NADH en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 12
transductors diferents.

Potencial aplicat (mV)* -100 0 100
Pendent (uA/M) 500 + 12 3150 + 125 3400 + 240
Coeficient de Regressio 0.995 0.9992 0.993
DSR** (n=4) 2 4 5

*vs Ag/AgCl;  **Desviaci6 estandard relativa per n=4 (per a cada un dels potencials) i interval de confianga al 95%

Tal i com s'ha comentat anteriorment, en la bibliografia s'han reportat en nombroses ocasions
problemes de perdua de senyal o passivacid dels eléctrodes, davant de calibrats on s'utilitza
NADHS. 7. 10, Es va seguir, doncs, la resposta del transductor en el temps i es va comprovar que
després d'una calibracio, la resposta comenca a decaure aproximadament 25 minuts després de
posar l'electrode en solucid. Aquest temps, pero, era suficient per aconseguir una bona resposta
del transductor i realitzar una calibraci6 amperomeétrica completa (§7.4.1.4, figura 7.15). En
abséncia de NAD*-NADH en la solucio, no es va apreciar cap tipus de disminuci6 en la resposta.
Es va observar, perd, que en I's continuat dels eléctrodes auxiliar i de treball (aproximadament
24-36 hores després), la sensitivitat de la resposta decreixia considerablement (§7.4.1.5). Els
eléctrodes, d'alguna forma, restaven passivats (0 bloquejats), i aparentment, es produia una
deposicio o polimeritzacio del NAD sobre la superficie, reduint la superficie efectiva.

Quan es canviaren els eléctrodes o es netejaren amb acid clorhidric es va restablir el senyal
inicial, i s'aconseguiren pendents del mateix ordre que les calibracions inicials (§7.4.1.5, figura
7.16).

8.2.2.2 Efecte de 'activacié electroquimica en la resposta del transductor

En la bibliografia apareixen nombroses referéncies a processos d'activacié del sensor'!-13,
Generalment aquests processos es basen en l'aplicacié de potencials alts sobre el sensor durant
un periode de temps relativament curt (5 o 10 minuts). Després d’aquest procés, la seva
superficie activa sembla augmentar, de forma que el corrent mesurat s'incrementa
considerablement (§3.4).

En el Grup de Sensors i Biosensors, s’havien desenvolupat técniques semblants per augmentar
la conductivitat dels transductors i sensors en generals. S'havia observat que, bé sigui aplicant
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un potencial elevat o bé sotmetent a I'electrode a una voltamperometria ciclica, la sensibilitat del
sensor aconseguia un increment molt important (§3.4).

Aixi doncs, i basats no sols en la nostra experiéncia sin6 en la d’altres investigadors que havien
aplicat métodes semblants, es va decidir sotmetre els sensors sol-gel desenvolupats a un procés
d’activacié. Els resultats varen mostrar (figura 8.1) que en el cas particular dels sensors
desenvolupats mitjangant aquesta tecnologia, no només no calia I'aplicacié d'algun procés
d’activacio, sin6 que fins i tot n'era contraproduent, simplificant la seva construcci6 i adequant-se
a un futur métode de fabricacio en massa dels dispositius.

[ ] [ ]
1,00 4
[ ]
0.75 7 ® sense activacio
— = B activacio 0.5 V (5 minuts)
i A activacio 1.5 V (5minuts)
=~ 0,50 L v activacio 1.5 V (10 minuts)
[ |
0,25 m A
L4 A
A
N N .
0,00 ‘ vV v v v
T T T T T T T T T T
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
NADH (M)

Figura 8.1 Calibracions amperométriques de NADH mitjangant transductors grafit/MB en una solucié tamponada de
Tris-HCI (pH 8.4) sotmesos a diferents tractaments electroquimics. Potencial aplicat: 0OmV vs Ag/AgClI.

8.2.3 Estudi de I'enzim en soluci6

Com a pas previ a la construccio del biosensor de MDH, es va realitzar I'estudi de la resposta del
sensor addicionant I'enzim i el cofactor en la solucié, en un pas previ a la immobilitzaci6 en la
matriu de silice.

Les concentracions de NAD* i MDH emprades venen representades en la taula 8.3:

Taula 8.3 Concentracions de cofactor i enzim emprades en les calibracions amperometriques de transductors de
grafit/MB (5%). La soluci6 de treball és una solucié tamp¢ de tris-HCI (pH=8.0) a la que s'hi afegeix aliquotes d'una
solucié estandard de malat. Potencial aplicat = 0 mV vs Ag/AgCl .

NAD+
MDH 0.1 mM 1'mM 10 mM
4U - - -
16U - + +

60 U + + +
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Nomeés aquells sensors calibrats en altes concentracions de NAD+ i MDH en la soluci6 de treball
donaren resposta amperométrica (signe + en la taula). Els resultats es mostren en la figura 8.2.
Es evident, pero, que resulta molt més convenient la immobilitzacié de la proteina i del cofactor
sobre la superficie del sensor ja que d'aquesta forma el dispositiu esdevé reagentless, amb el
que es simplifica considerablement el procés d'analisi. A més, aquesta tecnologia porta
associada alhora un significant estalvi de reactius, tot i que, malauradament, la serigrafia de
biosensors no esta encara prou automatitzada, produint-se perdues de material que encareixen
la fabricacié. Tot i aixo, el consum de reactiu produit és sensiblement inferior quan s'utilitzen
sensors reagentless (§8.3.2). Es va prosseguir, doncs, amb la encapsulacio6 dels reactius dins del

sol-gel.
45
® NAD 10 mM, MDH 60 U
40 ® NAD1mM, MDH 16 U
A NAD 0.1 mM, MDH 60 U ®
35 | 9 NAD en gel (Img/ml sol-gel), MDH 60 U
)
30 ® [ ]
[
A
2 25 - ¢
< [ |
= | )
20 ° - A
[
15 A
on 4
04 ® A
" °
| A ®
5 4 A
A
A ®
[
0 T T T T T T
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0

acid malic (mM)
Figura 8.2 Calibracions amperométriques de 3 transductors de grafit/MB (5%) i un 4t sobre els que s'ha impres una
matriu de sol-gel amb 1mg/ml de NAD immobilitzat en la xarxa de silice. La solucié de treball és una soluci6 tampd
de tris-HCI (pH=8.4) a la que s'hi afegeix aliquotes d'una solucié estandard de malat. Potencial aplicat = 0 mV vs
Ag/AgCl .

En un primer pas es va introduir el cofactor en la matriu de silice. La resposta obtinguda fou
inferior a les observades en calibrats on el NADH estava lliure en solucid. Es possible que
I'enzim trobi un major impediment per interaccionar amb el cofactor quan aquest es troba dins la
matriu, i per tant disminueixi la quantitat de espécie electroactiva formada.
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8.3 CONSTRUCCIO | CARACTERITZACIO DEL BIOSENSOR

Els biosensors de MDH varen seguir els procediments desenvolupats en el disseny i construccid
dels biosensors GOD. Tot i aixd, i degut a que I'enzim utilitzat era una deshidrogenasa, es va
addicionar el cofactor (NAD) al gel, a més de la MDH, el grafit i la CMC, seguint doncs, el
protocol de preparacio descrit anteriorment per la LDH (§7.5.4). Tot i que en les primeres proves
no es va incloure el mediador (MB) al gel, estudis posteriors demostraren que la resposta del
dispositiu millorava quan aquest s'incloia en la matriu de silice (§8.4.7).

El protocol seguit per a la elaboracié de la capa enzimatica en la construccid dels biosensors de
MDH fou la seguent:

Als precursors sol-gel (0.515ml) s'afegeixen 90ul de MDH (25000U/2.3ml) a 0.1 g de NAD* en
0.1 ml de tampé tris-HCI (pH=8.4) i s’agiten durant 10 minuts. Tot seguit s’addicionen 0.09 g de
trealosa, 1.5 g de carboxi metil cel-lulosa (CMC) i 0.025 g de grafit (amb un 10% del mediador
Blau de Meldola). La pasta resultant s'imprimeix sobre els transductors de grafit/MB.

Els biosensors es varen avaluar, mitjancant la técnica de I'addicié coneguda (§3.5.2). Es va
seguir la variacié del senyal electroquimic en funcié de la variacio en la concentracié de acid
malic, seguint el segient sistema:

L-malat + NAD* — oxaloacetat + NADH + H*
NADH + MB* — NAD* + MBH
MBH —— MB* + H +2¢

Tal i com s'havia realitzat anteriorment, les calibracions es varen realitzar en una cel-la
electrolitica envoltada d'una camisa d'aigua a 22°C. La solucié de treball contenia 20 ml de
tampd Tris-HCI a un valor de pH de 8.4 (valor optim de treball per la MDH) agitada amb una
micro helix. Seguint el procediment habitual, s'hi submergiren tres eléctrodes: un eléctrode de
referéncia de Ag/AgCl, un electrode auxiliar de fil de plati i com a eléctrode de treball s'utilitza el
biosensor desenvolupat. Es varen connectar a un potenciostat que fixava el potencial de treball i
les dades eren recollides en un ordinador.

Per a dur a terme la determinacid6 amperomeétrica de l'acid malic es va aplicar un potencial
d'oxidacio de 0 mV (que disminui a —125 mV posteriorment) respecte un eléctrode Ag/AgCl. Un
cop el senyal de fons era estable, s'addicionava el substrat mentre es feien les corresponents
lectures d'intensitat de corrent amb el potenciostat.

A continuacid, es detallen els passos seguits en el desenvolupament i optimitzacio del biosensor,
les etapes seguides durant la seva construccid aixi com els resultats obtinguts en la seva
caracteritzacio.
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8.3.1 Estimacié de la activitat enzimatica de MDH en la matriu de silice

8.3.1.1 Assaig espectrofotometric

Un cop desenvolupat el transductor, el segient pas logic a seguir era la immobilitzacié del
material biologic en el sol-gel. Primerament, doncs, es va estudiar la resposta de I'enzim quan es
troba retingut en la matriu de silice. Es va realitzar, per tant, un assaig espectrofotométric per
comprovar l'activitat enzimatica de la MDH. El procediment seguit fou analeg al seguit pels
enzims anteriors. Els resultats demostraren que la proteina roman activa en el gel.

8.3.1.2 Calibracié amperométrica

Tot sequit, es varen realitzar calibrats emprant diferents tipus de sensors. A banda del sensor de
NAD (b) utilitzat anteriorment (§8.2.3) i del transductor ('anomenarem tipus 0), se'n varen emprar
dosmés (aic):

a) Biosensors amb MDH immobilitzat en sol-gel i NAD lliure en solucié

b) Sensors amb NAD immobilitzat en sol-gel i MDH lliure en soluci6

c) Biosensors amb enzim i cofactor immobilitzats en sol-gel

Recordem que en tots ells el mediador s’incorpora al dispositiu (mesclat en la tinta de grafit)
durant el procés d'impressié del transductor.

