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RESUMEN (en espaiiol)

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue el estudio de diferentes aplicaciones electroanaliticas
usando dos tipos de nanoparticulas semiconductoras: quantum dots y fosfato de titanio.

Los electrodos serigrafiados son una herramienta muy utilizada para el desarrollo de
biosensores electroquimicas, y fueron utilizados a lo largo de este trabajo. Sin embargo, poco
se conoce sobre el comportamiento electroquimico a nivel estructural de su superficie
heterogénea. Por esta razén, en primer lugar, se afronté el estudio del comportamiento
electroquimico localizado de electrodos serigrafiados utilizando técnicas electroquimicas y
estructurales microscépicas con alta resoluciéon espacial, para correlacionar la actividad
electroquimica, visualizada de forma dinamica, con la estructura electrodica.

Los quantum dots son nanoparticulas semiconductoras de compuestos metalicos, que
presentan unas propiedades oépticas y electroquimicas muy interesantes, y son ampliamente
utilizadas en aplicaciones con fundamento 6ptico, energético o bioanalitico. Sus propiedades
dependen fuertemente del tamafno, por lo que es importante su caracterizacion. Diferentes
aplicaciones utilizando quantum dots fueron desarrolladas en esta Tesis Doctoral. En primer
lugar, se desarroll6 un método sencillo, rapido, barato y muy sensible para la determinacién de
la concentracion y tamafio de quantum dots en medio acuoso y organico. Por otro lado, se
utilizaron quantum dots como marca de biosensores electroquimicos integrados,
desarrollandose un método para su determinacién in situ sobre la superficie de electrodos
serigrafiados, en la misma plataforma donde se realiza el bioensayo previo. Diferentes
biosensores para especies de interés fueron optimizados: para la deteccién de biotina, y para la
deteccion de biomarcadores de la enfermedad celiaca. Por otro lado, las propiedades
electrénicas y superficiales de los quantum dots conducen a la posibilidad de una reduccion (y
re-oxidacion) selectiva de plata sobre su superficie. Este proceso es estudiado en profundidad
con técnicas electroquimicas y estructurales, obteniendo informacién sobre la diferente
nucleacion y crecimiento de nanoparticulas de plata sobre los quantum dots y sobre una
superficie de carbono. Se describen dos posibles aplicaciones de este proceso como son la
generacion de superficies nanoestructuradas localizadas y la deteccion sensible de quantum
dots.

Las nanoparticulas de fosfato de titanio tienen un gran poder de intercambio idnico,
propiedad que les permite ser funcionalizadas con metales electroactivos que pueden utilizarse
en diferentes aplicaciones, siendo la mas destacada su empleo como marca de deteccion de
biosensores electroquimicos. En este trabajo, se evaltan las propiedades electroquimicas de
nanoparticulas de fosfato de titanio modificadas con plata, bismuto, cobre, mercurio y cadmio,
con el objetivo de obtener una marca de deteccion muy sensible por la introducciéon de una
cantidad muy alta de metal en su estructura. Diferentes métodos electroquimicos de deteccion
de estas nanoparticulas son optimizados, con especial énfasis en la deteccién simultanea para
su empleo en biosensores multianalito. Dos estrategias de funcionalizacion con biomoléculas
se llevan a cabo, demostrando la utilidad de ambas en sistemas bioanaliticos. La capacidad de
estas nanoparticulas de utilizarse como marca en biosensores electroquimicos desechables es
evaluada con la reaccion de afinidad biotina-estreptavidina, y a continuacién, se llevé a cabo un




biosensor multianalito para la deteccion de biomarcadores de la enfermedad celiaca. Por
ultimo, se estudia el potencial electrocatalitico de las nanoparticulas de fosfato de titanio hacia
algunas reacciones electroquimicas muy importantes como son la reaccion de evolucion de
hidrégeno, la reduccion de perdxido de hidrégeno, y la oxidacion de glucosa.

RESUMEN (en Inglés)

The aim of this PhD. Thesis was to study different electroanalytical applications using two types
of semiconductor nanoparticles: quantum dots and titanium phosphate.

Screen-printed electrodes are widely used for the development of electrochemical biosensors,
and were used as the main tool throughout this work. However, little is known about the
electrochemical behaviour at the structural level of its heterogeneous surface. For this reason,
firstly, it was studied the localized electrochemical behaviour of screen-printed electrodes using
electrochemical and structural microscopic techniques with high spatial resolution, and the
electrochemical activity was correlated to the electrode structure.

Quantum dots are semiconductor nanoparticles of metallic compounds, which have very
interesting optical and electrochemical properties, and are widely used in optical, energy and
bioanalytical applications. Different applications using quantum dots were developed. First, a
simple, fast, inexpensive and very sensitive electrochemical method for the determination of the
concentration and size of quantum dots in aqueous and organic media was carried out.
Quantum dots were also employed as label in integrated electrochemical biosensors, and a
method for the in situ determination of these nanoparticles on the surface of screen-printed
electrodes was developed. Different biosensors were optimized using this strategy: for the
detection of biotin and for the detection of celiac disease biomarkers. Furthermore, the special
electronic and surface properties of quantum dots led to the possibility of a selective reduction
(and stripping) of silver on its surface. This process was studied in depth with electrochemical
and structural techniques, obtaining information on the different nucleation and growth of silver
nanoparticles on quantum dots and on a carbon surface. Two possible applications were
described: the generation of localized nanostructured surfaces and the sensitive detection of
quantum dots.

Titanium phosphate nanoparticles have excellent ion-exchange properties that allows them
to be functionalized with electroactive metals and used in different applications, being the most
prominent as a detection label of electrochemical biosensors. In this work, the electrochemical
properties of titanium phosphate nanoparticles modified with silver, bismuth, copper, mercury
and cadmium were evaluated with the aim to obtain a very sensitive detection label. Different
electrochemical detection methods of these nanoparticles are optimized, with special emphasis
on the simultaneous detection in order to be used in a multiplexing biosensor. Two strategies of
functionalization with biomolecules are performed, showing the utility of both in bioanalytical
systems. The ability of these nanoparticles as label of disposable electrochemical biosensors
was tested using the biotin-neutravidin affinity reaction and for the detection of celiac disease
biomarkers. Finally, the electrocatalytic capability of the titanium phosphate nanoparticles to
some very important electrochemical reactions such as the hydrogen evolution reaction,
hydrogen peroxide reduction and glucose oxidation, is studied.
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RESUMEN

El progreso de la nanotecnologia ha mejorado sensiblemente las propiedades de una
enorme variedad de aplicaciones, tanto cientificas como tecnoldgicas. Las nanoparticulas,
materiales cuyas dimensiones tridimensionales se encuentran en el orden de los nanéme-
tros, presentan caracteristicas muy interesantes debido a un elevado &rea superficial, y a
sus novedosas propiedades Opticas, electrénicas y mecénicas. El estudio y conocimiento
de las propiedades de diferentes nanomateriales es un asunto de gran interés en la comu-
nidad cientifica. Ademds, cada dia se describen nuevos nanomateriales en un proceso que
parece no tener fin. La electroquimica ha sido una disciplina especialmente beneficiada
por el desarrollo de la nanociencia. Las técnicas electroquimicas pueden ser utilizadas pa-
ra investigar las propiedades de los nanomateriales, y a su vez, estas propiedades pueden
ser utilizadas para mejorar las aplicaciones de fundamento electroquimico, especialmente
en electroandlisis. Las nanoparticulas pueden funcionar en electrodos de diferentes ma-
neras, entre las que destacan: como material electrédico (para mejorar la transferencia
electrénica), como catalizador de reacciones electroquimicas o como marca de deteccién
de biosensores.

El objetivo de esta Tesis Doctoral es el estudio de diferentes aplicaciones electroana-
liticas usando dos tipos de nanoparticulas semiconductoras: quantum dots y fosfato de
titanio. Los electrodos serigrafiados son una herramienta muy utilizada para el desarro-
llo de biosensores electroquimicos, y son la herramienta electrédica utilizada a lo largo
de este trabajo. Sin embargo, poco se conoce sobre el comportamiento electroquimico a
nivel estructural de su superficie heterogénea. Por esta razén, en primer lugar, se afronta
el estudio del comportamiento electroquimico localizado de los electrodos serigrafiados
de carbono utilizando técnicas electroquimicas y estructurales microscépicas. Estas técni-
cas han permitido obtener informacién con una alta resolucién espacial usando una sonda
sub-micrométrica, la actividad electroquimica localizada de los electrodos serigrafiados ha
podido ser visualizada de forma dindmica y se ha correlacionado con su microestructura.
La actividad electroquimica de dos especies redox muy empleadas en electroquimica co-

mo el hexaaminrutenio y la dopamina es evaluada. Los resultados obtenidos proporcionan
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conocimientos fundamentales de la respuesta electroquimica de una superficie electrédica
muy compleja, heterogénea y rugosa como la de los electrodos serigrafiados de carbono.
Los quantum dots son nanoparticulas semiconductoras de compuestos metélicos, que
presentan unas propiedades Opticas y electroquimicas muy interesantes, y son utiliza-
das ampliamente en aplicaciones con fundamento 6ptico, energético o en bioandlisis. Sus
propiedades dependen fuertemente del tamafio de la nanoparticula, por lo que es muy
importante su correcta caracterizacion. Ademas, muchas de estas nanoparticulas estan fa-
bricadas con metales pesados, y por tanto, son potencialmente téxicas, hecho que abre
la necesidad de su control. En este trabajo se desarroll6 un método electroquimico senci-
llo, barato, rdpido y muy sensible para la determinacién del tamafio y concentraciéon de
quantum dots de cadmio, que puede ayudar a complementar las técnicas espectroscopicas
que se utilizan rutinariamente en la actualidad. La utilizacién de electrodos serigrafiados
modificados con una pelicula de bismuto permite detectar concentraciones muy peque-
fias de los quantum dots, y las técnicas electroquimicas muestran una gran capacidad
para resolver diferencias de tamafio muy pequefias y la posibilidad de detectar un amplio
rango de tamafios. Los quantum dots pueden utilizarse como marca de deteccién en bio-
sensores electroquimicos tras la medida de los metales que los componen, normalmente
electroactivos. En esta Tesis Doctoral, se pone a punto un biosensor integrado donde tanto
la reaccién de reconocimiento bioldgico como la deteccién de los quantum dots se lleva a
cabo in situ sobre la superficie de tarjetas serigrafiadas de 8 canales. La optimizacién y eva-
luacién analitica del procedimiento desarrollado se lleva a cabo utilizando la reaccion de
afinidad biotina-estreptavidina, y se aplica a la detecciéon de biotina en un ensayo compe-
titivo. Esta metodologia se utiliza, a continuacién, en un sistema biosensor mas complejo
para la deteccién de biomarcadores de la enfermedad celiaca. En primer lugar, se detec-
tan anticuerpos IgG anti-transglutaminasa con una estrategia de varias etapas de reaccién.
Tras comprobar su correcto comportamiento, se busca la mejora del sistema desarrollado
con el fin de disminuir el nimero de etapas y tiempo de anélisis. Esto se lleva a cabo para
la deteccién de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa. En este caso, una simple estrategia
de inmovilizacién es utilizada para mejorar la eficiencia de la modificacién del transduc-
tor con el elemento de reconocimiento, resultando en una disminucién de la adsorcién
no especifica y la posibilidad de evitar una etapa de bloqueo adicional. Dos estrategias
son descritas y evaluadas, una estrategia multi-etapa, con lavados intermedios entre las
reacciones bioldgicas, y otra de etapa tnica para el bioensayo, que simplifica el sistema

biosensor acercdndolo a un dispositivo mds ttil para su uso de forma descentralizada.
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Por otro lado, las propiedades electrénicas y superficiales de los quantum dots conducen
a la posibilidad de una reduccién (y re-oxidacién) selectiva de plata sobre su superficie.
Este proceso es estudiado en profundidad con técnicas electroquimicas y estructurales,
obteniendo informacién sobre la diferente nucleacién y crecimiento de nanoparticulas de
plata sobre los quantum dots y sobre una superficie de carbono. Se describen dos posi-
bles aplicaciones de este proceso como son la generaciéon de superficies nanoestructuradas
localizadas y la deteccién sensible de quantum dots.

Las nanoparticulas de fosfato de titanio tienen un gran poder de intercambio i6ni-
co, propiedad que les permite ser funcionalizadas con metales electroactivos que pueden
utilizarse en diferentes aplicaciones, siendo la més destacada su empleo como marca de
deteccion de biosensores electroquimicos. En este trabajo, se evaltian las propiedades elec-
troquimicas de nanoparticulas de fosfato de titanio modificadas con plata, bismuto, cobre,
mercurio y cadmio, con el objetivo de obtener una marca de deteccién muy sensible por
la introduccién de una cantidad muy alta de metal en su estructura. Diferentes métodos
electroquimicos de deteccién de estas nanoparticulas son optimizados, con especial énfa-
sis en la deteccién simultdnea para su empleo en biosensores multianalito. Dos estrategias
de funcionalizacién con biomoléculas se llevan a cabo, demostrando la utilidad de ambas
en sistemas bioanaliticos. La capacidad de estas nanoparticulas de utilizarse como mar-
ca en biosensores electroquimicos desechables es evaluada con la reaccién de afinidad
biotina-estreptavidina, y a continuacién, se lleva a cabo un biosensor multianalito para la
deteccién de biomarcadores de la enfermedad celfaca. Por tltimo, se estudia el potencial
electrocatalitico de las nanoparticulas de fosfato de titanio hacia algunas reacciones electro-
quimicas muy importantes como son la reaccién de evolucién de hidrégeno, la reduccion

de peréxido de hidrégeno, y la oxidacion de glucosa.

ABSTRACT
L ______________________________________________________________________________________________|

The progress of the nanotechnology has improved significantly the properties of a wide
variety of scientific and technological applications. Nanoparticles, materials with at least
one dimension in the order of nanometers, have very interesting characteristics due to the
high surface area, and novel optical, electronic and mechanical properties. The study and

knowledge of the properties of different nanomaterials is a matter of great interest for
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the scientific community. In addition, every day, new nanomaterials are described in an
endless process. Electrochemistry is a discipline especially enhanced by the development
of nanoscience. Electrochemical techniques can be used to investigate the properties of
nanomaterials, and in return, these properties can be used to improve applications with
electrochemical foundations, specially in electroanalysis. Nanoparticles can be used in
electrodes in different ways: as electrode material (to improve electronic transfer), as a
catalyst of electrochemical reactions or as detection label for biosensors.

The aim of this PhD. Thesis is the study of different electroanalytical applications using
two kinds of semiconductor nanoparticles: quantum dots and titanium phosphate. Screen-
printed electrodes are widely used for the development of electrochemical biosensors, and
therefore, they were the electrodes used throughout this work. However, little is known
about its electrochemical behavior at the microstructural level of its highly heterogeneous
surface. For this reason, the study of the localized electrochemical behavior of screen-
printed carbon electrodes using electrochemical and structural microscopic techniques
was performed. These techniques allowed to obtain information with high spatial resolu-
tion using submicron probes, and the localized electrochemical activity of screen-printed
electrodes has been dynamically obtained and correlated with their microstructure. The
electrochemical activity of two redox species widely employed such as hexaammineruthe-
nium and dopamine was evaluated. The results have provided fundamental knowledge
of the electrochemical response of the complex, heterogeneous and rough-like surface of
screen-printed electrodes.

Quantum dots are semiconductor nanoparticles of metal compounds that exhibit inter-
esting optical and electrochemical properties, and are widely used in optical applications,
energy or bioassays. Its properties depend strongly on the size of the nanoparticle, and
therefore, its correct characterization is very important. Many of these nanoparticles are
fabricated with heavy metals, being potentially toxic, fact that opens the need for analy-
tical control. This Thesis describes a simple, inexpensive, fast and very sensitive electro-
chemical method for the determination of the size and concentration of cadmium-based
quantum dots. Screen-printed electrodes modified with a bismuth film are able to detect
a very small concentration of quantum dots, and the electrochemical techniques showed
great ability to resolve small size differences in a wide size range. The quantum dots
can be used as detection label in electrochemical biosensors after the measurement of
its electroactive metals. In this Thesis, an integrated biosensor where both the biological

recognition reaction and the electrochemical detection are performed in situ on the sur-



face of 8-channel screen-printed cards. The optimization and evaluation of the analytical
procedure is carried out using the streptavidin-biotin affinity reaction, and applied to
the detection of biotin in a competitive assay. This methodology is, then, employed in a
more complex biosensing system for the detection of celiac disease biomarkers. First, anti-
transglutaminase IgG antibodies are detected with a multi-step strategy. After evaluation
of the correct behaviour and detection, the biosensing system is improved in order to re-
duce the number of steps and the analysis time for the detection of anti-transglutaminase
IgA antibodies. In this case, a simple strategy of immobilization is used to improve the efi-
ciency of the transducer modification with the recognition element, resulting in a decrease
of the non-specific adsorption and avoiding the additional blocking step. Two strategies
are described and evaluated, a multi-step strategy, with intermediate washing between
the biological reactions, and a single-step bioassay, which simplifies the biosensor system
improving its characteristics for decentralized use. Furthermore, electronic and surface
properties of the quantum dots led to the possibility of a selective reduction (and reoxida-
tion) of silver on its surface. This process was studied in depth with electrochemical and
microscopic techniques, obtaining interesting information about the different nucleation
and growth mechanisms of silver nanoparticles on quantum dots and on a carbon surface.
Two possible applications of this method are proposed such as the generation of localized
nanostructured surfaces and the sensitive detection of quantum dots.

Titanium phosphate nanoparticles have excellent ion-exchange properties that allows
them to be functionalized with electroactive metals and used in different applications,
being the most prominent as a detection label of electrochemical biosensors. In this work,
the electrochemical properties of titanium phosphate nanoparticles modified with silver,
bismuth, copper, mercury and cadmium were evaluated with the aim to obtain a very
sensitive detection label. Different electrochemical detection methods of these nanoparti-
cles are optimized, with special emphasis on the simultaneous detection in order to be
used in a multiplexing biosensor. Two strategies of functionalization with biomolecules
are performed, showing the utility of both in bioanalytical systems. The ability of the-
se nanoparticles as label of disposable electrochemical biosensors was tested using the
biotin-neutravidin affinity reaction and for the detection of celiac disease biomarkers. Fi-
nally, the electrocatalytic capability of the titanium phosphate nanoparticles to some very
important electrochemical reactions such as the hydrogen evolution reaction, hydrogen

peroxide reduction and glucose oxidation, is studied.
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INTRODUCCION

Esta Tesis Doctoral se basa, principalmente, en el estudio de diversas aplicaciones elec-
troanaliticas de dos tipos de nanoparticulas: quantum dots (QDs) (Capitulos 4, 5, 6 y 7)
y nanoparticulas de fosfato de titanio (TiPNPs) (Capitulos 8, 9 y 10) utilizando electro-
dos serigrafiados, cuya actividad electroquimica localizada ha sido estudiada con técnicas
microscopicas como microscopia de celda electroquimica de barrido (SECCM) (Capitulo
3). Por tanto, la introduccién comienza describiendo los electrodos serigrafiados (SPEs)
como herramienta electrédica, su forma de fabricacién, aplicaciones y sus caracteristicas
electroquimicas. A continuacién, se describen los diferentes tipos de biosensores, hacien-
do especial hincapié en los biosensores con transduccién electroquimica y sus marcas de
deteccién, aplicaciones muy relevantes de las nanoparticulas estudiadas en este trabajo.
La nanotecnologia también juega un papel fundamental en esta Tesis Doctoral, por lo
que sus principales caracteristicas con un enfoque electroquimico son descritas. La elec-
trodeposicién de nanoparticulas metélicas y la electrocatélisis usando nanoparticulas son
dos temas muy interesantes que entran dentro de este apartado. Posteriormente, las prin-
cipales caracteristicas, aplicaciones y comportamiento electroquimico de los QDs y las
TiPNPs son resefiadas. Para finalizar la introduccién, se describe de manera didéctica y
muy simplificada, la electroquimica dindmica y sus técnicas, ya que es el fundamento de

la mayorfa de las medidas experimentales de este trabajo.

1.1 ELECTRODOS SERIGRAFIADOS

Los electrodos serigrafiados (SPEs) son dispositivos miniaturizados® fabricados usando
la tecnologia thick-film (también llamada screen-printing) y que son ampliamente utiliza-

dos como transductores en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos para

La miniaturizacién es una tendencia en la Quimica Analitica que consiste en fabricar instrumentacion y herra-
mientas de andlisis cada vez mds pequefias, con el objetivo de hacerlos portables, capaces de ser producidos
en masa y de necesitar menores volimenes de muestra.



INTRODUCCION

NUMERO DE
PUBLICACIONES

Figura 1.1: Ntimero de publicaciones en la base de datos de Scopus de una btisqueda por el tér-
mino de “screen-printed electrodes”.

analisis Point-of-Care (POC) y monitorizaciéon descentralizada. Practicamente, toda la pro-
duccion de tiras reactivas para el andlisis de glucosa en sangre es fabricada con esta tec-
nologia. Su gran éxito es debido a un buen comportamiento electroquimico unido a un
bajo coste y facilidad de uso. Estas caracteristicas han contribuido a que la cantidad de
articulos cientificos publicados en la literatura haya aumentado en los tdltimos afios como
se ilustra en la Figura 1.1, y que se puedan adaptar a diferentes aplicaciones en dmbitos
tan variados como el industrial, medioambiental, agroalimentario y clinico/farmacéutico.
Por citar algunos ejemplos, se han estudiado aplicaciones tan diversas como la deteccién
de metales pesados’, caracterizacion de nanoparticulas®3, espectroelectroquimica+ o bio-
sensores 75,

Los electrodos serigrafiados han ido desplazando a los electrodos convencionales mas
utilizados como son los de pasta de carbono, carbono vitreo o metélicos (oro, platino, mer-
curio). Estos electrodos convencionales presentan ciertas desventajas frente a los SPEs. En
primer lugar, se encuentra el mayor tamafio de estos dispositivos, como puede observarse
en la Figura 1.2, ya que suelen colocarse en un cilindro de un material inerte y que tiene un
contacto conductor para su conexién al potenciostato. Por este mayor tamafio y su disefio,
normalmente son utilizados en una celda convencional que contiene un volumen de elec-
trolito del orden de los 10-20 mL. Ademads, es necesario utilizar electrodos de referencia y
auxiliar externos, que normalmente presentan un tamafio similar. Debido al mayor precio

de estos electrodos (en comparacion a los electrodos miniaturizados) es necesaria su reuti-
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Figura 1.2: Electrodos convencionales de mercurio, pasta y carbono vitreo junto a electrodos seri-
grafiados desechables.

lizacién en diferentes medidas, y por tanto, debe realizarse una limpieza de su superficie
para eliminar residuos de los experimentos previos. Esta limpieza puede consistir tanto
en un simple tratamiento electroquimico hasta diferentes tratamientos quimicos, electro-
quimicos y mecanicos, que conducen a un procedimiento analitico muy complejo. En el
caso de los electrodos de pasta de carbono, aunque podrian utilizarse con una filosofia
desechable, su fabricacién se suele realizar en el laboratorio de forma manual, un proceso
que consume un tiempo considerable y puede dar lugar a una superficie irreproducible
entre electrodos. Estos problemas de los electrodos convencionales se intensifican cuando
se trata de desarrollar biosensores electroquimicos, ya que los bioensayos suelen compren-
der tiempos de reaccién largos. En contraste, varios SPEs pueden ser utilizados de manera
(casi) simultdnea para hacer las reacciones bioldgicas. Esto resulta en un aumento consi-
derable del rendimiento de andlisis (mayor nimero de andlisis en el mismo tiempo) en
comparacion con los electrodos convencionales mencionados.

En relacion al disefio de los SPEs, el mas basico, pero también maés utilizado, es el que
se representa en la Figura 1.3. El electrodo de trabajo con geometria circular estd rodeado
por los electrodos de referencia y auxiliar. Este disefio permite conectar eléctricamente los
tres electrodos entre si con la adicién de un pequefio volumen de electrolito sobre ellos.
Este disefio puede variar ligeramente, habiendo ejemplos con un electrodo de trabajo de
menor didmetro o un electrodo auxiliar de mayor area. La fabricaciéon a la carta permite

obtener cualquier disefio definido por el fabricante. Una de las tltimas tendencias en la

3 Daniel Martin Yerga
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Electrodo auxiliar (AE)

Figura 1.4: Diferentes disefios de electrodos serigrafiados.

miniaturizacién de electrodos serigrafiados se encuentra en el desarrollo de dispositivos
multidetecciéon. Dentro de este grupo, los més bésicos son las tarjetas con dos electrodos
de trabajo, que comparten electrodo de referencia y auxiliar. Estos dispositivos permiten
realizar la deteccién simultdnea de dos analitos en una misma muestra. Otro ejemplo son
las tarjetas multielectrédicas de 8 electrodos. Estas tarjetas, de unos pocos cm de largo,
contienen 8 celdas de tres electrodos serigrafiados, y permiten la realizacion de medidas
en todas las celdas de manera simultdnea con un potenciostato multicanal (Figura 1.4). En
el &mbito de los dispositivos electrédicos multidetecciéon destacan las placas serigrafiadas
de 96 celdas electrédicas (réplica de las conocidas placas ELISA )°. Las ventajas de este
tipo de sistemas son un menor coste por la fabricaciéon en masa como si fuera un circuito
electrénico y la posibilidad de realizar medidas simultdneas con gran sencillez.

En el pasado, muchos laboratorios de investigacion tenfan un sistema para fabricar SPEs,
pero en la actualidad existen diferentes empresas que los comercializan a gran escala con
una gran reproducibilidad y disefios y materiales variados. Esto ha permitido fabricar
accesorios e instrumentacién adaptada para trabajar con este tipo de electrodos, aumen-
tando en mayor medida su aplicabilidad en diferentes campos. En primer lugar hay que
destacar los sistemas de conexién entre estos electrodos y el potenciostato que va a ser el
responsable de llevar a cabo la medida correspondiente. Existen conexiones de diferentes
tipos segtn sea el disefio del electrodo serigrafiado y la aplicacién que se vaya a realizar.
Varios ejemplos de estos conectores se muestran en la Figura 1.5. Por ejemplo, existen

conectores en formato caja para electrodos individuales (con tres conexiones) o de doble

Aplicaciones electroanaliticas de quantum dots y nanoparticulas de fosfato de titanio 4
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Figura 1.6: Las dos configuraciones tipicas de una celda electroquimica utilizando electrodos seri-
grafiados.

electrodo de trabajo (cuatro conexiones), Por otro lado, para andlisis in situ o sistemas de
andlisis por inyeccién en flujo, existen cables con un pequefio adaptador en el extremo
para conectar el SPE. Para disefios mas complejos, como las tarjetas multielectrédicas de 8
canales o las placas serigrafiadas con 96 electrodos, también existen interfases especificas
para facilitar su conexién a los potenciostatos.

Otro aspecto a destacar de los SPEs es que pueden ser utilizados en diferentes posicio-
nes. La forma mds comun de utilizacién es en una posicion horizontal, utilizando el 4rea
que contiene los tres electrodos como contenedor de una gota de electrolito formando la
celda electroquimica (Figura 1.6). Normalmente, solamente es necesario un volumen de
pocos uL (entre 10-100 L) para hacer contacto con los tres electrodos, por lo que el consu-
mo de muestra es muy bajo. Sin embargo, la versatilidad de estos dispositivos, permiten
utilizarlos en una celda convencional de mayor volumen, que podria estar en agitacién

con el consiguiente aumento en la transferencia de masa debido a la conveccion.
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1.1.0.1 Caracteristicas de los electrodos serigrafiados

La popularidad que han adquirido los electrodos serigrafiados en los tltimos afios es
debido a las importantes ventajas que presentan frente a otras herramientas electrédicas,

entre las que destacan:

= Bajo coste: estos dispositivos se pueden producir en masa y de manera automatiza-
da, y por lo tanto, el coste final de cada tarjeta es relativamente bajo. Ademads, con
la tendencia a utilizar cada vez sustratos mds baratos en dénde realizar la serigrafia
(plastico, papel), el coste todavia disminuye mads. Esto permite que se puedan utili-
zar con un cardcter desechable (usar y tirar), y puedan ser eliminados después de
hacer cada analisis. Esta caracteristica es de verdadera importancia para ciertos tipos
de muestras complejas, que pueden invalidar la superficie electrédica tras una sola
medida. Esta desechabilidad permite desterrar de los laboratorios los tediosos proce-
dimientos de limpieza de los electrodos convencionales, de mayor coste, y por tanto,
con la necesidad de reutilizacién. En algunos casos, por ejemplo con electrodos de
oro, ademds de un proceso tedioso de limpieza, especies toxicas como cianuro o
tiocianato son también utilizadas. Por otro lado, se evita el mantenimiento de los
electrodos de referencia convencionales, que es, también, un proceso muy necesario

en los laboratorios de electroquimica.

» Flexibilidad del disefio: como se destacé anteriormente, aunque existen diferentes
disefios comerciales, es posible el disefio y fabricacién de electrodos serigrafiados
personalizados. Esto concede a los investigadores poder realizar un disefio especifico
para una aplicacién. Ademas, esta flexibilidad del disefio va a permitir, que segtin se
vayan obteniendo mejoras tecnolégicas en los instrumentos de medida y fabricacion,
puedan ser lanzados al mercado disefios novedosos y mas complejos que mejoren en
gran medida los electrodos actuales. Por otro lado, la cantidad de posibles materiales
electrédicos (cualquier polvo de un material conductor) es otra de sus ventajas, ya
que se pueden desarrollar nuevos materiales electrédicos que pudieran presentar

excelentes propiedades electroquimicas.

= Pequefio tamaifio: los electrodos serigrafiados son dispositivos portatiles de pocos
cm de largo, que pueden ser manejados y transportados facilmente. Esto tiene ven-
tajas tanto para el fabricante, en su almacenamiento como en transporte, y también

para el usuario final, ya que ademds permite llevarlos al lugar del anélisis para

Aplicaciones electroanaliticas de quantum dots y nanoparticulas de fosfato de titanio 6
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realizar una determinacién in situ sin tener que transportar las muestras hasta el
laboratorio. Otra ventaja inherente del pequefio tamarfio es el bajo volumen de mues-
tra necesario para realizar las medidas (pocos pL). Ademads, si se utiliza de manera
horizontal, como se ha comentado, no es necesaria una celda electroquimica externa

donde colocar la muestra.

= Posibilidad de pretratamientos y modificaciones: la robustez de los materiales y los
disefios de los electrodos serigrafiados permiten una facil modificacion de la superfi-
cie con otro tipo de materiales para mejorar las propiedades quimicas o electroquimi-
cas que presentan y su empleo en nuevas aplicaciones. Los SPEs se han modificado
con numerosos materiales entre los que destacan: nanotubos de carbono, grafeno,
proteinas, hebras de ADN, monocapas autoensambladas, nanoparticulas metélicas o
semiconductoras. Ademds, la superficie electrédica puede ser tratada de diferentes
formas para mejorar sus propiedades electroquimicas, como por ejemplo, mediante

la aplicacion de un plasma o adicién de especies quimicas .

» Rapidez de andlisis: la posibilidad de trabajar con un conjunto de electrodos serigra-
fiados casi de manera simultdnea permite aumentar el rendimiento de trabajo en el
desarrollo de sensores y biosensores en comparacion a los electrodos convencionales.
Si, ademds, se utilizan los tltimos disefios como las tarjetas multielectrédicas de 8
canales o las placas de 96 celdas, la cantidad de medidas que pueden ser realizadas
con este tipo de electrodos en un tiempo fijo es muy elevada. Esto permite, para un
investigador, un rapido desarrollo y una optimizacién muy eficiente cuando se esta
disefiando y desarrollando una metodologia para sensores o biosensores electroqui-
micos. Y para un usuario final, puede aumentar la cantidad de andlisis que se llevan
a cabo en el mismo tiempo en el que antes se realizaba un sélo andlisis. Esto es muy
importante en ciertas situaciones, como por ejemplo en hospitales, donde se realizan
un gran namero de andlisis, y en consecuencia, estos tltimos avances tecnolégicos

pueden acercar los electrodos serigrafiados a aplicaciones comerciales.

Los mayores inconvenientes que presentan los electrodos serigrafiados no suelen ser im-
portantes, y pueden no tener ningtn efecto en las tipicas condiciones experimentales en

las que se utilizan, pero destacaria los siguientes:

» Histéricamente, se ha sefialado una falta de reproducibilidad entre diferentes lotes

de produccién. Sin embargo, este problema no es muy frecuente en la actualidad
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para los electrodos comerciales, ya que su fabricacién estd altamente controlada y
optimizada, y se obtienen electrodos muy reproducibles. Aunque es fécil comprobar,
por técnicas microscépicas, que la superficie electrédica no es igual en dos electro-
dos serigrafiados, estas diferencias estructurales no se traducen en una respuesta
electroquimica muy diferente al realizar medidas de manera usual, como normal-
mente se utilizan este tipo de electrodos. Ademads, en unas condiciones de medida
que estuvieran fuertemente afectadas por procesos superficiales, se podrian realizar

10,11,12

diferentes pretratamientos, tanto quimicos como electroquimicos , para obtener

una superficie mas homogénea y reproducible.