Es va apreciar una clara disminucié del senyal quan es comparaven els biosensors tipus a), b) i
c) amb les calibracions on l'enzim i el cofactor estaven lliures en solucié i s'utilitzava el
transductor (tipus 0) com a dispositiu d'analisi (figura 8.3).

Quan l'analisi es realitza emprant els biosensors amb I'enzim immobilitzat [biosensor tipus (a)], el
substrat, degut a la matriu de silice, t¢ un major impediment per accedir als setis actius de la
proteina, i aquesta, a més a més, afecta probablement en major 0 menor grau la activitat
enzimatica. En consequeéncia la sensibilitat obtinguda resulta menor.

En els calibrats emprant dispositius on el cofactor es troba retingut en la matriu i 'enzim lliure en
solucié (sensors b) tot i que el senyal és major respecte als biosensors (a), continua essent
inferior als calibrats realitzats pels transductors (tipus 0). El cofactor té ara una menor
accessibilitat a 'enzim ja que es troba immobilitzat en el gel i la biomolécula en solucid, fet que
dificulta la formacié de I'holoenzim i per tant la catalisi de I'acid. Tot plegat genera una menor
quantitat de producte oxidable, i per tant, el senyal de la resposta obtinguda disminueix.

A més, el fet de que la resposta del sensor es vegi més afectada pel fet de d’immobilitzar 'enzim
en la matriu (a) que pel fet de retenir el cofactor en el gel (b), sembla confirmar que en la
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davallada del senyal no tan sols intervé la dificultat de les molecules de passar a través de la
xarxa de silice sind que d’'alguna forma la immobilitzacié del material bioldgic en la matriu afecta
llur activitat, tal i com s’havia suggerit.

Els resultats respecte al biosensors (a) amb MDH immobilitzat en el gel (i cofactor lliure en
solucié) milloren lleugerament quan ambdds (enzim i cofactor) son retinguts en la silice
[biosensor tipus (c)], degut a una major accessibilitat i, per tant, una millor interaccié entre els
dos. Tot i aix0, Iincrement del senyal resulta poc important i el senyal continua sent forca inferior
als dels sensor (b) on I'enzim es troba lliure. S’observa per tant, un cop més, que el material
biologic pateix una disminuci6 de I'activitat enzimatica quan s'immobilitza en el gel de silice.
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Figura 8.3 Calibracions amperométriques (tamp6 tris- Figura 8.4 Calibracions amperométriques de
HCI, pH=8.4) de sensors de grafit/MB (5%) sobre els sensors de grafit/MB (5%) sobre els que s'ha imprées
que s'ha imprés una matriu de sol-gel amb a) 1000 U de una matriu de sol-gel amb i) 0.1g de NAD/ml sol-gel
MDH/ml sol-gel (1mM de NAD lliure en solucié); b) 0.1g (MDH lliure 60U); i) 2000 U de MDH, 0.2g de NAD i
de NAD/ml sol-gel (MDH lliure 60U); c) 2000 U de MDH 0.5% trealosa per ml de sol-gel immobilitzat en el
i 0.1g de NAD per ml de sol-gel immobilitzat en el reticle reticle de silice. Condicions de treball com figura
de silice. Potencial aplicat = 0 mV vs Ag/AgClI 8.2.

A: biosensor a); o: sensor b); e: biosensor ¢) O: transductor tipus 0

Es va fer un intent per millorar la sensibilitat del sensor afegint trealosa’ (optimitzacié en §8.3.5),
un estabilitzant proteic. Els resultats obtinguts s'acosten forga als aconseguits per aquells
sensors amb el cofactor immobilitzat i 'enzim lliure en solucié (figura 8.4). Sembla ser doncs, que
I'efecte que produia la silice sobre la MDH es minimitza quan aquesta s'immobilitzava en el gel
juntament amb trealosa.
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8.3.2 Optimitzacié de MDH i NAD+

Es varen preparar diferents formulacions per tal d'optimitzar el contingut d'enzim i cofactor
necessaris en el sol-gel. En la taula seguent s'indiquen les quantitats utilitzades i les sensibilitats
obtingudes mitjangant la calibracié dels biosensors.

Taula 8.4 Calibracions amperométriques de malat en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 27
biosensors MDH-NAD diferents (3 per cada formulacié). Els valors del pendent trobats porten associat una DSR del
15% (n=3). Potencial aplicat: 0 mV vs Ag/AgCI. El mediador s’incorpora al dispositiu (mesclat en la tinta de grafit)
durant el procés d'impressi6 del transductor.

Sensibilitat (LWA/M)

MDH /ml sol-gel NAD+ /ml sol-gel
0029 0lg 029

200U * * =

1000 U -+ 0.3 0.4

2000 U 0.2 05 1

*pendents negligibles

La maxima quantitat de reactiu que permetia una adequada impressio de la matriu de silice fou
de 0.2g de NAD i 2000 U de MDH per ml de sol-gel. Concentracions majors impossibilitaven la
correcta deposicio del gel sobre el sensor.

Es evident que les sensibilitat trobades son molt petites i que, a més, porten associades una
desviaci6 important en les mesures (DSR=15%). Les considerables concentracions de cofactor i
enzim utilitzades es deuen a les pérdues que es produeixen durant el procés d’impressi6. Cal
pensar, a mes, que amb aquestes quantitats es poden fabricar al voltant de 100 biosensorsi i per
tant la quantitat de material que conté cada dispositiu és molt inferior. Si tenim en compte que tan
sols cal un dispositiu per analisi, resulta facil adonar-se que aquestes quantitats sén molt inferiors
(sis cops menors tant pel cofactor com per I'enzim) a les requerides en un analisi convencional
on els reactius s’afegeixen a la solucio i no es troben immobilitzats en el sensor (taula 8.3). Hem
de tenir en compte a més, que durant el procés d'impressié es produeixen perdues de material i
per tant aquest estalvi podria encara incrementar-se més, millorant la técnica de forma que les
pérdues es minimitzin.

i Aquesta quantitat resulta aproximada i facilment ampliable
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8.3.3  Estudi del potencial de treball

Tot i les millores produides, la sensibilitat continuava essent baixa. Es varen realitzar calibrats a
diferents potencials per comprovar si el senyal podia augmentar. En la Figura 8.5 i Taula 8.5 es
pot apreciar I'efecte de reduir progressivament el potencial aplicat sobre el biosensor. Es va
comprovar que el salt mes significatiu es produia al aplicar un potencial d'entre -75 i -100 mV, i
que la intensitat de corrent es mantenia practicament constant a partir de =111 mV. Increments
majors no provocaven efectes notoris en la resposta del sensor i tan sols contribuien al augment
del corrent de la linia base. Per tant el potencial de treball aplicat es va establir en =125 mV.

Taula 8.5 Sensibilitats trobades en realitzar calibracions amperométriques de malat en una solucié tamponada de
Tris-HCI (pH 8.4) a diferents potencials de treball utilitzants biosensors MDH - NAD - trealosa (2000 U - 0.2g - 5%
respectivament per ml de sol-gel). EI mediador (MB) s'incorpora al dispositiu (mesclat en la tinta de grafit) durant el
procés d'impressié del transductor.

Potencial (mV) 100 0 10 75 111 150 -200 -250 -300

Pendent (LA/M) - 1 4 8 9 9 9 10 10
0.8
. ® E=-300mV
&  E=-200mV
0.7 7 ° o ° v E=-150 mV
e A E=150mV
0.6 ® E=111mv
O E=75mV
0.5 - | E=-40 mV
¢ E=0mV
<
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acid malic (mM)
Figura 8.5 Calibracions amperométriques de malat en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) a diferents

potencials de treball utilitzants biosensors MDH - NAD - trealosa (2000 U — 0.2g - 5% respectivament per ml de
solgel) basats en transductors grafit/MB.

El canvi en el potencial de treball, a banda de proporcionar una major sensibilitat, disminueix el
risc d’'oxidacié de possibles especies interferents. Aixi doncs, aplicant un potencial menor al
trobat previament en I'estudi del transductor, el que fem es reduir el senyal de resposta de
nombroses substancies electroactives presents en la mostra. Aquesta estratégia ha estat
seguida per nombrosos autors i arribant en alguns casos a potencials de -150mV 1518,
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D'aquesta forma s’aconsegueix evitar interferencies provinents de substancies oxidables tal com
els acids tartaric, citric, acétic, succinic, ascorbic o sulffits.

Aquest canvi en el potencial també ha estat observat en els sensors de LDH (§7.4.3). Sembla ser
que el fet de canviar les condicions tant de I'enzim com del cofactor (lliure en solucié en I'estudi
del transductor o immobilitzat en la matriu de silice en el biosensor) han modificat, d’alguna
forma, el potencial de treball. Aquest fenomen, tal i com es va comentar en §7.4.3, fou observat
en anterioritat per diversos investigadors, els quals varen trobar diferéncies de fins a 100 mV
quan el mediador es troba en solucid o adsorbit sobre alguna superficie, i fins i tot en el cas
particular de la Meldola Blue disminucions de més de 100 mV depenent de si s’adsorbeix o es
mescla amb grafit (en el que s’han arribat a aplicar potencials de =175 mV 1. 20),

8.3.4 Estabilitat de la resposta en el temps

Tal i com es va estudiar el transductor amb calibracions amperometriques de NADH (§8.2.2), es
va realitzar un seguiment en el temps de la estabilitat en la resposta dels biosensors
desenvolupats (Figura 8.6). Durant el temps que durava el calibrat (aproximadament uns 20
minuts) no semblava apreciar-se cap efecte significatiu sobre la resposta del dispositiu. Tot i
aix0, si es mantenia submergit en solucié el temps suficient (sense addicio de substrat),
s'apreciava una disminucio en el corrent analeg a la observada durant I'avaluacio del transductor
associada molt possiblement al fenomen conegut com fouling [o fins tot a pérdues parcials de
material (leaking)]. Un cop finalitzada I'experiéncia, s'utilitzava un electrode de treball nou, i es
realitzava un procés de neteja (descrit a §7.4.1.5) sobre l'auxiliar aproximadament cada 5
calibrats.
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Figura 8.6 Calibracions amperométriques de malat en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) utilitzant
biosensors MDH - NAD - trealosa (2000 U — 0.2g - 5% respectivament per ml de solgel) sobre transductor de grafit i
MB. Potencial aplicat: -125 mV vs Ag/AgCl. Seguidament a la calibracié (duracié aprox. 20 minuts), es manté

submergit 40 minuts més (per un total de 60 m.) sense addici6 de substrat.
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8.3.5 Efecte de I'addicio de estabilitzants biologics en la resposta del biosensor
trealosa-NAD-MDH sobre transductor de grafit/MB

Com ja s’ha comentat, existeixen dues raons basiques per immobilitzar els receptors biologics,
contribuir a la millora de I'estabilitat i el temps de vida del dispositiu i evitar pérdues a la solucid.
Molts investigadors han reportat que sucres tal com trealosa, maltosa, lactosa, sucrosa, glucosa i
galactosa poden ser emprats per estabilitzar proteines, especialment enzims?'-24, Malgrat, no
existeix una explicacié plenament satisfactoria per a I'us d’aquests compostos com a
estabilitzants, la seva eficacia s’ha demostrat sobretot de forma experimental. Una explicacid
general rau en el fet de que disminuint I'efecte de l'aigua i mantenint interaccions apropiades
amb la proteina es produeix una millora en I'estabilitat.