= Estos dispositivos presentan un electrodo de referencia s6lido, normalmente de pla-
ta, que no es un electrodo idealmente no polarizable (ver Capitulo A), y funciona
como un electrodo de quasireferencia. Por tanto, en ciertas condiciones experimen-
tales, el potencial de este electrodo podria no ser totalmente reproducible y estable
a lo largo de un experimento. Ademads, el potencial de este electrodo podria variar
al utilizar diferentes electrolitos de fondo y no puede ser definido de manera pre-
cisa’3. Algunos autores han intentado mejorar el comportamiento del electrodo de
referencia, ya sea generando una pelicula fina de AgCl en la superficie (aunque no
dejaria de ser un electrodo de quasireferencia), o ademds de la pelicula de AgCl,
afiadir un polimero con una cantidad constante de CI" para mantener el potencial
de este electrodo. Aunque esta podria ser una desventaja en algunos experimentos
muy especificos (quizés si la densidad de corriente es muy elevada), en la mayoria
de casos donde se utilizan electrodos serigrafiados, el potencial se mantiene estable
y reproducible. En contraste, una ventaja de usar un electrodo de quasireferencia es
que, al no contener un puente salino, puede ser colocado en una posicién cercana al
electrodo de trabajo, con la consiguiente disminucién de la resistencia incompensada

de la celda, y por tanto, de la caida 6hmica (ver Capitulo A).

» El] disefio mds empleado de los electrodos serigrafiados presenta un electrodo auxi-
liar con menor drea que el electrodo de trabajo. Un electrodo auxiliar de mayor drea
superficial que el electrodo de trabajo permite que la semi-reaccién que se produce

en el electrodo auxiliar* pueda llevarse a cabo rdpidamente y que no limite el proce-

2 En un sistema electroquimico, cuando se produce una reaccién en el electrodo de trabajo se esta produciendo
una reaccién contraria en el electrodo auxiliar. Por ejemplo, si en el electrodo de trabajo se estd oxidando
una especie, en el auxiliar se estard reduciendo otra especie distinta. Esta especie puede encontrarse en
la disolucién o ser el electrolito de fondo, o incluso la especie generada en el electrodo de trabajo (si es
(quasi)reversible y la transferencia de masa es rdpida para llegar a la superficie del electrodo auxiliar).
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so de interés que se produce en el electrodo de trabajo (especialmente si la velocidad
de reaccion en este electrodo es lenta). Si la reaccion en el electrodo auxiliar requiere
de un potencial muy elevado para producir la densidad de corriente suficiente, este
potencial puede afectar a la composicién de la disolucién (la misma corriente que
fluye por el electrodo de trabajo debe fluir por el auxiliar, por tanto con un area me-
nor, la densidad de corriente que fluye sera mayor, y el sobrepotencial necesario para
fijar esta corriente puede ser elevado). Sin embargo, la densidad de corriente que se
genera en un experimento tipico con electrodos serigrafiados no es muy elevada (a
no ser que la concentracion de la especie redox y su velocidad de reacciéon fuera
muy alta), y seria dificil que este hecho ocurriera. Otra desventaja es la cercania del
electrodo auxiliar al electrodo de trabajo, ya que la reaccién que se produce en el
electrodo auxiliar podria llegar a interferir con la reaccién en el electrodo de trabajo
(por ejemplo, por un cambio de pH, si se esta eliminando o generando H*). Aunque,
por lo general, estos electrodos se utilizan con una disolucién estética, y la difusiéon
de las especies no suele ser suficiente para que surja este problema en la escala de

tiempo de un experimento tipico.

= Los electrodos serigrafiados pueden contener algunas impurezas en la composicién
de las tintas, como por ejemplo, plata’, que pueden tener un efecto determinante
en el andlisis a desarrollar por una disminucién de la ventana de potenciales posible

o que hiciera necesario una etapa de limpieza para eliminar esas impurezas.

1.1.0.2 Fabricacion de electrodos serigrafiados

Los electrodos serigrafiados se fabrican con la tecnologia de microfabricacién screen-
printing que permite obtener electrodos sélidos planos, mecdnicamente robustos, y con la
geometria deseada. Esta tecnologia esta bien establecida industrialmente en la actualidad
para la produccién en masa de estos dispositivos mediante una fabricacién sencilla, rapi-
da y versatil. Normalmente, los SPEs son fabricados en un pequefio sustrato, generando
dispositivos miniaturizados y maximizando la produccién, hecho que conduce a disposi-
tivos de bajo coste5'%. Esto permite su utilizacién con una filosofia desechable, evitando
procedimientos de limpieza complejos de los electrodos tras su uso. En una configuraciéon
tipica, estos dispositivos son fabricados configurando una celda electroquimica de tres
electrodos en un sustrato plédstico o cerdmico. Las pistas conductoras (electrodos y cone-

xiones) son generadas por una tinta, que, como minimo, contiene el material conductor,
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un aglutinante y un disolvente. Ciertos tipos de tintas pueden contener una combinacién
de otros agentes como humectantes, antiespumantes, conservantes y espesantes. Un ma-
terial aislante en la capa mds externa del dispositivo forma la geometria final de la celda
electroquimica. Los aditivos son afiadidos a la tinta para mejorar el proceso de fabricacién
e incrementar la adhesién de la tinta al sustrato. Aunque el disolvente se elimina en una
etapa de curado a alta temperatura, el aglutinante y otros aditivos (si los tuviera) quedan
formando parte del material electrédico. El aglutinante es, normalmente, un polimero no
electroactivo, que puede disminuir la transferencia electrénica debido al bloqueo de las
particulas conductoras'7*®. La composicién de la tinta para serigrafiar es informacién pro-
pietaria del fabricante, pero algunos de los aglutinantes més utilizados suelen ser resinas
epoxy, alquidicas, fendlicas o de poliuretano. En algtun estudio previo, se ha encontrado
que el aglutinante en varias de las tintas utilizadas consiste basicamente de cloruro de po-
livinilo (PVC) ™. Se disponen gran cantidad de tintas comerciales para serigrafiar, siendo
las més empleadas las de grafito, oro, plata y platino, pero la posibilidad de combinarlas
con otras especies quimicas, permite obtener una variedad de tintas casi ilimitada. De es-
ta manera, se pueden fabricar dispositivos con unas caracteristicas adecuadas para cierto
tipo de aplicacién. La tinta elegida para la fabricacién es un pardmetro critico ya que va
a tener una gran influencia en el comportamiento final del dispositivo. De hecho, tintas
fabricadas con el mismo material (por ejemplo, grafito), pueden presentar diferencias en
sus caracteristicas*’. El comportamiento de una especie puede variar usando diferentes
tintas, y por tanto, al utilizar diferentes electrodos comerciales®'. Por este motivo, es im-
portante el estudio y la caracterizacién de los electrodos serigrafiados que se emplean en
una aplicacién determinada.

El proceso de fabricaciéon de los electrodos serigrafiados, esquematizado en la Figu-
ra 1.7, consiste, de manera muy simplificada, en la deposicién de una tinta conductora
sobre un sustrato a través de una madscara. Esta mascara se emplea para dar el disefio y
tamafio deseado al electrodo fabricado**?3*4, y la tinta se empuja a través de los poros
de la mascara por medio de una rasqueta. En la actualidad este proceso se realiza con
mdéquinas automdticas para mejorar el proceso en cuanto a rapidez y reproducibilidad. A
continuacion, se realiza una etapa de secado de la tinta y curado a alta temperatura, y
por ultimo, se recubre con un material aislante para dejar libre solamente las conexiones
y el drea de trabajo del dispositivo. Este proceso se puede adaptar a distintos sustratos,
siendo los mds comunes, materiales cerdmicos (como 6xido de aluminio) o poliméricos

(PVC, policarbonato), aunque también han sido descritos materiales como nitrocelulosa®>
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/ Rasqueta Material aislante
Mascara A}\;/
Tinta R
/ Pistas conductoras Electrodo serigrafiado

Sustrato

Figura 1.7: Esquema de las etapas de fabricacién de electrodos serigrafiados.

o fibra de vidrio2°. En los tltimos afios, se estd comenzando a usar papel y sus derivados
(acetato de celulosa) como sustrato para el serigrafiado, obteniendo un ahorro de coste

significativo en la fabricacién.

1.1.0.3 Comportamiento electroquimico de electrodos serigrafiados de grafito

El grafito es el material mas empleado para los electrodos de trabajo serigrafiados ya
que es quimicamente inerte, presenta una baja corriente de fondo, una ventana de poten-
ciales amplia y es de bajo coste*”. El carbono puede presentarse en una variedad de ma-
teriales, incluyendo grafito, diamante, fibras de carbono, carbén, o nanomateriales como
fulereno, grafeno o nanotubos de carbono, entre otros. Estos materiales pueden presentar
diferentes propiedades fisicas y quimicas dependiendo de su estructura. Un material de
carbono utilizado frecuentemente para estudiar las propiedades generales del carbono es
el grafito pirolitico altamente ordenado (HOPG), ya que es un material sintético que se
asemeja al grafito convencional, y su estructura puede ser, mds o menos, controlada. Este
control puede generar un grafito con una mayor densidad de defectos (superficiales y step
edges) en la superficie expuesta o puede generar un grafito con menos defectos y mayor
densidad de planos basales (ver Figura 1.8), y de esa manera poder estudiar el efecto de
estas estructuras en las propiedades electroquimicas. De manera general, se ha pensado
que los planos de borde (edge planes) dominaban la actividad electroquimica y los pla-
nos basales jugaban s6lo un pequefio papel en la actividad global. Sin embargo, con las
nuevas técnicas electroquimicas microscépicas con alta resolucioén espacial se ha podido
comprobar como los planos basales también son altamente electroactivos.

La caracterizacién electroquimica en la macroescala de diferentes electrodos serigrafia-
dos de grafito (SPCEs) comerciales o fabricados en el laboratorio ha sido previamente
publicada usando diferentes especies electroactivas. El efecto de la tinta de carbono?’, la
naturaleza y cantidad de aglutinante utilizado en la fabricacién®*2% y otros aspectos'®

fueron evaluados. La idea general es que el comportamiento de los SPEs puede estar in-
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fluenciado por varios factores como: la naturaleza del grafito utilizado en la tinta, en la
que una mayor cantidad de defectos edge plane facilita la transferencia electrénica™, la
cantidad de grafito en la tinta o la diferente funcionalizacién del grafito. La cantidad de
aglutinante organico afiadido a la tinta también posee un efecto importante en la actividad
electroquimica (y en la morfologia electrédica)*?. Se encontré que una cantidad creciente
de aglutinante hacia disminuir la constante de velocidad de la transferencia electrénica
heterogénea (k°) para un proceso redox de transferencia electrénica de esfera externa. Los
autores encontraron que el recubrimiento de la superficie electrédica con defectos edge
plane decrecia con la cantidad de aglutinante, y concluyeron que la reactividad electroqui-
mica podia ser ajustada de esta manera. La temperatura de curado puede tener también
un fuerte efecto en la estructura del electrodo y el rendimiento electroquimico. Una super-
ficie electrédica més lisa es obtenida con temperaturas de curado bajas (requeridas para
sustratos de plastico). En estos casos, se encuentra un comportamiento electroquimico no
ideal, y generalmente, se requiere una activaciéon de la superficie electrédica3*''. Una ma-
yor temperatura de curado, utilizada para sustratos ceramicos (como los utilizados en esta
Tesis Doctoral), da lugar a una evaporaciéon del disolvente méas rapida y superficies mas
rugosas con grietas, bordes y huecos. Estas superficies méds heterogeneas muestran una
mejor respuesta electroquimica®’, que se atribuye a una mayor exposicién de los defectos
edge plane®. Sin embargo, estos estudios en la macroescala solamente muestran una res-
puesta electroquimica promedio y, por tanto, no pueden proporcionar informacién sobre
el diferente comportamiento de la estructura tan heterogénea en un SPE. Aunque parece
haber un consenso que gran parte de la superficie serigrafiada muestra una baja actividad
o transferencia electrénica lenta debido a la presencia del aglutinante no electroactivo, este
hecho ha sido solamente estudiado con medidas macroscépicas, asumiendo implicitamen-
te que toda la superficie se comporta como la respuesta promedio. Por tanto, muy poco
se conoce sobre el comportamiento en la microescala de la superficie heterogénea de los
SPEs.
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Figura 1.8: Estructura laminar del grafito y sus principales componentes
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1.2 SENSORES Y BIOSENSORES ELECTROQUiMICOS

En la actualidad existe una importante necesidad de hacer frente a los problemas ana-
liticos que presentan sectores tan dispares como el industrial, clinico, agroalimentario,
medioambiente o forense. De una manera general, los andlisis quimicos llevados a cabo
en todos estos sectores presentan ciertos inconvenientes como son un alto precio de los ma-
teriales y equipamiento analitico necesario, tiempos de andlisis elevados y procedimientos
complejos que solamente pueden ser realizados por técnicos especializados. Idealmente,
estos problemas deben ser resueltos con dispositivos analiticos sensibles, sencillos, rapi-
dos, fiables, de bajo coste y portétiles que permitan la deteccién in situ de las especies
de interés para responder con gran celeridad cuando se encuentra un problema. Los sen-
sores y biosensores quimicos son dispositivos que pueden ayudar a resolver diferentes
problemas analiticos con estas propiedades ideales.

Seguin la IUPAC, un sensor quimico es un dispositivo que transforma informacién qui-
mica (cualitativa, cuantitativa o semicuantitativa) en una sefial analiticamente util3*32. Co-
mo se ilustra en el esquema de la Figura 1.9, un sensor quimico, normalmente, consta de
dos componentes basicos conectados: un receptor3, que proporciona el reconocimiento del
analito de interés y un transductor fisicoquimico, que convierte la sefial quimica obtenida
en una sefial fisica medible. Los biosensores son sensores quimicos en los que el sistema
de reconocimiento utiliza un mecanismo bioquimico. El objetivo del elemento sensor es
proporcionar al sistema de un alto grado de selectividad hacia el analito. Un sensor quimi-
co debe ser un dispositivo integrado, es decir, todas las partes deben estar empaquetadas
en la misma unidad, normalmente deberian ser de pequefio tamafio, y el receptor deberia
estar en contacto directo con el transductor para realizar la transduccién directa a una se-
fial medible. Sin embargo, existen multitud de trabajos publicados que se autodenominan
sensores a dispositivos que no cumplen estas caracteristicas, ya sea porque los dispositivos
no poseen un elemento de reconocimiento selectivo o porque la fase sensora y el transduc-
tor no estdn integrados, y por tanto, no coinciden con la definicién estdndar. Este hecho
se debe probablemente a que, en la actualidad, existe cierto marketing cientifico y publicar
un dispositivo que se llama sensor puede tener mds repercusién que si se denominara
simplemente como dispositivo analitico. Algunos ejemplos son los “sensores” nanotecno-

l6gicos3? o no enziméticos3*, que no poseen un elemento de reconocimiento selectivo a la

El receptor puede llamarse también elemento de reconocimiento o elemento sensor. La fase sensora es la
superficie que contiene el receptor inmovilizado. A lo largo de este texto se utilizaran los diferentes términos
indistintamente.
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Figura 1.9: Esquema de los principales componentes de un sensor quimico.

especie de interés frente a otras especies. Por tanto, nos encontramos en un momento que
esta definicién debe actualizarse para abarcar los nuevos dispositivos analiticos desarro-
llados en los tltimos afios o los investigadores deberiamos hacer un esfuerzo para ser mas
estrictos en este sentido y poder tener una separacion clara entre dispositivos sensores y
otro tipo de métodos analiticos modernos.

El primer biosensor fue descrito por Leland C. Clark en 1962%. A partir de su sensor
de 0,3°, descrito unos afios antes, e incorporando glucosa oxidasa (GOx) en el disposi-
tivo, fue capaz de convertir un simple electrodo de platino en un dispositivo analitico
para determinar glucosa en muestras humanas. Esta invencién fue el germen del sensor
de glucosa tan utilizado en la actualidad para la monitorizacién de esta especie en per-
sonas diabéticas. La investigacién en biosensores ha crecido rapidamente en los tltimos
anos (ver Figura 1.10) debido a su potencial en campos como el diagndstico clinico, mo-
nitorizacién de muestras medioambientales, procesos industriales o deteccién de agentes
toxicos/bioldgicos. Sin embargo, viendo la tendencia en el nimero de publicaciones cien-
tificas parece que se ha llegado a un plateau en la cantidad de investigaciéon en este campo,
y aunque se han conseguido avances importantes, no parece que haya ninguna tecnologia
tan notable en el mundo comercial como fue el desarrollo del sensor de glucosa.

Como en la definicién de sensor o biosensor quimico puede encajar una cantidad muy
grande de diferentes dispositivos, existen otras clasificaciones mas especificas en las que
se distribuyen los sensores. Entre estas clasificaciones destacan las siguientes: segtn la

naturaleza de la fase sensora y el mecanismo del proceso de reconocimiento, las caracte-
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NUMERO DE
PUBLICACIONES

Figura 1.10: Ntimero de publicaciones de una btisqueda en Scopus del término “biosensor” desde
1990.

risticas del transductor, si en la deteccidén es necesaria una marca externa, o el formato
del ensayo utilizado. Por otro lado, considerando el tipo de instrumentacién utilizada en
los biosensores, dos categorias principales pueden distinguirse: 1) equipamiento de labo-
ratorio sofisticado capaz de obtener medidas de interacciones biolégicas complejas con
gran exactitud, y 2) dispositivos portables, faciles de usar, para andlisis descentralizados.
Aunque ambas modalidades pueden tener un interés inherente y resolver diferentes ti-
pos de problemas, la utilizacién de los biosensores portétiles de bajo coste por personas
no cualificadas técnicamente, incluso por los propios pacientes, los llamados dispositivos
Point-of-Care (POC) puede ayudar en el futuro a la deteccién y monitorizacién de diferen-
tes enfermedades con la posibilidad real de mejorar la calidad de vida de las personas. Por
tanto, en el desarrollo de biosensores, los principales objetivos buscados son la facilidad,
rapidez y bajo coste. Diferentes configuraciones en sistemas sensores han sido descritas,
por ejemplo, mediante una sonda de inmersién (dip-in-probe), como el electrodo de vidrio
para determinaciéon de pH, sensores desechables con superficie plana que utilizan muy
poco volumen de muestra, como los electrodos serigrafiados, sensores de llenado capilar,
formados por dos ldminas con un espacio entre ellas que permite el movimiento de la
muestra hasta la zona sensora o las tiras de flujo lateral, que poseen una capa porosa de
material que permite el movimiento por capilaridad de la muestra (la mas conocida es la
tira de embarazo). Los sensores también pueden estar integrados en sistemas de andlisis

por inyeccién en flujo o implantados en tejidos o en organismos vivos.
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Caracteristicas analiticas de los (bio) sensores

Las caracteristicas analiticas de los biosensores se pueden determinar por los pardme-
tros tipicos utilizados en la caracterizacién de un método analitico normal ya que son dis-
positivos analiticos. Indican el ajuste de un sensor al comportamiento esperado como la
calidad de resultados, estabilidad de la respuesta, robustez de operacién y almacenamien-
to. Estos pardmetros estadisticos son descritos extensamente en libros especializados3”,

pero una introduccién muy breve de los mas importantes se describe a continuacién:

» Exactitud: indica el grado de coincidencia entre la concentraciéon determinada por
el biosensor y la concentracion real del analito en la muestra. Se denomina error
relativo (si se ofrece el resultado en porcentaje) o error absoluto (resultado directo)

a la diferencia entre ambas concentraciones.

» Precisién: indica el grado de coincidencia entre los resultados de medidas inde-
pendientes obtenidas bajo condiciones similares. Dentro de la precisién se pueden
describir dos términos: la reproducibilidad y repetibilidad. La reproducibilidad in-
dica la capacidad del sensor de dar resultados similares bajo condiciones diferentes
(diferentes operadores, aparatos, laboratorios o después de largos periodos de tiem-
po). La repetibilidad es la capacidad del sensor de dar resultados similares en una
secuencia de medidas de una muestra idéntica llevadas a cabo en las mismas condi-
ciones. En el caso especifico de utilizar electrodos serigrafiados se pueden describir
dos pardmetros de precision: la reproducibilidad intraelectrédica y la reproducibili-
dad interelectrédica. La reproducibilidad intraelectrédica es la capacidad del sensor
de ofrecer resultados similares en medidas repetidas usando el mismo electrodo (si-
milar a la repetibilidad). La reproducibilidad interelectrédica indica la capacidad de
diferentes sensores fabricados en las mismas condiciones de dar los mismos resulta-

dos de la medida de la misma muestra.

= Selectividad: indica el grado de discriminacién de un sensor para determinar un
analito sin interferencias de otras especies en la muestra. Si un concomitante de la
muestra afecta a la respuesta del sensor por interactuar con la superficie sensora,

esto produce una interferencia no especifica.
= Rango dindmico: es el rango de concentraciones que es capaz de detectar el sensor.

= Sensibilidad: refleja el cambio en la respuesta producido por una variacién de uni-

dad en la concentracién. Si la respuesta del sensor viene relacionada de forma lineal
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con la concentracién, en una recta de calibrado, la pendiente de esta recta es la

sensibilidad.

= Limite de deteccién (LOD): es la menor concentracion a la cual el sensor puede pro-
porcionar resultados fidedignos. E1 LOD es la menor concentracién del analito que
puede ser distinguida de la ausencia del analito (blanco de reactivos). Un bajo LOD
se obtiene cuando tanto la respuesta como el ruido (en términos de desviacion estan-
dar) para el blanco son bajas. El limite de cuantificacién es un parametro de mayor
confianza para dar la menor concentracién detectable por el sensor, y normalmente

equivale a 3 veces el LOD.

» Tiempo de respuesta: es el tiempo que transcurre desde que se afiade el analito al
sensor hasta que la respuesta del sensor llega a un valor practicamente constante.
Antes de llegar a este valor, el sensor funciona en régimen transitorio (su respuesta
varia con el tiempo). Tanto la velocidad de difusién del analito hacia el elemento
de reconocimiento como la velocidad de la formacién del complejo determinan el
tiempo de respuesta. Uno de los objetivos mas importantes en el desarrollo de bio-

sensores es disminuir el tiempo de respuesta para conseguir andlisis rdpidos.

Elemento de reconocimiento

El reconocimiento molecular consiste en una interaccién selectiva que conlleva la for-
macién de un complejo entre la molécula reconocida (especie objetivo) y el elemento de
reconocimiento (que en los biosensores estd inmovilizado en el transductor). Existen di-
ferentes elementos de reconocimiento de naturaleza biolégica que han sido empleados
en biosensores, y en los tltimos afios se han desarrollado algunos sintéticos. Una de las
clasificaciones més utilizadas de los biosensores es segtin sea la naturaleza de su elemento
de reconocimiento. En este sentido, dos tipos generales de elementos de reconocimientos
se conocen: cataliticos y de afinidad. Aunque no se considera aqui, una membrana perm-
selectiva que deja traspasar ciertos iones puede también ser utilizado como elemento de
reconocimiento?. En los biosensores cataliticos, el elemento de reconocimiento genera una
reaccion catalitica con la especie objetivo, mientras que en los biosensores de afinidad,
el reconocimiento se produce por la formacién de un complejo entre el elemento sensor
y la especie objetivo. A continuacién, se describen los principales tipos de elementos de

reconocimiento:

Aunque en este caso, no se trata de un reconocimiento molecular, sino iénico.
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Elementos de reconocimiento cataliticos

Los elementos de reconocimiento catalitico poseen una funcién receptora, capaz de re-
conocer especificamente un compuesto (o familia de compuestos) y una funcién catalitica,
capaz de causar una reaccion catalitica de la especie reconocida, regenerando el receptor

para un nuevo reconocimiento.
= Enzimas

Los biosensores basados en enzimas son los biosensores cataliticos més utilizados. Las
enzimas son proteinas que pueden catalizar una reaccién quimica de naturaleza biolégica.
El compuesto reactivo se llama sustrato, y, normalmente, implica el uso de otro reactivo
(cofactor) para poder llevar a cabo la reaccién. Para que la reaccién enzimaética se produzca,
el sustrato debe formar un complejo enzima-sustrato ya que la enzima es capaz de unir de
esta forma un sustrato particular o una clase especifica de compuestos. El reconocimiento
enzimatico es un proceso dindmico que consta de tres etapas principales ilustradas en la

Figura 1.11:

1. el sustrato es enlazado al sitio de union de la enzima mediante la formacion del

complejo
2. el sustrato experimenta una reaccion quimica con la participaciéon del cofactor

3. el producto generado se libera y el sitio activo de la enzima vuelve al estado inicial

para comenzar un nuevo ciclo de reaccién

La transducciéon puede llevarse a cabo con la deteccién de un producto o correactante
del proceso enzimatico. Existen diferentes formatos de utilizacién con el objetivo de cuan-
tificar el sustrato, alguna especie inhibidora de la reaccién enzimatica, o incluso pueden
ser utilizadas como marca de transduccién en biosensores de afinidad. Las ventajas mas
importantes de los biosensores enzimaticos son su elevada selectividad, una respuesta
rapida, se autoregeneran y los dispositivos suelen ser bastante sencillos. Como mayores
inconvenientes pueden ser el alto coste de muchas enzimas, o la baja estabilidad cuando
no se utiliza en un medio 6ptimo (su funcionalidad depende del pH, temperatura, etc.). El
sensor comercial de glucosa, ampliamente comercializado, es un sensor enzimético, que

posee una enzima especifica a la glucosa.

» Células y tejidos
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Ciclo enzimatico

Enzima
Sustrato

Producto

Enzima-Producto

Enzima-Sustrato

Cofactor

Figura 1.11: Ciclo de una reaccién enzimatica tipica.

Diferentes células o tejidos de origen biol6gico pueden también ser utilizados como ele-
mento de reconocimiento ya que poseen enzimas en su composicién, que pueden funcio-
nar como elemento de reconocimiento. Sus ventajas son un bajo coste, se evita los procesos
de extracciéon y purificaciéon de las enzimas, pero la respuesta es mds lenta y poseen una
limitada selectividad (ya que puede haber diferentes tipos de enzimas o especies de dife-
rente composicion).

Elementos de reconocimiento por afinidad

El reconocimiento por interacciones de afinidad involucra un enlace reversible maltiple
entre dos especies quimicas a través de enlaces no covalentes (i6nicos, de hidrégeno o
interacciones de van der Waals) para formar un complejo asociado. Estas especies son
complementarias en la forma, tamafio y reactividad quimica, por lo que su unién esta
controlada por pardmetros termodindmicos, normalmente se alcanza el equilibrio y no
se consume mds especie reactiva con el tiempo, a diferencia con el control cinético de los
biosensores cataliticos. Algunas proteinas pueden enlazar por afinidad ciertos compuestos
quimicos, por ejemplo, la lectina enlaza carbohidratos, o la (estrept)avidina enlaza a la
biotina.

Este tipo de biosensores se basan en la formacién de un complejo, por lo que pueden
ser estudiados segtin la teorfa de enlace receptor-ligando3®. La fraccién del elemento de

reconocimiento que estd enlazada en un estado de equilibrio (f) viene determinada por la
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constante de disociacién del complejo, K4 (inversa a la constante de afinidad, K, = 1/Ky), y
la concentracién del analito segtin la ecuacién 1.1. Esta ecuacion es una forma derivada de
la isoterma de adsorcién de Langmuir, que indica que al aumentar la densidad superficial
del elemento sensor (c), no cambia 6 pero permite un cambio de la propiedad medida
(tipicamente relacionada a la densidad real de las moléculas del analito enlazadas, 6c).
Hay que considerar que una densidad del elemento de reconocimiento muy elevada puede
inhibir el enlace del analito debido a interacciones estéricas u otros efectos.

[Receptor — Analito] [Analito]

6= [Receptor] + [Receptor — Analito]  |Analito] + K, (t.1)

Los biosensores de afinidad, aunque con un gran potencial futuro, todavia no han al-
canzado la etapa de desarrollo avanzado que poseen los sistemas enzimdticos. Al basarse
en reacciones de equilibrio, normalmente son andlisis mds lentos, con un rango dindmi-
co de concentraciones menor y no son capaces de ser usados de manera continua para
monitorizar un analito. Sin embargo, las posibilidades que presentan en entornos clinicos,
donde estdn medianamente implantados, la versatilidad de los diferentes elementos de
reconocimiento (con capacidad de hacerlos sintéticos, a la carta) y la extensa investigacion
en este campo, permitirdn un uso mds extendido en afios venideros para el diagndstico
de enfermedades.

A continuacion, se describen otras uniones por afinidad mds concretas:
= Acidos nucleicos

La funcién de los 4cidos nucleicos en el organismo es una de las més conocidas popular-
mente, ya que sirven para almacenar y transferir la informacion genética en los seres vivos.
Los &acidos desoxirribonucleicos (ADN) almacenan la informacién genética, mientras que
los acidos ribonucleicos (ARN) se encargan de transferir esa informacién. Los acidos nu-
cleicos se componen de un esqueleto con varias nucleobases: adenina (A), citosina (C),
guanina (G) y timina (T), aunque esta ultima se reemplaza por uracilo (U) en el ARN. Las
diferentes nucleobases pueden formar un complejo de unién, de manera especifica: C-G y
A-T (A-U en ARN). Este hecho es la base de la hibridacién, proceso por el cual dos hebras
de &cidos nucleicos forman un complejo muy fuerte por interaccién de una hebra con
su hebra complementaria (bases complementarias). La hibridacién es el proceso utilizado
en sensores (llamados genosensores) que utilizan acidos nucleicos para el reconocimiento
molecular. Son dispositivos muy interesantes para la identificaciéon de microorganismos

patoégenos.
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= Aptdmeros

Los aptdmeros son un material sintético formado por oligonucleétidos (ADN, ARN) o pép-
tidos disefiados especificamente para formar una unién muy fuerte con ciertas moléculas
o proteinas3’. Su principal funcién es como sustitutos de los anticuerpos en inmunosenso-
res, ya que suelen ser més sencillos de sintetizar (de manera artificial), de menor coste y
poseen mayor estabilidad. También tienen la capacidad de unir moléculas pequefias. Por
tanto, los aptdmeros son materiales con caracteristicas prometedoras para el desarrollo de

biosensores.
= Polimeros molecularmente impresos

Los polimeros molecularmente impresos (MIPs) son materiales poliméricos biomiméticos>
con cavidades que presentan una alta selectividad frente a un compuesto determinado. Es-
te polimero es sintetizado en presencia del compuesto objetivo (molécula molde), por lo
que tras su eliminacion, la estructura del polimero contiene sitios de unién complementa-
rios en forma y orientacién a los del compuesto objetivo. Ademds, esas cavidades pueden

contener grupos funcionales que pueden enlazar reversiblemente este compuesto.
= Antigeno - Anticuerpo

La interaccién antigeno-anticuerpo llamada reacciéon inmunolégica es el fundamento de
los inmunosensores, cuyo elemento de reconocimiento puede ser un antigeno o un anti-
cuerpo. Los anticuerpos son glicoproteinas producidas por el sistema inmune para iden-
tificar y neutralizar agentes externos (patégenos) al organismo que pudieran ser dafinos.
La parte del patégeno que interacciona con el anticuerpo se llama antigeno. Los anticuer-
pos pueden también generarse para que respondan a haptenos, especies que no producen
una respuesta inmune en el organismo (ya que son moléculas pequefias indetectables)+°.
Los anticuerpos tipicos son las inmunoglobulinas (Ig), una clase de proteinas abundantes
en el plasma, siendo la méas prevalente la inmunoglobulina G (IgG). En la Figura 1.12
se muestra la estructura tipica de un anticuerpo IgG. Presenta una forma de Y que con-
tiene dos cadenas polipeptidicas pesadas (sobre 50 kDa cada una) y dos cadenas ligeras
(sobre 25 kDa) enlazadas entre ellas. Las regiones constantes determinan el isotipo del an-
ticuerpo (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE), mientras que las regiones variables (Fv) de una cadena
pesadas y una cadena ligera constituyen el sitio de unién con el antigeno (son variables

en diferentes anticuerpos para unir diferentes antigenos). Estas cadenas estdn unidas por

La biomimética es el arte de imitar los procesos naturales
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Figura 1.12: Estructura esquematizada de la inmunoglobulina G (IgG).

enlaces no covalentes y puentes disulfuro formando una estructura cuaternaria. Cada
molécula de anticuerpo es bivalente ya que tiene dos sitios de unién al antigeno. Los anti-
cuerpos poseen grupos funcionales -NH,, -COOH y -SH que pueden ser utilizados para
su funcionalizacién con otras especies de interés (biotina, proteinas, nanomateriales). La
producciéon de anticuerpos pueden realizarse en animales (tipicamente, ratones, conejos,
cabras o camellos) o por cultivo celular. Segtin la forma de obtencién se pueden obtener
anticuerpos policlonales que pueden unirse a diferentes zonas del antigeno (epitopos), o
anticuerpos monoclonales, que se unen a una sola zona especifica del antigeno.

En la unién antigeno-anticuerpo se forma un complejo por multiples enlaces no covalen-
tes (enlaces de hidrégeno, fuerzas electrostaticas, uniones de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas), normalmente un alto grado de complementariedad es necesario y se forma
un enlace muy fuerte (reversible, pero solamente en condiciones extremas) por la alta afi-
nidad entre ambos compuestos (constante de disociacién entre 10" y 107> M). Este hecho
hace que sea complicado la regeneraciéon de superficies inmunosensoras, y normalmen-
te son desechables. Explicando en mayor detalle el proceso, en primer lugar, antigeno y
anticuerpo se acercan por difusién, y cuando la distancia entre epitopo y paratopo estad
alrededor de 10 nm, la atraccion electrostatica comienza a ser efectiva. Este proceso acer-
ca las dos especies y las moléculas de agua son desplazadas, permitiendo la formacién
de enlaces de hidrégeno. A distancias mas cortas, las interacciones de van der Waals e

hidrofébicas toman el papel principal para la formacion final del complejo. Sadana et
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al.#** describieron en cierta medida la cinética de la interaccién antigeno-anticuerpo y la
influencia de la velocidad de difusién y otros factores. En la configuracién con el antigeno
en disolucién y anticuerpo inmovilizado en la superficie, la interaccién muestra una cinéti-
ca de segundo orden (ecuacién 1.2), donde I' es la concentracién superficial de anticuerpos
que son enlazados por antigenos a un tiempo t, 'y es la concentracién superficial total de
anticuerpos, y k es la constante de velocidad de la reaccién. En el caso contrario, con el
anticuerpo en disolucion y el antigeno inmovilizado en la superficie, la reaccién mues-
tra una cinética de primer orden tanto para la concentracién de anticuerpo cercana a la
superficie o del antigeno inmovilizado (ecuacién 1.3), es decir que tanto la concentracién
de anticuerpo en disolucién como la concentraciéon de antigeno inmovilizado influyen en
la velocidad de reacciéon. Algunos pardmetros que pueden tener una influencia en la ci-
nética de estas reacciones son la concentraciéon de analito, el pH de la muestra, efectos

superficiales, temperatura, etc.

EZI—I; = k [Antigeno]* T (1.2)
ar ) .
|7 = k [Antigeno] [Anticuerpo] Ty (1.3)

Inmovilizacién del elemento de reconocimiento sobre el transductor

La modificacién del transductor con el elemento de reconocimiento puede realizarse
de diversas formas. El objetivo principal es permitir un contacto eficaz entre el elemento
sensor y el transductor, manteniendo intacta la estabilidad y actividad de la biomolécula.
Existen diversas publicaciones de gran calidad en la literatura describiendo las diferentes
métodos de inmovilizacién del elemento sensor , de modo que se describen, de manera

muy simplificada, los mds importantes (ilustrados en la Figura 1.13):

= Adsorcién fisica: el elemento de reconocimiento se pone en contacto con la superfi-
cie del transductor y en funcién del tiempo se adsorbe fisicamente (por interacciones
electrostaticas o hidrofébicas) sobre el transductor. Aunque es un método muy sen-
cillo, no permite una modificacién ordenada del elemento de reconocimiento sobre
el transductor, y, aleatoriamente, puede que la zona de reconocimiento no esté dis-

ponible para la formacién del complejo.

= Enlace covalente: unién covalente entre el elemento de reconocimiento y la superfi-

cie activada del transductor por medio de grupos bifuncionales o espaciadores como
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Figura 1.13: Métodos de inmovilizacién del elemento de reconocimiento biolégico sobre la super-

ficie de un transductor.

glutaraldehido, carbodiimida o silanizacién, entre otras. Aunque mas complejo que
otros métodos, suele permite obtener superficies sensoras méas estables. Una de las
altimas tendencias es la utilizacién de grupos diazonio para la modificacién cova-

lente de superficies transductoras+.

Unidn de afinidad: en este método se modifica el transductor con alguna especie que
interaccione por afinidad con el elemento de reconocimiento (en alguna posicién que
no influya en su funcién biolégica de reconocimiento). El sistema maés utilizado es la
modificacién del transductor con estreptavidina y del elemento de reconocimiento
con biotina, y tras su union se forma la fase sensora en el transductor. Si el elemento
de reconocimiento estd funcionalizado con biotina en una posicién fija determinada,
se puede conseguir un transductor modificado con la fase sensora altamente locali-

zada, dejando la posicién reactiva més disponible para el reconocimiento molecular.

Atrapamiento polimérico: el elemento de reconocimiento puede estar combinado
con un polimero o membrana que se coloca sobre el transductor por adsorcién fi-
sica. El polimero o membrana puede funcionar como una barrera protectora para

moléculas interferentes.

Monocapas autoensambladas: son monocapas de un compuesto generadas esponté-
neamente sobre la superficie del transductor. Este compuesto tiene un extremo con
alta afinidad por el material del transductor, mientras que el otro extremo deja libre
un grupo funcional que puede interaccionar con el elemento de reconocimiento (nor-
malmente, formando un enlace covalente). Son tipicas las monocapas autoensambla-
das de tioles sobre superficie de oro. Este método suele presentar menor adsorcién

inespecifica y un mejor control de la orientacion del elemento de reconocimiento.
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Tipo de transductor

Una de las clasificaciones mds importantes de los biosensores se corresponde con el
tipo de transduccién que utilizan. Existen dos tipos posibles de transduccién: quimica y
fisica. En la transduccién quimica, se determina el cambio en la composicién quimica de la
fase sensora en respuesta al proceso de reconocimiento. Este cambio puede determinarse
directamente o con la ayuda de un reactivo secundario del proceso de reconocimiento. La
transduccion fisica mide el cambio en una propiedad fisica del sistema tras la reaccién de

reconocimiento. En general los tipos de transduccién méas importantes son los siguientes:

= Optica: la transduccién 6ptica se basa en la interacciéon de la radiacién electromag-
nética con la materia (ya sea absorcién, emision (fluorescencia o fosforescencia), re-
flexion, refracciéon o dispersién de la luz que se puede relacionar con la reaccién de

reconocimiento).

= Mecénica: el reconocimiento molecular lleva consigo un cambio en la masa del siste-
ma, que es detectado por este tipo de transductores. Este cambio de masa puede ser
detectado con un sistema piezoeléctrico como la microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM). Este dispositivo se encuentra en vibracién, y la propagaciéon de esta vibra-
cién (por ondas actsticas de superficie) se ve afectada por la masa total del sistema.
Otro tipo de transductor mecédnico son los microcantilevers, que pueden producir una
flexién al producirse la reaccién de reconocimiento (esta flexion es proporcional a la
masa del sistema, aunque también pueden utilizarse en modo de vibracién como la

QCM).

» Térmica: se basa en monitorizar el cambio en la temperatura producido por el calor
de la reaccion de reconocimiento. Solamente procesos cataliticos pueden generar

suficiente calor para poder ser detectados.

» Electroquimica: en este caso, el transductor es de tipo electroquimico, por lo que es
tipicamente, un electrodo o sistema electrédico. Este tipo de transduccién por ser la

utilizada durante esta Tesis Doctoral, se describird en un préximo apartado.
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Deteccion con o sin marca

La deteccion en biosensores de afinidad puede llevarse a cabo de dos formas principa-
les: sin marca o con marca®. En los biosensores sin marca, se mide un cambio en alguna
propiedad fisica tras el reconocimiento molecular del analito en la superficie del transduc-
tor. En los biosensores con marca, se utiliza un reactivo secundario que es relacionado
directa o indirectamente con la reaccién de reconocimiento. Una marca puede consistir en
especies luminiscentes, radiois6topos, enzimas cuyo producto enzimatico sea detectable o
especies electroactivas, entre otras. Como detecciéon sin marca se podria utilizar la oxida-
cién directa de aminoécidos de proteinas o de bases en los acidos nucleicos o lo cambios
en propiedades superficiales medidos por impedancia, capacitancia o conductividad (en
biosensores electroquimicos). Los biosensores con transduccién por cambio de masa, co-
mo el QCM, son también sin marca. La técnica de resonancia de plasmén superficial (SPR)
también es una técnica muy utilizada para desarrollo de biosensores sin marca.

Los biosensores con deteccién sin marca presentan algunas ventajas como por ejemplo:
son dispositivos més simples, con menos gasto de reactivos (generalmente, s6lo es necesa-
rio el sensor y la muestra) o el enlace de reconocimiento puede detectarse en tiempo real*3.
Su inconveniente mds importante es la no posibilidad de distinguir entre interacciones es-
pecificas y no especificas excepto por la selectividad del elemento de reconocimiento, de
modo que resulta en una selectividad menor que los ensayos con marca. Los biosensores
con marca presentan otras ventajas como: una mayor sensibilidad con posibilidad de es-
trategias de amplificacion, en general, mayor selectividad si se usa un reactivo secundario
a la reaccién de reconocimiento principal, ya que el analito es reconocido por dos especies
diferentes (en un ensayo tipo sandwich). Como desventajas se encuentran los procedimien-
tos experimentales méas complejos para llevar a cabo los andlisis, y la posibilidad de que al
funcionalizar una biomolécula con una marca pierda parte de sus propiedades de enlace,
haciendo la reaccién menos eficaz, incluyendo una difusién mads lenta hasta los sitios de

enlace (por el mayor tamafio del conjugado marca-biomolécula).

Formatos de biosensores

Los biosensores, especialmente los inmunosensores y genosensores, pueden ser disefia-

dos de diferente forma que pueden ofrecer ventajas en la deteccién y la sensibilidad del

Los biosensores cataliticos son eminentemente sin marca, ya que la reaccién enzimaética se puede detectar
de manera directa o indirecta por la detecciéon de un producto. Por tanto, cuando se describan sensores con
marca o sin marca, se estara haciendo referencia a biosensores de afinidad.
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sistema. A continuacién, se describen algunos de los formatos mas utilizados en inmuno-
sensores (Figura 1.14), con la diferencia entre si el antigeno o el anticuerpo de captura es
inmovilizado en la superficie del transductor:

ANTICUERPO INMOVILIZADO

En los tres primeros formatos, el anticuerpo es inmovilizado en el transductor y funcio-

na como elemento de reconocimiento del sensor:

= Formato A: el antigeno de la muestra compite por los sitios de unién del anticuerpo
con el mismo antigeno funcionalizado con una marca de deteccién (ensayo competi-
tivo). Cuanta mayor concentracién de antigeno exista en la muestra, menor cantidad
de antigeno marcado reacciona, y la deteccién producird una menor respuesta (inver-
samente proporcional a la concentracién de antigeno en la muestra). Es un formato

muy utilizado para antigenos pequefios, que solamente poseen un sitio de unién.

» Formato B: este es un formato tipo sandwich, donde el antigeno reacciona con el
anticuerpo de la fase sensora y a continuacién, un anticuerpo secundario marcado
reacciona por otro sitio de unién del antigeno. Este formato mejora la selectividad
del sistema, ya que el antigeno tiene que ser reconocido por los dos anticuerpos para
producir una respuesta, pero el antigeno debe poseer al menos dos epitopos para
su unién con dos anticuerpos. Un ensayo muy conocido de este tipo es el llamado

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).

= Formato C: en este formato el antigeno reacciona con el elemento de reconocimiento
directamente, y esta reaccion se monitoriza mediante una deteccién sin marca, como

se explicé anteriormente.
ANTIGENO INMOVILIZADO

= Formato D: el antigeno inmovilizado en la fase sensora y el antigeno de la muestra
compiten por los sitios de unién de un anticuerpo marcado (ensayo competitivo). Al
haber mayor concentracién de antigeno en la muestra, reacciona en mayor medida
con el anticuerpo marcado en disolucién, y menos anticuerpo estara disponible para
reaccionar con la fase sensora. Por esa razoén, la respuesta final serd inversamente

proporcional a la concentraciéon de antigeno en la muestra.

= Formato E: este es un formato tipo sandwich, pero con el fin de detectar anticuerpos.

La fase sensora compuesta por el antigeno reacciona con el anticuerpo especifico de
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la muestra, y a continuacién, un anticuerpo secundario marcado reacciona con ese

anticuerpo para llevar a cabo la deteccién de la reacciéon inmunolégica.

= Formato F: este formato es similar al formato C, pero el anticuerpo en disolucién,
que es la especie de interés, es el que reacciona con el antigeno inmovilizado. La

respuesta del sensor se obtiene sin utilizar una marca de deteccion.

Cabe destacar que existen algunas variaciones en estos formatos, segtin se utilicen unos
tipos de reactivos u otros (incluso utilizando un tercer anticuerpo en el formato B, o la
marca de deteccion funcionalizada puede afiadirse en un paso posterior). Otro aspecto
a destacar, es que los biosensores en general, y especialmente los inmunosensores, pue-
den sufrir adsorciones inespecificas de especies que produzcan una sefial falsa, por la
union de una especie en un sitio no especifico de unién de la reaccion inmunolégica (por
ejemplo, en la superficie fisica del dispositivo). Para minimizar este problema, el sensor,
generalmente, se expone a un agente bloqueante antes de realizar el ensayo. Esta especie,
normalmente una proteina inerte, bloquea los sitios de unién no especificos y elimina la
posibilidad de producir una sefial falsa. Una desventaja de este proceso es que complica
el procedimiento total del inmunoensayo y aumenta el tiempo total de analisis.

Aunque en la mayorfa de formatos, la respuesta es lineal con el grado de formacién
del complejo analito-receptor, en los formatos competitivos, la respuesta es inversamente
proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra. La representacién de las
curvas de calibrado en este caso no es lineal, sino que la sefial es funcién del logaritmo
de la concentracién de analito, tiene forma sigmoidal y puede ajustarse a la ecuacién 1.4,
doénde Anax es la maxima asintota correspondiente a la sefial en ausencia de analito, b es
el valor de la pendiente de la curva en el punto de inflexién, ECy, es la concentracion de
analito en el punto de inflexién (concentracion correspondiente al 50 % de la inhibicién
respecto a Amax) ¥ Amin €s la asintota minima que corresponde a la sefial en exceso de
analito. Cuanto mayor es la constante de afinidad del complejo, menor es el valor de ECs,.
El intervalo dindmico viene dado como el intervalo de concentraciones que produce una
sefal entre el 80 y el 20 % del intervalo definido por las asintotas médxima y minima. El
LOD se calcula como la concentracién de analito que origina una disminucién de la sefial

de un 10 % respecto al blanco.

Amax - Amin

14 (”’E”éif]b)

+ Amin (14)

Sp =
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Sensor: anticuerpo
Analito: antigeno

Sensor: antigeno
Analito: anticuerpo

Figura 1.14: Formatos de inmunosensores mas utilizados.

1.2.1 Biosensores electroquimicos

Los transductores electroquimicos presentan ciertas ventajas frente a otro tipo de trans-
duccién como por ejemplo, la relativa simplicidad y el bajo coste de los dispositivos e
instrumentacién de lectura, facilidad de uso o su posible portabilidad+*. La portabilidad
puede permitirles su uso como dispositivos POC con instrumentos de mano. Ademads, la
sefial obtenida es eléctrica y, en consecuencia, se puede realizar la transduccién directa al
sistema electrénico de registro. Basicamente, un sensor electroquimico se compone de un
circuito eléctrico que puede ser facilmente miniaturizado y su coste de produccién suele

ser bajo. Esto permite su utilizacién para la monitorizacién in situ en diferentes aplica-
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ciones. La sensibilidad de los métodos electroquimicos es independiente al volumen de
muestra, por lo que se pueden utilizar bajos voliimenes+>, y cierta selectividad puede ser
conseguida al ajustar las condiciones de excitacién y obtencién de la respuesta electroqui-
mica. La deteccion puede hacerse en disoluciones turbias o coloreadas, como por ejemplo,
sangre+®, algo que excluiria a la transduccién 6ptica. Aunque con caracteristicas muy pro-
metedoras, los biosensores electroquimicos todavia no estdn en disposicion para llevar a
cabo el diagnoéstico de enfermedades clinicas en hospitales o centros médicos. Algunas
razones incluyen la relativamente dificil automatizacién de estos dispositivos o problemas
en la estabilidad de los elementos sensores. Sin embargo, una comunidad cientifica muy
extensa se encuentra trabajando en el desarrollo de dispositivos analiticos de diagnéstico
y estos problemas podrian ser resueltos en los préximos afios de manera eficiente.

Una introduccién a la electroquimica dindmica y algunas técnicas electroquimicas viene
dada en la Seccién 1.4, mientras que a continuacién se trazan las ideas generales de los

diferentes métodos de transduccion en biosensores electroquimicos:

» Transduccién voltamperométrica: se basa en la aplicaciéon de un barrido de poten-
ciales y el registro de la corriente generada en funcién del potencial aplicado. Al
producirse una reaccién redox, la corriente aumenta (en términos absolutos) de ma-

nera proporcional a la concentraciéon de analito en la muestra.

» Transduccién potenciométrica: se basa en la medida del potencial de equilibrio en
una membrana permselectiva (potencial de membrana) que separa dos disoluciones.
La membrana es selectiva al analito por lo que se trasladard desde la zona de ma-
yor concentracién a la de menor concentracién hasta un estado de equilibrio. Este
cambio producird un cambio en el potencial de membrana que sera proporcional a
la concentracién de especie en la disolucion. Los electrodos selectivos de iones (ISE)

son el ejemplo mds significativo de este tipo de transduccion.

= Transduccién amperométrica: se basa en la medida de la corriente generada en fun-
cién del tiempo tras la aplicacion de un potencial constante (o saltos de potencial
constante). El potencial aplicado suele ser caracteristico de la especie de interés (al-
go que contribuye a mejorar la selectividad del sistema ya proporcionada por el
sistema de reconocimiento). La corriente medida a un tiempo determinado es pro-
porcional a la concentraciéon de analito. Tanto el sensor de glucosa comercializado
en la actualidad como el sensor de O, y glucosa inventados por Clark se basan en

transduccién amperométrica.
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» Transduccién impedimétrica: se basan en la medida del cambio de la impedancia
(por las propiedades resistivas y capacitivas de los materiales) en una celda en la
que se produce un proceso faradaico (transferencia electrénica entre una especie y
el electrodo) tras la aplicaciéon de un potencial de corriente alterna de excitacion
de pequefia amplitud. La impedancia indica la oposicién al flujo de una corriente
alterna a través de la celda electroquimica. Puede ofrecer informacién sobre la cel-
da electroquimica como la migracién iénica, distribucién de cargas en la interfase
electrodo/disolucién y la velocidad de la transferencia electrénica. Estas propieda-
des pueden estar relacionadas con un elemento sensor integrado en el dispositivo.
El elemento sensor y el analito, especies biolégicas en los biosensores tipicos, se
encuentran modificando la superficie del electrodo y pueden influir de diferente ma-
nera (normalmente, de manera negativa) en la transferencia electrénica entre una
especie redox en disolucién y el electrodo, ya que funcionan como una barrera fisica,
ya sea por motivos estéricos o electrostdticos. Mds informacién sobre la técnica de

espectroscopia de impedancia electroquimica viene dada en la Secciéon 1.4.

= Transduccién capacitiva: se basa en los cambios en la capacitancia de la interfa-
se transductor/disolucién como resultado del proceso de reconocimiento. La doble
capa eléctrica formada en la interfase electrodo/disolucién puede ser considerada
como un condensador (més detalles en la Seccion 1.4) que almacena carga. El electro-
do transductor puede considerarse como una placa del condensador y la disolucién
de electrolito como otra placa. El elemento sensor hace la funcién del dieléctrico que
al producirse el proceso de reconocimiento cambia y la distancia entre placas del
condensador aumenta progresivamente, y también su capacitancia4’. Una celda de
dos electrodos puede ser utilizada para este tipo de transduccién, lo que simplifica el
dispositivo sensor. La medida del cambio de la capacitancia puede hacerse mediante
medidas de impedancia no faradaica (sin proceso redox), ajustando la respuesta a
un circuito equivalente que contiene la resistencia de la disolucién y la capacitancia
del condensador en serie. Otro método de medida consistiria en la aplicacion de un
cambio brusco al potencial de la celda (pero menor de 50 mV). La redistribucién
i6nica en la doble capa eléctrica induce una corriente variable con el tiempo que
depende de la capacitancia segtn la ecuacién 1.5, donde AE es el potencial aplicado,

Rs la resistencia de la disolucion y Cgq la capacitancia de la doble capa.

. AE —
i(t) = R—Sexp <Rsctdl> (1.5)
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» Transducciéon conductimétrica: se basa en la medida del cambio de conductividad
local del medio después de que se ha producido la reaccién de reconocimiento (por
la generacion de algtin producto cargado, por ejemplo). Tipicamente, el sistema
comprende dos electrodos similares colocados en paralelo con una disolucién (y
el elemento sensor) confinada entre ellos. Biosensores basados en transducciéon con-
ductimétrica pueden ser muy simples (sistema de dos electrodos), de bajo coste y
no requieren de electrodo de referencia. Aunque desde un punto de vista analitico,
las medidas directas de conductividad no tienen selectividad ya que cualquier ion

puede cambiar la respuesta.

= Transduccién FET: un transistor de efecto de campo (FET) es un dispositivo semicon-
ductor que posee tres terminales: puerta (gate), drenador (drain) y fuente (source).
De forma muy simplificada, en estos dispositivos la aplicacién de un campo eléctrico
controla la conduccién eléctrica entre los terminales drenador y fuente. En un biosen-
sor FET, el elemento sensor se suele colocar en la puerta, por lo que tras la reaccién
de reconocimiento, la distribucién de cargas en este terminal cambia causando una

variacion del campo eléctrico en el semiconductor.

Previamente, ya se han descrito las principales propiedades de los electrodos serigrafia-
dos y sus ventajas e inconvenientes generales. Teniendo en cuenta esas ventajas como
el bajo coste, cardcter desechable, bajo volumen de muestra requerido, miniaturizacién
y portabilidad, parece claro que son una herramienta muy interesante como transductor
electroquimico de biosensores. Sus propiedades se ajustan bien a la necesidad de llevar a
cabo andlisis rapidos con dispositivos portétiles en el lugar de recogida de muestra. Los
biosensores desechables basados en SPEs han conducido a nuevas posibilidades en la de-
teccion y cuantificacién de biomoléculas, pesticidas, antigenos, ADN, microorganismos,
enzimas o células. Un articulo de revisién relativamente reciente fue publicado en 2014
describiendo los ultimos avances en el uso de electrodos serigrafiados para biosensores
(enzimdticos, genosensores, aptasensores o inmunosensores), con un total de 226 referen-
cias. Esto demuestra la popularidad de este tipo de electrodos, y la dificil descripcién
de todas sus aplicaciones. Por esta razén, a continuacién solamente se resefian algunos
trabajos que demuestran, a grandes rasgos, su utilidad como biosensores electroquimicos.
Estos electrodos se han utilizados como inmunosensores para la detecciéon de analitos tan
importantes como la B-amiloide, biomarcador de la enfermedad de Alzheimer#, o de

especies alérgenas como la Ara h 1%°. Interesantemente, dispositivos con dos electrodos
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de trabajo mostraron la utilidad para llevar a cabo dos inmunosensores con deteccién si-
multdnea de dos biomarcadores del cancer de préstata®® o de la enfermedad celiaca’. Los
SPEs han mostrado un gran comportamiento en genosensores. La posibilidad de utilizar
electrodos serigrafiados de oro>" o con nanoparticulas de oro>?, permite una funcionaliza-
cién muy eficiente de hebras de acidos nucleicos con grupos SH. Incluso ha sido posible
la construccién de biosensores para la detecciéon de microARNs>3, que estan teniendo una
creciente importancia como biomarcadores de enfermedades. Por otro lado, membranas
nanoporosas han sido acopladas a la superficie de electrodos serigrafiados, realizando el
bioensayo entre los poros del material. El bloqueo de los poros por el reconocimiento bio-
l6gico inhibe la difusion de una especie electroactiva indicadora de manera proporcional
a la cantidad de analito y, por tanto, su contacto intimo con la superficie del electrodo

serigrafiado para la transferencia electrénica>+>°.

1.2.2  Marcas de biosensores electroquimicos

Como ya se introdujo anteriormente, una buena parte de los biosensores desarrollados
necesitan una marca de deteccién para determinar el grado de reaccién de la formacién
del complejo y presentan algunas ventajas e inconvenientes en comparacion a la deteccion
directa (sin marca). En los biosensores electroquimicos ocurre lo mismo.

Los biosensores electroquimicos sin marca pueden hacer uso de diferentes estrategias
para detectar la reaccién de reconocimiento biolégica. Ya se han explicado la transduccién
capacitiva y conductimétrica que es eminentemente una detecciéon sin marca. La transduc-
cién por impedancia faradaica, aunque necesita de una especie electroactiva, esta especie
no estd unida a ninguna de las especies que forman el complejo de reconocimiento, por
lo que podria también considerarse un método sin marca. El otro método posible de de-
teccién sin marca es la oxidacion o reduccién directa de algtin componente del sensor que
pueda relacionarse con la concentracioén de analito en la muestra. Por ejemplo, en genosen-
sores, puede utilizarse la oxidacién directa de guanina o adenina, que son las bases mas
electroactivas (aparecen alrededor de +1.0 y +1.3 V en electrodos de carbono)>°. Cuando
la hibridacién no se ha producido la oxidacién de estas especies es mds facil que cuando
se produce la formacién de la doble hebra, por lo que se puede monitorizar la reaccién.
Otro ejemplo es la oxidacién directa de algtin aminoécido de ciertas proteinas para su

deteccién , aunque suelen ser transferencias electrénicas muy lentas.
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El requerimiento para ciertas aplicaciones de desarrollar dispositivos analiticos muy
sensibles, especialmente en diagnoéstico clinico, donde la deteccién precoz de enfermeda-
des necesita de la cuantificacion de pequefias concentraciones de biomarcadores, convierte
casi en obligacion la utilizacién de marcas de deteccién en los biosensores de afinidad, y
ademads, de diversas estrategias de amplificaciéon. Existen diferentes tipos de marcas elec-
troquimicas, entre las que destacan las marcas enziméticas, marcas electroactivas directas,
o las nanoparticulas (que, por la importancia en esta Tesis, serdn descritas en el siguiente
apartado).

Las marcas electroactivas directas consisten en la funcionalizacién de algtin componen-
te de la reacciéon de reconocimiento con una especie que pueda ser oxidada o reducida
facilmente. Algunas marcas de este tipo pueden ser el dinitrofenol, ferroceno, complejos
de oro(I), el hexaaminrutenio que se une a hebras de ADN . La facil medida directa de
estas especies es su mayor ventaja pero, normalmente, no permite una gran amplificacién
a no ser que se utilicen en sistemas de unién mas complejos.

Las ventajas de las marcas enzimaéticas se basan principalmente en la capacidad de la
reaccion enzimatica de catalizar la generacion de un producto a lo largo del tiempo y por
tanto, de obtener un cierto grado de amplificacién, con unos resultados muy interesan-
tes en términos de sensibilidad (y limites de deteccién). Existen numerosas enzimas que
pueden ser utilizadas con diferentes estrategias de deteccién electroquimica como por

ejemplo:

» deteccién de la enzima directamente, que involucra la transferencia electrénica entre
el centro redox de la enzima y el electrodo. Esta transferencia es dificil, por lo que se
suele introducir alguna especie capaz de funcionar como cable conductor y transferir

electrones entre la enzima y el electrodo.

» ]a reaccién enzimética genera un producto electroactivo que es medido en el electro-
do.

= el intermedio enzimdtico puede reaccionar con un mediador redox externo cuyo
producto es electroactivo y que, normalmente, se mide a un potencial muy bajo

(cercano a cero).

Las enzimas mads utilizadas en biosensores electroquimicos son la fosfatasa alcalina (AP),
la peroxidasa del rdbano silvestre (HRP) o la glucosa oxidasa (GOx). Una metodologia

muy interesante para aumentar la sensibilidad es la generacién de un producto sélido de
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Figura 1.15: Preconcentracién de plata sobre la superficie electrédica tras una reaccién enzimatica
de la fosfatasa alcalina.

la reaccién enzimadtica que se preconcentra en la superficie del electrodo y que, ademas, es
electroactivo. La preconcentracién en la superficie electrédica permite una deteccion mas
sensible ya que una elevada cantidad de la especies se encuentra en intimo contacto con el
electrodo, lo que produce una sefial amplificada. Una interesante estrategia fue publicada
por Neves et al.”” en la que se usa AP para catalizar la reacciéon de desfosforilacién de la
hidroquinona difosfato en presencia de iones plata que son reducidos por la hidroquinona
generada en la reacciéon enzimética. La Ag elemental generada, un producto sélido, es
preconcentrado en la superficie electrédica, mejorando la detecciéon electroquimica. Un
esquema de esta estrategia se muestra en la Figura 1.15. Como desventaja de las marcas
enzimdticas se encuentran que son proteinas delicadas y que pueden perder su funcién
bioldgica si no se encuentran en su medio 6ptimo, por ejemplo con un cambio en la
temperatura, pH, concentracién y tipo de sales o disolventes. Aunque existen métodos
para estabilizar enzimas (ver por ejemplo, una excelente revisién en Chem. Soc. Rev.5%) o
las tecnologias sintéticas estdn mejorando sus propiedades, el desarrollo de otras marcas
con posibilidades de amplificacién, mayor estabilidad y menor coste es una preocupacién

constante.
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1.2.2.1  Nanoparticulas como marca electroquimica

Aunque en apartados posteriores se describirdn los principios de la nanotecnologia y
las propiedades de los nanomateriales, a continuacién se describen las marcas electroqui-
micas de biosensores usando nanoparticulas (NPs). Las nanoparticulas presentan ciertas
caracteristicas que las hacen muy interesantes para su funcionalizacién con una biomolé-
cula de reconocimiento secundario y su uso en biosensores electroquimicos. Entre estas
caracteristicas destacan la biocompatibilidad, la cantidad de métodos de sintesis sencillos
y rdpidos descritos para multitud de nanoparticulas, algunas de ellas presentan una ex-
celente electroactividad y pueden ser recubiertas eficientemente de biomoléculas (con un
buen recubrimiento). Ademds, presentan una mayor estabilidad en comparacion a las enzi-
mas, ofrecen una alta sensibilidad (una NP se compone de numerosos dtomos capaces de
generar una sefial electroquimica), y la amplia variedad de nanoparticulas abre la puerta a
ensayos multianalito. Incluso han sido utilizadas como vehiculos que contienen una canti-
dad elevada de marcas electroactivas, con el aumento de sensibilidad que eso conlleva. Por
esta razon, han sido ampliamente empleadas como marca de biosensores electroquimicos
en los ultimos 15 afios, desde que se describi6 el uso de nanoparticulas de oro>. Existen
una cantidad muy elevada de publicaciones describiendo nanoparticulas utilizadas como
marca electroquimica, pero las mds utilizadas podrian ser las siguientes: nanoparticulas de
oro (AuNPs), nanoparticulas de plata (AgNPs), quantum dots (QDs), otras nanoparticulas
metdlicas (especialmente, platino (PtNPs) o paladio (PdNPs)), liposomas, apoferritinas o
nanoparticulas de silice. Estos dos tltimos tipos de nanoparticulas permiten la introduc-
cién en su especial estructura de otras especies electroactivas que pueden funcionar como
marca, obteniendo una estructura hibrida con multitud de marcas, hecho que genera una
sefial amplificada.

Existen diferentes formas en que las nanoparticulas pueden ser detectadas por métodos
electroquimicos, segin sean sus propiedades, las més frecuentes (especialmente para na-
noparticulas metdlicas y QDs) se muestran en el esquema de la Figura 1.16 y se describen

a continuacion:

= las nanoparticulas se digieren en un medio acido fuerte para liberar sus especies
electroactivas a la disolucién, que son medidas a continuacién. Las mds usadas con
este método de deteccién son nanoparticulas metdlicas de oro y plata, y los quantum

dots.
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» mediante la deteccién directa del componente electroactivo. Por ejemplo, nanoparti-
culas de oro o plata se pueden oxidar en primer lugar para generar los metales en
disolucién, que luego son preconcentrados por el método de redisolucién anddica.
Sin embargo, por la alta estabilidad de las nanoparticulas metdlicas, necesitan estar
en contacto cercano con el electrodo (deteccién en estado s6lido), y un sobrepotencial
elevado debe ser aplicado para producir este proceso de manera eficaz, por lo que
el rendimiento no es muy bueno. En el caso de los QDs, en los defectos superficiales
pueden encontrarse dtomos del metal que pueden ser reducidos y redisueltos de
manera directa. Sin embargo, este tipo de 4&tomos son una minoria en la estructura,
ademads de que los defectos podrian ser bastante aleatorios en diferentes nanopar-
ticulas. La ventaja de este método de deteccidon es que se evita la utilizaciéon de un

acido fuerte, y es un método mas simple que el caso anterior.

= deteccién de un metal tras su reduccién catalitica (y posterior reoxidacién) sobre una
nanoparticula metélica, en inglés llamado enhancing. Este proceso puede hacerse me-
diante métodos quimicos utilizando una disolucién especifica 0 mediante métodos
electroquimicos. El depésito generado es de mayor tamafio que la nanoparticula y,
por tanto, aumenta la sensibilidad en la deteccién. Sin embargo, este proceso sola-
mente ha sido descrito en muy pocos casos como la reducciéon de Cu y Ag sobre
AuNPs o de Ag sobre AgNPs.

» deteccién mediante la catalisis de una reaccion electroquimica favorecida por la pre-
sencia de la nanoparticula. Algunos ejemplos pueden ser la deteccién de H,O, o
hidrazina usando PtNPs, p-nitrofenol usando AuNPs, o por el incremento de la

reaccién de reduccién de protones en presencia de AuNPs.

Una de las tendencias en el desarrollo de sensores es la multideteccién simultanea,
por el ahorro de coste, tiempo de andlisis y menores volimenes de muestra necesarios.
Esta multideteccion puede ser proporcionada por el disefio del dispositivo, como se co-
mento en los multielectrodos serigrafiados o bien puede ser proporcionada por deteccién
quimica multiple en un dispositivo convencional. La multideteccién de este tipo se llama
multianalito (multiplexing) y se basa en la deteccién de dos o més analitos en la misma
muestra utilizando diferentes marcas de deteccién (como en el ejemplo general de la Figu-
ra 1.17). Este tipo de deteccién aunque puede ser conseguido con otro tipo de marcas (por
ejemplo, luminiscentes), las marcas electroquimicas son ideales por la numerosa cantidad

de especies electroactivas que pueden ser medidas simultdneamente con alta resolucién.
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Deteccion electroquimica de nanoparticulas

H+ M

N
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Deteccion directa Disolucién acida Enhancing metalico Electrocatélisis

Figura 1.16: Principales tipos de deteccién electroquimica de nanoparticulas funcionando como
marca.

.‘o

E

Figura 1.17: Esquema simplificado de la multideteccién electroquimica de dos nanoparticulas dife-
rentes.