Els dissacarids, sobretot, han estat especialment utils en deshidrogenases?® i cal destacar-ne la
trealosa, sucre que es troba en nombrosos organismes i el qual asseca i deshidrata en
condicions naturals. En estudis anteriors realitzats per altres autors'426 i en el propi institut
d'investigacio d'AgResearch, s'havia comprovat com aquest sucre incrementava ['estabilitat dels
enzims, i per tant, n'augmentava la seva activitat enzimatica. Tot i que no existeix una adequada
explicacio per aquest fenomen, es pot observar una veritable estimulacié de la cinetica
enzimatica per lleugers moviment moleculars de la molécula per tal d’'acomodar aquests sucres.
Sembla ser que els compostos polihidroxil (sucres alcohols en general) redueixen les
interaccions aigua-proteina fent que les interaccions hidrofobiques de I'estructura de la proteina
se’n vegin refor¢ades. Aquests grups hidroxil substitueixen, d’alguna forma, les interaccions amb
l'aigua necessaries per a la retencié de l'estructura terciaria de la proteina i la subsequent
activitat de la molecula Aixo porta a un augment de la resisténcia a la desnaturalitzacié de
I'estructura de la proteina i en el cas dels enzims un augment de llur estabilitat.

La penetracié d’aquests compostos en la proteina i el subseqient assecament contribueixen a
laugment de la estabilitat. La eficiencia del procés proposat pot dependre de la grandaria
molecular, la forma, la carrega i les propietats quimiques de la molecula?’. Fins i tot aquests
additius podien fer disposar els centres actius de I'enzim mes facilment al substrat, o, en alguns
casos, fer disminuir 0 augmentar la concentracio local de substrat?s.

Cert polimers podrien permetre o facilitar el pas d'aquest estabilitzants cap a linterior
augmentant I'estabilitat i preservant 'estructura 3D més temps. Estudis realitzats per Gibson et
al?® revelaren que mentre la trealosa era un bon estabilitzant quan I'enzim es trobava
immobilitzat en polimers tal com DEAE dextran/lactitol (95% de la seva activitat després de 35
dies a 37°C, era un estabilitzant molt pobre quan aquest es trobava adsorbit senzillament sobre
la superficie de l'eléctrode. Es va observar, per una altra banda, que els sucres no ciclics
semblen minvar llur activitat.
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Es va optar, doncs, per afegir trealosa en el gel. Les primeres experiéncies realitzades (§8.3.1.2)
mostraren una millora en els resultats, i per tant, tot seguit, es dugué a terme la seva
optimitzacid.

8.3.5.1 Optimitzacié del contingut de trealosa

Es varen fabricar biosensors amb diferents continguts d'estabilitzant, 1, 5 i 10%. En la figura 8.7
es pot observar alguna de les calibracions realitzades sobre els sensors. Els millors resultats
s'obtingueren per aquells dispositius amb un contingut del 5% de trealosa (taula 8.6). Els
sensors amb el contingut més alt (10%) tenien un pendent molt baix, degut potser a que aquesta
quantitat de estabilitzant constituia una barrera difusional massa important per a que el substrat
arribes a I'enzim. Els biosensors amb 1% de trealosa oferiren millors respostes, tot i que amb
sensibilitats un 25 % inferiors als dispositius amb un 5%. El soroll de fons, a més es va veure
incrementat.

Figura 8.7 Calibracions amperome-
triques de malat en una solucié
tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)
utilitzant biosensors MDH (2000
U/misolgel) — NAD (0.2g/misolgel)
amb diferents quantitats de trealosa,

I (uA)

(1,51 10% respectivament per ml de
solgel) sobre transductor de grafit i
MB. Potencial aplicat: -125 mV vs
Ag/AgCl.

0.10 4

g) é 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 35
acid malic (mM)
Taula 8.6 Calibracions amperométriques de malat en una soluci6 tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 9

sensors diferents. Potencial aplicat: -125 mV. La desviacié estandard relativa (DSR) fou calculada en base a 3
mesures (n=3) i I'error amb un interval de confianga del 95%. Altres detalls com figura 7.

Trealosa (%) 1 5 10
Pendent (LA/M) 6.1£02 85+05 23+05
Regressio 9991 9991 9990
DSR* (%) 2 5 20

Aixi doncs, tant en sensibilitat com en estabilitat de resposta i soroll de fons, els millors
dispositius foren aquells amb un 5% de trealosa.



Biosensors planars sol-gel de MDH per a I'andlisi de malat en vins 255

8.3.6 Efecte de la incorporacié del mediador en la matriu de silice gel en la
resposta del biosensor MB-trealosa-NAD-MDH.

Durant el desenvolupament del biosensor es van anar produint diferents canvis en la seva
configuracié. Haviem vist com en un primer pas s'havia integrat I'enzim i el cofactor. Tot seguit es
va incorporar trealosa per aportar major estabilitat a la proteina i augmentar-ne la activitat
enzimatica.

El darrer pas fou afegir el mediador (MB) al gel per millorar el contacte amb el cofactor.

Recordem que fins ara el mediador es barrejava amb el grafit en el procés de fabricacio del
transductor. Aixi doncs, en un intent de millorar la interaccié entre el mediador i el cofactor,
s'immobilitzaren conjuntament en el procés de formacio del gel. EI mediador fou afegit juntament
amb el grafit en pols, en la darrera etapa de la preparaci6 del gel d'impressié. La quantitat final
fou del 10% en pes del grafit addicionat. Els resultats es poden veure en la figura 8.8.

Comprovem com la sensibilitat va millorar, pero la resposta resultava lleugerament sigmoidal.

0.40

MB-trealosa5%-NAD-MDH
trealosa5%-NAD-MDH
trealosal%-NAD-MDH
trealosal0%-NAD-MDH
NAD-MDH

0.35

oED>JqeO

0.30

0.25

I (nA)

0.20

0.15

0101 oo - - *

acid malic (mM)

Figura 8.8 Calibracions amperométriques de malat en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) utilitzant
biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB, (2000 U — 0.2g - 5% -1%-0.1% respectivament per ml de solgel) sobre
transductor de grafit i MB. Potencial aplicat: -125 mV vs Ag/AgCl.

Cal tenir present que en la bibliografia no apareix cap immobilitzacié de mediador, cofactor i
enzim conjuntament, no tan sols ja en sol-gel sind en cap tinta o pasta d'impressio. Per tant és el
primer cop en el que realitza amb resultats satisfactoris.
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8.3.7 Parametres de resposta. Interval lineal, pendent, reproductibilitat i limit de
deteccio

A partir de la dades obtingudes en la grafica anterior, un cop el biosensor havia estat optimitzat,
se n'extragueren els parametres de resposta. El limit superior de resposta lineal fou de 0-14 mM
(amb un limit de deteccié de 0.07 mM) i un pendent de 14 + 0.5 (LA/M). Es pot observar la
millora en la sensibilitat del biosensor de malat quan es compara amb les obtingudes pels
dispositius anteriors (Taula 8.7) i fins tot en dispositius desenvolupats per altres investigadors
(1.0nA/M) amb intervals lineals inferiors (0.25-2.0 mM)%.

Taula 8.7 Calibracions amperometriques de malat en una soluci6 tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant diferents
biosensors. Potencial aplicat: -125 mV. L'error fou calculat en base a 4 mesures (n=4) amb un interval de confianga
del 95%.

Biosensor MB-5%trealosa -  5%trealosa - 1%frealosa -  10%trealosa - NAD-MDH
NAD-MDH NAD-MDH NAD-MDH NAD-MDH

Pendent (WA/M) 14+05 85+0.5 6.1+0.2 23105 1+0.2

Regressid 9996 9992 9994 .9991 990

L'interval lineal dels biosensors de malat deshidrogenasa permeten una zona de treball
relativament amplia si ho comparem amb els valors trobats per altes autors; 0.25-2.0 mM30, 0-
1.1mM18 i 1-2 mM33 amb sensibilitats d'ordres inferiors o iguals a les nostres mitjangant
dispositius analegs als desenvolupats, i fins i tot milloren la de sensors fabricats mitjangant
convencionals (no screen-printing) 0.015-1.531,

La composicié final de la capa enzimatica per a la construccié dels biosensors de MDH fou de
0.35 ml TEOS, 0.077 ml aigua, 0.077 ml etanol, 0.058 ml HCI 0.1M (precursors sol-gel) als que
s'afegiren 90ul de MDH (25000U/2.3ml), 0.1 g de NAD+ (en 0.1 ml de tampd Tris-HCI, pH=8.4),
0.09 g de trealosa, 1.5 g de carboxi metil cel-lulosa (CMC) i 0.025 g de grafit (amb un 10% del
mediador Blau de Meldola).

Aquestes quantitats permetien la fabricacié d’un 50 dispositius biosensors.

Es varen realitzar diverses calibracions sobre un mateix biosensor per comprovar la seva
reproductibilitat i estabilitat al llarg del temps. Tal i com era de preveure, s'observa una
disminucié de la sensibilitat a mesura que s’anaven realitzant les calibracions i, per tant, no era
recomanable un Us continuat dels dispositius desenvolupats. Aquesta pérdua de senyal es va
associar a la deposicié de productes de la reaccié sobre la superficie del sensor, fenomen
repetidament observat en anterioritat.
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Figura 8.9 Calibracions amperométriques succesives de malat en una solucié tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)
utilitzant el mateix biosensor MDH - NAD - trealosa-grafit-MB, (2000 U — 0.2g - 5% -1%-0.1% respectivament per ml
de solgel) sobre transductor de grafiti MB. Potencial aplicat: -125 mV vs Ag/AgCl.

Taula 8.8 Sensibilitats obtingudes de calibracions amperometriques succesives de malat en una soluci6 tamponada
de Tris-HCI (pH 8.4) utilitzant el mateix biosensor MDH - NAD - trealosa-grafit-MB, (2000 U - 0.2g - 5% -1/10%
respectivament per ml de solgel) sobre transductor de grafiti MB. Potencial aplicat: -125 mV vs Ag/AgCI.

Calibrat 1 2 3 4

Sensibilitat (LA/M) 14 11 6 5

Cal destacar que es varen realitzar estudis de reproductibilitat per a biosensors de diferents lots.
Tal i com era de preveure, el error associat a la sensibilitat de la resposta va augmentar. La
construccié dels biosensors i el procés de impressid porta associat, malauradament, un
component manual, que fa que sigui practicament impossible una deposicié exactament igual de
material biologic sobre els sensors, quan aquests son fabricats a partir de gels diferents. Les
causes son diverses, el procés d’homogenitzacid, preparacid de solucions, perd sobretot la
impressid semiautomatica del gel. Aquest fet va provocar doncs, que l'error situat en un 3% per
dispositius que provenen del mateix lot augmentes fins un 15% en biosensors de lots diferents.
Aquestes diferencies van augmentar quan es realitzaren determinacions en mostres reals. L'error
en el sensibilitat dels dispositius (precisid) quan es treballava en una solucidé que contenia vi es
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situava al voltant del 6% (quan treballavem amb sensors procedents de diferents lots de
fabricacio, pero, I'error era molt superior), tot i que la exactitud es situava en un marge
acceptable del 10% (§8.7).