El caso mas tipico de este tipo de marcas son los QDs, nanoparticulas semiconductoras
que pueden estar fabricadas con diferentes metales electroactivos (se describirdn en mayor
medida en el Seccién 1.3.2).

BIOFUNCIONALIZACION DE NANOPARTICULAS

Como se ha descrito anteriormente, las nanoparticulas han demostrado proporcionar
interesantes y novedosas caracteristicas en aplicaciones de biosensores. Para su uso como
marcas de deteccién en biosensores, en la mayoria de los casos, deben estar previamente
unidas a una molécula bioldgica de interés a través de una modificacién superficial. Por
ese motivo, diferentes técnicas de biofuncionalizacién de nanoparticulas han sido desa-
rrolladas en los ultimos afios. Una caracteristica importante de las nanoparticulas, por su
elevada drea superficial, es la posibilidad de unir gran ntiimero de moléculas biolégicas

(aunque esto dependera del tamafio y naturaleza de ambos reactivos). Existen dos clases
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principales de biofuncionalizacién de nanoparticulas: por enlace covalente y por interac-
cién no covalente (ver Figura 1.18). A continuacién, se describen, muy brevemente, los

métodos mds utilizados para la biofuncionalizacién de nanoparticulas:

» Interaccién electrostatica: es una forma de adsorcién, que se produce ya que las
NPs, normalmente, estan estabilizadas por algtn ligando aniénico con grupos car-
boxilos, citrato, tartrato, etc. que pueden ser enlazados a las cadenas de aminoacidos

cargadas positivamente de las biomoléculas por simple interaccion electrostatica.

» Interaccién hidrofébica (pi-pi stacking): este método es tipico de nanomateriales
de carbono que pueden interaccionar por medio de apilamiento pi-pi con otras mo-

léculas aromaticas (como pirenos, porfirinas, etc.).

= Atrapamiento polimérico: las nanoparticulas pueden ser atrapadas en una pelicula
polimérica biocompatible que tengan grupos funcionales que pueden ser unidos a
otras moléculas posteriormente, como por ejemplo, usando polietilenglicol, Nafion,

chitosan.

= Interacciones de afinidad: consiste en utilizar una reaccién de afinidad para unir la
NP a la biomolécula de interés. Sin embargo, este se considera un método secundario
de funcionalizacién ya que anteriormente la NP debe estar unida a uno de los reac-
tivos que se involucran en la reaccién de afinidad por alguno de los otros métodos
disponibles. La reaccién de afinidad mas utilizada para este tipo de funcionalizacién

es el complejo avidina-biotina, que serd descrito en un apartado posterior.

= Enlace covalente: esta metodologia tiene una ventaja en términos de estabilidad y
reproducibilidad de la biofuncionalizacién y disminuye la adsorcién fisica no es-
pecifica. Una desventaja podria ser que la reacciéon covalente podria afectar a la
funcionalidad de la biomolécula. Los tres tipos mds importantes de funcionaliza-
cién covalente de nanoparticulas son los siguientes: 1) reaccion directa mediante los
grupos funcionales de la superficie de la NP, enlazados directamente a los ligan-
dos reactivos (por ejemplo, nanomateriales con grupos -COOH pueden enlazarse a
aminas primarias de las proteinas), en algunos casos se hace uso de catalizadores
como la NHS, capaz de generar un intermedio mds reactivo®; 2) por enlace con
entrelazantes bifuncionales, ya que, en algunos casos, la reaccion directa a un sopor-
te solido (nanoparticulas) podria causar la desnaturalizaciéon de la biomolécula, el

método mas comin es la amidacién mediada por la carbodiimida®, en ocasiones
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P Oy
Interaccion Interaccion Atrapamiento  afnidad Enlace
electrostatica hidrofébica polimérico covalente

Figura 1.18: Diferentes formas de funcionalizacién de nanoparticulas con especies bioldgicas.

unida con la NHS para catalizar la reaccién; 3) mediante click-chemistry, que consiste

en una cicloadicién de grupos azida o alquinos catalizada por cobre.

Maés informacién sobre métodos de funcionalizacién de nanoparticulas se puede encontrar
en la excelente revisién publicada por Medintz et al.®> o en el libro titulado “Biofunctiona-

lization of nanomaterials” .

1.2.3 Modelos de biosensores estudiados

En este apartado se describen las caracteristicas mas importantes de los dos sistemas
biosensores utilizados durante esta Tesis Doctoral. En primer lugar, se describe la reacciéon
de afinidad biotina-avidina, y en segundo lugar, la detecciéon de biomarcadores de la

enfermedad celiaca.

1.2.3.1 Biotina-avidina

La alta interaccién especifica entre la avidina (y especies derivadas) y la biotina es una
herramienta muy importante para disefiar métodos de purificacién y sistemas de biosen-
sores. La biotina es una vitamina de 244 Da de peso molecular (ver estructura en la Figu-
ra 1.19), también llamada Vitamina H, By o coenzima R, que se encuentra en pequefias
cantidades en células vivas y tiene una funcién critica en algunos procesos de crecimiento
celular o en el ciclo del acido citrico. La avidina es una proteina que se encuentra en la
clara de los huevos de ciertas aves, reptiles y anfibios. La avidina de pollo tiene un peso
molecular de 68 kDa y estd formada por cuatro subunidades de aminodcidos, que cada
una puede enlazar a una molécula de biotina (en total, la avidina enlaza cuatro molécu-
las de biotina). Su estructura presenta un 10% de carbohidratos que contribuyen a un
punto isoeléctrico bésico (sobre 10) y una alta solubilidad en disoluciones acuosas. Sus

dos variantes mds importantes son la estreptavidina y la neutravidina, que también son
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HN - OH

Figura 1.19: Estructura de la biotina.

capaces de unir a la biotina. La estreptavidina es un proteina que se obtiene de la bacteria
Streptomyces avidinii con un peso molecular de 60 kDa. Su estructura es muy similar a la
avidina, aunque no presenta carbohidratos y su pl es 5, por lo que es algo menos insolu-
ble que la avidina. En consecuencia, la disminucién de los carbohidratos puede resultar
en una unién no especifica menor que utilizando avidina. La desventaja es su mayor coste
de produccién. La neutravidina es una proteina de 60 kDa, que elimina los inconvenien-
tes de la avidina y la estreptavidina, pero manteniendo una afinidad muy alta frente a la
biotina. También presenta una menor unién no especifica, pero con un coste mds bajo que
la estreptavidina. La més utilizada en la actualidad es la estreptavidina.

La interaccién entre la biotina y las avidinas (biotina-estreptavidina en la Figura 1.20)
es la interaccién no covalente mds fuerte que se conoce entre una proteina y un ligando,
ya que presenta una constante de disociacién muy baja (Kq4 = 10" M). Ambas especies
pueden ser unidas a biomoléculas o incluso a nanoparticulas, por lo que su uso en diferen-
tes aplicaciones bioanaliticas estd muy extendido. Su funcién principal es hacer de puente
entre una biomolécula y una marca de deteccion. Por ejemplo, marcas de deteccion funcio-
nalizadas con estreptavidina pueden unirse a un reactivo secundario (o incluso primario)
de la reacciéon de reconocimiento en un biosensor . También podria ocurrir al contrario
que el reactivo secundario estuviera funcionalizado con estreptavidina y la marca de de-
teccién con biotina, aunque existen una mayor cantidad de reactivos biolégicos funcionali-
zados con biotina en el mercado (o kits para llevar a cabo su biotinilacién). La interaccién
biotina-avidina también se utiliza para llevar a cabo la modificacién de la superficie de un
transductor con el elemento de reconocimiento como se mencioné anteriormente.

La deteccion de biotina®°5 o de la proteina5%%°

suele ser una aplicacién interesante en
biosensores o bioensayos electroquimicos que utilizan la reaccion biotina-estreptavidina,

normalmente en ensayos competitivos, por el pequefio tamafio de la biotina que solamente
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Figura 1.20: Estructura tridimensional de la estreptavidina unida a la biotina. Estructura obtenida
del RCSB Protein Data Bank y representada con el software iMol.

posee un sitio de unién. La estreptavidina también puede unirse a materiales magnéticos
que son utilizados para hacer la reaccién de afinidad sobre la superficie del material y
poder ser separados de los reactivos que no han reaccionado®. Ademds, permiten la pre-
concentracién en el electrodo de trabajo con el aumento de la sensibilidad en la deteccién.
Aunque las mayores aplicaciones que tiene la interacciéon biotina-estreptavidina dentro de
los biosensores electroquimicos es la funcionalizacién del elemento biol6gico ya sea con
biotina o estreptavidina para su unién con la marca de deteccién (funcionalizada con el
reactivo contrario). Por otro lado, una estrategia interesante es la utilizacion de esta reac-
cién de afinidad para evaluar el desarrollo de algiin elemento de un biosensor, como una
nueva marca o una nueva forma de deteccién, antes de comprobar el nuevo sistema con
un biosensor mas complejo. La formacién del enlace es muy rdpido, le afecta poco los
cambios de pH, temperatura o agentes desnaturalizantes, y en consecuencia es un gran
sistema modelo para el desarrollo de nuevas formas de deteccién en biosensores, como se

ha utilizado en esta Tesis Doctoral.

1.2.3.2 Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC)®% es una enteropatia autoinmune producida por la intole-
rancia al gluten en individuos de todas las edades genéticamente predispuestos. Un efecto
de la EC es la generacion de autoanticuerpos que causan la destruccién de la mucosa in-
testinal. El cuadro clinico difiere en funcién de la edad, se puede presentar desde formas
clinicas muy severas a formas totalmente asintomaéticas, que pueden retrasar el diagnos-

tico, aunque el organismo se va deteriorando con el paso del tiempo y un diagndstico
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tardio estd relacionado con complicaciones en la enfermedad. Desafortunadamente, un
alto porcentaje de las personas que sufren la EC no estan diagnosticadas. Aunque existen
tratamientos experimentales muy prometedores , el tnico tratamiento disponible hasta
ahora es una dieta libre de gluten. La adherencia a la dieta disminuye el riesgo de las com-
plicaciones hasta igualarse con la poblacién general. Por tanto, el diagndstico temprano
de la EC cuando los pacientes tienen pocos o ningtin sintoma es muy importante y puede
ayudar a mejorar la calidad de vida del paciente. En estos casos, una biopsia del intestino
delgado, que es el método mds exacto de deteccién, estd completamente descartado, y los
analisis séricos deberian ser clave para un diagnoéstico temprano. La mejora de la eficacia
(y coste) en los andlisis de sangre para detectar la enfermedad celfaca podria permitir un
screening exhaustivo de la poblacién, y por tanto, poder tratar rdpidamente a pacientes no
diagnosticados de la EC con la implementacién de una dieta sin gluten tan pronto como
posible. Sin embargo, este tipo de programas no suelen realizarse porque, en la actualidad,
los andlisis rutinarios son demasiado caros, y la administracién no puede permitirse este
coste para un espectro amplio de la poblacién. Por esta razén, el desarrollo de dispositivos
analiticos de bajo coste que puedan ser utilizados en este tipo de programas podria ser un
avance importante.

Como se coment6 anteriormente, la biopsia del intestino delgado esta todavia considera-
do como el método de referencia para el diagnéstico de la EC, pero los ensayos serolégicos
para la deteccién de biomarcadores” de la enfermedad estdn siendo de excelente ayuda
para evitar los métodos mas invasivos. En la actualidad, el principal biomarcador de la en-
fermedad celiaca es la detecciéon de anticuerpos frente a la transglutaminasa tisular (tTG).
Especificamente, el andlisis rutinario que se realiza en los hospitales es la deteccién de
anticuerpos IgA anti-transglutaminasa (anti-tTG IgA), ya que son los mads especificos a la
EC. Sin embargo, cuando un paciente tiene deficiencia de anticuerpos IgA se recomien-
da la deteccién de anticuerpos IgG anti-transglutaminasa (anti-tTG IgG), algo importante
ya que muchos pacientes de EC presentan deficiencia de IgA %%, La monitorizaciéon de
estos biomarcadores puede también resultar ttil tras el diagnéstico y adherencia a una
dieta libre de gluten para evaluar si este tratamiento estd funcionando, ya que sus niveles
suelen disminuir. El anti-tTG IgA posee una sensibilidad de 95.2 %, una especificidad de
97.9 %, un valor predictivo positivo de 96.9 % y un valor predictivo negativo de 96.8 % en

pacientes con alto riesgo de EC, mientras que estos valores son algo mds bajos en pacien-

7 Un biomarcador es una especie con funcién biolégica, una expresién o actividad que causa o es especifica-
mente alterada en respuesta a una condicién patolégica.
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tes con bajo riesgo de EC. Por tanto, aunque es un método utilizado en los hospitales
y presenta una gran utilidad todavia no es el método estandar para confirmar el diag-
noéstico. Otros biomarcadores que han sido previamente utilizados son los anticuerpos
anti-gliadina, pero en la actualidad estdn completamente abandonados ya que presentan
una baja sensibilidad y especificidad®, o los anticuerpos anti-endomisio ya que se unen
también a la tTG y no aportan mds informacién que los anticuerpos anti-tTG. Un nuevo
biomarcador surgido en los tltimos afios han sido los anticuerpos frente a la forma dea-
minada de los péptidos de la gliadina (DGP)7°, que podrian ser ttiles para el diagndstico
de la enfermedad si se combina con la deteccién de anticuerpos anti-tTG. Por otro lado,
la presencia del antigeno leucocitario humano HLA-DQ2/DQ8 indica una predisposicién
genética a padecer la enfermedad, y puede ser de valiosa ayuda en el diagnéstico (cuando
hay sospecha clinica y serologia negativa). Sin embargo, su presencia no asegura que el
paciente sufra la enfermedad (pero tiene un alto valor predictivo negativo).

La determinacién de anticuerpos IgA anti-tTG se suele realizar en la practica clinica ru-
tinaria mediante un ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) comercial. Generalmente,
la deteccion se ejecuta mediante un ensayo tipo sandwich segtn el esquema de la Figu-
ra 1.21. La proteina transglutaminasa tisular se encuentra adsorbida a los pocillos de las
placas ELISA, que tras la reaccién con la muestra sérica se une al anticuerpo especifico (en
este caso anticuerpo IgA anti-tTG). A continuacion, se realiza una nueva reaccién con un
anticuerpo marcado con una enzima (generalmente, HRP). Tras la reaccién y la adicién
del sustrato y cofactor (generalmente, TMB y H,O,) se genera una especie coloreada co-
mo producto de la reaccién enzimatica que es detectado por espectroscopia de absorcién
UV /Vis utilizando un lector de placas ELISA. Este proceso consume un tiempo conside-
rable y diversas etapas de reaccién hasta conseguir detectar el analito. Ademas, el lector
de placas suele ser un equipamiento de laboratorio (de alto precio y tamafio), por lo que
el anélisis debe realizarse en un laboratorio y por personal altamente cualificado.

Diferentes metodologias para la deteccién de biomarcadores de la EC con dispositivos
electroquimicos han sido desarrolladas en afios recientes. Uno de los primeros inmuno-
sensores electroquimicos para la deteccion de anticuerpos anti-tTG fue descrito por Bal-
kenhohl et al.”*. Tras la inmovilizacién de tTG en la superficie de electrodos serigrafiados
de oro, un ensayo tipo sandwich fue llevado a cabo con la muestra y un anticuerpo mar-

cado con HRP. La reaccién enzimadtica resultante generaba un producto precipitado no

En andlisis clinicos, la sensibilidad indica la proporcién de diagnosticar correctamente la enfermedad. La
especificidad indica la proporcién de diagnosticar correctamente un individuo sin la enfermedad.

45 Daniel Martin Yerga



INTRODUCCION

TMBrea/H,0,

Anti-IgA TMB.o

hv

Figura 1.21: Esquema del tipico ensayo ELISA utilizado para la deteccién de anticuerpos IgA anti-
tTG.

conductor, incrementando la resistencia a la transferencia de carga (R.) de manera pro-
porcional a la cantidad de analito en la muestra. El cambio en la Rt fue medido mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica, aunque en este caso reactivos marcados son
utilizados para mejorar las condiciones en comparacién a la transduccién impedimétrica
sin marca. Otro ejemplo desarrollado por Pividori et al.7> consistié en fabricar un sensor
mediante la adsorcion fisica de tTG en electrodos composite de grafito-epoxy (GEC). Este
sistema sigue un ensayo tipo sandwich similar al anterior, pero usando hidroquinona co-
mo cofactor de la reaccién enzimatica con HRP y una detecciéon amperométrica. Un sensor
fabricado sobre electrodos de disco de oro como transductores fue descrito por Dulay et
al.73, en el que se une la tTG de manera covalente a la superficie a través de monocapas
autoensambladas. Un anticuerpo secundario marcado con HRP es también utilizado, pero
TMB se utiliza como mediador para detectar amperométricamente la reaccién enzimatica.
Una interesante ventaja mostrada de la inmovilizacién covalente es la mayor capacidad
de la inmunoreaccién y menores adsorciones no especificas, aunque la generacion de la
fase sensora es de mayor complejidad que mediante la adsorcién fisica. Otros trabajos
similares en los que se inmoviliza la tTG covalentemente sobre monocapas autoensambla-
das han sido descritos con detecciéon amperométrica’4 o usando un dispositivo QCM?7>
para detectar el cambio de masa producido por la reaccién de reconocimiento. Un inmu-
noensayo magnético con deteccién electroquimica fue propuesto por Adornetto et al.”°.
Particulas magnéticas modificadas con tTG fueron utilizadas para un ensayo sandwich

usando anticuerpos marcados con AP que genera un producto electroactivo. La detecciéon
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se lleva a cabo en SPEs con la ayuda de un imadn que preconcentra las particulas magnéti-
cas. Un sistema similar pero usando electrodos GEC para la deteccién y HRP como marca
fue desarrollado por Kergaravat et al.””. La detecciéon de una marca electroquimiolumi-
niscente también ha sido utilizada en un biosensor para la determinacién de anticuerpos
anti-tTG”®. Un inmunosensor desechable usando SPEs para la deteccién de anticuerpos
anti-tTG fue desarrollado por Neves et al.”. Los SPEs fueron modificados con estructuras
nanohibridas que mejoran las caracteristicas electrédicas”® y se inmoviliz6 tTG sobre estos
nanomateriales por adsorcion fisica. La sefial analitica fue la redisolucién anédica de plata
generada enzimdticamente usando AP como marca. Un sistema similar fue utilizado para
la determinacién de anticuerpos frente a los péptidos de gliadina deaminada, un nuevo
biomarcador de la EC®. Y en un sistema de dos electrodos de trabajo se desarroll6 un in-
munosensor multianalito para la deteccién simultanea de anticuerpos frente a la tTG y la
gliadina®. En relacién a la deteccién de anticuerpos frente a la gliadina, otras estrategias

electroquimicas para su deteccién han sido también descritas en la literatura 5!

, pero por
su baja importancia en el diagndstico de la EC no son detallados en este texto.

Todos estos biosensores descritos para la deteccién de biomarcadores de la EC muestran
unos resultados prometedores, pero sin embargo, los procedimientos complejos requeri-
dos para llevar a cabo todo el proceso de reconocimiento biolégico y deteccién, no per-
miten reemplazar los ensayos ELISA implantados en centros médicos. Aunque los ELISA
tienen procedimientos también complejos, no es rentable su reemplazo por sistemas que,
aunque con ciertas ventajas, no permiten una mejora general en los andlisis o el diagnos-
tico de la enfermedad. Por tanto, los esfuerzos deberian enfocarse en buscar dispositivos
que permitieran un andlisis rdpido de muy bajo coste, y que, minimizando la complejidad

de los procedimientos analiticos, pudiera realizarse por personal no cualificado en centros

distintos a los hospitales.
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Figura 1.22: Esquema de las dos posibles estrategias de nanoestructuracién: bottom-up y top-down.
1.3 NANOTECNOLOGIA

En los ultimos afios ha cobrado un gran interés el disefio y empleo de materiales na-
nométricos, tanto desde un punto de visto cientifico como tecnolégico, como vaticind
Richard Feynman en 1959 con su famosa frase: “There’s plenty of room at the bottom”. La
nanotecnologia es la ciencia que estudia los materiales nanoestructurados, materiales que
presentan alguna de sus dimensiones en la escala nanométrica. La nanoescala normalmen-
te se refiere a objetos en un rango entre 1-100 nm, rango que se encuentra justo por encima
del tamafio molecular. Los nanomateriales poseen propiedades fisicas y quimicas tnicas
y diferentes a las que presenta el mismo material con dimensiones macroscépicas. Estas
propiedades dependen de la ordenacién de los d4tomos del material y del comportamiento
electrénico en su estructura energética. En comparacién a los materiales macroscépicos, la
mayor relacién superficie/volumen de los nanomateriales determina su mayor reactividad
quimica y cambios en sus propiedades bésicas. La relacién superficie/volumen aumenta
con la disminucién del tamafio ya que un mayor porcentaje de los dtomos totales estardn
presentes en la superficie. Por tanto, en esta escala las leyes clasicas de la fisica dejan paso
a un comportamiento explicado por la mecanica cudntica. Los métodos de nanofabricacién
pueden ser divididos en dos grandes grupos que se ilustran en la Figura 1.22: top-down y
bottom-up. En los métodos top-down se comienza desde materiales macroscépicos y alguna
de sus dimensiones se reduce hasta la nanoescala, por ejemplo con técnicas litogréficas
o grabado quimico. Los métodos bottom-up comienzan con dtomos o moléculas que son
ensamblados para construir nanoestructuras mediante reacciones quimicas controladas
como el autoensamblaje 0 métodos de deposicién (de vapor o electrodeposicion).

Los nanomateriales de carbono son unos de los més estudiados en la actualidad, espe-

cialmente los nanotubos de carbono (CNTs) y el grafeno, por las interesantes propiedades
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que presentan en general, y especialmente, para aplicaciones eléctricas y electroquimicas.
Los CNTs* son ldminas de grafeno enrolladas con una forma de tubo cilindrico, confor-
mandose en dos situaciones, los CNTs de pared simple (SWCNTs) que poseen una sola
lamina, y los CNTs de pared multiple (MWCNTs) que estdn compuestos de varias ldminas
enrolladas de forma concéntrica. La longitud de los CNTs puede variar desde cientos de
nm hasta pum, y los didmetros desde 0.2-2 nm para los SWCNTs y de 2-100 nm para los
MWCNTs®. La sintesis de CNTs puede realizarse de varias formas entre las que destacan:
ablacion laser, descarga de arco eléctrico y deposicién quimica de vapor. Para mejorar su
solubilidad en medios acuosos, pueden ser funcionalizados con diferentes grupos funcio-
nales oxigenados, nitrogenados y sulfurados. En general, los biosensores electroquimicos
con CNTs pueden presentar varias propiedades: 1) una alta drea superficial para la in-
movilizacién de biomoléculas, 2) una excelente habilidad para acelerar la cinética de la
transferencia electrénica de muchas reacciones electroquimicas, y 3) su pequefio tamafio
permite la miniaturizacién del dispositivo sensor. El grafeno® es uno de los materia-
les con mds proyeccién en la actualidad desde que Geim y Novoselov lo descubrieron
con su famosa exfoliacién utilizando cinta adhesiva®. Este material se compone de una
red bidimensional de atomos de carbono enlazados por hibridacién sp®. Esta estructu-
ra le proporciona unas propiedades muy interesantes como un elevado area superficial
(incluso mayor que los nanotubos), una excepcional conductividad eléctrica y térmica,
alta resistencia mecdnica y elasticidad. Estas caracteristicas han resultado tener un gran
impacto en electroquimica general®%7, y en sensores electroquimicos en particular®. Co-
mo el grafeno suele ser poco soluble en disolventes acuosos, el 6xido de grafeno suele
emplearse en mayor medida para aplicaciones electroanaliticas. Su reduccién in situ® o
electrodeposiciéon®®, permite recuperar las mejores propiedades grafénicas para este tipo
de aplicaciones.

Las nanoparticulas metilicas son clusters de unos pocos cientos o miles de &tomos con
un tamafio de pocos nanémetros. Debido a su pequefio tamafio, muchas de sus propieda-
des fisicas y quimicas son dominadas por las propiedades superficiales®'. Se han descrito
todo tipo de nanoparticulas de diferentes materiales como metales (Au, Ag, Pt, Co), ma-
teriales semiconductores (CdS, CdTe, PbS) o de otro tipo como Fe;0, o TiO,. Ademads, de
su composicién, nanoparticulas con diferentes geometria han sido sintetizadas: esféricas,
prismas, flores, tubos o barras, entre otras. Una propiedad muy interesante de muchas
nanoparticulas es su especial interaccién con la luz. Por su pequefio tamario, sus electro-

nes no tienen la posibilidad de moverse libremente, y por ello, sus propiedades 6pticas
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dependen del tipo de movimiento que puedan hacer sus electrones. Estos movimientos
electrénicos dependen del tamafio de la NP, por lo que la interaccién con la luz es diferente
en NPs de diferente tamafio, algo muy utilizado en sensores 6pticos.

Desde un punto de vista de sus aplicaciones analiticas, se ha demostrado que los na-
nomateriales pueden ser utilizados para mejorar cualquiera de las etapas del proceso
analitico, bien sea explotando sus especiales propiedades o su tamafio. Las nanoparti-
culas metdlicas y semiconductoras son ciertamente las mds estudiadas y aplicadas con
fines electroquimicos, siendo las aplicaciones mds utilizadas como marca de deteccién
de biosensores y como modificacién de transductores para proporcionar una mejora de
la transferencia electrénica, aumento del area electrédica, propiedades cataliticas, o una

inmovilizacidon del elemento sensor mds eficaz.

1.3.1  Electrodos modificados con nanomateriales

La nanotecnologfa ha proporcionado unas posibilidades muy importantes en diferen-
tes aplicaciones, entre ellas en anélisis electroquimico. Ya se ha comentado previamente la
posibilidad de utilizar nanomateriales como marca de deteccién de biosensores electroqui-
micos. La otra gran aplicacién en este campo es la mejora de las propiedades electrédicas
utilizando electrodos modificados con nanomateriales. Estos electrodos pueden funcionar
como transductores electroquimicos si estdn acoplados a un elemento de reconocimiento,
o pueden funcionar como detectores electroquimicos si se utilizan para la cuantificacién
de alguna especie sin formar parte de un sensor. En estos casos, la electrocatalisis que
proporcionan ciertos nanomateriales suele ser muy importante para obtener un disposi-
tivo analitico ciertamente selectivo. Algunas de las ventajas mds importantes que poseen

los electrodos nanoestructurados son las siguientes:

= un aumento del drea superficial debido a la alta relaciéon superficie/volumen de
los nanomateriales. Este hecho ofrece diferentes resultados como la posibilidad de
inmovilizar el transductor con una mayor carga proteica que mejore el rendimiento
del sensor. Un mayor area superficial estd, normalmente, relacionado con una mayor

respuesta analitica y por tanto, con una mejora en la sensibilidad.

= la alta biocompatibilidad de muchos materiales nanoestructurados permiten una
mejora en la fabricacion de la fase sensora evitando la pérdida de funcionalidad

que puede ocurrir al inmovilizar directamente las biomoléculas en un soporte sélido
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macroscépico. El tamafio similar de los nanomateriales y las biomoléculas permiten

un contacto més eficiente y una unién menos agresiva.

las propiedades electrocataliticas de algunos nanomateriales a diferentes reacciones
electroquimicas que normalmente presentan una velocidad de transferencia electré-
nica lenta 0 no son activas en la ventana de potenciales del electrodo sin modificar.
Es decir, disminuye el sobrepotencial necesario para producir una reacciéon electro-

quimica.

ahorro de costes en comparacién a usar un electrodo completamente del material.
Este hecho es importante al utilizar materiales nobles como Au, Pt o Pd. Se ha
demostrado que un array aleatorio de NPs en un sustrato conductor puede funcionar
como un electrodo macroscépico del mismo material de las NPs, pero con un coste

de fabricacién significativamente menor.

Modificacion de electrodos con nanomateriales

Los electrodos pueden ser modificados de diversas maneras con nanomateriales para

generar un electrodo nanoestructurado. La forma de modificacién y el material de parti-

da utilizado es una etapa clave para obtener un detector electroquimico de alta calidad.

Una de las cualidades de los electrodos serigrafiados es la facilidad con la que se puede

modificar su superficie para conseguir mejoras en su comportamiento. Algunas de las

formas més importantes de nanoestructuracion de electrodos serigrafiados se describen a

continuaciéon:

= Dopado de la tinta: el nanomaterial se puede combinar con la tinta de serigrafiado,

y el electrodo puede ser fabricado incorporando el nanomaterial dentro de su estruc-
tura. La ventaja de esta metodologia es que los dispositivos fabricados ya poseen el
material y no es necesaria una modificacién posterior. Los mayores inconvenientes
vienen dados por la necesidad del nanomaterial de soportar, sin perder sus caracte-
risticas, tanto los disolventes de la tinta, como el proceso de fabricacién y curado a

alta temperatura.

Adsorcién directa: el nanomaterial es adsorbido de forma fisica (ya sea por interac-
ciones electrostéaticas o hidrofébicas) o quimica (Ilamada quimisorcién, proceso en el

que se forman enlaces covalentes espontdneos) sobre la superficie del electrodo, por
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simple colocaciéon de una gota del nanomaterial dispersado en un disolvente ade-
cuado y posterior secado para la evaporaciéon del disolvente. El disolvente utilizado

debe ser compatible con el material electrédico.

= Atrapamiento polimérico: consiste en la adsorciéon sobre la superficie electrédica
del nanomaterial que se encuentra distribuido en una disolucién con un polimero.
Tras su deposicién sobre el electrodo y la eventual evaporacién del disolvente, el

electrodo queda modificado con una red polimérica que contiene el nanomaterial.

= Unidn covalente: la superficie electrédica puede contener ciertos grupos funcionales
(por ejemplo, materiales de carbono pueden contener grupos oxigenados) que pue-
den ser unidos a los nanomateriales de interés por sus grupos funcionales. Se suelen
utilizar algunos compuestos intercalados entre el electrodo y el nanomaterial para

controlar la unién de forma maés eficaz.

» Electrodeposicién: diferentes nanomateriales, especialmente nanoparticulas metali-
cas, o polimeros conductores pueden ser electrodepositados sobre la superficie elec-
trédica mediante la aplicaciéon de un potencial, barrido de potenciales o corriente
eléctrica a una disolucién que contenga un metal o complejo metalico oxidado o el
mondémero correspondiente, respectivamente. Por el interés de esta metodologia y
su estudio en el Capitulo 7, el préximo apartado describira la electrodeposicién de

nanoparticulas metdlicas.

Hay que destacar que estos tipos de modificaciones pueden ser combinados con diferentes
materiales para formar estructuras nanohibridas que se componen de dos 0 més nanoma-
teriales sobre el electrodo de trabajo. La combinacién de varios nanomateriales puede

conferir mejoras en el rendimiento de estos electrodos en aplicaciones analiticas?%>.

Electrodeposicién de nanoparticulas

La electrodeposicion es uno de los métodos mas utilizados para generar superficies con
nanoparticulas metélicas sobre sustratos electrédicos, y muy utilizada para diferentes apli-
caciones analiticas o, incluso, industriales, como para mejorar la resistencia eléctrica o de
corrosion de materiales. La electrodeposicion de nanoparticulas metélicas consiste en apli-
car una magnitud de excitacion capaz de producir la reduccién de un catién metélico (o
complejo metdlico) hasta el estado de oxidacion elemental (segtin la ecuacion 1.6), de ma-

nera que el metal reducido (normalmente, cristalino) nuclea y crece sobre la superficie del
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electrodo. La electrodeposicién puede ser llevada a cabo mediante diferentes formas de
excitaciéon que pueden consistir en: aplicacién de un potencial (o pulsos de potencial) (cro-
noamperometria), aplicacion de una corriente catédica (cronopotenciometria), o mediante
técnicas voltamperométricas. Las ventajas de la electrodeposicién frente a otros métodos

de modificacién de superficies con nanoparticulas son las siguientes:

= posibilidad de generar in situ las nanoparticulas de manera sencilla, rapida y repro-
ducible.

= mayor control de las nanoparticulas generadas. Se ha demostrado que las condi-
ciones experimentales utilizadas para la electrodeposicién (como la magnitud de
excitacion, tiempo de electrodeposicién, concentracién de la especie precursora y el
medio electrolitico) tienen un fuerte efecto en el tamafio, forma, densidad y carac-
teristicas generales de las nanoparticulas generadas, por lo que se pueden obtener
superficies nanoestructuradas diferentes variando las condiciones experimentales®3.
Ademas, la geometria y tamafio de las NPs influye en la catélisis electroquimica®*,
y en consecuencia, una eleccién adecuada de las condiciones de electrodeposicién

pueden generar superficies con mayores propiedades cataliticas.

= es una técnica vélida para diferentes tipos de sustratos conductores y de diferentes

tamanos.
M +nem — M° (1.6)

La electrodeposiciéon metélica sobre electrodos de carbono, normalmente, sigue un me-
canismo de Volmer-Weber?%. Existen varias etapas en el crecimiento de una capa de
atomos sobre la superficie electrédica como se muestra en la Figura 1.23 (para un me-
canismo de nucleacién progresiva). En primer lugar, se forman nucleos tridimensionales
independientes de manera aleatoria en la superficie?”. Existe un importante debate cienti-
fico en explicar las zonas preferidas de nucleacién dependiendo del tipo de material. Por
ejemplo, varios autores describieron que los defectos estructurales (step edges) del HOPG
eran zonas preferidas para la nucleacién metalica, aunque se ha demostrado que la electro-
deposiciéon también ocurre en el plano basal y que los defectos de escalén no contribuyen
significativamente al niimero de eventos de nucleacién . Unwin et al. demostraron que las
NPs generadas en estas zonas siguen un mecanismo de nucleacién-crecimiento agregativo
y desacoplamiento, ya que son facilmente separadas de la superficie en contraste con las

depositadas en zonas de defectos, mds fuertemente unidas a la superficie®®. En segundo
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Figura 1.23: Esquema de la nucleacién y crecimiento de nanoparticulas por electrodeposicién si-
guiendo el modelo de nucleacién progresiva.

lugar, los ntcleos aislados crecen con el tiempo segtin la difusién de la especie a la zona
superficial del ntcleo, aunque nuevas nucleaciones podrian ocurrir en diferentes sitios.
Cada particula aislada posee una capa de difusién individual y la difusién en estas condi-
ciones viene determinada principalmente por una difusién radial. Con el paso del tiempo
y el crecimiento de las nanoparticulas, las capas de difusién aumentan y pueden superpo-
nerse en nanoparticulas adyacentes. En ese caso, la difusion dejaria de ser radial y pasaria
a ser practicamente lineal, un tipo de difusién menos eficaz, por lo que el transporte de
masa disminuirfa, y esas nanoparticulas crecerfan menos que nanoparticulas aisladas, cu-
yo crecimiento siguiera controlado por una difusién radial. Este es el principal motivo de
la dispersion de tamafios en la electrodeposicion de nanoparticulas. Si existe un mayor
recubrimiento metdlico, el tiempo al que ocurre la superposiciéon de las capas de difu-
sion serd menor?’. La capa de difusién generada puede controlarse ligeramente segin las
condiciones utilizadas en la electrodeposicion. Si se utiliza un sobrepotencial menor, las
capas de difusién son menores, el crecimiento mds lento, y por tanto, la posibilidad de
acoplamiento entre capas de las nanoparticulas vecinas es menor. Teéricamente en estas
condiciones, la distribucién de tamafios serd mas homogénea.

Este proceso de difusién en la electrodeposicién es analogo al que va a afectar a una
especie redox en un electrodo modificado con un array aleatorio de nanoparticulas (Figu-
ra 1.24) si se considera inerte el sustrato conductor. A escalas de tiempo bajas (o velocida-
des de barrido altas), el consumo de material es confinado a la superficie y la difusion es
esencialmente lineal al material electroactivo y en este caso, la respuesta refleja el drea su-
perficial de las nanoparticulas no el drea geométrica del electrodo. En una escala de tiempo
mayor (velocidades de barrido més lentas), la difusion se convierte en convergente (radial)
hacia la superficie de las nanoparticulas y se establece un régimen de estado estacionario.
A un tiempo algo mayor, el perfil de concentraciones de particulas individuales comien-
za a superponerse y dejan de tener difusion independiente. Con un recubrimiento alto
de nanoparticulas (distancia entre particulas baja) y velocidades de barrido muy bajas, la

difusion principal es una difusién completamente lineal en toda la superficie del soporte
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Figura 1.24: Perfiles de difusién generados alrededor de un conjunto aleatorio de nanoparticulas
en una superficie electrédica.
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Figura 1.25: Esquema de la nucleacién y crecimiento de nanoparticulas por electrodeposicion si-
guiendo el modelo de nucleacién instanténea.

electrodico?'° y este electrodo se comporta como un electrodo fabricado completamen-
te con el material de las nanoparticulas, como ocurre en la mayorfa de los experimentos
tipicos.

Modelo teérico de Scharifker-Hills para el estudio de la nucleacién y crecimiento de

particulas metélicas por electrodeposicién

El modelo Scharifker-Hills es ampliamente utilizado para el estudio de nucleaciéon y
crecimiento de particulas metalicas generadas por electrodeposicién. Para este modelo,
hay dos mecanismos limitantes de la nucleacién: instantdnea y progresiva. La nucleacién
instantdnea corresponde a un crecimiento lento de ntcleos en un pequefio ntimero de
sitios activos (segin el esquema de la Figura 1.25). La nucleacién progresiva corresponde
a un crecimiento rdpido de ntcleos en muchos sitios activos (segtin el mecanismo explica-
do anteriormente que se ilustra en la Figura 1.23). Tipicamente, la nucleacién progresiva
conduce a una distribucién de tamafios mds heterogénea ya que al haber una mayor den-
sidad de ntcleos y una alta velocidad de crecimiento, es mas probable que las capas de
difusién se superpongan y el crecimiento sea diferente en unas zonas y otras de la super-
ficie. Para evitar esta dispersién de tamafios como resultado de una formacién progresiva
de nicleos, se han realizado esfuerzos para separar, en tiempo, la formacién de ntcleos
y su crecimiento. Esto se consigue tipicamente al generar la nucleacién con un pulso de
potencial muy corto (< 10 ms) a un sobrepotencial elevado con respecto al potencial de
reduccién del metal seguido de un pulso a un sobrepotencial bajo durante més tiempo

dénde no se generan nuevos ntcleos .
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Figura 1.26: Perfil de energias para una reaccién de un solo paso sin catalizar y catalizada.

Electrocatilisis

La catalisis mediada por nanomateriales es un campo creciente que involucra el uso de
nanoparticulas como catalizadores de una variedad de reacciones organicas o inorgani-
cas. Un catalizador es un material que incrementa la velocidad de una reaccién quimica
(cinética), disminuyendo su energia de activacién, sin ser consumido en el proceso y sin
modificar el cambio de energia libre de Gibbs. Numerosas revisiones han sido publicadas
en los altimos afios sobre catélisis heterogénea donde las nanoparticulas se encuentran en
un soporte sélido o en disolucién coloidal . El comportamiento catalitico de las nanopar-
ticulas puede ser ajustado por su composicién, forma y tamafio . Un catalizador funciona
proporcionando un mecanismo alternativo con un diferente estado de transicién de menor
energia (ver perfil de energias en la Figura 1.26). Por esa razén, mds colisiones molecula-
res tendran la energfa suficiente para alcanzar este estado de transicién. Sin embargo, el
catalizador no cambia el equilibrio quimico (termodindmica) de una reaccién ya que las
energias de las especies inicial y final son las mismas.

La electrocatélisis estudia la catdlisis de las reacciones electroquimicas (donde la transfe-
rencia electrénica se produce en la interfase electrodo/disolucién). Un electrocatalizador
puede funcionar en modo heterogéneo como superficies de platino o nanoparticulas, o
homogéneo como complejos de coordinacién o enzimas. El electrocatalizador asiste en
la transferencia electrénica entre el electrodo y el reactivo, y/o facilita la transformacion
quimica de una de las semi-reacciones que ocurren en la celda electroquimica. Bastantes

reacciones electroquimicas requieren de un sobrepotencial elevado® para llevarse a cabo a

El sobrepotencial es la diferencia entre el potencial aplicado al electrodo y el potencial de equilibrio definido
por la ecuacién de Nernst (que se describe en apartados posteriores).
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Figura 1.27: Esquema simplificado de la electrocatdlisis heterogenea en la superficie electrédica.

una velocidad apreciable (reacciones quasi-reversibles o irreversibles). Este hecho es espe-
cialmente relevante cuando la reaccién no sigue un mecanismo de transferencia electrénica
de esfera externa, sino que se produce de forma més complejo con rotura y formacién de
enlaces (mecanismo de esfera interna). Con la ayuda de un electrocatalizador, el aumento
de la velocidad de reaccién y la disminucién del sobrepotencial necesario puede permitir
producir la reaccién a un potencial cercano al potencial de equilibrio (reacciones reversi-
bles). La electrocatélisis heterogénea implica una interaccion especifica entre el reactivo (o
intermedio de reaccién) y el material electrédico o un recubrimiento sobre la superficie
electrédica. El mecanismo de la electrocatélisis heterogénea se muestra en la Figura 1.27.
La electrocatdlisis heterogénea conlleva un proceso superficial ya que la transferencia
electrénica es un proceso eminentemente superficial, y en consecuencia, un drea superfi-
cial elevada puede promover una catdlisis eficiente. Como se explicé anteriormente, las
nanoparticulas presentan un gran drea superficial por su elevada relaciéon superficie/vo-
lumen, y por tanto, se convierten en herramientas excelentes para producir reacciones
catalizadas. Como un ejemplo, nanoparticulas de Mo,C, utilizadas para catalizar la reac-
cién de evolucion de hidrégeno presentan un drea superficial de 120 m* g™*. Esto es una
espectacular relacién entre el drea geométrica del material y la superficie real que presen-
ta. Este es el verdadero poder de la nanotecnologia. Por otro lado, se ha descrito que la

respuesta de un electrodo nanoestructurado depende de factores como el recubrimiento
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superficial, la geometria de las nanoparticulas, el potencial aplicado y la actividad cataliti-
ca inherente del nanomaterial '°>. Por eso, variaciones en estas propiedades puede variar
el efecto catalitico de un electrodo nanoestructurado frente a la misma reaccién electroqui-
mica.

Las reacciones mas estudiadas que hacen uso de electrocatalizadores nanoestructurados
son las reacciones redox del oxigeno y del hidrégeno, por su importancia en el campo de
la energia y desarrollo de fuel cells. A continuacién, se introduce brevemente la reaccién
de reduccién de protones o evolucién de hidrégeno (HER) y la reaccién de reduccién
de oxigeno (ORR), ya que aparecen mencionadas en algiin momento durante esta Tesis
Doctoral. La HER es la reaccién que se encarga de producir el combustible (hidrégeno)
en las pilas de combustible (fuel cells). De manera simplificada, esta reaccién suele seguir
el mecanismo conocido como Tafel-Volmer (adsorcién, transferencia de carga y desorcién)

esquematizado en las siguientes ecuaciones:

H" +e +% — Hx (1.7)
1
Hx — EHZ(g) + * (1.8)

dénde * indica un sitio activo del catalizador. Esta reaccion, aunque esté catalizada en
superficies metdlicas, y su potencial depende del pH del medio (mayor concentracién de
H*, potencial més positivo), cuando se aplica un potencial lo suficientemente negativo
en una disolucién acuosa siempre suele ocurrir. La ORR es la reducciéon de O, a H,O
que conlleva la transferencia de cuatro electrones. El mecanismo de esta reacciéon es rela-
tivamente complejo con varias etapas/intermedios, pero en la actualidad, se cree que el
mecanismo predominante involucra un intermedio adsorbido de H,O, en primera instan-
cia (transferencia de 2 €7), antes de sufrir la reduccién completa. Ademas, esta reaccién
muestra dependencia con el pH del medio, y tipicamente aparece a un potencial mds po-
sitivo en medios alcalinos (y también suele ser catalizada por metales o nanoparticulas
metélicas'®"). Si se trabaja en condiciones normales, sin desairear las disoluciones, esta
reaccion puede observarse con algunas técnicas voltamperométricas **3.

Existen algunas aplicaciones muy interesantes que hacen uso de detectores nanoestruc-
turados y procesos electrocataliticos como la determinacién no enzimdtica de glucosa. La
determinaciéon de glucosa ha sido la aplicaciéon mas destacada de los biosensores elec-
troquimicos por la popularidad alcanzada por las tiras reactivas para la monitorizacién

de glucosa en sangre en pacientes con diabetes'®*. La estabilidad conseguida por estos
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sensores (algunos meses), el bajo coste, la miniaturizacién del instrumento de medida y
la fuerte necesidad por los pacientes a llevar un control de la glucosa en sangre son las
razones por las cuales el sensor de glucosa mueve un mercado anual tan importante. Ade-
mas, la determinacién de glucosa tiene también importancia en diferentes campos como
el agroalimentario.

Diferentes estrategias han sido utilizadas para resolver este problema a lo largo de los
afos, pero, basicamente, el sensor de glucosa se ha basado en un sensor enzimatico utili-
zando glucosa oxidasa (GOx). Esta enzima presenta una alta especificidad y estabilidad,
ademads de una facil disponibilidad. Sin embargo, un mediador electroquimico que sea ca-
paz de llevar electrones desde la enzima hasta la superficie electrédica es necesario en el
sistema para poder realizar las medidas con un menor sobrepotencial. Con el objetivo de
eliminar la necesidad del mediador simplificando el sistema, otras alternativas han sido
realizadas como por ejemplo, la deteccién directa del H,O, generado en la reaccién enzi-
matica de la GOx. Un esquema de este sistema se muestra en la Figura 1.28. Generalmente,
se necesita la aplicaciéon de un sobrepotencial elevado para llevar a cabo la oxidacién o
reduccién del H,O, en muchos materiales electrédicos, algo que influye en la selectividad
de la medida. Por esta razén, diferentes tipos de electrodos han sido modificados con na-
nomateriales que pueden electrocatalizar las reacciones redox del H,O,, aumentando su
velocidad de transferencia electrénica y disminuyendo el sobrepotencial necesario. Uno de
los materiales que electrocatalizan la reduccién del H,O, es la plata. La electro-reducciéon
de H,O, a H,O, en presencia de Ag 105,106, puede comenzar predominantemente con un

paso de disociacién quimica y posterior reduccién:

H,O, — 20H (1.9)

20H +2¢~ +2H" — 2H,0 (1.10)

Por otro lado, en los tltimos afos se ha estado buscando constantemente una alternativa
evitando la utilizacién de enzimas en el sistema de deteccion. Segtin Wilson and Turner'7,
la GOx pierde su actividad a un pH por debajo de 2 y por encima de 8, a una temperatura

. 0 . . .
por encima de 40 °C, y en presencia de surfactantes. Estos problemas no permiten la uti-
lizacién de sensores de glucosa en ciertas aplicaciones que necesitan de condiciones mas
extremas (por ejemplo, en procesos de fermentacién). Una de estas alternativas es utilizar

las propiedades electrocataliticas de ciertos nanomateriales para la deteccién directa de
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Figura 1.28: Mecanismo de reaccién enzimética de la glucosa con GOx y deteccién electroquimica
del H,O, generado.

glucosa con un detector electroquimico nanoestructurado. Con estos sistemas se conse-
guiria un ahorro de costes por la simplicidad en la fabricacién o una mayor estabilidad.
En la deteccién no enzimatica de glucosa existen dos aspectos claves que tienen que ser
resueltos adecuadamente: la mejora de la sensibilidad, y evitar posibles interferencias de
otras especies electroactivas. La electrocatdlisis con nanomateriales puede ayudar a resol-
ver estos problemas ya que la deteccién se produce a un menor sobrepotencial que ayuda
a mejorar la selectividad, mientras que la elevada drea superficial suele producir una me-
jora en la sefial analitica, y por consiguiente, en la sensibilidad. Histéricamente se han
utilizado nanomateriales de metales nobles para la detecciéon no enzimadtica de glucosa
como Pt, Au o Pd . Sin embargo, por su alto precio, las tltima tendencia es la utilizacién
de nanomateriales de menor coste como los basados en Ni y Cu . El funcionamiento de
estos detectores es el siguiente: en un medio alcalino su superficie suele estar pasivada
de forma espontdnea (formando 6xidos o hidréxidos en estado de oxidacion M(II)). Tras
la aplicacién de un potencial se puede producir la oxidacién a una especie con estado de
oxidaciéon M(III), muy reactiva, que es capaz de oxidar la glucosa en disolucién (y, en con-
secuencia regenerar la especie inicial M(II)). Esta reaccién quimica acoplada desplazara
el equilibrio de la primera reaccién electroquimica (M(II) a M(III)) segtin el principio de
Le Chatelier, cuya corriente generada serd proporcional a la concentraciéon de glucosa en
disolucién. En términos generales, se produce una reacciéon electrocatalitica que depende
de la concentracion de glucosa en disolucién. Un esquema de este mecanismo se muestra

en la Figura 1.29.
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Figura 1.29: Mecanismo de la oxidacién de glucosa electrocatalizada por nanoparticulas metalicas
de niquel o cobre.

Los electrodos de cobre y derivados han sido empleados con esta estrategia para la de-
teccion de glucosa . Una preocupacion utilizando este tipo de electrodos es la selectividad
solamente hacia la glucosa y no a otros aztcares oxidables. Sin embargo, en la mayoria
de los casos parece ser que la glucosa se comporta de manera diferente a otros aztcares
y, en general, no se han encontrado interferencias con otros aztcares utilizando este tipo
de electrodos. Por tanto, la mayor desventaja de estos sistemas parece encontrarse en la
necesidad de emplear un pH alto de la disolucién ya que la electrocatalisis depende de los
iones OH™ que haya disponibles, y estos sensores a un pH fisiol6gico no suelen mostrar

un comportamiento tan eficaz.

1.3.2  Quantum dots

Los quantum dots (QDs) son nanoparticulas cristalinas de materiales semiconductores
descubiertas en 1981'°® con propiedades 6pticas, quimicas y electrénicas tinicas, cuya
primera aplicacion mds significativa fue desarrollada y publicada en 1998 en la revista
Science por los grupos de Alivisatos y Nie, que consistia en la visualizacién de tejidos
vivos gracias a las caracteristicas fluorescentes de estos nanocristales '*>**°. Los QDs estan
compuestos de cientos o miles de dtomos de una mezcla de elementos de los grupos
de la tabla periddica II-VI (CdSe, CdTe), III-V (GaN, InAs) o IV-VI (PbSe, PbS)**"**. En
general, presentan una geometria quasi-esférica con un tamafio tipicamente entre 1-10 nm
que proporciona propiedades optoelectrénicas tnicas debido al efecto del confinamiento
cuéntico. Este efecto se basa en que los electrones y huecos de los QDs estan confinados en

las tres dimensiones del espacio cuando el tamafio de la nanoparticula es menor al radio
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Figura 1.30: Energia de las bandas de QDs de diferentes materiales y del mismo material de dife-
rente tamario.

del excitén de Bohr''3'°. Por tanto, los estados electrénicos (diferencia entre el HOMO y
LUMO) y los perfiles de emisién luminiscente, varian con el tamafio del QD, siguiendo
de manera general, el comportamiento esperado para una particula atrapada en una caja
3D. De hecho, los niveles energéticos de los QDs se comportan de forma mads parecida a
atomos o moléculas (niveles discretos cuantizados) que a un material macroscépico y en
ocasiones son llamados dtomos artificiales. Ademds, los QDs de diferentes materiales o del
mismo material con diferentes tamafios, debido al confinamiento, presentan un bandgap™*
con diferente energia, como se esquematiza en la Figura 1.30. Este hecho permite generar
fotoluminiscencia con bandas estrechas de emisién y ajustable segtin el tamafio y material
de las nanoparticulas **4*'5.

La fotoluminiscencia puede ocurrir mediante la absorciéon de fotones de energia su-
perior al bandgap, que crea un excitén (par electrén-hueco) y su posterior relajacion via
fonones (movimiento vibracional) al estado excitado de menor energia, la emisién se pro-
duce desde el nivel mas bajo del estado excitado hasta el estado fundamental. Si el tiempo
de vida del estado excitado es mayor, incluso después de eliminar la fuente de excitacién,
la emision es fosforescente, mientras que con un tiempo de vida menor del estado exci-
tado, la emision es fluorescente. El efecto del confinamiento cuédntico ofrece a los QDs
algunas propiedades 6pticas como un amplio espectro de excitacién, un espectro de emi-
sion estrecho y ajustable (dependiendo del material y tamafio del QD), alta fotoestabilidad
(mantienen la fluorescencia durante horas) y un tiempo de vida del estado excitado alto
(30-200 ns), que les ofrecen numerosas ventajas frente a los fluoréforos moleculares mas

utilizados. De hecho, la intensidad de fluorescencia de un QD de CdSe es aproximadamen-

De manera simplificada, el radio del exciton de Bohr, es la distancia media entre el electrén y el hueco
generados en una excitacion electrénica.

El bandgap es la diferencia de energia entre la banda de valencia (llena de electrones) y la banda de conduccién
(vacia).
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te 20 veces superior a una molécula de Rhodamina y 100-10000 veces superior a colorantes
organicos estdndar'*°.

Un proceso interesante que muestra la complejidad de estos materiales es que su emi-
si6n suele ser discontinua bajo excitacién (se enciende y apaga intermitentemente) 1715,
La transicion de un estado encendido a uno apagado ocurre por fotoionizacién, que im-
plica el atrapamiento de un portador de carga (ya sea un hueco o un electrén) en algin
defecto superficial, mientras que su portador opuesto se crea en el ntcleo de la NP. Esto
conduce a una relajaciéon no radiativa rdpida a través de procesos Auger (transferencia
de energia del excitén creado al portador de carga deslocalizado)''®. El mecanismo pa-
ra volver al estado encendido implica la captura del portador de carga localizado en el
ntcleo o la captura del portador de carga opuesto desde la zona de atrapamiento en la
proximidad. Ambos mecanismos pueden ser acompafiados por una reorganizacién de la
distribucién de la carga**'*'. Debido a este proceso, el rendimiento cuantico de los QDs
no llega a alcanzar el 100% (ya que en todo momento algunas NPs se encuentran en
estado apagado).

Una de las razones por las que el nticleo se recubre con un recubrimiento de otro semi-
conductor (NPs core-shell), pasivando la superficie, es para mitigar estos procesos, dismi-
nuyendo los defectos estructurales que son capaces de producirlo (aunque no se consigue
eliminar del todo). Este tipo de estructura core-shell también tiene un efecto positivo en
la estabilidad general del nicleo de la nanoparticula e incrementa la fotoestabilidad "*>.
Existen tres tipos principales de QDs core-shell, el Tipo I cuando el bandgap del recubri-
miento es mayor que el bandgap del ntcleo, por lo que el excitén generado se confina en el
nucleo (por ejemplo, CdSe/ZnS), el Tipo I-inverso, cuando el bandgap del recubrimiento
es menor que el bandgap del nicleo, por lo que el excitéon se deslocaliza en el recubrimien-
to y la emisién puede ser ajustada cambiando el tamafio del recubrimiento (por ejemplo,
ZnSe/CdSe), y el Tipo II, cuando el extremo de la banda de valencia o de conduccién del
recubrimiento tiene una energfa dentro del bandgap del ntcleo. Este alineamiento condu-
ce tras la excitaciéon de la NP a una separacion espacial entre el hueco y el electrén en
diferentes regiones de la estructura.

Por sus interesantes propiedades optoelectrénicas, los QDs han sido utilizados en nu-
merosas aplicaciones’*> como en nanoelectrénica, celdas solares, fotocatalisis, marcado

celular, bioensayos fluorescentes e imaging biolégico.
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1.3.2.1 Sintesis

Las diferentes estrategias y condiciones experimentales de la sintesis de QDs son muy
relevantes ya que pueden alterar sus propiedades, y por tanto, afectar a sus aplicacio-
nes''". Las técnicas top-down han sido empleadas para la fabricaciéon de QDs pero las
técnicas bottom-up de sintesis son las principales desde su introduccién por Bawendi et
al. **. Aunque la sintesis depende en gran medida del material objetivo, se consideran
dos métodos principales: sintesis organometélica’® y sintesis en medio acuoso'*°. La es-
trategia general en ambos métodos consiste en la nucleacién de un conjunto (clister) de
atomos inorgdnicos que eventualmente, se expande hasta un ntcleo cristalino. En ocasio-
nes, un recubrimiento de otro semiconductor (shell) se hace crecer sobre el nicleo inicial.
Esto se realiza en un medio con ligandos surfactantes (por ejemplo, 6xido de trioctilfosfi-
na o acido mercaptopropiénico) que recubren la superficie de la nanoparticula generada
aumentando su estabilidad y solubilidad. En el caso de la sintesis organometélica, un paso
posterior con otro tipo de recubrimiento es necesario para solubilizar la nanoparticula en
un medio acuoso.

La técnica de inyeccién en caliente es la mas utilizada para la sintesis organometalica, en
la que diferentes precursores, disolventes o ligandos pueden ser utilizados, y con la que
se obtienen QDs de alta calidad. Muy brevemente, esta técnica comienza tras la adicién
de precursores organometalicos de los metales de interés en un disolvente orgénico, y el
crecimiento de los nanocristales se realiza a una temperatura entre 200-300 °C. En el caso
de los QDs de Cd, que son los més estudiados, los precursores suelen ser dimetilcadmio,
6xido de cadmio o acetato de cadmio, especialmente los dos tltimos por la mayor toxi-
cidad del primero. El disolvente orgdnico normalmente utilizado es trioctilfosfina (TOP)
o su 6xido (TOPO) que también funciona como ligando estabilizador de la NP generada.
Las condiciones de temperatura y tiempo de reaccién pueden influir en el tamarfio de las
nanoparticulas. Tras una etapa de purificacion del producto (precipitacién y redispersion),
se puede llevar a cabo el recubrimiento con otro semiconductor (en un proceso similar)
para generar QDs core-shell. Como muchas de las aplicaciones en las que se utilizan re-
quieren de su solubilizacién en un medio acuoso, se suele afadir un ligando bifuncional
que pueda unirse a los QDs por un extremo (ya sea directamente a la nanoparticula o a
los ligandos organicos) y que por el otro extremo posea un grupo polar soluble en agua.

En general, la sintesis acuosa suele ser mas simple y llevada a cabo en condiciones mas

suaves, pero es mds dificil el control de las propiedades de las nanoparticulas generadas.
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Brevemente, consiste en la reaccién entre un ion metélico (o un complejo metdlico) y un
precursor que contenga la especie calcégena en presencia de un ligando que estabilice las
nanoparticulas tras su crecimiento evitando la aglomeracion. Los ligandos que recubren
la nanoparticula pueden utilizarse para su posterior funcionalizacién biolégica.

En este sentido, para aplicaciones bioldgicas o bioanaliticas, los QDs deben estar fun-
cionalizados con biomoléculas como péptidos, oligonucleétidos o proteinas. Varios méto-
dos de modificacién han sido desarrollados en los tdltimos afios, aunque el método mas
comun para preparar QDs biofuncionalizados es mediante la formacién de enlaces cova-
lentes entre grupos carboxilicos (presentes en los ligandos superficiales) y grupos amino
de las biomoléculas. Ademads, biomoléculas que posean grupos funcionales como aminas
o tioles pueden interaccionar directamente con la superficie de QDs como ligandos. El
producto resultante combina las propiedades de los QDs y la funcién de las biomoléculas

enlazadas.

1.3.2.2 Caracteristicas y aplicaciones electroquimicas

Los QDs presentan caracteristicas electroquimicas muy interesantes. Por un lado, se
puede utilizar las técnicas voltamperométricas para estudiar la transferencia electrénica
desde y hacia los QDs, para obtener informacién sobre las propiedades estructurales y
energéticas de estos nanocristales. Por otro lado, los QDs también presentan una interac-
cién interesante entre la radiacién electromagnética y la transferencia electrénica que se
traduce en su electroquimioluminiscencia (ECL) y propiedades fotoelectroquimicas (PEC).
Por dltimo, la deteccién electroquimica de los metales que componen los QDs es una

estrategia muy utilizada en bioensayos para la deteccién de biomoléculas de interés.

Comportamiento electroquimico de quantum dots

El comportamiento electroquimico de los QDs ha sido extensamente investigado'*7,
aunque en menor medida que sus propiedades 6pticas. Las medidas voltamperométricas
pueden ser utilizadas para evaluar los niveles energéticos disponibles en las nanoparti-
culas (banda de valencia y banda de conduccién), informacién de interés para entender
sus procesos de transferencia electrénica. Esta informacién electroquimica también pue-
de ayudar a la interpretacion de las propiedades espectroscépicas de los QDs, y obtener
informacién sobre su composiciéon quimica, dimensiones, y propiedades superficiales.

Cuatro tipos de procesos de transferencia electrénica pueden ocurrir en los QDs'?,

ilustrados en la Figura 1.31 y descritos a continuacién:
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Figura 1.31: Esquema del mecanismo de las posibles transferencias electrénicas que involucran los
QDs.

1. inyeccién de electrones en una particula neutra, produciendo su reduccién (QD”).

2. extraccion de electrones de una particula neutra (o inyeccién de huecos), producien-

do su oxidacién (QD).

3. inyeccion simultdnea de un electrén y un hueco en dos QDs independientes, que
corresponde al bandgap electroquimico (también llamado quasi-particle gap). Se co-
rresponde con la diferencia de energia entre el primer proceso de reducciéon y el

primer proceso de oxidacién de los QDs.

4. generacion de un par electrén-hueco en la misma particula, causado por una excita-

cién 6ptica, que da informacién sobre el bandgap 6ptico.

El bandgap 6ptico y electroquimico pueden relacionarse segtin la 1.11, donde AE,, es el
bandgap 6ptico, AE,; es el bandgap electroquimico, y J.,, es la energia total de interaccién
culombiana del par electrén-hueco. Tipicamente, el bandgap electroquimico es mayor que

el 6ptico.

AEop = AE; — Jop (1.11)
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Brus predijo una dependencia del potencial redox con el tamafio de los QDs usando
el modelo de particula en una caja'’>. Bard et al. demostraron una correlacién directa
entre el bandgap electroquimico y el espectro electrénico de CdS'*?, en la que encontraron
una diferencia de potenciales entre el primer proceso anddico (transferencia en el HO-
MO) y el primer proceso catédico (transferencia en el LUMO) de 2.96 V, comparable al
valor calculado por medidas 6pticas de 3.23 eV. Las corrientes obtenidas en la transfe-
rencia fueron 2 6rdenes de magnitud mayores que las esperadas para una transferencia
electrénica de 1 e en una especie controlada por difusién, por lo que propusieron que
cerca de 50 electrones por particula eran transferidos a un potencial cercano al potencial
de pico. Este proceso sigue un mecanismo (EC)n donde los electrones son consumidos
en una reacciéon acoplada. También propusieron que los electrones y huecos generados
eran atrapados en la superficie de la nanoparticula. Por lo tanto, Bard concluyé que los
QDs pueden actuar como donantes o aceptores multielectronicos debido al atrapamiento
de huecos y electrones en la superficie de la particula. Resultados similares fueron encon-
trados en QDs de PbS y CdTe'3°. Otros autores encontraron diferencias en el bandgap
obtenido por técnicas electroquimicas o espectroscépicas para QDs de pequefio tamafio
o de tamano elevado'3'. Este hecho puede deberse a que los QDs de tamafios extremos
presentan una mayor densidad de defectos superficiales, y las técnicas electroquimicas
ofrecen una mayor informacién sobre la superficie, en comparacion a técnicas Opticas que
proporcionan informacién sobre el interior de la nanoparticula'3>. Por tanto, la electroqui-
mica puede utilizarse para obtener informacién sobre la calidad de la estructura cristalina
(defectos superficiales) '7*33. Por ejemplo, medidas voltamperométricas fueron utilizadas
para investigar CdSe recubiertos con ZnS™34. La presencia del recubrimiento, que permite
minimizar los defectos superficiales, causa un desplazamiento de los potenciales de pico.

Normalmente, las medidas electroquimicas de QDs para obtener informacién estruc-
tural deben ser hechas en un medio organico'* o en liquidos i6nicos'33, donde estas
nanoparticulas son mds estables, y ademas, es posible el estudio de una mayor ventana de
potenciales en comparacion a disoluciones acuosas > (aunque también se han propuesto
medidas en medio acuoso). Las medidas electroquimicas de QDs presentan dos inconve-
nientes principales, la baja solubilidad (alrededor de pM)'* y los bajos coeficientes de
difusién de estas nanoparticulas (del orden de 107 cm?s™), resultando en bajas corrien-
tes voltamperométricas. Ademds, la irreversibilidad de la transferencia electrénica puede
causar la descomposicién de las particulas. Las técnicas electroquimicas también han si-

do empleadas para estudiar la estabilidad (aging) y diferentes formas de almacenamiento
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de diferentes QDs (PbS, CuS, CdS, CdTe)'3°. En otro sentido, los QDs pueden ser utili-
zados para la transferencia electrénica directa desde un electrodo al centro redox de una

proteina, ayudada por una especie redox en disolucién .

Propiedades foto-electroquimicas de los quantum dots

Los QDs también pueden ser utilizados en experimentos de espectroelectroquimica por
sus propiedades de absorcion y luminiscencia, que en algunos casos pueden tener cierta
dependencia con la excitacion electroquimica '37:3%. Por ejemplo, este tipo de experimentos
se han utilizado para estudiar con més detalle el proceso de blinking de los QDs indivi-
duales, antes mencionado '39'4°. Los QDs presentan también propiedades de electroqui-
mioluminiscencia (ECL). La ECL consiste, de manera simplificada, en causar la excitacién
de una especie mediante la aplicacién de un potencial eléctrico (por una transferencia elec-
trénica), y cuando la especie vuelve al estado fundamental, emite luz. Esta luz puede ser
detectada por medio de un espectrémetro de fluorescencia (a la longitud de onda desea-
da), pero también de manera global por un fotomultiplicador o un dispositivo de carga
acoplada (CCD). A principios de este siglo, el grupo de Bard encontré que los QDs posefan
propiedades ECL'4"'4*. La ECL, ya que la excitacion se realiza mediante una transferencia
electrénica, es un proceso que depende fuertemente de los estados energéticos de la super-
ficie de los QDs, que, en general, tienen una menor energia que los estados energéticos del
nucleo. Por tanto, segtn el potencial aplicado, puede producirse una transferencia electr6-
nica, en primer lugar, hacia los estados superficiales (cuya emision estd desplazada hacia
el rojo en comparacién con la PL), obteniendo informacién sobre la calidad superficial de
la nanoparticula. A mayores potenciales, la transferencia puede producirse a los niveles
de mayor energia del nicleo, que son similares a los que intervienen con una excitacién
mediante fotones, y por tanto, su relajacion emite luz a una longitud de onda similar a
la PL. El primer tipo de ECL puede intensificarse si se aumenta la densidad de defectos
superficiales, por una activacién con H,O, o acido citrico 43, mientras que el segundo tipo
puede intensificarse disminuyendo los defectos superficiales utilizando un recubrimiento
en una estructura core-shell '#4. Existen dos mecanismos principales para generar QDs en

estado excitado mediante ECL45:

= el mecanismo de aniquilacion, en el que un barrido de potenciales en ambas direc-
ciones (catédica y anddica) puede generar cationes y aniones radical (QD* y QD"),

que tras su colisién posterior forma un QD en estado fundamental y un QD* en es-
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tado excitado que es capaz de emitir luz tras su relajacién. Estos radicales deben ser

estables el suficiente tiempo para su colision, y se requiere de altos sobrepotenciales.