Taula 8.9 Sensibilitats obtingudes de calibracions amperométriques de malat en una solucié tamponada de Tis-HCI
(pH 8.4) emprant 16 biosensors diferents; a) 8 del mateix lot (pendent 14+ 0.5) i b) 8 de lots diferents (pendent 14+

2). L'error fou calculat amb un interval de confianca del 95% (n=8). Potencial aplicat: -125 mV.

Sensibilitat (LA/M) DSR* (%)
Bios mateix ot~ 13.7 141 139 140 136 140 139 144 3
Bios diferentlot 14 13 15 16 13 15 14 14 15

*desviacio estandard relativa

Finalment, es va comparar la cinetica de la reacci6 enzimatica descrita per Michaelis-Menten de
la MDH quan aquesta es troba immobilitzada en el gel o lliure en solucié. Es va comprovar que la
cinetica s'ajusta al model descrit per Michaelis-Menten. El valor trobat per la Kmapp, 8 mM, és
superior al valor trobat en solucié (1mM), fet que indica la possible existéncia de barreres
difusionals i/o una modificacidé dels centres actius de |I'enzim degut a la immobilitzacié i una

disminucié de la seva afinitat pel substrat.
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Figura 8.10 Resposta amperometrica de biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB sobre transductor de grafit i
MB en una solucié tampé de Tris-HCI (pH 8.4), afegint aliquotes d'acid malic. Potencial aplicat = -125 mV vs
Ag/AgCl. Kmeer = 8 mM.
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8.4 EFECTE DE L’ADDICIO DE VI EN UN CALIBRAT AMPEROMETRIC

El seglient pas en el desenvolupament dels biosensors va ser comprovar I'efecte que produia
I'addici6 d’'una mostra de vi en la resposta del sistema. Es varen realitzar calibracions amb
solucions d’acid malic preparades al laboratori i es varen afegir aliquotes de vi puntuals durant
I'experiment. Tot i 'abséncia d’'una membrana externa, qualsevol interferéncia provenint de les
mostres de vi semblaven no tenir un efecte prou important com per no permetre I'analisi d’acid
malic utilitzant els biosensors desenvolupats. Tot i aix0, es va recomanar I'is de l'addicio
estandard degut a les lleugeres desviacions observades en la resposta del sensor quan
s’addicionava vi en el calibrat de malat.

8.5 ANALISI D’ACID MALIC PER METODES ESPECTROFOTOMETRICS

Les mesures realitzades pels biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB en mostres de vi es
compararen amb els resultats obtinguts per métodes espectrofotometrics. A continuacié es
descriu en linies generals el protocol seguit en aquest analisi, tot i que es mostra de forma més
detallada en I'annex B.

ACID D-MALIC
DETERMINACIO PER METODE ENZIMATIC

1.Principi

En preséncia de D-malat-deshidrogenasa (D-MDH), I'acid D-malic (D-malat) s'oxida a oxalacetat
per la nicotinamida-adenin-dinucleétid (NAD). L'oxalacetat format es transforma en piruvat i
dioxid de carboni.

La formacié de NADH, mesurada per 'augment de I'absorbancia a la longitud d’ona de 334, 340
0 365 nm, és proporcional a la quantitat de D-malat present.

2. Reactius

En el comerg es presenten reactius per unes 30 determinacions en kits que contenen:

a) recipient 1 d’uns 30 ml de solucié tampd d’acid [N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etano-sulfonic]
pH = 9,0 i estabilitzadors;

b) recipient 2 d'uns 210 mg de NAD liofilitzat;

c) recipient 3 (en numero de tres) de D-MDH liofilitzat, per analitzar 8 mostres.

Preparacio de les solucions

1. Dissoldre el contingut d’un dels recipients 3 amb 1 en 0,6 ml d’aigua bidestil-lada. Portar la
soluci6 a 20-25 °C abans d'utilitzar-la.

2. Dissoldre el contingut del recipient 2 en 4 ml d’aigua bidestil-lada.
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Estabilitat de les solucions
El contingut del recipient 1 es conserva al menys un any a + 4 °C; la solucié 2 es conserva al
voltant de 3 setmanes a + 4 °C y 2 mesos a - 20 °C; la solucié 3 es conserva 5 dies a + 4 °C.

3.Material

3.1. Un espectrofotdmetre que permeti efectuar mesures a 340 nm (maxim d’absorcié del NADH)
o un fotometre d’espectre discontinu que permeti efectuar las mesures a 334 nm y 365 nm.
Donat que es tracta de mesures absolutes de absorbancia (no hi ha corba de calibrat, sind
referéncia al coeficient d’extincié del NADH), les escales de longitud d’'ona i las absorbancies del
aparell han de ser controlades.

3.2. Cubetes d'1 cm de trajecte Optic de vidre o cubetes d’un solo Us.

3.3. Micropipetes que permetin prendre volums compresos entre 0,01y 2 ml.

4. Preparacio de la mostra

La determinacié de D-malat s’efectua en general directament en el vi sense decoloracio préevia.
Degut a que la quantitat de D-malat en la cubeta ha d’estar compresa entre 2 g i 50 g, es
convenient diluir el vi de tal forma que la concentracié de malat estigui compresa entre 0,02 y 0,5
g/l0 0,02y 0,3 g/l (segons I'equip emprat).

5.Procediment

El espectrofotometre s'ajusta a la longitud d'ona de 340 nm, les mesures d’absorbancia es
realitzen en les cubetes d'1 cm de trajecte optic i el zero d’absorbancia s’ajusta respecte I'aire
(sense cubeta en el trajecte optic) o respecte a l'aigua.

En las cubetes d’1 cm de trajecte Optic, introduir:

Pipetejat en les cubetes  Blanc (ml) Mostra (ml)
Soluci6 1 1 1

Soluci6 2 0.2 0.2

mostra - 0.1

Aigua bidestil-lada 1 0.9

Barrejar. després d'uns 6 minuts, mesurar les absorbancies de les solucions blanc i prova (A1).
Afegir 0.01 ml de la solucié 3 i barrejar; esperar el final de la reacci6 (uns 20 minuts) i mesurar
les absorbancies de les solucions blanc i prova (A2).

Determinar las diferencies d’absorbancia (A2 - A1) del blanc i de la prova. Deduir la diferéncia
d’absorbancia del blanc de la diferencia d’absorbancia de la prova.
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Nota:

El temps necessari per a I'accio dels enzims es dona a titol indicatiu ja que pot variar d’un lot a
un altre. Es recomana determinar-ho para cada lot.

L’acid D-maélic reacciona rapidament. Una activitat complementaria de 'enzim transforma també
I'acid L-tartaric tot i que la velocitat sigui molt menor. Es la rad per la qual hi ha una lleugera
reaccio6 parasit que es possible corregir per extrapolacio.

6. Expressio dels resultats

La concentracié en miligrams per litre es calcula mitjangant la formula general:
c=(VxPMxAA)/(exdxvx1000)

V= volum de la prova en ml (en aquest cas 2,95 ml)

v=volum de la mostra en ml (en aquest cas 0,1 ml)

PM= massa molecular de la substancia estudiada (en aquest caso, acido D-malic = 134,09)
d= trajecte optic de la cubeta en cm (en aquest cas 1 cm)

e=coeficiente de absorcié molar del NADH:

a 340 nm=6,3 (1 mmol-1 cm-1)

a 365 nm= 3,4 (1 mmol-1 cm-1)

a 334 nm=6,18 (1 mmol-1 cm-1).

Si s’ha realitzat una dilucié durant la preparacié de la mostra, multiplicar el resultat pel factor de
dilucié.

7.1. Limit de repetitivitat

La diferéncia absoluta entre dos resultats individuals obtinguts amb una matéria idéntica sotmesa
a assaig, pel mateix operador, utilitzant els mateixos instruments, en l'interval de temps més curt,
no sobrepassara el valor de repetitivitat r en més del 5 % de los casos.
r=11 mgl/l.

7.2. Limit de reproducibilitat

La diferéncia absoluta entre dos resultats individuals obtinguts en una matéria identica sotmesa a
assaig en dos laboratoris diferents no sobrepassara el valor de reproducibilitat R en més del 5 %
dels casos.

R= 20 mgl/l.

8. Observacions

Donada la precisio del métode, els valors d’acid D-malic inferiors a 50 mg/l han de ser confirmats
por mitja d’un altre métode d’analisi emprant un altre principi de mesura32.

La mostra de vi en la cubeta no ha de ser superior a 0,1 ml per tal d’evitar eventuals inhibicions
de l'activitat enzimatica pels polifenols.
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8.6 DETERMINACIO DE MALAT EN VINS MITJANCANT LA TECNICA DE L’ADDICIO ESTANDARD

La técnica de I'addicio estandard es especialment util per analitzar mostres complexes en les
que la probabilitat de que es produeixin efectes deguts a la matriu es considerable. Un dels
metodes més habituals per aplicar aquesta tecnica implica I'addicié successiva de diferents
volums d’una solucié patré a un unic volum del problema mesurat de forma exacta. Després de
cada addici6 es realitzen les mesures sobre la mostra original. La matriu de la mostra és
practicament idéntica després de cada addicio i I'tnica diferéncia és la concentracio d’analit.
L’analisi d’acid malic es realitza en 3 vins diferents: Chardonnay, Sauvignon i Muller Thurgau.

8.6.1 Analisi d’acid malic en vi Chardonnay
8.6.1.1 Resposta del biosensor per a diferents concentracions de vi

En una primera experiéncia es va estimar la concentracié d’acid malic en vi a partir d’'una mostra
sobre la que es realitzaren tres dilucions diferents amb tamp6 pH 8.4 de Tris-HCI. S'utilitzaren 8
biosensors diferents procedents del mateix lot per a la determinacid. S’afegiren volums diferents
de la mateixa mostra en la cella de mesura per una concentracio final de 2, 4 i 6 mM d acid
malic.

En la grafica (figura 8.11) se’n mostren els calibrats i en la Taula 8.10 es mostra I'error produit en
la determinacié. Els valors es compararen amb els resultats aconseguits per métodes
espectrofotometrics.
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Figura 8.11 Analisi de malat mitjangant biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB en una mostra real de vi
Chardonnay sotmeés a 3 dilucions diferents amb una solucié de tampd de pH=8.4, mitjangant la técnica de I'addicio
estandard. Potencial aplicat = -125 mV vs Ag/AgCl.
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Taula 8.10 Analisi d’acid malic en mostres diluides de vi en una solucié tamp6 pH=8.4 utilitzant biosensors
MDH. Potencial aplicat = -125 mV vs Ag/AgCl. (Els valors pertanyen a les concentracions de la mostra diluida).

Referencia® (mM)  Biosensor MDH (mM) RSD** (%) Error relatiu*™* (%)
2.0 1.9 3 5
4.0 4.2 3 5
6.0 6.1 3 1

* métode espectrofotométric; **desviacio estandard relativa (precisio) per a n=3 (6 i 4 mM) i n=2 (2 mM);
*** error en la exactitud(xi-x)/ x

S'aprecia com l'error en la mesura (exactitud) es situa al voltant del 5% (1% en les mostres més
concentrades), i la desviacié entre les determinacions aconseguides pels diferents dispositius
(precisid) en el 3%. Els resultat obtinguts, per tant, demostren que els biosensors desenvolupats
poden ser utilitzats per a realitzar analisis de acid malic en mostres de vi i amb resultats més
acurats que els aconseguits en l'analisi d’acid lactic. Els estudis es continuaren estudiant la
resposta en biosensors de diferents lots.

8.6.1.2 Analisi d’acid malic mitjangant biosensors de lots diferents

A partir dels resultats obtinguts, s’observa que els millors resultats s’havien aconseguit per una
concentracié de 6 mM d’acid malic en la cel-la de treball (§8.6.1.1). Aixi doncs, es realitza I'analisi
d’acid malic en aquest vi mitjangant biosensors que provenien de lots diferents. A partir d’'una
mateixa mostra de vi, s'obtingueren 6 aliquotes sobre les que es realitzaren els diferents calibrats
(figura 8.12).
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Figura 8.12 Determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Chardonnay tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)

emprant 6 biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB diferents i que provenen de lots diferents amb un 5% de
trealosa i MB. Potencial aplicat: -125 mV vs Ag/AgClI.
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S'aprecia que tot i presentar sensibilitats diferents (possiblement degut a que s’han dipositat
quantitats d’enzim diferents en el procés d'impressid) la concentracio d’acid malic detectada és
aproximadament la mateixa.

En la taula 8.11 es pot observar els valors obtinguts (mM) per a cada un dels calibrats.

Taula 8.11 Valors obtinguts de la determinacid6 amperométrica de malat en una mostra de vi Chardonnay
tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 6 biosensors diferents. Potencial aplicat: -125 mV. En el calcul del
percentatge d’error es compararen els resultats obtinguts a través dels biosensors desenvolupats amb les dades
obtingudes de I'analisi espectrofotométrica.

Mostra 1 Mostra 2 Mostra 3 Mostra 4 Mostra 5 Mostra 6

Referéncia* 55 55 5.3 54 53 53
Biosensor 5.7 54 48 5.2 49 5
Error relatiu** 3 2 10 4 8 6

* metode espectrofotométric;
“error en la exactitud=(xi-x)/ x

Veiem que el dispositiu de MDH fou capa¢ de determinar la concentracio d’acid malic en vi, tot i
que fou necessaria la dilucié de la mostra, ja que el sensor no aconseguia un senyal de fons
estable si se’l submergia directament en vi.

Malgrat la dilucié, es pot observar com a partir d'un dispositiu fabricat completament per
tecnologia thick-film, s’ha pogut quantificar I'analit d'interes amb un error (exactitud) situat al
voltant del 5.5 %, i amb una desviacié (precisid) entre els biosensor utilitzats del 6.5 %. Aquests
resultats son molt propers als aconseguits per altres investigadors emprant biosensors
convencionals de MDH 31, Fins ara no tenim noticia d’'un sensor realitzat totalment per impressio
serigrafica capag d’'analitzar mostres reals.

8.6.2 Analisi d’acid malic en vi Sauvignon

Analogament a les determinacions realitzades en vi Chardonnay, es realitza I'analisi d’acid malic
en vi Sauvignon mitjancant biosensors que provenien de lots diferents. A partir d’'una mateixa
mostra de vi, s'obtingueren 6 aliquotes sobre les que es realitzaren els diferents calibrats (figura
8.13). Tal i com succeia anteriorment la concentracié d’acid malic detectada és aproximadament
la mateixa. Pels diversos biosensors emprats tot i presentar sensibilitats diferents. En la Taula
8.12 es pot observar els valors obtinguts per a cada un dels calibrats.
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Figura 8.13 Determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Sauvignon tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)
emprant 6 biosensors diferents i que provenen de lots diferents amb un 5% de trealosa i MB. Potencial aplicat: -125
mV vs Ag/AgCl.

Taula 8.12 Valors obtinguts en I'analisi de malat en una mostra de vi Sauvignon tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)
emprant 6 biosensors de lots diferents. Potencial aplicat: -125 mV. En el calcul del percentatge d’error es
compararen els resultats obtinguts a traves dels biosensors desenvolupats amb les dades obtingudes de I'analisi

espectrofotometric.

Mostra 1 Mostra 2 Mostra 3 Mostra4  Mostra5  Mostra 6
Referencia* 2.5 2.5 2.5 2.5 2.8 2.8
Biosensor 2.3 2.7 2.8 2.8 3.2 3.4
Error relatiu** 9 7 10 10 12 18

* métode espectrofotometric;
“error en la exactitud=(xi-x)/ x

Veiem que a partir dels biosensors thick-film desenvolupats es pot determinar la concentracid
d’acid malic en altres tipus de vi (prévia dilucid), tot i que, com ja succeia en els dispositius de
LOD, l'efecte del vi Sauvignon sembla ser més important que el realitzat per altres vins com el
Chardonnay. Els errors han augmentat lleugerament amb un error relatiu (exactitud) situat al
voltant del 10 %, i amb una desviaci6 (precisid) entre els biosensor utilitzats del 14 %. Sembla
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ser que els components d’aquest vi malmeten d’alguna forma la capa bioldgica, o si més no, és
possible que hi hagi una major preséncia de substancies interferents facilment oxidables com els
sulfits 0 acids com tartaric, succinic o ascorbic que contribueixen a lectures erronies.
Posteriorment es va afegir una membrana protectora d’acetat de cel-lulosa (§ 8.10) tot i que,
malauradament, els resultats no milloraren.

8.6.3 Analisi d’acid malic en vi Muller Thurgau

Analogament a les determinacions realitzades en vi Chardonnay i Sauvignon, es realitza I'analisi
d’acid malic en vi Muller Thurgau mitjangant biosensors que provenien de lots diferents. A partir
d’'una mateixa mostra de vi, s'obtingueren 9 aliquotes sobre les que es realitzaren els diferents
calibrats (Figura 8.14). Tal i com succeia anteriorment, fou necessaria una dilucié prévia a
l'analisi. La concentracié d’acid malic detectada fou forca propera a la trobada mitjangant
métodes espectrofotométrics. En la Taula 8.13 es pot observar els valors obtinguts per a cada un
dels calibrats.
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Figura 8.14 Determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Muller Thurgau tamponada de Tris-HCI (pH
8.4) emprant 9 biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB diferents amb un 5% de trealosa i MB. Potencial aplicat:
-125 mV vs Ag/AgCl..
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Taula 8.13 Determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Muller Thurgau tamponada de Tris-HCI (pH
8.4) emprant 9 biosensors diferents amb un 5% de trealosa i MB. Potencial aplicat: -125 mV vs Ag/AgCI. En el calcul
del percentatge d'error es compararen els resultats obtinguts a traves dels biosensors desenvolupats amb les dades

obtingudes de I'anlisi espectrofotométric. x=6.2 + 2

Mostral Mostra2 Mostra3 Mostra4 Mostrab Mostra6 Mostra7 Mostra8 Mostra9

Referéncia* 6 55 6.5 6.5 6.5 6.5 6 6 55
Biosensor 54 48 71 7.2 7.3 8.1 6.4 5.8 42
Error relatiu** 11 15 8 10 11 16 6 3 25

Comprovem doncs, que a partir dels biosensors thick-film desenvolupats es pot determinar la
concentracié d'acid malic en diferents tipus de vi (prévia dilucid), tot i que l'efecte realitzat pels
vins Muller Thurgau i Sauvignon resulten més importants que el del vi Chardonnay. L'error en
I'exactitud es continua situant al voltant del 10% (tot i que en alguns dispositius és sensiblement
superior) i la desviacio (precisio) entre els biosensors ha augmentat fins un 17 %. Tot i aixo, si
observem la mitjana de les mesures (x=6.2 + 2), aquesta és molt propera al valor obtingut a
partir del métode de referéncia (x=6.1 + 0.5, Taula 8.14). Aixi doncs, tot i que els sensors
presenten certa imprecisio en aquest vi, els resultats aconseguits son molt exactes.

En la taula segiient es resumeixen els resultats aconseguits en cada un dels vins:

Taula 8.14 Analisi de malat en mostres reals de vi diluides en una solucié tamponada de Tris-HCI, pH 8.4,
mitjangant la técnica de I'addici6 estandard. S’han utilitzat 21 biosensors MDH (n=6 per Ch. i S., i n=9 per M.Th.).
Potencial aplicat = -125 mV vs Ag/AgClI.

Mostravi  Referéncia* (mM) Biosensor MDH (mM) RSD** (%) Error relatiu™* (%)

Chardonnay 5.4 5.2 6 4
Sauvignon 2.6 2.9 14 10
Muller Thurgau 6.1 6.2 17 2

* métode espectrofotometric;
** desviacio estandard relativa (error de precisio);
*** error en la exactitud(x-x)/ x

Els millor resultats es varen aconseguir en vi Chardonnay, en el que no sols s’obtingueren valors

molt exactes sind que a més amb bona precisio entre les diferents determinacions.

Si observem la figura 8.15 no s'observen diferéncies significatives entre els diversos calibrats
realitzats en els tres vins. Tan sols destacar la lleugera resposta sigmoidal presentada en aquells
sensors exposats a vi M.Th.
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Malgrat que és necessaria una dilucid, s'observa com a partir d'un dispositiu fabricat
completament per tecnologia d'impressio serigrafica, es poden realitzar analisis en mostres reals.
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Figura 8.15 Analisi de malat en vins Muller Thurgau, Chardonnay i Sauvignon diluits en una solucié tamponada de
Tris-HCI, pH 8.4, mitiangant la técnica de I'addicié estandard. S’han utilitzat biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-
MB procedents de lots diferents. Potencial aplicat = -125 mV vs Ag/AgCl.

8.7 REPRODUCTIBILITAT DELS BIOSENSORS DESENVOLUPATS EN MOSTRES REALS

Tot i que les sensibilitats obtingudes pels nostres biosensors no sén determinants quan s'utilitza
una técnica com l'addicié estandard, resulta important observar-les per tal de tenir un major
coneixement de la repetitivitat (dins del mateix lot de fabricacio) o de la reproductibilitat (sensors
fabricats en lots i dies diferents) dels dispositius desenvolupats.