= el mecanismo del correactante, en el que con un barrido en una sola direccién, se
genera una de las especies ion radical (ya sea QD™ o QD"”), que reacciona con el
intermedio oxidante o reductor de un correactante en disolucién para generar la
especie excitada QD*. Algunos de los correactantes utilizados son: O,, H,O,, S,0z%,
C,0,*, SO;* y otras especies organicas. Este mecanismo es el mas usado, porque
evita los sobrepotenciales y genera una ECL intensa y eficiente. En la Figura 1.32
se esquematizan procesos ECL catédicos y anddicos (aunque sin tener en cuenta los

procesos superficiales).

En otro sentido, los QDs también presentan propiedades de fotoelectroquimica (PEC)4°.
En un experimento bésico (Figura 1.32), los QDs son inmovilizados en una superficie elec-
trédica, que forma una capa bastante aislante, inhibiendo las conversiones electroquimicas
de las especies en disolucién. A continuacion, se ilumina la superficie electrédica, que cau-
sa la excitacién de los QDs y se generan pares electrén-hueco, que pueden producir una
transferencia electrénica hacia o desde el electrodo (fotocorriente). Dependiendo del po-
tencial aplicado, puede darse la transferencia electrénica del electrodo hacia los QDs o
desde los QDs al electrodo. La diferencia de energia entre los niveles de Fermi (Er) del
electrodo y de los QDs determina la direcciéon de la transferencia electrénica entre ellos '47.
Estos niveles pueden ser modificados por el potencial aplicado. El Ef es la energfa a la
cual la probabilidad de que un nivel energético esté ocupado por un electrén es del 50 %.
En los QDs tipicos, esta energia se encuentra aproximadamente en el medio de la band-
gap (entre la banda de conduccién y banda de valencia). La presencia de otras especies
que pueden actuar como donantes o aceptores de electrones/huecos es importante para
neutralizar los QDs excitados y, ademds, puede aumentar la magnitud de la fotocorriente

generada.

Mareca electroquimica de bioensayos

Los QDs pueden ser utilizados como marca de bioensayos como alternativa a otras nano-
particulas metélicas, por ejemplo AuNPs o AgNPs. Tres estrategias pueden ser utilizadas

para la deteccién de QDs en biosensores:
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Figura 1.32: Esquemas del mecanismo de las propiedades ECL y PEC de los QDs.

= si el enlace de reconocimiento lleva a los QDs a una posicién cercana al electrodo,
una fotocorriente puede ser generada'4®, es decir, la deteccién se llevaria a cabo por

sus propiedades fotoelectroquimicas ™.

= las propiedades electroquimioluminiscentes de los QDs pueden también ser utiliza-

das para su deteccién en biosensores, ya que la cantidad de luz emitida depende del

ntumero de QDs.

= mediante la deteccién voltamperométrica de los metales que contienen los QDs, ge-

neralmente, tras su disolucién.

Esta altima estrategia es la més utilizada por la posibilidad de obtener una sefial amplifica-
da debido al elevado ntiimero de d4tomos metdalicos que contiene cada particula. La mayor
ventaja que presentan los QDs en comparacién a otras particulas metalicas es la facilidad
para usarse en estrategias de detecciéon multianalito debido a los diferentes materiales
con que se pueden sintetizar, por ejemplo Cd, Pb, Zn, In o Cu. Estos metales se oxidan a
diferentes potenciales en medidas voltamperométricas por lo que pueden ser resueltos y
utilizarse para deteccién multianalito.

La metodologia més utilizada para llevar a cabo la deteccién de QDs en bioensayos se
describe a continuacién y se ilustra en la Figura 1.33:

1) Se realiza el bioensayo heterogéneo en alguna superficie s6lida, ya sea en la superficie
de pocillos de placas, electrodos o en particulas magnéticas. Se lleva a cabo la reaccién de
reconocimiento, normalmente en un esquema de tipo sandwich.

2) A continuacion, se realiza un ataque acido (con HCl o HNO;) para digerir las nano-

particulas y liberar los cationes metalicos a la disolucién.
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RE WE AE

Figura 1.33: Bioensayo tipico realizado cuando se utilizan QDs como marca de deteccién electro-
quimica.

3) Se transfiere parte de esa disolucién acida a una nueva celda electroquimica (con la di-
solucién reguladora necesaria) para llevar a cabo la deteccién metélica, normalmente me-
diante voltamperometria de redisolucién anddica. Esta etapa se suele hacer en presencia
de otro metal, como mercurio o bismuto, que puede generar una pelicula preconcentrado-
ra sobre la superficie del electrodo. Tipicamente, se han utilizado celdas electroquimicas
convencionales, pero también electrodos serigrafiados '>° para hacer la deteccion.

Numerosas aplicaciones han sido descritas utilizando QDs como marca de deteccion de
bioensayos, con la estrategia de deteccién del metal electroactivo, desde que Wang y Mer-
kogi en el afio 2002 '>" utilizaran CdS para detectar la hibridacién en un ensayo con acidos
nucleicos, incluso demostraron como una precipitaciéon quimica de Cd sobre las nanopar-
ticulas mejoraban considerablemente la sefial obtenida tras la digestién con HNO3. En un
trabajo publicado posteriormente, demostraron la posibilidad de utilizar QDs de diferen-
tes materiales (CdS, ZnS, PbS) para la determinaciéon simultdnea de diferentes reacciones
de hibridacién de manera sencilla abriendo la puerta a la utilizacién de QDs para detec-
cién multianalito '>*. La utilizacién de QDs como marca de aptasensores (biosensores con
aptdmeros como receptor) también ha evidenciado su buen rendimiento en ensayos de
este tipo para la deteccion moléculas pequefias como trombina usando un ensayo compe-
titivo entre el analito y el analito marcado'>3. La deteccion directa de CdS sobre electrodos
serigrafiados sin realizar la digestion 4cida se evalué para la deteccién de ADN relaciona-
do con la fibrosis quistica, tras la unién de los QDs al extremo de una hebra de deteccién
conteniendo grupos -SH en un ensayo magnético '>*. Una estrategia interesante ha sido la
utilizacién de dispositivos flexibles portables para llevar a cabo la detecciéon de QDs dentro
de los mismos pocillos donde se lleva a cabo la reaccién bioldgica *>>. De la misma forma,
el uso de QDs en inmunoensayos también ha mostrado grandes resultados, en ensayos
para detectar una sola especie o para deteccién multianalito de hasta cuatro proteinas di-

ferentes utilizando QDs de ZnS, CdS, PbS y CuS*'>°. Aunque tipicamente la deteccion de
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QDs se hace con técnicas voltamperométricas, la deteccién potenciométrica en inmunoen-
sayos también ha sido descrita evitando un cambio dréstico en el pH al hacer la digestién
de los QDs con H202"7. En la literatura se pueden encontrar otros ejemplos de deteccién
de protefnas mediante inmunoensayos con deteccién de QDs*5*!% o incluso utilizados
para la deteccién de bacterias'®. Las tltimas tendencias en la utilizacién de QDs como
marca es su unién a un vehiculo capaz de contener varias nanoparticulas en su estructura,
algo que podria mejorar la deteccién por una sefial amplificada. Algunos ejemplos son la

utilizacién de estructuras dendrimeras ** 6

o encapsulacion en liposomas'®* o en nanopar-
ticulas huecas'®. Por otro lado, los QDs pueden también ser utilizados como marca de
tiras de flujo lateral debido, principalmente, a sus caracteristicas fluorescentes'®4, pero la
deteccion electroquimica integrada en estos dispositivos también ha sido descrita .

Sin embargo, como ya se mencioné anteriormente, este tipo de bioensayos descritos
con QDs no se pueden considerar biosensores electroquimicos, ya que el transductor y
el elemento de reconocimiento no estan integrados entre si. Realmente, en estos casos,
no existe un transductor, solamente un detector electroquimico de los iones metélicos
que fueron previamente liberados en la disolucién. La reaccién de reconocimiento y la
deteccién de la marca son procesos totalmente independientes. Ademds, es un proceso
complejo, que consta de varias etapas, con la transferencia de la disolucién de la zona
de reaccién hasta el detector, por lo que pierde muchas de las caracteristicas ideales de
un dispositivo POC. La razén por la que no se ha descrito anteriormente en la literatura
un biosensor integrado en el que el transductor funcione como soporte de la reaccion

de reconocimiento y, ademds, como detector electroquimico de los QDs es una incégnita,

pero podria simplificar en gran medida la utilizacién de QDs como marca.

1.3.3 Nanoparticulas de fosfato de titanio

Los materiales porosos pueden ser utilizados en diferentes aplicaciones debido a su
elevada drea superficial, tamafio de poro y estructura modificable y propiedades superfi-
ciales. Ademads de sus propiedades intrinsecas, se pueden funcionalizar con otro tipo de
especies quimicas que les proporcionen nuevas capacidades. En la actualidad existe un
gran interés en el desarrollo de nanomateriales porosos, entre los que destacan el carbon
activado o las zeolitas. Segtun el tamafio de su poro, los materiales porosos se pueden
dividir en tres grupos segtun la IUPAC: microporosos (< 2 nm), mesoporosos (2-50 nm)

y macroporosos (> 50 nm). Diferentes nanomateriales micro/mesoporosos han sido des-
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critos en los dltimos afios con algunas propiedades excelentes como un area superficial
elevada, estructura ordenada o propiedades cataliticas*°.

Los fosfatos metélicos se consideran un catalizador o soporte de catalizadores ideal, ya
que la posibilidad de su precipitacion permite una separacién mds sencilla y la capacidad
de ser reciclados. Aunque su eficacia puede estar restringida por un drea superficial poco
eficaz y un tamafio de poro pequerio, el disefio de fosfatos metalicos nanoporosos con es-
tructura abierta es una buena estrategia para mejorar estas caracteristicas. Las aplicaciones

167,168 intercambio

mas importantes de los fosfatos metélicos se encuentran en la catélisis
i6nico, conduccién de protones'®, refrigerantes magnéticos7° o baterias de Li-ion'7?, en-
tre otras.

Los fosfatos de titanio (TiP) han suscitado un gran interés como catalizador sélido aci-
do'7*'73'74 o intercambiador de iones para eliminar metales pesados de muestras me-
dioambientales'’>. En este sentido, se observdé como los TiPs intercambiaban de manera
mads eficiente metales pesados como el Pb*" en comparacion a otros metales como Ca*",
Na* o Mg?*'7°, probablemente debido a un efecto sinergético de interaccion electrostatica
y formacién de complejos de esfera interna. Los TiPs presentan buenas caracteristicas para
este tipo de aplicaciéon como son su baja solubilidad, alta capacidad de intercambio (es-
tructura porosa), cinética de intercambio rdpida, y mayor estabilidad térmica y resistencia
en comparacién a intercambiadores organicos '77:17%179.

Muchos tipos de TiP han sido sintetizadas con la ayuda de surfactantes o moléculas
organicas pequefas'®%!, mostrando diferentes propiedades fisicas y estructurales. Por
ejemplo, TiPs formados con pluronic-P123 como agente director de la estructura, presen-
tan una forma jerarquizada formada por la unién de diferentes nanoparticulas agrega-
das en una estructura superior, y presentaron una buena actividad catalitica asistida por
microondas de biomasa y carbohidratos a 5-hidroximetilfurfural, intermedio clave en la
produccién de biofuel 2. TiPs con estructura en capas'®¥'%, mesoporosa’® o de nanotu-
bos %, también han sido descritos. Nanoparticulas de fosfato de titanio (TiPNPs) fueron
obtenidas usando 4cidos nucleicos como agente director de la estructura'’3, aunque no
es un método muy apropiado para la sintesis a gran escala. TIPNPs modificados con si-
lice mesoporosa con nanoporos ordenados fueron sintetizados siguiendo un método de
grafting™®’. Sin embargo, estos métodos no parecen obtener una distribucién de tamafios
uniforme, con nanoporos abiertos y una buena dispersién en disoluciones acuosas.

Liu et al.’®® describieron un método fécil para la sintesis de TiPNPs de tipo core-shell

con un area superficial elevada y nanoporos abiertos. Estas nanoparticulas presentan un
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ntcleo cristalino (core) estable formado de NaTi,(PO,); y un recubrimiento (shell) amorfo
con una distribucién de tamafios uniforme. Las TiPNPs core-shell han demostrado presen-
tar una alta actividad catalitica como acido Bronsted y buena selectividad para reacciones
de acetilacion con un gran rendimiento. Estas nanoparticulas tienen la ventaja de contener
un nucleo cristalino muy estable, junto a un recubrimiento amorfo compuesto de fosfatos
acidos que pueden funcionar como intercambiadores iénicos. Este tipo de TiPNPs se sin-
tetizan usando 4cido ortofosférico sélido y n-butéxido de titanio (IV) como precursores
junto a un agente director de la estructura que puede ser una sal de docusato de sodio
(AOT)*®® o dodecil sulfato sédico (SDS)*®. 2. El andlisis morfolégico de estas nanopat-
ticulas muestra una estructura quasi-esférica con una dispersiéon de tamarfios uniforme
(alrededor de 50 nm) y un tamafio de poro entre 14-28 A. Mediante espectrometria de
resonancia magnética nuclear de 3'P, se evidencia la presencia de grupos (PO,)3", (HPO,)*
y (H,PO,)". Los estudios de calcinacién y andlisis termogravimétrico muestran que las
TiPNPs son muy estables incluso después de ser tratadas a alta temperatura.

Los materiales porosos pueden tener diferentes funciones en un sistema biosensor, co-
mo por ejemplo, con el objetivo de inmovilizar el elemento de reconocimiento, como ca-
talizador, o0 como marca de deteccién al introducir en su estructura especies indicadoras.
Diferentes estrategias han sido empleadas para utilizar fosfatos metélicos como marca de
biosensores electroquimicos. Las TiPNPs han sido empleadas como marca de inmunosen-
sores electroquimicos, tras la introduccién de Cd** en su estructura, para la deteccion de
anticuerpos IgG humanos**°. Un electrodo de carbono vitreo convencional fue empleado
para llevar a cabo el bioensayo y la deteccién de los metales mediante voltamperometria de
onda cuadrada sin llevar a cabo una preconcentracién metélica o sin disolucién 4cida, re-
duciendo el tiempo de andlisis en comparacién a otro tipo de marcas metalicas. Siguiendo
la misma estrategia, TiPNPs core-shell modificadas con Cd** y Pb** fueron empleadas para
la deteccion multianalito de biomarcadores de cardiopatias como la troponina cardiaca I
(CTnl) y la protefna cardfaca transportadora de 4cidos grasos (h-FABP)'®. La introduc-
cién de una alta cantidad de iones metélicos dentro de la estructura permite obtener una
sefal amplificada en comparacién a una marca directa convencional. Estas mismas nano-
particulas fueron utilizadas para la detecciéon de microARN ***. Otro tipo de TiPNPs con
nucleo hueco fueron utilizadas como marca de deteccion tras la adhesion de AgNPs sobre

su superficie y la realizacién de un bioensayo con particulas magnéticas para deteccién

Por ser el método elegido para la sintesis de estas nanoparticulas durante este trabajo, el procedimiento se
describe de forma muy detallada en el Capitulo 2
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de interleuquina-6"9* o fosfatos metalicos (cadmio, plomo o zinc) dentro de una estructu-
ra encapsulante formada por la proteina apoferritina también han sido evaluados como

marca de deteccidon 93194,
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1.4 ELECTROQUIMICA DINAMICA Y TECNICAS ELECTROQUIMICAS

En este apartado se va a introducir de una manera simple y pedagégica, la Electro-
quimica dindmica y las técnicas electroquimicas dindmicas mds importantes utilizadas
durante esta Tesis Doctoral.. La electroquimica de equilibrio o control termodindmico, por
ejemplo, las técnicas potenciométricas, estudia los procesos electroquimicos que ocurren
cuando no se aplica una fuente de excitaciéon externa, procesos en los que la velocidad
total de la reaccién es cero. La electroquimica dindmica estudia los procesos impulsados
por la aplicacién de una excitacion externa, que causa una reaccién electroquimica en
una direccién especifica, los reactivos son consumidos y se generan productos por una
transferencia electrénica en la interfase electrodo/disolucién. Considerando la aplicacion
de una excitacién que perturbe el equilibrio de una especie electroactiva en disolucién,
dos procesos redox pueden ocurrir: oxidacién y reduccién. En un proceso de reduccién,
el electrodo proporciona electrones a la especie, y en un proceso de oxidacién, la especie
proporciona electrones al electrodo. Las diferentes posibilidades de la magnitud y tipo de
fuente de excitaciéon determinan las técnicas electroquimicas.

Dos aspectos generales deben ser tenidos en cuenta en una reaccién electroquimica, co-
mo en cualquier otra reaccién quimica: la termodindmica y la cinética. La termodindmica
de las reacciones electroquimicas viene determinada (de manera muy simplificada) por la
ecuacion de Nernst (ecuacién 1.12), donde AG es la energia libre de Gibbs, n es el nimero
de electrones intercambiados, F la constante de Faraday y E es la diferencia de potencial
eléctrico entre dos electrodos de la celda electroquimica'3. Esta ecuacién predice la energia
maxima que puede ser obtenida desde una reaccién electroquimica espontanea (si la ener-
gia libre es negativa, AG < 0) o la energia libre minima requerida para llevar a cabo la
reaccion (si la energia libre es mayor que cero). En el primer caso, la reaccién electroquimi-
ca espontanea es capaz de generar energfa, fundamento de las baterias (celdas galvanicas),
mientras que en el segundo caso, es necesaria la aplicaciéon de una energia para llevar a
cabo la reaccién electroquimica, es decir la electrélisis (celdas electroliticas). En este texto,
solamente se considera este dltimo caso, ya que son las técnicas que se utilizan. En este
sentido, la generacién de una diferencia de potenciales es la fuerza impulsora de la trans-
ferencia electrénica entre un electrodo y la especie en disolucion, y su magnitud (teniendo

en cuenta los niveles energéticos de la especie de interés) determina la direccién de la

Maés informacién sobre instrumentacién y disefios de celdas electroquimicas se puede encontrar en el Capitu-
lo A.
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transferencia electrénica. Las reacciones que se producen en la interfase electrodo/disolu-
cién estdn gobernadas por las leyes de Faraday (ver Capitulo A). Hay que considerar que
en el electrodo opuesto de la celda, una reaccién electroquimica contraria debe ocurrir. Ca-
da una de estas reacciones de manera individual, se llaman semirreaciones. Normalmente,

la semirreacion de interés es la que se produce en el electrodo de trabajo.

AG = —nFE (1.12)

La energia libre de Gibbs puede relacionarse con el equilibrio de una reaccién quimica™
y de manera andloga, la diferencia de potencial con un equilibrio de una reaccién electro-
quimica segtin la ecuacién 1.14, donde E® es el potencial formal de la reaccién redox, R
es la constante universal de los gases y [O] y [R] son las concentraciones de las especies
del par redox. La reaccién electroquimica ejemplo que se considera en estas explicaciones
es la compuesta por un hipotético par redox O/R y descrita en la ecuacién 1.13, donde
Keq €s la constante de velocidad heterogénea de la reducciéon y kox es la constante de
velocidad heterogénea de la oxidacién. La ecuaciéon de Nernst indica que el equilibrio de
las especies redox puede ser desplazado tras la aplicacién de un potencial diferente a E
(que generalmente, coincide con el potencial de equilibrio, Eeq), es decir, la aplicacion de

un sobrepotencial.

kr
O+ne- =R (1.13)

/  RT, [R]

_po RO IR]
E=E + T In 0] (1.14)

Por otro lado, la cinética estudia la velocidad de la reaccién electroquimica, que puede
consistir en la velocidad de la transferencia electrénica u otros procesos involucrados an-
tes o después de la ET. El estudio de la cinética de las reacciones electroquimicas es un
tema complejo que puede ser revisado en textos especializados, pero a continuacién se
describen los fundamentos y ecuaciones mds importantes. La velocidad de una reaccién
electroquimica global (v) viene determinada por la corriente total intercambiada segtin
I = ipg — lox = nFAv, y esta velocidad global dependerd de las constantes especificas
segun v = k;1[R] + kox[O]. En un sistema en equilibrio dindmico, la corriente global y

la velocidad global de la reaccién es cero (i = 0, v = 0), y por tanto kwi/k,, = K = [Rl/[0],

14 Segun la ecuacién: AG = AG? + RT1nQ
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mientras que la velocidad de las reacciones de reduccién y oxidacién es la misma. La

ecuacion de Arrhenius relaciona la velocidad de una reacciéon quimica con la energia libre

-nct
RT

de Gibbs de activacion: k = Zexp< >, energia que es la diferencia entre el estado ini-
cial y el estado de transicion, segtn se ilustra en el perfil de coordenadas mostrado en la
Figura 1.26. Las constantes de velocidad keq y kox dependen del sobrepotencial aplicado
en la celda, mientras que en el equilibrio son iguales y vienen representadas por kyeq = Kox
= k° donde k° es la constante estdindar de velocidad. Para sistemas fuera del equilibrio,
las constantes vienen determinadas por las siguientes ecuaciones, donde wes el coeficiente
de transferencia electrénica que refleja la naturaleza del estado de transiciéon (a cercano a
cero cuando el estado de transicién se parece a los reactivos, y a cercano a uno cuando
el estado de transicién se parece a los productos), tipicamente se asume a= 0.5, especial-
mente para reacciones de esfera externa, E” es el potencial formal del sistema redox, que

normalmente es constante en unas condiciones experimentales similares para un sistema

redox especifico, y la diferencia con el potencial aplicado (E) es el sobrepotencial.

kyeq = k°exp (_(XF(I]{ST_E)> (1.15)
kox = k°exp ((1 — ) ;;E — EOI)) (1.16)

La constante k° puede emplearse para expresar la constante de velocidad a potenciales
que se desvian del potencial de equilibrio, y mide la facilidad de una reaccién de un sis-
tema redox (valores altos de k°, reaccién rdpida, valores bajos de k° reaccién lenta). La
ecuacién de Butler-Volmer (ecuacion 1.17) relaciona la corriente y las constantes de velo-
cidad. Esta ecuacién, para sistemas en equilibrio (i = 0) resulta en la ecuacién de Nernst.
En estas condiciones, aunque la corriente global es cero, las corrientes de cada reacciéon
pueden no ser cero, y tienen el mismo valor con signo contrario. Esta magnitud es la
llamada corriente de intercambio (iy = ireg = iox), Y puede relacionarse con la k° segin
la ecuacién 1.18. La igpuede ser normalizada por la unidad de drea para proporcionan
la densidad de corriente de intercambio (jo=i,/A). La corriente proporciona informacién
sobre la cantidad de reactivos consumidos/generados en la reaccién segtn las leyes de Fa-
raday, mientras que la densidad de corriente proporciona informacién sobre la velocidad

de reaccion.

Aplicaciones electroanaliticas de quantum dots y nanoparticulas de fosfato de titanio 78



1.4 ELECTROQUIMICA DINAMICA Y TECNICAS ELECTROQUIMICAS

i = bt — s = nEAR? | Olexp—*E—ET) gy L= (EZET) (117)
io = nFk°[0] "% [R]* (1.18)

Por otro lado, la corriente global también puede ser expresada en funcién de la corrien-
te de intercambio segtn la ecuacién 1.19, donde [Oo y [R]" son las concentracién de las
especies en el seno de la disolucién, y # es el sobrepotencial (E-E”). Si la concentracién
superficial en la interfase electrodo/disolucién de estas especies no varia de forma apre-
ciable en relacién a su concentracién en disolucién (pequefias corrientes, sobrepotenciales
pequefios), los efectos de la transferencia de masa (limitaciones por difusién) pueden ser

omitidos y se obtendria la ecuacién 1.20.

.. [10] —aFy  [R] (1—a)Fy
1=1p {[O]*exp RT [R]*exp RT ] (1.19)
—aFy (1—a)Fy
1=1 [exp RT RT } (1.20)

En casos donde se aplique un sobrepotencial muy elevado (en absoluto), uno de los tér-
minos de la ecuacién de Butler-Volmer se hace despreciable. Por ejemplo, a sobrepotencia-
les negativos (exp (—aFn) >> exp ((1 —a) Fy) y la ecuacion se convierte en la ecuacion:

_RT RT

N = ﬁlnio — ﬁlni (1.21)

Esta ecuacién es de la misma forma que la ecuacién de Tafel, que predice una relacién
exponencial entre la corriente y el sobrepotencial (7 = a + blogi), y las constantes de Tafel

(a y b) se pueden escribir de la siguiente manera:

L 23RT (122)
~ waFlog iy '
—2,3RT
b= aFlog ig (1.23)

Estas ecuaciones suelen ser vélidas (el comportamiento experimental se ajusta a ellas)
cuando la cinética de la reaccion es lenta y los sobrepotenciales aplicados altos, y permiten

obtener informacién sobre pardmetros cinéticos de la reaccion, por ejemplo, al extrapolar
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Figura 1.34: Etapas tipicas de una reaccién electroquimica global.

el segmento lineal se puede obtener a, que indica el orden de reaccién del paso determi-
nante de la transferencia electrénica, y i, a partir de la interseccién del log i, ademads de

o.

Transporte de masa

Una reaccién electroquimica puede consistir en diferentes etapas (Figura 1.34), mds o

menos complejas, que se enumeran a continuacién:

» Transferencia de masa de la especie electroactiva desde el seno de la disolucién a la

superficie electrédica.

» Transferencia electrénica en la interfase electrodo/disolucién entre la especie electro-

activa y el electrodo.

» Transferencia de masa del producto de la reaccion de transferencia electronica hasta

el seno de la disolucion.

» En algunos casos puede producirse procesos de adsorcién/desorcion de las especies

en la superficie electrédica o reacciones quimicas acopladas.

En las condiciones mads tipicas (sin procesos acoplados), la velocidad de una reaccién
electroquimica puede estar controlada por dos factores principales: la velocidad de la

transferencia electrénica con el electrodo (limitada por cinética), o por la velocidad a la
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que las especies se mueven en la disolucién hacia (y desde) la superficie electrédica (li-
mitada por la transferencia de masa). Ambos procesos se producen, pero uno de ellos
tendrd un impacto més significativo en la velocidad total de la reacciéon electroquimica.
Una reaccion electroquimica que estd limitada por la transferencia de masa, es decir, la
velocidad de transferencia electrénica es alta, es una reaccién reversible (sigue la ecuaciéon
de Nernst, y el equilibrio termodindmico es establecido rdpidamente tras la aplicaciéon del
sobrepotencial). Mientras que si la reaccién estd limitada por cinética, es decir, la velocidad
de la transferencia electrénica es lenta, se llama un proceso irreversible (o quasi-reversible,
para casos muy especiales). En este caso, el comportamiento entre el potencial y la distri-
bucién de concentraciones del par redox se desvia de la ecuacién de Nernst, se necesita
un sobrepotencial mayor y se requiere de mayor tiempo para restablecer el equilibrio
termodinamico.

La transferencia de masa en una celda electroquimica puede estar compuesta por tres

factores:

1. Conveccién: es el movimiento de especies debido a una fuerza mecénica, externa
o natural. La conveccién por medios externos se realiza mediante la agitaciéon de
la disolucién, que puede ser ttil en algunos experimentos electroquimicos. La con-
veccién natural viene dada por diferencias de densidad en la disolucién debidas a
gradientes térmicos. Estos gradientes se pueden generar si el experimento electro-
quimico supone un largo tiempo. En general, con electrodos serigrafiados se suele
trabajar en reposo, de modo que la convecciéon no afecta a la transferencia de masa

global.

2. Migracién: es el movimiento de especies cargadas debido a un gradiente de poten-
ciales. Si se utiliza un electrolito de fondo inerte en gran exceso, la influencia de este
transporte de masa en la especie redox de interés se suprime (es decir, esta especie
no migra en la disolucién). Ademads, este electrolito de fondo también disminuye la

resistencia de la disolucién y la caida 6éhmica (explicada en el Capitulo A).

3. Difusién: es el movimiento de las especies generado por un gradiente de concen-
traciones, es decir, una diferencia de concentraciones en dos zonas diferentes de la
disolucién (la especie difunde desde una zona con una mayor concentracién hacia
una zona con menor concentracion). La difusion es un proceso muy estudiado que
viene regido por las leyes de Fick. La primera ley de Fick describe la magnitud del

flujo asociado (ecuacién 1.24). La segunda ley de Fick describe el cambio en la con-

81 Daniel Martin Yerga



INTRODUCCION

Difusion lineal Difusion radial

W

Figura 1.35: Esquema del perfil de una difusién lineal en un macroelectrodo y de una difusién
radial en un microelectrodo.

centracion de una especie en funcién del tiempo, segtn la ecuacién 1.25. Estas leyes
van a determinar tanto el flujo de corriente generado en un experimento como el
perfil de concentraciones de las especies redox, en la interfase electrodo/disolucién,

que sufran una reacciéon electroquimica limitada por difusion.

. 2 [O]

jo=—Do— (1.24)
aCo . BZCO
ar Po <8x2> (1.25)

En los experimentos electroquimicos mds empleados, la migraciéon y la conveccién pue-
den minimizarse al trabajar en una disolucién con una alta concentraciéon de electrolito de
fondo y en reposo. Por tanto, en estas condiciones, el tinico factor que influye en la trans-
ferencia de masa es la difusiéon. Cabe mencionar que existen diferentes tipos de difusién
que pueden tener un efecto importante en la transferencia de masa (aunque ya han sido
mencionados anteriormente en el texto). Los dos tipos de difusién mds frecuentes son la
difusioén lineal y la difusién radial, esquematizadas en la Figura 1.35. En la difusién lineal,
la trayectoria de la difusion es paralela y perpendicular a la superficie electrédica. La di-
fusion lineal es tipica de macroelectrodos planos, como los electrodos serigrafiados. Sin
embargo, para electrodos de otras geometrias como cilindricos o esféricos, la trayectoria
de la difusién no es paralelas sino convergente, pero si el espesor de la capa de difusién
es despreciable en comparacion al didmetro electrédico (normalmente, para electrodos de

maés de 1 mm), la difusién se comporta de manera lineal.
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Transferencia electrénica

La velocidad de la transferencia electrénica se ve afectada por etapas previas antes de
la transferencia en si, por ejemplo, el reordenamiento de la capa iénica en la interfase elec-
trodo/disolucién, la reorientacién de los dipolos del disolvente y cambios en la longitud
de enlace del ion central y los ligandos de la especie redox. La teoria de transferencia elec-
tronica mds empleada en la actualidad es la de Marcus. La transferencia electrénica (ET)
puede clasificarse como de esfera externa y de esfera interna . Las reacciones de esfera ex-
terna involucran cambios estructurales minimos, ya que no existe una fuerte interaccién
entre la especie redox con la superficie electrédica, y las especies mantienen su capa de
solvatacién. En las reacciones de esfera interna se pueden producir grandes cambios en
la longitud de enlace o la geometria de la capa de solvatacién ya que la especie redox
interacciona fuertemente con la superficie electrédica , normalmente por adsorcién tras la
eliminacién de la capa de solvatacion. Por tanto, este tipo de procesos suelen depender en
mayor medida de la estructura y naturaleza electrénica del material electrédico . En cual-
quiera de los dos casos, las especies redox tienen que estar en una posicién cercana a la
superficie electrédica para que se produzca el efecto tinel entre el electrodo y las especies
en disolucién (normalmente entre 1-3 nm) que resulta en la transferencia electrénica, y
ademads, los cambios nucleares o de reorganizacion deben producirse antes o después de
la ET, segtin determina el principio de Franck-Condon . La velocidad de la ET varia entre
las diferentes especies redox debido al requerimiento de la especie oxidada y reducida de
compartir la misma energia nuclear inmediatamente antes y después de la ET. Por este
motivo, cuando el estado reducido y oxidado son similares en estructura, la energia de
reorganizacién es mas pequefia y las reacciones electroquimicas son més rapidas. Por otro
lado, cuando se requieren cambios estructurales significativos para que la especie oxidada
y reducida compartan la misma energia nuclear, la velocidad de la ET es menor. Segtn se
esquematiza en la Figura 1.36, en un electrodo metalico s6lido, en condiciones normales,
la ET se produce facilmente en el nivel Fermi®> por la superposiciéon de las bandas de
conduccién (CB) y de valencia (VB) (la parte superior de la VB tiene mayor energia que
el extremo inferior de la CB). La aplicaciéon de un potencial desplaza la energia del nivel
Fermi en el electrodo, alterando la relacién energética entre los DOS (densidad de estados)

del electrodo y el potencial redox de la especie . En ese caso, se produce una transferencia

El nivel Fermi en un material conductor se encuentra en la mitad entre el extremo superior de la banda de
valencia y el extremo inferior de la banda de conduccién, por lo que la superposicién de bandas hace que el
Er se encuentre dentro de ambas bandas.