A continuacié es mostra (taules 8.15 i 8.16) les sensibilitats obtingudes en una série de
biosensors (del mateix lot i de lots diferents), aixi com I'error associat en la concentracié d’acid
malic trobat en la mostra de vi mitjancant I'addici6 estandard.
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Taula 8.15 Determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Sauvignon tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)
emprant biosensors diferents provinents del mateix lot (a), pendent mitja = 5.4 + 0.4 pA/M, i de lots diferents (b).
Potencial aplicat: -125 mV. En el calcul del percentatge d’error es compararen els resultats obtinguts amb les dades
de I'analisi espectrofotométric.

Biosensor (a) bl b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8
Error analisi vi (%) 10 15 8 7 11 10 10 1
Pendent (WA/M) 5.42 5.15 5.50 5.56 5.32 5.40 5.35 5.24
Biosensor (b) S1 S2 S3 S4 S5 S6

Error analisi vi (%) 9 7 10 10 12 18

Pendent (WA/M) 5.3 5.9 7.2 8.2 9.3 12.9

Taula 8.16 Determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Chardonnay tamponada de Tris-HCI (pH 8.4)
emprant biosensors diferents provinents del mateix lot (a), pendent mitja = 6.4 + 0.4 puA/M, i de lots diferents (b).
Potencial aplicat: -125 mV. En el calcul del percentatge d’error es compararen els resultats obtinguts amb les dades
de I'analisi espectrofotométric.

Biosensora cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8
Error analisi vi (%) 5 8 7 5 4 7 6 6
Pendent (nA/M) 6.34 6.45 6.50 6.67 6.38 6.48 6.42 6.29
Biosensor® chl ch2 ch3 ch4 ch5 ch6

Error analisi vi (%) 3 2 10 4 8 6

Pendent (nA/M) 6.1 6.6 7.2 8.5 10.7 15.4

Com era de preveure, i tal com havia succeit en els sensors de LOD i LDH, els biosensors que
pertanyen al mateix lot oferiren sensibilitats amb desviacions molt inferiors a aquells dispositius
fabricats en diferents dies. Un cop més, el procés no és prou automatic o acurat per disminuir
suficientment I'error, i aix0 provoca que les capes biologiques impreses sobre els transductors no
tinguin el mateix gruix o un contingut d’'enzim exactament igual en tots ells. Tot i aix0 I'exactitud
de l'analisi no se’n va veure significativament afectada ja que aquest es situaven per sota del
10% en la majoria de casos.

Cal notar, a més, el fet de la disminucidé en la reproductibilitat dels sensors (en termes de
sensibilitat) quan aquests es calibren en mostres reals. Els sensors han duplicat I'error en la
desviacié respecte als calibrats estandard en absencia de vi i s’ha passat d'una DSR del 3%
(solucions estandard) al 6% en mostres reals. Com s’ha comentat, el problema s’agreuja quan
els sensors pertanyen a lots diferents, fet que no impossibilita un correcte analisi de I'analit
d’interés. Amb anterioritat ja s’havia observat com tot i que els sensors podien presentar
sensibilitats diferents la concentracié d’acid malic trobada s’acostava molt al valor real (fig 12-15).
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8.8 OPTIMITZACIO DEL CONTINGUT DE TREALOSA EN SENSORS APLICATS A MOSTRES REALS

Tot i que anteriorment haviem observat que aquells biosensors amb un 5% de trealosa, oferien
sensibilitats superiors, es va voler comprovar si aquest efecte estabilitzant que realitzava es
modificava en mostres reals. Es varen, doncs, realitzar analisis d’acid malic en vi emprant
dispositius amb 1, 5 i 10% de trealosa. Es volia sobretot comparar la resposta d’aquells
biosensors amb un contingut de I'1 i el 5% ja que tot i que els darrers havien ofert millors
resultats, els primers, pels valors obtinguts, no es podien descartar en un disseny final.
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Figura 8.16 Analisi de malat en una mostra de vi Chardonnay tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 6 biosensors

MDH - NAD - trealosa-grafit-MB diferents i que provenien de dos sets (1i2) amb 1, 5i 10% de trealosa. Potencial
aplicat; -125 mV vs Ag/AgCl.

Taula 8.17 Valors obtinguts de la determinacié amperométrica de malat en una mostra de vi Chardonnay
tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant 6 biosensors diferents i de lots diferents amb 5, 1 i 10% de trealosa (5%
MB). Potencial aplicat; -125 mV. En el calcul del percentatge d’error es compararen els resultats obtinguts a traves
dels biosensors desenvolupats amb les dades obtingudes de I'analisi espectrofotomeétric.

Biol(5%) Bio2(5%) Bio3(1%) Bio4(1%) Bio5(10%) Bio 6 (10%)

Error analisi vi (%) 7 9 10 30 - -*
Pendent (uA/M) 15.7 11.2 6.4 5.0 1.1 0.8
Regressio 99 99 99 99 999 99

*errors superiors al 100%
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Veiem com efectivament els sensors que contenen un 5% de trealosa continuen oferint els
millors resultats en mostres reals, amb sensibilitats superiors i una major exactitud en les

mesures.

8.9 COMPARACIO DE LA RESPOSTA DE BIOSENSORS BASATS EN TRANSDUCTORS DE
GRAFIT VS BIOSENSORS BASATS EN TRANSDUCTORS DE GRAFIT-MELDOLA BLUE

Degut a que el mediador ja s’havia incorporat en el gel, es varen construir sensors en els que el
transductor tan sols contenia grafit. Aixi doncs, sobre la pista conductora de plata, es va imprimir
grafit, en lloc de la tinta conductora de carboni amb 5% de MB.

Es va observar que en abséncia de MB en el transductor la sensibilitat disminuia de forma
considerable (de I'ordre de 10 vegades) i I'error en la determinacié d’acid malic en mostres de vi
fou al voltant del 50%.

En la grafica es compara la resposta de 5 biosensors basats en transductors de grafit amb un
biosensor de tinta de grafit i MB. En la zona ampliada es pot apreciar en més detall els calibrats
dels 5 sensors. S'aprecia clarament la manca de linealitat, i per tant, l'augment de l'error en
I'analisi de malat mitiancant la técnica de I'addicio estandard.
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Figura 8.17 Analisi amperométric de malat en una mostra de vi tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant diferents
biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB (gel) amb un 5% de trealosa i abséncia de MB en el transductor de
grafit (bios 1-5) i de tinta de grafit/MB (bios 6). En tots ells s'hi ha afegit el mediador al gel. Potencial aplicat: -125 mV
vs Ag/AgCl.
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Es pot concloure, doncs, que els biosensors que contenien MB, tant en el transductor com en el
gel, sén els que ofereixen una millor resposta i major precisio en els resultats i que per tant
ambdds immobilitzacions son recomanables en el disseny del dispositiu ates que existeix un
maijor i millor contacte entre el transductor el cofactor, I'enzim i el mediador.

8.10 EFECTE DE L’ADDICIO DE UNA MEMBRANA D’ACETAT DE CEL-LULOSA (AC) EN LA
RESPOSTA DEL BIOSENSOR

Per tal de disminuir 'efecte del vi i, per tant, minimitzar I'error en 'analisi de les mostres, es va
aplicar al sensor una membrana de d’acetat de cel-lulosa (AC) per tal de proveir al dispositiu una
barrera més eficient per a les possibles interferéncies en la matriu. Aquesta membrana es va
aplicar al sensor mitjangant tecniques d’airbrush. Aquesta técnica es basa en l'aplicacié d'una
capa (en aquest cas d'AC) sobre un dispositiu situat sobre un plat que gira. El material a dipositar
és dividit en petites gotes (mitjangant un aspersor) i s'aplica sobre la superficie que es requereixi
cobrir. El procés de deposicio s'aconsegueix mitjancant aire comprimit, i el material es dispersa
sobre el sensor, des de el centre fins els extrems, mitjangant la centrifuga. El gruix de la capa és
funcid de la viscositat de la solucid, velocitat i acceleracidé angular de la centrifuga i del temps
d'exposicid. Aquesta técnica es coneix també com spray-coating o atomitzacié.

Es varen provar dues solucions de percentatges 0.2% i 1% d’AC. Els millors resultats
s'obtingueren pel primer, pels quals, tot i que la sensibilitat era inferior, la resposta s'ajustava
millor a un model lineal. Per ambdues composicions la precisio i I'exactitud en el valor d'acid
malic detectat era aproximadament la mateixa.
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Figura 8.18 Analisi amperométric de malat en una mostra de vi tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant diferents
biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB amb membrana d'AC, 5% de trealosa i MB en el transductor de grafit i el

gel. Potencial aplicat: -125mV vs Ag/AgCl.
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Quan es comparen els resultats aconseguits per biosensors amb i sense membrana d'AC
s'aprecien les diferéncies en els analisis realitzades mitjangant ambdds dispositius. Es varen
produir algunes millores, la resposta no presentava un efecte tan sigmoidal (si no gens) i els
calibrats mostraven sensibilitats més properes entre ells. Malauradament, pero, els valors d’acid
malic obtinguts mitjangant la tecnica de I'addicié estandard varen ser menys acurats que els
aconseguits emprant biosensors sense membrana. L’exactitud en I'analisi va disminuir entre un
10iun 15 %.
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Figura 8.19 Analisi amperometric de malat en una mostra de vi tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant biosensors
MDH - NAD - trealosa-grafit-MB amb membrana d'AC 0.2% (bios 1 i 4) i sense membrana (bios 2 i 3). Tots ells
contenen 5% de trealosa i MB en el transductor de grafit i el gel. Potencial aplicat: -125mV vs Ag/AgCl.

La membrana d'AC s'afegi també en aquells dispositius basats en transductors de grafit (sense
MB) i es compararen les respostes obtingudes. En la grafica s'aprecia com en aquest cas
practicament no hi va haver diferéncia (excepte per una disminucié del corrent residual), i que
per tant es pot descartar definitivament els transductors basats en tinta de grafit i 0% de
mediador.
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Figura 8.20 Analisi amperometric de malat en una mostra de vi tamponada de Tris-HCI (pH 8.4) emprant
biosensors MDH - NAD - trealosa-grafit-MB amb membrana d'AC 0.2%, 5% de trealosa, a) basats en transductors
grafit/MB i b) abséncia de MB en el transductor de grafit. En tots ells s'hi ha afegit el mediador al gel. Potencial
aplicat: -125 mV vs Ag/AgCl.

8.11 CONCLUSIONS

1-S'ha comprovat que a partir de biosensors fabricats mitjangant una tecnologia relativament
senzilla i economica, com és la formacié de matrius de silice i la impressié serigrafica de tintes,
es poden realitzar determinacions d'acid malic no tan sols en solucions estandard sin6 també en
mostres reals.

2- La preparaci6 del bio-gel, aixi com la seva impressié i la del transductor de C/MB, va seguir
basicament el cami descrit en capitols anteriors, substituint I'enzim GOD, LOD o LDH per MDH.
Com succeia en els sensors de glucosa anteriorment desenvolupats, es van poder observar
clarament estructures cristallines en els sensors preparats sense grafit que contenien malat
oxidasa. La naturalesa opaca dels sensors que contenen grafit impossibiliten qualsevol evidencia
visual de la formacié del gel.

3- Per a l'obtencié del bio-gel es barrejaren 0.35 ml TEQS, 0.077 ml aigua, 0.077 ml etanol i
0.058 ml HCI 0.1 M (les mateixes proporcions utilitzades en els biosensors de GOD, LOD i LDH).
Quan el gel tot just comenga a formar-se (aproximadament 45 minuts després), s'afegeixen 90 pl
de MDH (10.870 U/ml), 0.098 g de NAD*en 0.15 ml d’'una soluci6 tamponada, s'agita durant 10
minuts i tot sequit s’addiciona 0.1 g de trealosa al 5% (per millorar I'estabilitat de la proteina en la
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matriu de silice), 1.5 g de CMC i 0.025 g de grafit amb 10% de mediador (MB). La pasta resultant
s'imprimeix per técniques de screen-printing sobre transductors de grafit/MB, (en els que es
basaren també els biosensors LDH). Aquests transductors s’avaluaren mitjangant calibracions de
NADH i s'obtingueren respostes lineals de pendent: 3150 + 125 uA/M (3 % error) amb un limit
superior d'interval lineal de 0.3 mM.

4- Tot i que el potencial de treball trobat pel transductor fou de 0.0 mV, el potencial optim aplicat
en les mesures realitzades mitjancant el biosensor va disminuir fins -125 mV. El fet de treballar a
potencials inferiors va permetre evitar moltes interferéncies existents en les mostres reals. En els
analisis mitiancant la LOD, el potencial aplicat de 350 mV provocava que algunes especies
electroactives presents en la mostra poguessin donar senyal, proporcionant, per tant, un major
error en la resposta.

5- A diferencia dels transductor grafit-epoxi (capitol 3) el biosensor fabricat a partir de tintes
comercials de grafit i Meldola Blue i sol-gel, no necessita una etapa d'activacié electroquimica
prévia.

6- La immobilitzacié de la malat deshidrogenasa resulta suficientment forta perqué les pérdues
d’enzim al llarg d’un calibrat siguin minimes, i prou estable perqué un biosensor es pugui utilitzar
després d'un emmagatzematge prolongat (un minim de dos mesos) a 4°C.

Tot i aixd no es recomanable el seu Us continuat ja que s'observa una disminucio de la
sensibilitat a mesura que s'anaven realitzant diversos calibrats. Aquesta pérdua de senyal es va
associar a l'adsorcié de productes de la reaccid sobre la superficie del sensor, fenomen
repetidament observat en experiments realitzats per altres investigadors. Aixo va obligar a
netejar I'eléctrode auxiliar amb HCI cada 6 mesures. Aquest fenomen no afectava els eléctrodes
de treball ja que recordem que aquests s6n d'un sol Us; a més es va comprovar que durant el
temps en que es realitzava la mesura, el fouling produit a I'eléctrode no era prou important com
per evitar una correcta resposta del sensor.

7- L'avaluacié dels biosensors de MDH cal portar-la a terme a un pH 8.4, on la linia base i el
soroll de fons sdn menors, la resposta és més estable i la sensibilitat major. A pH neutres (o
inferiors) la reacci6 catalitzada per la MDH condueix a la formacié de malat i la formaci6 de
NADH no n’és afavorida. Aixo podria impossibilitar el desenvolupament d’un hipotétic sensor
biamperometric de lactat i malat ja que els sensors de LOD treballen a valors de pH 7.0. La
majoria d'investigadors han emprat valor de pH basics per desplagar la reaccié i augmentar la
formacié de NADH, pero recentment s’ha comprovat® que I's d’'un mediador que proporcioni
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una transferéncia electronica eficient i/o un enzim diaforasa'®, pot canviar I'equilibri cap a la
formacié d’oxaloacetat, permetent la formacio de NADH en medi neutre. Aixi doncs, i paral-lel a
les investigacions que s’estan duent a terme per millorar el biosensor de LDH (pH de treball 8.4),
es podria intentar incorporar al dispositiu de MDH un segon enzim diaforasa per tal de que
ambdos sensors poguessin operar alhora en un mateix medi, aconseguint mesures simultanies
de lactat i malat.

Altres investigadors han intentat la determinacié simultania dels dos acids mitjangant sensors
basats en transductors screen-printing, amb resultat fins ara infructuosos 30. 34, Tot i aixo, si que
s’han aconseguit mesures simultanies d’ambdds analits amb dispositius convencionals 31.

8- La reproductibilitat i homogeneitat dels sensors enzimatics procedents d'una mateixa serie
presenten valors acceptables en llur sensibilitat (3 % d'error). L'error augmenta espectacularment
quan es comparen biosensors procedents de diferents impressions (15%). Els estudis posteriors,
per tant, s’haurien d’orientar cap a una major automatitzacio del procés, o si mes no, disminuir
les diferéncies d'impressio ajustant de forma més acurada parametres tal com la pressio o la
velocitat entre d’altres. No obstant aixd, aquest error es minimitza quan s'analitzen mostres reals,
ja que malgrat les diferencies en el pendent, el fet de que la concentracié de malic es determini a
partir de la técnica de I'addicié estandard, permet aconseguir analisi d’'una gran exactitud en els
diferents dispositius.

Aquestes diferéncies en la sensibilitat van disminuir en afegir una membrana externa d’acetat de
cel-lulosa i, a més, la resposta obtinguda fou més lineal. Malauradament, pero, els valors d’acid
malic obtinguts varen ser menys acurats que els aconseguits emprant biosensors sense
membrana. L’exactitud en I'analisi va disminuir entre un 10 i un 15 %.

9- El limit superior de resposta lineal fou 14 mM (amb un limit de deteccié de 0.07 mM). El
pendent fou de 14 + 0.5 uA/M per a sensors MB-5%trealosa -NAD-MDH.

En la bibliografia no s'han reportat investigacions referents a biosensors de malat d'impressié
serigrafica amb mediador i cofactor immobilitzats juntament amb I'enzim, fins al moment (fins on
sabem, la immobilitzaci6 dels tres components no només no s’ha produit en sol-gel sind tampoc
en cap altra tipus de matriu). Tot i aix0, es varen comparar aquestes dades amb dispositius més
convencionals. Els resultats s’adiuen amb els aconseguits per altres investigadors mitjangant
dispositius semblants (interval lineal 0-10 mM i sensibilitat 20 ©A/M 33), aconseguint en alguns
casos millores molt sensibles a les publicades (0-1.1 mM 18, 0.25-2.0 mM %0, 0.015-1.5 mM 3118
d'interval lineal amb sensibilitats 15 vegades inferiors 30. 35),
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10- Experimentalment es va observar que el temps de resposta dels sensors de MDH (i LDH) era
inferior als sensors de LOD i GOD; una possible explicacié és el fet de que el peroxid d'hidrogen,
producte electroactiu que en resulta de la catalisi enzimatica de les oxidases, ha de travessar tot
el gel i arribar al transductor per oxidar-se. En l'analisi de malat (i lactat en el cas de la LDH) el
cofactor i el mediador es troben en el gel i per tant aixd podria provocar que la transferéncia
electronica a través del NAD i la MB, continguts en tota la matriu, fos més rapida que en el cas
del lactat o de la glucosa. La resposta, perd, en el cas de les hidrogenases, mostrava una
lleugera corba sigmoidal, resposta que en la oxidasa es mantenia molt més lineal, amb
coeficients de regressié superiors.

11- La cinética de la reaccié enzimatica s’ajusta al model descrit per Michaelis-Menten. El valor
trobat per la Kmapp, 8 mM, és superiors al valor trobat en solucio, fet que indica la possible
existéncia de barreres difusionals i/o una modificacié dels centres actius de I'enzim degut a la
immobilitzacié i una disminuci6 de la seva afinitat pel substrat.

12- El potencial de treball escollit per al biosensor optimitzat ha estat de -125 mV, un potencial
suficientment baix per evitar que la majoria d’espécies electroactives existents en la mostra de vi
poguessin interferir en 'analisi.

13- En afegir aliquotes de vi sobre un calibrat de solucions estandard d'acid malic, s'ha observat
un lleuger efecte de matriu sobre la resposta del sensor (tal i com succeia en I'analisi de lactat).
Aquest fet va provocar la utilitzacio del métode de I'addicié estandard en realitzar I'analisi de
malat en vi. Quan es comparen els valors obtinguts en mostres reals utilitzant els nostres
sensors amb aquells aconseguits mitjangant métodes espectrofotomeétrics, les diferéncies varien,
en funci6 del dispositiu emprat i del vi analitzat, entre un 2 i un 20% aproximadament. Els millors
resultats s’aconseguiren pel vi Chardonnay, on la gran majoria de sensors presentaven
diferéncies inferiors al 10%. Tal i com succeia en els sensors de LOD, els resultats empitjoren
quan es posa en contacte el dispositiu amb la mostra real de forma prolongada.

14- Tot i que els resultats han estat forga satisfactoris i han millorat les determinacions
realitzades per altres grups d'investigacio, les analisis realitzades per S. Miertus et al 3 han estat
més exactes. S’ha de tenir en compte perd, que a diferéncia dels anteriors sensors, els
desenvolupats en els nostres laboratoris permeten realitzar determinacions de l'analit sense
necessitat d’afegir cap reactiu (reagentless) i a més, les técniques utilitzades en la seva
construccidé sén perfectament compatibles amb la fabricacio en massa d'eléctrodes, abaratint
sensiblement els costos de produccié i reduint-ne el temps necessari. Un calcul aproximatiu del
cost del biosensor desenvolupat estaria al voltant dels 30 céntims d'€ (50 ptes), molt per sota
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dels costos d’'un analisi espectrofotométric o dels eléctrodes convencionals. A més, per la seva
simplicitat, els biosensors resulten molt més practics pels usuaris no especialistes, permetent,
per exemple, comprovacions rapides i in situ de la fermentacié alcohdlica durant la producci6 del
Vi.

Fins ara cap grup investigador, a banda del nostre, ha desenvolupat un biosensor screen-printing
capa¢ d’analitzar lactat o malat en mostres reals.

En conclusié, s'han desenvolupat sensors que contenen malat deshidrogenasa utilitzant
tecniques dissenyades per a la formacio i impressié de gels de silice. S'han realitzat

determinacions d'acid malic en vins blancs amb resultats prou acurats.
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Capitol 9

Resum i conclusions generals

Durant el present treball s'ha comprovat que a partir de biosensors fabricats mitjan¢ant una
tecnologia relativament senzilla i econdomica, com és la formacié de tintes (bio-)electroactives (ja
sigui mitjancant matrius de silice o d'epoxi) i llur impressié serigrafica (tecniques que permeten
acoblar-se a processos automatitzats de produccié massiva), es poden realitzar determinacions
de diversos analits d'interés en I'ambit alimentari (pesticides, vins) no només en solucions de
laboratori sind també en mostres reals. Els resultats aconseguits suposen una important millora
en I'abaratiment dels costos d'analisi i la reduccio del temps necessari.