83 Daniel Martin Yerga



INTRODUCCION

Oxidacion Reduccion
Banda de | —
conduccion n
LUMO ;
Nivelde | I o ©
Banda de | (. Fermi ()
conduccion < | @ e HOMO : 1* LUMO
no; n ‘
Nivelde  _ _I‘____;H _____________ HOMO
Fermi (E;) |
n
Banda de ¢ | — Banda de ¢ o
valencia valencia
Electrodo Especie Electrodo Especie
metalico redox metalico redox

Figura 1.36: Esquema energético de la transferencia electrénica entre un electrodo y una especie
redox.

de carga para equilibrar la energia entre el nivel Fermi del electrodo y el potencial redox
de la especie en disolucién (y de paso equilibrar la reacciéon redox). Con un potencial ne-
gativo, el nivel Fermi se desplaza a una energia superior (densidad de estados ocupados
de mayor energia), por lo que puede ocurrir la ET desde los DOS ocupados del electrodo a
los orbitales LUMO de la especie redox (reduccién). De forma contraria, con la aplicacién
de un potencial positivo, la energia del nivel Fermi se desplaza a valores menores, por
lo que se puede producir la ET desde los electrones del HOMO de la especie redox (de
mayor energia) hacia los DOS vacios del electrodo (oxidacién). En el caso de un electrodo
semiconductor, el bandgap que existe entre la CB y la VB, hace que la ET no se produzca al
nivel Fermi (que estaria en una zona intermedia del bandgap), sino que depende de la VB
(para reduccién) y de la CB (para oxidacién), algo que se traduce en una menor velocidad
de ET.

Doble capa eléctrica

El flujo total de electrones en una celda electroquimica puede tener dos componentes
principales: la corriente que genera la reaccion electroquimica de interés (Ilamado proceso
faradaico ya que sigue las leyes de Faraday) y otra componente, llamada corriente capa-
citiva o de carga (ic), que no estd siendo usada para generar la reaccién electroquimica
(corriente no faradaica). Para explicar el origen de la i. es necesario considerar la distri-
bucién de cargas en la interfase electrodo/disolucion. Tras la aplicacién de un potencial,
la superficie del electrodo de trabajo se carga y se produce una reorganizacién de las

cargas eléctricas de la disolucién para mantener el balance neutro en la interfase. Iones
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presentes en la disolucién migran para compensar la densidad de carga local de la super-
ficie. Este proceso genera un flujo de corriente no faradaica por la similitud de la interfase
electrodo/disolucién a un condensador eléctrico. Como el sistema de medida no puede
separar las corrientes segtin su naturaleza, la corriente medida sera la suma de corriente
faradaica y no faradaica. Las diferentes técnicas electroquimicas fueron desarrolladas con
el objetivo de discriminar las diferentes componentes de la corriente. En la capa cargada
de la disolucién cercana a la interfase, al menos dos regiones pueden distinguirse (de ahi
el nombre de doble capa eléctrica). Un modelo comtinmente utilizado es el modelo Gouy-
Chapman-Stern , que se muestra en la Figura 1.37. La primera capa en contacto cercano
con el electrodo estd formada de iones compactos solvatados por el disolvente con una
carga contraria a la carga del electrodo. Los dipolos de las moléculas de agua también se
encuentran orientados de forma determinada por el campo eléctrico. Esta capa cercana a
la interfase electrodo/disolucién es el llamado plano interno de Helmholtz (IHP) o capa
compacta. En la segunda capa, mads alejada, las fuerzas electrostdticas son mas débiles y
la distribucién idnica esta afectada por la agitacion térmica aleatoria. Esta segunda capa
se llama plano externo de Helmholtz (OHP) o capa difusa. Se compone, principalmente,
de iones hidratados de carga contraria al electrodo, aunque ya puede encontrarse algtin
ion de la misma carga que el electrodo, y que interaccionan por fuerzas electrostaticas de
largo alcance. El exceso de carga de esta capa disminuye gradualmente con la distancia al
electrodo hasta llegar al seno de la disolucién. El tamafio de la capa compacta es similar
al tamafio de iones hidratados (unos pocos angstroms), mientras que la capa difusa puede
llegar a tener una longitud de nanémetros.

Este modelo de la doble capa eléctrica puede equipararse al funcionamiento de un con-
densador eléctrico de placas paralelas, dénde las moléculas de disolvente hacen la funcién
de dieléctrico. Por tanto, parte de la corriente aplicada en la celda electroquimica es utili-
zada para cargar el condensador y no para llevar a cabo la reaccién electroquimica. Si se
asume este modelo, se puede obtener una expresion para la corriente capacitiva que viene
dada por la derivada temporal de la carga del condensador segin la ecuacién 1.26, donde
la Ques la carga del condensador que es similar a la presente en la superficie electrédica.
Cambiando estas variables por otras equivalentes se obtiene una expresién (ecuacién 1.27)
que muestra el efecto en la i. de la variacién del drea electrédica (A, primer término), el
potencial aplicado (AE,, segundo término) y la constante dieléctrica (¢4, tercer término),
donde | es la distancia entre placas del condensador. Cuando se usan electrodos sélidos el

drea suele ser constante, por lo que el primer término puede descartarse. En electroquimi-
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Figura 1.37: Esquema de la doble capa eléctrica segtin el modelo de Gouy-Chapman-Stern.

ca dindmica se suele producir un cambio en el potencial, por lo que el segundo término
debe ser considerado. La constante dieléctrica puede cambiar si existe la adsorcién de

alguna especie que desplace las moléculas de disolvente de la superficie electrédica.

iczdthM (1.26)
. 0A a(AEe) asd 1
o [ (5 e 0 (T o (5 ) ) 0o

1.4.1 Técnicas voltamperométricas

En las técnicas voltamperométricas se evaltia el cambio en la corriente tras aplicar un
barrido de potenciales, es decir, el potencial aplicado varfa en funcién del tiempo. Este
barrido de potenciales puede tener diferentes formas, que son la base de las diferentes
técnicas voltamperométricas, de las que se describen a continuacién: la voltamperometria
lineal y ciclica (LSV y CV), la voltamperometria de pulso diferencial (DPV) y la voltam-
perometria de onda cuadrada (SWV), que son las técnicas mds utilizadas en esta Tesis
Doctoral. Como, ademads, se utilizan electrodos serigrafiados como base de todos los expe-
rimentos electroquimicos, la discusién y ecuaciones presentadas de estas técnicas vienen

dadas para electrodos sélidos con una superficie plana en una disolucién en reposo.
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t

Figura 1.38: Magnitud de excitacién y respuesta de la voltamperometria ciclica.

1.4.1.1  Voltamperometria lineal y ciclica

La voltamperometria ciclica (CV) es la técnica electroquimica més utilizada con el obje-
tivo de obtener informacién cualitativa y cuantitativa de la cinética y termodindmica de
las reacciones electroquimicas que ocurren en la superficie electrédica. La CV registra la
respuesta de corriente como una funcién del potencial aplicado con una forma de onda
triangular desde un potencial inicial elegido para que no ocurra ninguna reaccién electro-
quimica hasta un potencial final que sobrepase el potencial de equilibrio de la especie de
interés (Figura 1.38). En el barrido inverso, el producto generado puede experimentar la
reaccion contraria. La voltamperometria lineal (LSV) es una técnica similar a la CV cuya
forma de excitacién es s6lo un barrido de potenciales lineal. A continuacién, se considera
solamente la CV, aunque la LSV tiene unos principios similares. Para explicar el compor-
tamiento tipico de una curva CV, en una disolucién en reposo, la influencia del potencial
en el equilibrio establecido en la interfase electrodo/disolucién debe ser considerada.

Si el sistema redox considerado anteriormente (O + ne~ = R) tiene una transferencia
electrénica rdpida en comparacién a la velocidad de barrido del potencial aplicado, el
equilibrio serd establecido de acuerdo a la ecuacién de Nernst (ecuacion 1.14). De acuerdo
a esta ecuacioén, cuando el potencial aplicado se acerca al potencial formal, el electrodo
y las especies reactivas intercambian electrones y ocurrird un cambio en el equilibrio de
las especies en la interfase. El perfil de concentraciones varia en relacion al sobrepoten-
cial aplicado como se puede ver en la Figura 1.39. Como la concentracion de las especies
reactivas decrece en la interfase, una transferencia de masa a la superficie electrédica ocu-
rre a través de la capa de difusién. Segiin predice la primera ley de Fick, la corriente

medida es proporcional al flujo de especies reactivas que esta llegando al electrodo. Al
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Figura 1.39: Perfil de concentraciones de un par redox en la interfase electrodo/disolucién en fun-
cién del sobrepotencial y del tiempo.

aplicar un sobrepotencial mayor, la transferencia de masa no es suficiente para rehacer el
equilibrio rdpidamente, lo que resulta en un defecto en la concentracién de las especies
reactivas en la interfase, y por tanto, en un decrecimiento del flujo de especies (y del flujo
de corriente). Este es el motivo por el que, en condiciones normales, se obtienen curvas
i-E en forma de pico. Ademads, en este estadio, la velocidad de reaccién depende de la
velocidad de la transferencia de masa. Para reacciones electroquimicas con cinética lenta
(quasi-reversibles o irreversibles), el potencial aplicado no causaré la generacién de las
concentraciones de las especies predichas por la ecuacién de Nernst, ya que el equilibrio
no se establece rdpidamente . Por tanto, es necesario la aplicaciéon de un sobrepotencial
mayor para regenerar el equilibrio. Este hecho conduce a un desplazamiento del voltam-
perograma en forma de pico a valores més lejanos de E” que para reacciones rdpidas.
Ademads, como el restablecimiento del equilibrio depende de la velocidad de barrido, el
desplazamiento es mayor con velocidades de barrido mayores. Existen diferentes parame-
tros de un voltamperograma ciclico que pueden ser utilizados con el objetivo de obtener
informacién sobre un sistema redox o la superficie electrédica. Los mds importantes son
las corriente de pico de los procesos anddico y catédico (ipa, ipc), sus potenciales de pico
(Epa, Epc) y 1a velocidad de barrido del potencial aplicado (v).

La CV es una técnica muy ttil para estudiar la reversibilidad (cinética) de un proceso
electroquimico. La aplicacién de la excitacion en forma triangular permite cubrir poten-
ciales que producen tanto la reduccién como la oxidacién de un sistema redox. Existen
diferentes formas de estimar la reversibilidad de un proceso redox, aunque el experimento
bésico consiste en el registro de los voltamperogramas a diferentes velocidades de barrido.
Debe considerarse que una transferencia electrénica reversible a velocidades de barrido

bajas puede llegar a ser irreversible a mayores velocidades de barrido ya que, como se
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menciond, el equilibrio nernstiano no puede ser mantenido a altas velocidades de barrido
en la escala de tiempos del experimento. La diferencia entre los potenciales de pico del
proceso anddico y catédico (AEp = Epa — Epe) puede ser utilizada para estimar la reversi-
bilidad de un par redox. Para una transferencia electrénica reversible ideal, este valor es
independiente de la velocidad de barrido segin determina la ecuacién de Nernst (AE,
= 59/n mV, a 25 °C), donde n es el nimero de electrones intercambiados en la reaccion.
Este valor es un valor teérico que podria variar de acuerdo a las diferentes condiciones
experimentales utilizadas, por ejemplo, una contribucioén resistiva a la celda electroquimi-
ca. Sin embargo, en condiciones experimentales similares, AE, puede ser utilizado para
comparar la cinética de diferentes sistemas redox o de diferentes electrodos con la misma
especie redox. Normalmente, un valor menor de AE,;, indica una mayor reversibilidad (ci-
nética méas rapida) y mayores valores de AEP indican una menor reversibilidad (y, en estos
casos, ademas, AE, suele aumentar al incrementar la velocidad de barrido). Otro pardme-
tro interesante para estimar la reversibilidad de un sistema es la relacién entre la corriente
de pico anddica y catdédica (ipa/ipc)- Si la especie generada en el barrido directo es estable
en la escala de tiempos del experimento, las corrientes de pico deberian ser iguales (y la
relacion cercana a la unidad) y la transferencia electrénica es reversible en ambas direc-
ciones (el equilibrio Nernstiano es rapidamente restablecido). La relacién entre corrientes
de pico puede estar fuertemente afectada por reacciones acopladas al principal proceso
redox.

La reversibilidad electroquimica esté relacionada con la velocidad de transferencia elec-
trénica y puede proporcionar informacion cualitativa sobre la cinética de la reaccién. Sin
embargo, para cuantificar la velocidad de reaccién para condiciones experimentales espe-
cificas, suele emplearse la constante heterogénea estdndar de la velocidad, k°. Diferentes
métodos para estimar esta constante han sido descritos en la literatura. Sin embargo, el
mas utilizado es el método de Nicholson, en el que la AE, se relaciona a una funcién

adimensional (¥) y esta funcién a la constante de velocidad segtn la siguiente ecuacién:

¥ =0 (go> % (RT)l/2 (szDv)*l/2 (1.28)
R

dénde Do y Dr son los coeficientes de difusién de las especies redox (cm? s™), « es el
coeficiente de transferencia, R es la constante universal de los gases (J mol™ K™), T es la
temperatura absoluta (K), n es el nimero de electrones intercambiados, F es la constante

de Faraday (C mol™) y v es la velocidad de barrido (V s™). En general, si las especies no
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experimentan cambios estructurales complejos en la reacciéon redox, la relacién Do /Dgr
puede ser aproximada a la unidad. Para estimar la funcién ¥, Nicholson proporcioné una
tabla relacionando su valor con el AE,, pero Swaddle et al. desarrollaron una ecuacién
que puede ser utilizada de manera general: In¥=3.69 - 1.16 In(AE, - 59). En general, el
método de Nicholson puede ser utilizado con reacciones semi-irreversibles (ya que no es
véalido para reacciones muy rdpidas o muy lentas).

En general, para un proceso controlado por la difusién de las especies a la superficie
electrédica, la corriente de pico de la CV es proporcional a la velocidad de barrido de
potenciales aplicado. Estas dos magnitudes se relacionan en una de las ecuaciones elec-
troquimicas mds conocidas, la ecuacién 1.29, llamada ecuacién de Randles-Sevcik (para
un electrodo plano a 25° C y una reaccion reversible). Ademads, el potencial de pico (E;)
sigue la ecuacion 1.30, donde la i, es la intensidad de corriente de pico (A), n es el name-
ro de electrones intercambiados, A es el drea electrédica (cm?), C es la concentracién de
especie en disolucién (mol cm?3), D es el coeficiente de difusiéon (cm* s™) y v es la velo-
cidad de barrido (V s™), y E,/, es el potencial de semionda, que viene determinado por
la ecuacion 1.31 en un sistema reversible (y, de forma simplificada, puede determinarse
por Ei/p = w ). Para un sistema conocido, estas ecuaciones pueden utilizarse para
obtener diferentes pardmetros como, por ejemplo, el drea electroactiva del electrodo ya
que el resto de parametros suele ser conocido. Este area electroactiva puede ser diferente
al drea geométrica del electrodo ya que, en la mayoria de los casos, los materiales no son
completamente lisos, tienen diferentes grados de rugosidad, aumentando el area electro-

dica o puede que no toda la superficie sea activa (por problemas estéricos, de pasivacion,

etc.).

iy = (2,69x10°)n®/? ACD"/?0!/? (1.29)
RT 28,5
Ep = E1/2 — 1’109ﬁ = E1/2 — (WlV) (1.30)
RT Dg
Eijp = B+ —In— :
1/2 + F TZDO (1.31)

Para procesos irreversibles (cinética lenta), la corriente de pico también depende del
coeficiente de transferencia electrénica («), segtin la ecuacion 1.32. El coeficiente de transfe-

rencia electrénica es un pardmetro que depende de los estados de transicién de la reaccién
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electroquimica, y normalmente, un valor de 0.5 es una buena aproximacién. El potencial
de pico (Ep) del proceso también estd controlado por diferentes pardmetros segtn indica
la ecuacién 1.33, mostrando claramente su dependencia con la velocidad de barrido y la
constante heterogénea de velocidad. Por otro lado, el potencial de semionda en estos siste-
mas es mds dificil de analizar que para un sistema rapido, aunque tiene una dependencia

de la velocidad de la transferencia, entre otros parametros.

i, = (2,99x10%)a'/?n3/2 ACD"/ %02 (1.32)

. RT D1/2 anFo\ /2

El potencial formal de un par redox (Eo’) puede ser también estimado utilizando las

medidas CV, ya que E” puede estimarse con la siguiente ecuacién: E¥ = (Ep+Epx)/2, que
en casos reversibles es igual al E,/,. La posicién de E° es caracteristico de un par redox
en las condiciones experimentales utilizadas. Como E;, varia con la velocidad de barrido
para un proceso irreversible, los resultados de E° deben ser extrapolados a velocidad de
barrido cero para obtener el valor estimado.

Con la CV también se puede obtener informacion sobre la contribucién de la doble capa
eléctrica a la corriente total (midiendo la corriente capacitiva en las curvas i-E, en ausencia
de procesos faradaicos). Para hacer esto, se suelen registrar voltamperogramas a diferentes
velocidades de barrido pero solamente con disoluciéon de electrolito de fondo, que es el
principal responsable de la variacién en la interfase electrodo/disolucién. La corriente
capacitiva en experimentos de CV estd gobernada por la siguiente ecuacién: ic = ACyv,
donde Cq es la capacitancia de la doble capa (uF cm™). Es interesante destacar que la ip
es proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (para un proceso controlado
por la difusién), mientras que la i. es directamente proporcional a la velocidad de barrido.
Este hecho indica que a mayores velocidades de barrido, la i contribuird en mayor medida
a la respuesta que a velocidades de barrido bajas.

Existen ciertos casos en que las condiciones de transporte de masa alcanzan un estado
estacionario, por ejemplo, usando un electrodo de disco rotatorio (dénde la conveccién hi-
drodindmica controla la capa de difusion). Otro caso es utilizando un ultramicroelectrodo
como electrodo de trabajo, en el que la contribucién de la difusion radial es significativa
(conduciendo en tltima estancia a un campo de difusioén semiesférico) como se ilustra en

la Figura 1.35. Este tipo de difusién produce un mayor flujo de especie redox al electrodo
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Figura 1.40: Curvas voltamperomeétricas tipicas de sistema en estado estacionario. La pendiente de
la curva depende de la velocidad de reaccion.

debido a que la capa de difusién no varia con el tiempo, y por tanto, se suele obtener
una mayor densidad de corriente. El restablecimiento de la especie reactiva en la interfase
electrodo/disolucién es rdpido, se obtiene una corriente de estado estacionario y un vol-
tamperograma ciclico (o lineal) en forma sigmoidal. La cinética de la reaccién influye en
la pendiente de la curva voltamperométrica sigmoidal como se muestra en la Figura 1.40.
Para un microelectrodo en forma de disco, la corriente limite de difusiéon (ij;y,) toma un
valor determinado por la ecuacién 1.34, donde r es el radio del electrodo. Una estrategia
para evaluar la cinética en este tipo de voltamperogramas es con la relacién 1E;,, - E,/, I,
que indica una especie de diferencia de potenciales (AE,), y para la cual, un menor valor

muestra una cinética mas répida.

ijjm = 4nnFDrC (1.34)

La voltamperometria lineal o ciclica es una técnica muy eficaz para estudiar procesos
de adsorcién que pueden ocurrir en la superficie electrédica, ya sean producidos por el
reactivo o por el producto de la reaccién electroquimica. En la Figura 1.41 se muestra la
voltamperometria ciclica para diferentes casos dénde existe adsorcion fuerte de las espe-
cies involucradas en la reaccion. En el primer caso, el reactivo estd fuertemente adsorbido

sobre la superficie, algo que resulta en una reaccién menos favorable en comparacién a la
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R(dif) + R(ads) -> P(dif) . R(dif) -> P(ads) + P(dif)
R(dif) -> P(dif) R(dif) -> P(dif)’...

-
&
U
D

E E

Figura 1.41: Respuesta voltamperométrica lineal para procesos de adsorcién, donde el reactivo es
adsorbido (primer caso) o el producto es adsorbido (segundo caso).

especie en disolucién, ya que la adsorcién estabiliza el reactivo y mayor energia es necesa-
ria para llevarla a cabo. Esto resulta en la aparicién de un proceso a un potencial posterior
al proceso tipico de difusion. En el segundo caso, el producto de la reaccién se adsorbe,
por lo que estard mas estabilizado y una menor energia es necesaria para llevar a cabo la
reaccion. Esto se traduce en un pre-pico que aparece a un potencial menor al de la reac-
cién de la especie en disolucion. Para casos donde el reactivo o producto estd débilmente
adsorbido, la diferencia energética con el proceso redox de la especie en disoluciéon es muy
pequefia y, por tanto, no suele diferenciarse '%>.

Normalmente, los procesos de adsorciéon se pueden estudiar individualmente cuando se
utilizan concentraciones bajas de los reactivos. Con concentraciones crecientes se pueden
observar ambos procesos cuando se produce la saturacién de la superficie electrédica por
las especies adsorbidas, hasta llegar al caso de concentraciones muy elevadas donde el
proceso de difusién puede superponerse al proceso de adsorciéon (de menor corriente) si el
potencial entre ambos es cercano. Por tanto, un estudio a diferentes concentraciones puede
ser interesante con el objetivo de estudiar ambos procesos. En general, para procesos
de adsorcién con cinética reversible, la diferencia de potencial es menor que para un
proceso de difusion, normalmente cercana a o V. Situaciones diferentes pueden darse para
procesos de adsorcion con cinética quasi-reversible o irreversible. La corriente de pico
de los procesos de adsorcién sigue una ecuacion diferente a la de Randles-Sevcik (para
difusién), qué basicamente muestra su dependencia con la velocidad de barrido, drea
electrédica y la concentracion superficial de la especie adsorbida (ecuacién 1.35), donde I'*
es la concentracion superficial de la especie adsorbida. El 4rea del pico voltamperométrico

del proceso de adsorcion puede, también, ser utilizado para calcular el recubrimiento
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superficial, ya que es proporcional a la cantidad de carga consumida durante el proceso

redox segtn la ecuacién 1.36.

n?F2AT*
ip = W’U (1.35)
Q = nFAT* (1.36)

1.4.1.2  Voltamperometria de pulso diferencial

La voltamperometria de pulso fue originalmente introducida para el electrodo goteante
de mercurio (DME) (polarografia de pulsos) con el objetivo de aplicar un pulso por cada
nueva gota de mercurio utilizada. Este electrodo dindmico, poco utilizado en la actuali-
dad, generaba altas corrientes capacitivas. Las técnicas con aplicacién de programas de
potenciales mds complejos que combinan barridos y saltos fueron desarrolladas con el
objetivo de mejorar los limites de deteccién discriminando la contribucién de la corriente
capacitiva a la sefal analitica. Esta discriminacién se realiza al medir la corriente justo
antes del final del pulso, donde la componente faradaica es significativamente mayor que
la capacitiva. La razén de esta minimizacién es que la corriente faradaica usualmente
decrece con t1/2 mientras que la capacitiva lo hace de forma exponencial después de la
aplicacion del pulso (e). Como se coment6 anteriormente, varios parametros pueden in-
fluir en la corriente capacitiva: 1) el cambio del potencial aplicado (i. = A Cq; v), que en
este caso, si el pulso dura un tiempo suficiente, el potencial durante el pulso se mantiene
constante (v = 0), 2) la corriente asociada a la imposicién del pulso de potencial y la carga
de la doble capa (i = keﬁ) que decrece rdpidamente con e, 3) cambio en el area del
electrodo, aspecto que no contribuye en electrodos sélidos. Segtn se elija un tiempo para
tomar la medida mayor o menor desde la aplicacién del pulso®®, se puede obtener una
mayor contribucién a la corriente total de cada uno de los dos componentes.

En la técnica de pulso diferencial (DPV) se aplica un barrido de potenciales con la forma
mostrada en la Figura 1.42. Badsicamente consiste en una secuencia de pulsos de amplitud
constante que se superpone a un incremento de potencial escalonado. La corriente es
medida justo antes de la aplicacién del pulso y al final del pulso, y la respuesta obtenida

se representa por la diferencia entre ambas corrientes como funcién del potencial al pie

Hay que considerar, que, generalmente, la medida de la corriente se hace en un periodo de tiempo que se
integra para obtener un valor con menor influencia del ruido, por lo que estrictamente la corriente no se mide
a un tiempo puntual del pulso.
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Figura 1.42: Magnitud de excitacién y respuesta de la voltamperometria de pulso diferencial.

del pulso, resultando en una respuesta voltamperométrica en forma de pico como se
muestra en la figura mencionada'’. Para un sistema reversible, la corriente de pico de un
voltamperograma de pulso diferencial viene dada por la ecuacién 1.37, donde AE es la
amplitud y t, el tiempo del pulso. Debido a la doble medida, el potencial de pico, E,
precede al potencial formal de la especie segtn la ecuaciéon 1.38. La anchura de pico a
la semialtura, w,,,, para valores pequefos de AE viene dada por la ecuacién 1.39. La
DPV aplica pulsos de amplitud pequefia, por lo que la contribucién de la variacién del

potencial a la corriente capacitiva es baja.

A — nFADY2C (1—0¢ o MFAE (1.37)
P mi/2t/2 \1+0)’ ~ 2RT 37
. RT, (Dx\'? AE
_ 0 B ZR _ ==
E, =E" + nFln <Do> > (1.38)
RT
wiyy =352 = (1.39)

1.4.1.3 Voltamperometria de onda cuadrada

En la voltamperometria de onda cuadrada, se aplica un barrido de pulsos con un po-
tencial de base que varia de forma escalonada (Figura 1.43). En cada escalén de potencial

(AEs), un doble pulso simétrico es superpuesto. El primer pulso incrementa el potencial

Esta diferencia de corrientes en algunos textos se representa como Aip, pero en esta Tesis Doctoral por
simplificar se representard por ip, y se llamara simplemente corriente de pico.
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Figura 1.43: Magnitud de excitacién y respuesta de la voltamperometria de onda cuadrada.

sobre el nivel del escalén, mientras que el segundo desplaza el potencial por debajo de
este nivel. La corriente es detectada al final de cada pulso, y la respuesta obtenida es la
diferencia de las corrientes entre cada pulso positivo (if) y negativo (ip). Esta forma es real-
mente interesante para sistemas reversibles, donde se puede estar produciendo tanto la
oxidacién como reduccién de la especie redox, por lo que la diferencia entre las corrientes
se incrementa (como se puede ver en la Figura 1.43).

Los principales parametros del pulso de onda cuadrada son el escalén de potencial
(AE;s), la amplitud del pulso (AE), la velocidad de barrido del potencial (v = At—fs) y tp
es el tiempo del pulso, aunque generalmente se describe como la frecuencia del pulso
(f = i). La altura del pico voltamperométrico (ip) aumenta con la amplitud del pulso
y con la frecuencia, pero a la misma vez la corriente capacitiva también se incrementa.
Normalmente se obtiene un pico simétrico con E igual al E,/,. El aumento de la am-
plitud del pulso por encima de 50/n mV da lugar a un ensanchamiento del pico sin un
aumento sustancial en la corriente, siendo ese valor el valor 6ptimo en términos de sen-
sibilidad y resolucion para un proceso reversible. Por otro lado, la i, también depende
de la frecuencia del pulso. La observaciéon de las curvas para las medidas de los pulsos
positivo y negativo puede indicar la reversibilidad de la reaccion estudiada a simple vista
(v la dependencia de sus potenciales de pico con la frecuencia). Una ventaja de la SWV en
comparacién a la DPV es que la velocidad de barrido puede ser mucho mas rdpida. Las
caracteristicas de la onda cuadrada hacen que la SWV sea la técnica voltamperométrica

maés sensible, especialmente si las corrientes capacitivas no son muy importantes (ya que
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la SWV se ve més afectada por su contribucién en comparacioén a la DPV, por la aplicacién

de una excitacién de pulsos mas agresivos con una mayor amplitud).

1.4.1.4 Voltamperometria de redisolucién anddica

Una de las técnicas mads utilizadas durante esta Tesis Doctoral es la voltamperometria

de redisolucién anddica (ASV). Aunque, a modo de entender del autor, mds que una

técnica en si, la ASV es un método que utiliza técnicas voltamperométricas. La ASV es

especialmente utilizada en la determinacién de metales y complejos metdlicos, ya que

permite su preconcentracién en la superficie electrédica y su posterior redisoluciéon. Muy

brevemente, la ASV consiste en las siguientes etapas ilustradas en la Figura 1.44:

1. Etapa de preconcentraciéon: durante esta etapa un potencial de reduccién es aplicado

con el objetivo de reducir las especies redox, y llevar a cabo su preconcentracion
en la superficie del electrodo. De esta manera, por la preconcentracién, una gran
cantidad de la especie (en términos comparativos con el seno de la disolucién) esta
localizada sobre la superficie. En el caso especifico de un metal, el ion metélico se
reduce para generar el metal en estado de oxidacién cero, tipicamente sélido, que se
adsorbe sobre la superficie electrédica. Esta etapa también puede llamarse etapa de

deposicién®®.

. Etapa de equilibrio: en esta etapa, que tipicamente consta de pocos segundos, se

deja en reposo la disolucién, ya que, tipicamente, la etapa de preconcentracién se
realiza con agitacién. Aunque trabajando con electrodos serigrafiados de forma con-

vencional no se suele agitar.

. Redisolucién: aplicaciéon de un barrido de potenciales (cualquier técnica voltampe-

rométrica puede ser utilizada) desde el potencial de reduccién utilizado en la pri-
mera etapa hasta un potencial donde se produzca la reoxidacién (y redisolucién)
del metal desde su estado de oxidacion cero hasta un estado de oxidacién mayor.
En condiciones normales, la corriente generada es proporcional a la cantidad de es-
pecie preconcentrada en el electrodo y, a su vez, a la concentracién de especie en
la disolucién. En ciertos casos muy especificos, se pueden obtener més de un pico
de redisolucion para un metal depositado, si la energia de enlace de los 4tomos es

diferente. Pero tipicamente, cuando se realiza la electrodeposicion con fines analiti-

18 A lo largo de esta Tesis Doctoral se utilizardn ambos términos indistintamente.
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Figura 1.44: Perfil de potenciales de la preconcentracién mediante deposicién y respuesta voltam-
perométrica obtenida para una mezcla de dos especies.

cos (determinacion de trazas), la diferencia en esta energia es minima y solamente

aparece un proceso de redisolucion.

Por motivos obvios debidos a la preconcentracion de la especie sobre el electrodo (basica-
mente se produce una adsorcién del metal), la reoxidacién esta amplificada en relacién a
la reduccién que estaria limitada por la difusién de la especie al electrodo. De esta manera,
se obtiene una mejora en los limites de deteccién en comparacién a la determinacién direc-
ta de la especie (LOD de ppb o, incluso por debajo). Mientras su ventaja en la sensibilidad
es evidente, como aspecto negativo se encuentra que la capacidad de preconcentracién en
el electrodo estd limitada por diferentes factores (siendo el principal el drea electrédica), y
por tanto, puede llegar a un punto donde no se pueda preconcentrar més especie por la
saturacion del electrodo. Este hecho hace que en concentraciones més elevadas, la relaciéon
entre la concentracién de especie en disolucién y la respuesta voltamperométrica no sea li-
neal. Histéricamente, los electrodos de gota de mercurio o de pelicula de mercurio fueron
ampliamente utilizados para la determinacion de metales, especialmente metales pesados,
mediante ASV por sus excelentes caracteristicas analiticas. Sin embargo, por la alta toxi-
cidad de este metal y su dificil manejo, en los tdltimos afios se han buscado alternativas

para reemplazar el mercurio con otro tipo de electrodos.

1.4.2 Cronotécnicas

Las cronotécnicas electroquimicas comprenden la cronoamperometria, cronopotencio-
metria y cronoculombimetria. Estas técnicas miden la respuesta obtenida en funcién del

tiempo de un sistema electroquimico al que se aplica una magnitud de excitacién. Espe-
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Figura 1.45: Magnitud de excitacién y respuesta de la cronoamperometria.

cificamente, en la cronoamperometria se aplica un potencial (o salto de potenciales) y se
mide la variacion de corriente a lo largo del tiempo, en la cronopotenciometria se aplica
una corriente (o salto de corrientes) y se observa la variacién del potencial con el tiempo,
y en la cronoculombimetria se aplica un potencial (o salto de potenciales) y se observa la
generacién/consumo de carga por el sistema. En algunos de los trabajos de esta Tesis Doc-
toral se aplica la cronoamperometria por lo que se describen brevemente sus fundamentos

tedricos més destacables a continuacién.

1.4.2.1  Cronoamperometria

En la cronoamperometria se puede aplicar un potencial constante durante toda la me-
dida (se aplica un salto desde un potencial en el que no se estd produciendo ninguna
reaccion y donde no fluye corriente faradaica hasta el potencial determinado) o se pueden
aplicar diferentes potenciales durante diferentes tiempos a lo largo de toda la medida en
el caso de querer realizar experimentos mas complejos. Como se observa en la Figura 1.45,
el potencial de excitacién produce un salto desde E; hasta E,, donde se mantendra cons-
tante durante el tiempo especificado por el usuario. Al aplicar este potencial se puede
estar produciendo una transferencia electrénica entre el electrodo y una especie redox, y
la corriente generada (o consumida) es proporcional a la cantidad de especie que reaccio-
na segun la ley de Faraday . Si el sistema esté limitado por difusién se comporta segtn el

modelo de Cottrell (ecuacion 1.40).