Els sensors planars desenvolupats en els nostres laboratoris permeten, en alguns casos,
realitzar determinacions de l'analit sense necessitat d'afegir cap reactiu (reagentless),
possibilitant, per la seva simplicitat, futures comprovacions rapides i in situ pels usuaris no
especialistes. Un calcul aproximatiu del cost dels biosensors desenvolupats estaria al voltant dels
0,30 € (50 ptes).

Fins ara cap grup investigador, a banda del nostre, ha desenvolupat un biosensor serigrafiat
capag¢ d'analitzar lactat o malat en mostres reals.

El treball realitzat s’ha portat a terme en dues parts molt diferenciades; en una primera s’han
desenvolupat biosensors screen-printed basats en resines epoxi per a I'analisi de pesticides i en
una segona hiosensors screen-printed basats en matrius de silice (sol-gel) per a la determinacio
d'acids malic i lactic en vins. En ambdds casos el procediment ha estat analeg, amb la fabricacid
i optimitzacid de les tintes d'impressio i del biosensor resultant i I'aplicacié dels dispositius en
mostres, primer de laboratori, i finalment reals.
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Biosensors planars basats en matrius epoxi per a I'analisi de pesticides

Primerament es va desenvolupar un transductor amperometric mitjangant tecnologia serigrafica
de capes gruixudes i fotolitografia. El procés de fabricaci fou relativament simple, obtenint
d’'aquesta forma dispositius economics i d'un sol Us.

Aquests eléctrodes varen constar d’'una base de fibra de vidre on es gravaren les pistes de coure
i sobre les que s'imprimiren, en un extrem, una pasta conductora de grafit i polimer Epo-Tek. Les
pistes conductores saillaren de la solucid de treball mitjancant un encapsulant fotocurable
(Ebecryl 600). La pasta havia de passar per un procés de curat, per tal d'adquirir I'apropiada
consisténcia i no produir-se pérdues en contacte amb la soluci6 de treball.

Tot i fabricar-se de forma parcialment automatica, els transductors mostraren una bona
reproductibilitat i extens temps de vida (més d'un any, si es guarda en sec).

Un cop optimitzat el transductor s'estudia el desenvolupament d’un biosensor que permetés
determinar butiril o acetiltiocolina.

S'utilitzaren tres metodologies diferents per la fabricacio de biosensors; manual, que consisti en
la deposici6 de I'enzim sobre el transductor planar d'epotek i grafit (adsorcio fisica) i posterior
addicié manual de glutaraldehid que immobilitza I'enzim mitjangant cross-linking; configuracioé de
multiple capa on s'immobilitza I'enzim sobre el transductor mitjangant la impressié serigrafica de
la capa biologica; i per Ultim sensors basats en biocomposits, basats en la incorporacio del
material biologic directament a la pasta d'impressid conductora, esdevenint el procés de
fabricacidé en un sol pas.

Les proves demostraren que amb els métodes utilitzats no hi havia perdues significatives de
material biologic i, per tant, la immobilitzacié era prou forta per realitzar, al menys, un calibrat de
forma eficient. A més, proporcionava una matriu adequada per a que el material biologic
conservés les seves propietats catalitiques durant els primers cinc mesos.

Tot seguit, i mitiancant els biosensors desenvolupats, es dugué a terme la determinacio de
pesticides organofosforats i carbamats. La deteccid es basa en la inhibicié del material biologic
que conforma el biosensor. Es realitzaren calibrats de butiril o acetiltiocolina en abséncia de
pesticida, i s'obtingué un senyal que provenia de la oxidacié del producte originat en la reaccio
d’hidrolisi catalitzada per la colinesterasa. Posteriorment, en posar en contacte el biosensor amb
el pesticida (procés d'incubacio), alguns dels setis actius de I'enzim quedaven ocupats, produint-
se, per tant, una alteracié parcial d'aquest (inhibicio). L'efecte produit era el de tenir menys
enzim, generant-se una quantitat menor de producte electroactiu, que provocava que en realitzar
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un nou calibrat de la butiril o acetiltiocolina, el pendent que s'obtenia era menor. Aquesta pérdua
de sensibilitat es podia associar a la concentracio de pesticida present en el medi, i extreure aixi,
una recta de calibrat de pesticides.

S'estudiaren el paraoxon i el carbofuran, i en ambdds casos s'obtingueren rectes de calibrat que
relacionaven el percentatge d'inhibici6 de I'enzim amb el logaritme de la concentracié de
pesticida emprant biosensors pertanyent a les tres configuracions diferents.

Els millors resultats s'obtingueren per biosensors amb un 32 % de grafit, i 0.112 mg de BChE
(8.7 U/mg) immobilitzada amb 4 pl d'una solucié de glutaraldehid al 6.25 % sobre la superficie
del transductor. Es va assolir un limit inferior i superior de resposta lineal de 2.12 x 1010 2.12 x
105 M respectivament pel carbofuran i de 6 x 1010 1.7 x 105 M respectivament pel paraoxon, i
limits de deteccid entre 10 i 100 vegades superiors a les configuracions de capa multiple i
biocomposit.

Finalment, i emprant biosensors de configuracié manual, es varen realitzar analisis en mostres
reals. Es va comprovar, que el biosensor resulta prou selectiu per detectar I'existéncia
d'inhibidors en preséncia d'altres espécies interferents, i que, per tant, a partir de dispositius
simples i economics de fabricacid massiva, era possible determinar inhibidors enzimatics
presents en matrius complexes.

Els resultats obtinguts es situaren al voltant d’'un 105 % de recuperacié en mostres d'aigua de
I'aixeta, i del 110 % en mostres de suc de taronja per paraoxon.

Pel carbofuran, la recuperacié millora lleugerament, i es mantingué el percentatge al voltant del
103 % en tot I'interval (aigua de xarxa).

Biosensors planars basats en matrius de silice per a I'analisi de vins

Seguidament al desenvolupament de biosensors serigrafiats basats en resines epoxi, es va
iniciar I'estudi de dispositius planars basats en la immobilitzacié del material biologic per
tecniques sol-gel. Aquests biosensors s'aplicaren en 'analisi de lactat i malat en mostres reals (vi
blanc).

El transductor emprat en aquests sensors segui basicament el procés comentat pels
transductors epoxi, tot i que la formulacié de la tinta es modifica, substituint la pasta epoxi-grafit
per un tinta comercial de grafit platinitzat (en el cas de les oxidases) o de grafit i MB (per les
deshidrogenases). Aquesta s'imprimi sobre un substrat de PVC. Les pistes conductores, a mes,
no s'obtingueren per técniques fotolitografiques sind que s'imprimiren serigraficament mitjangant
tintes comercials de plata, obtenint un sensor fabricat completament per técniques serigrafiques.



284 Capitol 9

Es desenvolupa una pasta d'impressié a partir de precursors sol-gel, enzim (GOD o LOD), CMC i
grafit en la que el material biologic restava homogeneitzat i conservava la seva funcionalitat un
cop imprés mitjancant teécniques de screen-printing sobre el transductor.

El bio-gel es va modificar en el cas de les hidrogenases (LDH o MDH), per a una configuracid
final sol-gel/LDH (o MDH)/cofactor (NAD)/estabilitzant (trealosa)/CMCl/grafit/mediador(MB) per tal
d’incloure el cofactor, necessari en aquest tipus d’enzim (fins on nosaltres sabem, fou el primer
cop que es realitza una immobilitzacio de mediador i cofactor en bio-gel 0 en qualevol altra pasta
d’impressio, conjuntament amb el material biologic).

Els calibrats realitzats mitjangant els biosensors esmentats, oferiren bones respostes amb un
ampli interval de treball, a un potencial de treball molt inferior a I'utilitzat emprant altres materials.
En la determinacio de lactat, 'interval lineal trobat es situa entre 0.05 (+ 0.01)- 0.45 (+ 0.02) mM i
un pendent de 1472 + 90 uA/M. En la determinacio de malat, el limit superior de resposta lineal
fou 14 mM (amb un limit de deteccié de 0.07 mM) i una sensibilitat de 14 + 0.5 uA/M.

Es va comprovar, que les capes enzimatiques resultaven suficientment estables per resistir
immersions prolongades en solucions agitades i les perdues de material biologic al llarg d'un
calibrat eren minimes. A més, el biosensor era prou estable per a poder ser utilitzat un minim de
5 mesos després de la seva construccié (conservat a 4°C) conservant practicament intactes les
seves propietats catalitiques. Tot i aix0 no se’n recomana un Us continuat ja que s'observa una
disminucio de la sensibilitat a mesura que s'anaven realitzant diversos calibrats. Aquesta pérdua
de senyal es va associar a I'adsorcio de productes de la reaccio sobre la superficie del sensor,
fenomen repetidament observat en experiments realitzats per altres investigadors.

Els biosensors desenvolupats s'aplicaren a mostres reals i els resultats es compararen amb els
aconseguits mitjancant metodes espectrofotometrics. Les diferencies trobades (entre un 3 i un
12% per LOD i un 2 i un 20% per MDH en funci6 del dispositiu emprat i del vi analitzat)
suposaren, tot i el major error associat en I'analisi amb biosensors, una important millora en
I'abaratiment dels costos d'analisi.

Resulta evident que la fita final en el desenvolupament de biosensors és la construccio de
dispositius robustos i economics que no necessitessin supervisio especialitzada per a llur
utilitzacio. La autonomia de la font d'alimentacid, el pes molt baix i dimensions reduides,
possibiliten I'Gs del biosensor en mesures de camp. Aquest equip, a més, permet la connexié en
serie de diversos dispositius per al control simultani de diversos electrodes de forma
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independent, i fins i tot emprant la mateixa cel-la de treball, permetent una futura construccio de
biosensors multiparametrics (de lactat i malat per exemple).

Els materials emprats compleixen tots els requisits plantejats previament; robustesa, sensibilitat,
baix cost, minaturitzacio i la possibilitat de construir-se en nombroses configuracions; el seu Us
resulta senzill, la resposta és rapida i atés que resulten estables almenys 5 mesos despres de
llur construcci6 els fan viables per a ser implementat en kits i per tant llur utilitzacié en mesures
de camp. A més pot aplicar-se a diferents ambits d’analisi analitic, tal com agroalimentari,
mediambiental o médic.

Tot i aix0, la seva aplicacié comercial no resulta immediata. Existeixen encara, malauradament,
importants limitacions que dificulten aquest darrer pas. En la determinacié de pesticides els
biosensors realitzats sota configuracio semi-manual superen els resultats dels dispositius
fabricats mitjancant tecniques més automatitzades i en la deteccid dels acids del vi, la
determinacié es du a terme emprant el métode de I'addicidé estandard, fet que dificulta llur
implantacio en forma de kit.

Cal, doncs, buscar components que protegeixen de forma més efectiva I'enzim de la mostra
complexa i alhora no en disminueixin les seves capacitats caltalitigues. Alhora aquests
components han de ser perfectament compatibles amb les técniques d'impressié serigrafica ja
que el dispositiu final ha de poder-se construir de forma totalment automatitzada.
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