_ nFADY*C
1= W (1.40)

Esta respuesta cronoamperométrica tipica se puede observar en la Figura 1.45, donde la

corriente disminuye con el tiempo por el limite de la difusién de la especie que reacciona
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hacia el electrodo. En la figura también se puede observar como varia tanto la corrien-
te faradaica como la corriente capacitiva con el tiempo desde la aplicacién del salto de
potencial. La corriente faradaica sigue la ecuaciéon de Cottrell, donde la magnitud de co-
rriente disminuye con la raiz cuadrada del tiempo, mientras que la corriente capacitiva
disminuye de manera exponencial con el tiempo. Esto implica que la contribucién capa-
citiva se minimiza con el paso del tiempo, pero estd muy influenciada a tiempos cortos.
Debido a la variacién de la corriente con el tiempo, aunque la corriente tiende a cero,
su variacién a tiempos relativamente altos es muy pequefia, obteniendo corrientes prac-
ticamente constantes a partir de un tiempo determinado, llamada la corriente de estado
quasi-estacionario (igss). Otro aspecto a destacar es que en experimentos de largos tiem-
pos, pueden aparecer procesos de conveccién natural en la disolucién que mantienen la
transferencia de masa hacia el electrodo, algo que también ayuda a obtener una corriente
de este tipo.

Una forma de evaluar si el experimento cronoamperométrico sigue la ecuacién de Cot-
trell, que es valida para una reaccién limitante por la difusién, es la representacion de
la corriente frente a t*/2. Como el resto de pardmetros de la ecuacién son constantes en
la escala de tiempo del experimento, esta representacién deberia ser una linea recta. Una
desviacién de este caso, podria indicar complicaciones cinéticas de la reaccién electroqui-
mica (reaccion lenta) o reacciones acopladas. Un caso especial son las curvas i-t obtenidas
para estudios de electrodeposicion, ya que se producen diferentes procesos de nuclea-
cién y crecimiento que influyen en la respuesta cronoamperométrica, obteniendo curvas
caracteristicas como se describe en el Capitulo 2. La alta resolucién temporal de la crono-
amperometria pudiendo medir la variaciéon de respuesta en periodos de tiempo menores

a ms, es muy adecuado para el estudio de este tipo de procesos.

1.4.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica

Otra técnica utilizada en algunos experimentos realizados durante esta Tesis Doctoral
es la Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Las bases fundamentales de esta
técnica son ciertamente complejas, y no tienen cabida en este texto, pero se va a intentar
explicar, de manera sencilla (y a veces, simplificando), los conceptos bésicos y sus posi-
bilidades. Las técnicas explicadas hasta ahora, se llevan a cabo tras aplicar grandes cam-
bios en la magnitud de excitacién (tipicamente saltos o barridos de potenciales de varios

cientos de mV). Considerando especificamente una voltamperometria lineal, la respues-
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E

Figura 1.46: Extraccién de una respuesta lineal en una curva voltamperométrica no lineal.

ta obtenida (curva i-E) no es lineal, ya que estas curvas pueden tener diferentes formas,
con aumentos y disminuciones de la corriente, procesos en forma de pico o con mesetas,
segliin se produzcan los procesos redox determinados por las especies en disoluciéon y
el cambio de potencial aplicado. Sin embargo, si se observa detenidamente la curva i-E,
existen zonas donde la respuesta es lineal al considerar un rango de valores de excitacion
muy pequefios. Por tanto, una alternativa a los métodos tipicos, son las técnicas en las
que la excitacién se aplica con una amplitud pequefia donde los saltos o barridos son los
suficientemente pequefios para generar una respuesta lineal (Figura 1.46).

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una técnica que emplea una magni-
tud de excitacion de pequefia amplitud (excitacion de corriente alterna) para obtener una
respuesta lineal. Generalmente, un experimento de EIS se compone de la aplicacién de
la excitaciéon obteniendo una respuesta eléctrica a diferentes frecuencias de excitacién. La
excitacion varia en forma de onda en relacién al tiempo (normalmente, de forma sinusoi-
dal), y por tanto, se pueden obtener diferentes respuestas aplicando ondas de diferentes
frecuencias. Con los resultados obtenidos, se disefia un circuito equivalente del sistema

objeto de estudio, con diferentes elementos que puedan contribuir a la impedancia y que
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equivalen a caracteristicas fisico-quimicas del sistema electroquimico estudiado. El circui-
to disefiado se ajusta matemdaticamente a los resultados experimentales y se evaltian los
diferentes elementos del sistema por separado.

La impedancia es la oposicién de un circuito eléctrico al paso de corriente alterna cuan-
do un potencial alterno es aplicado. El flujo de corriente continua a través de un conductor
viene dado por la ley de Ohm (E = iR). Cuando se considera una corriente alterna, la impe-
dancia reemplaza a la resistencia, ya que en estas condiciones algunos elementos eléctricos
(condensadores y bobinas, principalmente) causan un desfase de la onda entre el potencial
y la corriente que debe tenerse en cuenta. En EIS faradaica, la més utilizada, un par redox,
en concentracién similar, es alternativamente oxidado y reducido por la transferencia elec-
tronica a y desde el electrodo. De esta forma, se trabaja en unas condiciones muy cercanas
al equilibrio (pero fuera del equilibrio), en las que ninguna de las especies se agota en
la superficie electrédica. Las especies mas convenientes para ello son el [Fe(CN)6]3/4y el
[Ru(NH,)6]?*/3*, ya que son especies bien comportadas electroquimicamente (transferen-
cia electrénica de esfera externa y rapidas). Antes de realizar un experimento EIS se suele
estimar el potencial de equilibrio en las mismas condiciones (o0 de manera aproximada el
potencial de semionda mediante CV). Las diferentes etapas de una reaccién electroquimi-
ca (explicadas anteriormente) pueden influir en la respuesta impedimétrica, que puede
proporcionar informacién sobre las caracteristicas de cada una de ellas, como por ejemplo,
de la velocidad de transferencia electrénica, las caracteristicas de la doble capa eléctrica o
de la transferencia de masa.

Una onda sinusoidal de AC (ver Figura 1.47), como las consideradas en EIS, se caracte-
riza por su amplitud (En o In), frecuencia (f, a veces indicado por la velocidad angular,
w = 27tf) y el dngulo de fase ¢ con respecto a la sefal de referencia (por convencién el
angulo de fase del potencial AC es cero, y el angulo de fase se define desde esta sefial de
referencia). El potencial aplicado en un experimento EIS resulta de una superposicion de
un potencial de corriente continua (Epc) y un potencial de corriente alterna (Exc) segtn:
E = Epc + Eac = Epc + En (sin wt). De la misma manera, la respuesta de corriente con-
siste de una componente continua y una alterna (i = ipc + iac = ipc + im (sin wt + ¢). La
Iac estd desplazada en un angulo de fase, ¢, desde el Exc aplicado, ya que los diferentes
componentes del circuito pueden causar un desplazamiento en la fase. Para facilitar la
interpretacion de estas magnitudes alternas, se suelen escribir como ntiimeros complejos
ya sea en coordinadas polares o cartesianas (Eac = Em exp(jwt) y Iac = Im exp (jwt + ¢)).

La impedancia electroquimica de la celda viene dada, de manera andloga a la ley de Ohm
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Figura 1.47: A) Evoluciéon temporal del potencial y corriente alternos desfasados. B) Representacién
vectorial (del fasor) de la impedancia.
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por la ecuacion Z = Exc/iac = | Z1 exp (j ¢), donde | Z| = Ep, /im. Esta ecuacién muestra
como la impedancia esta definida por dos parametros: su médulo y el angulo de fase. Una
representacion gréfica de la impedancia puede obtenerse a partir de la ecuaciéon Z = | Z|
(cos @ + jsin ¢) = Zre + Zim. De acuerdo a esta relacién, la impedancia es un niimero
complejo con los niimeros reales Z. y Zin representando la proyeccién del médulo de
impedancia en los ejes de un sistema de coordenadas cartesiano. La impedancia se pue-
de representar en un plano complejo por un vector (llamado fasor) como se muestra en
la Figura 1.47. Esta representacion con los datos obtenidos a diferentes frecuencias de la
magnitud de excitacién aplicada (y representada con Zg. en el eje de abscisas y con -Z;n,
en el eje de ordenadas) es la llamada gréfica de Nyquist, cuya representacién mds tipica,
se muestra en la Figura 1.48.

La etapa mads critica en un experimento de EIS es la evaluacién de la respuesta obtenida
y su ajuste a un circuito eléctrico equivalente de la celda electroquimica estudiada. Los
elementos mas bésicos que se pueden encontrar en una celda electroquimica tipica (con

difusion, transferencia electrénica faradaica y doble capa eléctrica) son los siguientes:

= Resistencia de la disolucién o resistencia 6hmica (R;): resistencia al flujo de corrien-
te en la disolucién (migracion iénica) que viene determinada por la conductividad
de la disolucion (tipo y concentracion del electrolito de fondo) y la geometria de la
celda (distancia entre electrodos). Este pardmetro sigue la ley de Ohm (Eac = iac Rs)
y no causa un cambio de fase de la corriente. Con un electrolito de fondo adecuado,

esta componente no tiene una influencia determinante en la impedancia total.

= Resistencia a la transferencia de carga (R.): refleja la cinética de la transferencia

electrénica entre la especie redox y el electrodo. Tipicamente, la R es maxima al
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w= 1/Rct Cd|

Figura 1.48: Representacién de Nyquist de la respuesta impedimétrica.

potencial de equilibrio del sistema redox utilizado, por lo que se suele perturbar
el sistema alrededor de este maximo. A este potencial la respuesta es lineal y Rt
es inversamente proporcional a la corriente de intercambio (i,) segtin la ecuacién
1.41. La corriente de intercambio como se describié depende de k, (constante de
velocidad de la reacciéon). Como este valor depende fuertemente de las caracteristicas
del electrodo de trabajo, la EIS es una técnica muy empleada para la caracterizacion

de superficies electrédicas modificadas con diferentes materiales.

» Capacitancia de la doble capa (Cq): refleja los procesos de reordenamiento iéni-
co (flujo de corriente idnica) en la interfase electrodo/disoluciéon con objetivo de
minimizar el cambio del potencial eléctrico aplicado. Este valor depende del area
electrédica, la naturaleza y fuerza iénica del electrolito de fondo y de la constante

dieléctrica.

» Impedancia de Warburg (Zw): muestra el efecto del transporte de masa (difusion)
desde el seno de la disolucién hasta la superficie electrédica, ya que el sistema tam-
bién presenta una resistencia a este movimiento. Depende del coeficiente de difusién

de la especie redox.
RT
Ret = ——

- TlPio (1.41)
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Normalmente utilizando la representaciéon de Nyquist, los resultados experimentales
obtenidos, se deben ajustar matematicamente a un circuito equivalente', cuyo exponente
mads sencillo es el circuito de Randles, que se muestra en la Figura 1.49 y que se ajusta a
los datos experimentales mostrados en la Figura 1.48. Visualmente, puede obtenerse cierta
informacién como la Rs que seria la interseccion de la curva con el eje de Zg, a frecuencias
altas (parte izquierda de la figura), el didmetro del semicirculo proporciona el valor de Ry,
y la Cq; podria obtenerse de la frecuencia en el méximo valor del semicirculo (conocien-
do la frecuencia y la R.). Es importante describir las razones por las que los diferentes
elementos se encuentran en esta configuracion, ya que es algo que no se encuentra en mu-
chos textos introductorios. La transferencia electrénica y la difusién son procesos fisicos
consecutivos por lo que la Rt y la Z,y se encuentran colocados en serie en el circuito. La
corriente aplicada al sistema puede tomar dos caminos: producir la transferencia electro-
nica o cargar la doble capa eléctrica, por lo que la Rt y la Cy; se colocan en paralelo en
el circuito equivalente (ya que compiten entre si). La resistencia de la disolucién es una
resistencia que influye en todo tipo de corrientes en la disolucién, por lo que la Ry estara
en serie con el resto de parametros.

En sistemas mds complejos, por ejemplo, electrodos porosos, sistemas redox dénde la
adsorciéon tenga un papel fundamental, o electrodos dénde se produce una corrosion,
diferentes circuitos equivalentes tienen que ser disefiados para ajustar los resultados expe-
rimentales obtenidos. Por otro lado, suele ser tipicos los sistemas donde la impedancia se
desvia de un comportamiento puramente capacitivo, y se debe modelar con un elemento
de fase constante (CPE). Sin embargo, por la mayor complejidad de este sistema, no se va
a tratar aqui. Otro tipo de representacion alternativa son las graficas de Bode que consis-
ten en representar el log | Z| o el dngulo de fase frente al logaritmo de la frecuencia. De
esta forma se puede obtener informacién sobre el cambio de fase que proporcionan los

diferentes elementos del sistema.

EIS faradaica vs. no faradaica

Aunque la técnica se ha descrito para referirse a un sistema redox que intercambia elec-
trones con el electrodo, la EIS también puede utilizarse en un sistema sin intercambio

electrénico entre el electrodo y una especie redox (sin producir una reaccién electroqui-

Hay que destacar que pueden existir varios circuitos equivalentes que se ajusten a los mismos datos experi-
mentales. En ese caso, el usuario debe tener un sentido critico para estimar los procesos fisicos que ocurren
en el sistema. La interpretacion de espectros de impedancia es, en ciertas ocasiones, mds un arte que una
ciencia.
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Figura 1.49: Circuito equivalente Randles para un sistema faradaico tipico.

e

Figura 1.50: Circuito equivalente para un sistema no faradaico.

mica). En este tipo de sistemas, pueden existir procesos no faradaicos, como la carga de
la doble capa eléctrica por el reordenamiento iénico tras la aplicacion del potencial sinu-
soidal. Esta técnica es la que se utiliza, generalmente, en los biosensores capacitivos, ya
que ofrece informacién de los componentes resistivos (de la disolucién) y capacitivos (de
la doble capa eléctrica) y el modelo puede ajustarse, normalmente, al circuito equivalente
de la Figura 1.50. Como la resistencia 6hmica (de la disolucién) es independiente de la
frecuencia de la onda aplicada, su médulo de impedancia es igual a la resistencia en si
misma y el dngulo de fase es cero, y por esta razon, este tipo de impedancia se presenta

en la gréfica de Nyquist en el eje horizontal.

1.4.4 Microscopia de barrido electroquimico

La microscopia de barrido electroquimico (SECM) es una técnica encuadrada dentro de
la microscopia de sonda de barrido (SPM) y que fue introducida en 1989 por Bard et al. .
Bésicamente consiste en el barrido de una superficie (del sustrato investigado) utilizan-
do un ultramicroelectrodo (UME) como sonda, y en el que todo el sistema se introduce
dentro una disolucién que contiene al menos un electrolito de fondo y, generalmente, una
especie redox indicadora. El sistema se compone, ademds, de un electrodo de referencia y
auxiliar y de un sistema piezoeléctrico que se encarga de posicionar la sonda en diferentes
zonas de la superficie del sustrato (a parte del sistema potenciostético y de tratamiento de
datos). El esquema general de la instrumentacién de SECM se representa en la Figura 1.51.
Gracias al eficaz posicionamiento por el sistema piezoeléctrico y al pequefio tamafio del

UME utilizado, se pueden obtener medidas electroquimicas localizadas a lo largo de la
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Figura 1.51: Esquema de la microscopia electroquimica de barrido.

superficie escaneada. La resolucién vendrd dada por el tamafio y forma de la sonda y por
la separacion entre la sonda y el sustrato, y puede llegar a ser nanométrica. Existen di-
ferentes modos de obtener informacién electroquimica de los sustratos utilizando SECM,
que pueden ser estudiados en textos de referencia de esta técnica'%’.

En SECM se utilizan las curvas de acercamiento (approach curves) para poder conocer
la distancia a la que se encuentra la punta del UME de la superficie del sustrato. En es-
tas curvas, normalmente, se observa un cambio de la corriente medida en funcién de la
distancia al sustrato. En este sentido, varias estrategias se pueden utilizar en SECM para
posicionar la sonda en la superficie del sustrato: el modo de altura constante (el més uti-
lizado), el modo de distancia constante y el modo de corriente constante. En el modo de
altura constante, el sustrato se barre con el UME en una posicién a una altura constante
de la superficie. Su principal problema es que segtn varie la topografia de la superficie, la
distancia entre el UME y la superficie puede variar, incluso haciendo que la sonda pierda
el contacto con la superficie o se produzca su rotura (por chocar con una estructura mas
elevada). En el modo de distancia constante, que seria méds adecuado, la posicién de la son-
da puede variar segin la topografia de la superficie manteniendo una distancia entre la
sonda y la superficie constante. Sin embargo, una forma para separar la actividad electro-
quimica de la topografia serfa necesaria ya que la corriente medida esta influenciada tanto
por la separacién como por la naturaleza del sustrato escaneado (que suele ser bastante
variable). El dltimo modo posible de operacién seria el de corriente constante, en el que
se obtendria una distancia constante si la actividad del sustrato es homogénea a lo largo

de la superficie, pero se encontrarian complicaciones cuando esta actividad es heterogé-
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nea (como en la mayoria de los casos). Por tanto, estas técnicas, aunque muy interesantes,
pueden ser mejoradas con un mecanismo de informacién sobre la topografia que no es-
té afectado por la actividad del sustrato. Algunas alternativas para poder conseguir una
forma 6ptima de escaneado han sido evaluadas como por ejemplo en contacto intermiten-
te (IC-SECM), donde la sonda se oscila en el eje z (mediante un generador de CA), y la
oscilacién disminuye cuando la sonda se encuentra en contacto con la superficie 19599,

En los tltimos afios se han desarrollado variaciones de la SECM con el objetivo de me-
jorar este aspecto, en las que en lugar de utilizar un UME, se utiliza un capilar abierto
que contiene una disolucién en su interior. Este hecho mejora los posibles problemas que
surgen cuando el UME se posiciona en una superficie que no es totalmente plana y su co-
locacién no es totalmente eficaz (ver Figura 1.52). Una de estas técnicas es la microscopia
de conductancia iénica de barrido (SICM)>°°. En esta técnica, un electrodo de quasirefe-
rencia de Ag/AgCl que funciona como auxiliar y quasireferencia (QRCE) se coloca dentro
del capilar relleno de la disolucién de electrolito, y otro electrodo similar se coloca dentro
de la disolucién de la celda. Una corriente iénica fluye entre los dos QRCEs tras aplicar
una diferencia de potencial entre ellos. Ademads, la sonda es igualmente oscilada en la
direccién z, que genera una componente AC en la corriente idnica, cuyo magnitud es mas
sensible a la distancia entre la sonda y el sustrato. Otra variacién es la Scanning micropi-
pette contact method (SMCM)>°", que utiliza una sonda con un tip de micropipeta que se
llena de una disolucién con electrolito y una especie indicadora redox. Un QRCE se colo-
ca dentro del tip de micropipeta y el sustrato funciona como electrodo de trabajo, en una
disposicion de dos electrodos. El tip de la micropipeta permite que la disolucién esté for-
mando una pequefia gota en su extremo, que se posiciona cerca del sustrato y la cantidad
de superficie de la celda electroquimica estd determinada por el contacto de la microgota

con el sustrato.

1.4.4.1 Microscopia de celda electroquimica de barrido (SECCM)

La microscopia de celda electroquimica de barrido (SECCM, scanning electrochemical cell
microscopy) descrita en 2010 por Unwin et al.?°>*°3 utiliza un capilar de dos canales como
sonda. Dos QRCEs se introducen en cada uno de los canales y el capilar se rellena del elec-
trolito de fondo y una especie indicadora redox. En el extremo de la sonda se genera una
pequefa gota (llamado menisco) de la disolucién del capilar que conecta ambos canales,
cerrando el circuito entre los electrodos. Un esquema de un sistema SECCM se muestra en

la Figura 1.53. Al aplicar una diferencia de potencial entre los dos QRCEs, una corriente
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Figura 1.52: Contacto no efectivo del UME de la SECM en una superficie no plana.

i6nica es generada entre los dos canales. Ademads, el capilar es oscilado en la direccién
Z, que genera una componente de corriente alterna a la corriente iénica. Esta corriente
alterna es minima cuando la sonda no estd en contacto con el sustrato, pero aumenta
bruscamente cuando la gota del extremo del capilar contacta con la superficie del sustra-
to, por un cambio en la resistencia de la disolucién del menisco debido a la deformacién
reversible de la gota al oscilar mientras se encuentra en contacto con la superficie. De esta
forma, se puede obtener una magnitud muy sensible para mantener un contacto constante
y eficiente de la sonda con la superficie del sustrato, minimizando los problemas que se
describieron en el caso de SECM. Este contacto tan eficiente permite la obtencion de ima-
genes topogréficas con alta resolucién. La corriente iénica generada entre los dos canales
es sensible a la naturaleza local de la interfase del sustrato, proporcionando informacién
sobre la mojabilidad de la superficie o la direccién del flujo iénico generado (que también
depende de las condiciones de la superficie). Por otro lado, el sustrato estd conectado al
circuito y funciona como electrodo de trabajo (se aplica una diferencia de potencial entre
uno de los QRCEs y este sustrato). La corriente medida en el sustrato proporciona infor-
macioén sobre su actividad electroquimica localizada solamente en la zona dénde la sonda
hace contacto. Por todas estas caracteristicas, SECCM puede ser utilizada para obtener
gran cantidad de informacién (fisica, quimica y electroquimica) de manera simultanea del
sustrato estudiado que puede ser conductor o semiconductor (o incluso aislante, aunque
en este caso no se obtendria informacién electroquimica). La utilizacién de la sonda con
un sistema piezoeléctrico permite escanear una superficie y obtener toda esa informacién

en diferentes zonas del sustrato. Mds informacion sobre la instrumentacion especifica y el
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Figura 1.53: Esquema de una sonda de SECCM vy la diferente informacién que puede proporcionar
de un sustrato.

modo de operacion especifico de SECCM utilizado en esta Tesis Doctoral se describe en
el Capitulo 2.
A parte de todas las interesantes propiedades mencionadas de la SECCM, esta técnica

tiene varias de las ventajas de las técnicas anteriormente descritas:

» La magnitud utilizada para posicionar la sonda en la superficie (componente alterna
de la corriente i6nica) no estd afectada por la actividad del sustrato, solamente por
su topografia. Este hecho permite separar la magnitud utilizada para detectar el
contacto con la superficie de la reactividad electroquimica del sustrato. La posicién
de la sonda en la superficie (en el eje de las z) es muy sensible y configurable,
pudiendo ajustar instrumentalmente la corriente umbral en la que el instrumento
considera el contacto con la superficie (y por tanto, ajustar la distancia de la sonda

con la superficie).

= El contacto con el sustrato solamente se realiza mediante el menisco que se encuentra
en el extremo del capilar. Este hecho permite llevar a cabo el barrido en zonas de
la superficie nuevas en las mismas condiciones que la medida inicial. En el caso de
las técnicas donde el sustrato se coloca dentro de una disolucién, es posible que
con el tiempo (como se estd aplicando una excitacién), la superficie pudiera variar

en funcién del tiempo, y en consecuencia, las medidas a mayor tiempo podrian no
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Figura 1.54: Esquema de la sonda de SECCM que indica la difusién radial hacia el sustrato.

ser totalmente equivalentes a las iniciales. Esto tiene mucha importancia ya que,

normalmente, los estudios con SECM conllevan un tiempo considerable.

El contacto del menisco con la superficie deja un pequefio residuo salino (del elec-
trolito de fondo) en la superficie del sustrato. Este residuo puede ser observado con
diferentes técnicas de caracterizacién microscépica para correlacionar la estructura

del sustrato con la actividad electroquimica.

Debido a la geometria del extremo de la sonda (ver Figura 1.54), el perfil de difusién
de la especie indicadora hacia el sustrato sigue un perfil radial. Esto genera una
velocidad de transferencia de masa elevada que dan lugar a corrientes de estado es-
tacionario en unas condiciones adecuadas de medida. FEl flujo constante de especie a
la interfase electrodo/disolucidn, facilita el estudio de la cinética de reacciones elec-
troquimicas, incluso para reacciones relativamente rapidas. Se ha comprobado que
en una configuraciéon SECCM, la corriente limite obtenida es el 40 % de la corriente

limite tipica en un microelectrodo (i}, = 0,4tnFDCr).

La utilizacién de capilares con extremos abiertos permite obtener sondas con didme-
tros muy pequeiios de manera muy simple. En el caso de SECM, al ser necesario un

ultramicroelectrodo (normalmente un hilo metélico), el tamano de este material va
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a limitar el tamafo de la sonda. Aunque existe una tendencia a utilizar nanoelectro-
dos, su fabricacion es mas compleja. Esta caracteristica permite obtener una mayor

resolucién espacial, de manera general, que con la SECM.

Por estas caracteristicas, la SECCM ha mostrado una excelente capacidad de obtener in-
formacioén electroquimica de diversos sustratos. Por ejemplo, ha permitido el estudio lo-
calizado de la actividad electroquimica de electrodos de carbono, como el HOPG. Un
debate cientifico sobre la reactividad de los planos basales frente a los defectos superficia-
les ha sido constante en los tltimos afios**4. La SECCM ha permitido observar con alta
resolucién espacial que la velocidad de transferencia electrénica en el plano basal de los
materiales de grafito es similar a los defectos superficiales*®, para diferentes reacciones
electroquimicas de esfera externa®*® o interna*7. Un tema de mucho interés es la detec-
cién de nanoparticulas para estudiar sus propiedades de forma individual. SECCM se ha
utilizado para hacer un mapa de la reactividad de NPs individuales capaces de mostrar

8, 0 en experimentos

la diferente actividad catalitica con pequefios cambios morfol6gicos>°
de impacto de NPs>°9*'°. En este sentido, el estudio con SECCM de la electrodeposicién
de AgNPs sobre sustratos de HOPG ha proporcionado informacién muy interesante sobre
el mecanismo de electrodeposiciéon de nanoparticulas metalicas 98, Por otro lado, SECCM
ha permitido estudiar la variacién de la respuesta electroquimica en diferentes cristales
de electrodos de Pt policristalinos®'". Por la utilidad de los nanomateriales de carbono,
su caracterizacion a nivel estructural es realmente importante para conocer y explicar sus
excelentes propiedades. Con la alta resolucién que proporciona la SECCM, se ha podido
obtener informacién electroquimica en la nanoescala de nanomateriales tan importantes
como nanotubos de carbono dispuestos en un red bidimensional*** o incluso de manera

individual >34, y también de grafeno®®®7.
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1.5 OBJETIVOS

El presente trabajo surge de la necesidad de desarrollar nuevas marcas de detecciéon
de biosensores electroquimicos usando nanoparticulas con el fin de comparar su compor-
tamiento con otras marcas utilizadas en el grupo de investigacién, como enzimdticas o
electroactivas directas. Aunque los quantum dots ya se habian utilizado para deteccién
electroquimica de bioensayos, hasta la fecha no habian sido descritos en un sistema bio-
sensor (bioensayo y transduccién integrada), por lo que también se propuso inicialmente
cubrir ese hueco. Por tanto, el desarrollo de biosensores electroquimicos con quantum dots
como marca en un sistema integrado basado en electrodos serigrafiados fue el comienzo
de esta Tesis Doctoral. Otro de los objetivos de la Tesis Doctoral era la optimizacién y utili-
zacion de nanoparticulas de fosfato de titanio como marca electroquimica de biosensores
desechables. En ambos casos, el planteamiento fue el desarrollo de una metodologia de
deteccién utilizando un sistema de reconocimiento de alta afinidad, como es la interaccion
biotina-(estrep)tavidina, y, a continuacién, evaluar su comportamiento en un sistema maés
complejo como es el desarrollo de un inmunosensor para la detecciéon de biomarcadores
de la enfermedad celiaca. Como el objetivo era la evaluacién de las marcas nanoestructu-
radas, no se utilizan muestras reales en estos trabajos (aunque para la enfermedad celiaca
se usan controles de suero similares a una muestra real). Aunque el objetivo principal
era el desarrollo de marcas de biosensores, a lo largo del trabajo se investigaron las dife-
rentes cualidades de estas nanoparticulas para otro tipo de aplicaciones electroanaliticas,
generando nuevos objetivos. Ademas, por la utilizaciéon de electrodos serigrafiados como
herramienta bésica, se decidi6 llevar a cabo un estudio mds fundamental sobre el compor-
tamiento electroquimico de estos electrodos durante una estancia en el grupo “Warwick
Electrochemistry and Interfaces Group” de la Universidad de Warwick, dirigido por el Prof.
Patrick R. Unwin. De manera resumida, los objetivos principales de las tres partes de esta

Tesis Doctoral se indican a continuacién:

= El objetivo de la primera parte de esta Tesis Doctoral (capitulo 3) es conocer en mayor
medida el comportamiento de la superficie electrédica de los electrodos serigrafiados
de carbono, ya que estas herramientas presentan una superficie muy heterogénea y
hasta la fecha no ha sido descrito ningtin estudio electroquimico microscépico de

estos electrodos tan usados.
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= El objetivo de la segunda parte (capitulos 4, 5, 6 y 7) es la evaluacién de los quan-
tum dots como marca electroquimica de biosensores desechables integrando la etapa
de reconocimiento (bioensayo) y de deteccion en la misma plataforma transductora
(electrodos serigrafiados). En el capitulo 4, se busca desarrollar un método electroqui-
mico sencillo, rdpido y de bajo coste para la caracterizacién de tamafios de quantum
dots de cadmio. Un objetivo parcial es el desarrollo de métodos electroquimicos con
las mismas caracteristicas para la determinacién de la concentraciéon de quantum
dots de cadmio, tanto en un medio orgdnico como acuoso. En los capitulos 5 y 6, se
optimiza un método para la utilizacién de quantum dots como marca, y se evaltia
su funcionamiento en biosensores electroquimicos (de afinidad e inmunosensores).
El objetivo del capitulo 7 es el estudio electroquimico y microscopico de la elec-
trodeposicién selectiva de plata sobre quantum dots y la bisqueda de aplicaciones

electroanaliticas.

= El objetivo de la tercera parte (capitulos 8, 9 y 10) es la optimizacién de nanoparti-
culas de fosfato de titanio modificadas con diferentes metales electroactivos y bio-
moléculas, su evaluacién y caracterizacion electroquimica (capitulo 8), desarrollo de
biosensores electroquimicos desechables usando estas nanoparticulas como marca
(capitulo 9) y evaluar la capacidad que tienen de catalizar ciertas reacciones electro-

quimicas (capitulo 10).

Los objetivos especificos y el planteamiento para resolverlos vienen descritos con mayor

detalle en cada capitulo.
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2.1 INSTRUMENTACION

2.1.1  Aparatos

POTENCIOSTATOS

Las medidas electroquimicas realizadas durante esta Tesis Doctoral han sido llevadas
a cabo usando diferentes potenciostatos. Algunas de las medidas fueron realizadas con
un potenciostato pStat 8ooo (DropSens) conectado a un ordenador Pentium 4 2.4 GHz
y controlado por el software DropView 8400 (versiones 1.0 y 2.0). Otras de las medidas
fueron realizadas con un potenciostato Autolab PGSTAT12 (Metrohm Autolab) conectado
a AMD K6 266 MHz y controlado por el software Autolab GPES version 4.9. Este po-
tenciostato contiene un modulo FRA (Frequency Response Analyzer) y fue utilizado para
hacer las medidas por Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS). Las medidas
voltamperométricas en la macroescala descritas en el Capitulo 3 fueron llevadas a cabo
con un potenciostato CH Instruments 760 controlado por el software especifico de CH Ins-
truments. Todas las medidas electroquimicas fueron realizadas a temperatura ambiente.

OTROS APARATOS

Ademas, se han empleado otros aparatos para diferentes tareas entre los que destacan:

= bafio de ultrasonidos Elmasonic P (Elam GmbG) para dispersar los nanomateriales

en las disoluciones especificas.

= microscopio electrénico de barrido JEOL 6610LV con microanalisis por EDX para la
caracterizacion de electrodos y nanomateriales. Las imagenes SEM del Capitulo 3

fueron obtenidas con un microscopio Zeiss SUPRA 55 FE-SEM (a 10 keV).
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microscopio electrénico de transmisiéon (TEM) JEOL JEM-2100 con microanalisis por
EDX fue utilizado para estudiar la electrodeposicion de plata sobre QDs en una

rejilla de cobre recubierta con una membrana de carbono.

goniémetro CAM 200 (KSV Instruments) para realizar medidas de dngulos de con-

tacto de gotas.

espectrofotémetro UV-Vis Genesys 10S (Thermo Scientific) para registrar los espec-

tros de absorciéon UV-Vis de los quantum dots.

espectrofotémetro de fluorescencia Varian Cary Eclipse (Agilent) para registrar los
espectros de fluorescencia de los quantum dots, usando una longitud de onda de
excitaciéon de 350 nm con aberturas de excitaciéon y emisiéon de 10 nm. Se utilizaron

cubetas de cuarzo para realizar los andlisis espectroscopicos.

= espectrémetro micro-Raman (Renishaw Invia) usando un diodo l4ser de estado so6-
lido (Renishaw RL523C50) con una longitud de onda de excitaciéon de 532 nm. El
tamafio de haz incidente del laser fue alrededor de 760 nm en didmetro. La adqui-
siciéon de espectros se llevé a cabo con una potencia de 0.5% y con un tiempo de
integracion de 30 s. Los mapas Raman fueron generados mediante la obtencién de
diferentes espectros de forma ordenada a lo largo de la superficie de la muestra.
Normalmente, 1 pm fue utilizado como la separacién espacial (en el plano xy). Los
mapas representados fueron generados mediante la relacién entre la intensidad de
las bandas a ~1590 cm™ y a ~13600 cm™, tipicas del grafito, en funcion de las coor-

denadas xy de la superficie escaneada.

= microscopio de laser confocal LEICA SP8X para visualizar la fluorescencia de elec-
trodos modificados con quantum dots. Un ldser de 405 nm del microscopio fue
utilizado para la excitacién de los nanocristales y la fluorescencia fue detectada en
un rango entre 635-675 nm. Los electrodos modificados fueron previamente fotoac-

tivados bajo una lampara UV de 6W y 365 nm durante 15 minutos.

= un espectrémetro fotoelectrénico de rayos-X Escalab 200R fue utilizado para las me-
didas de XPS de las TiPNPs funcionalizadas con cobre.

= ]Jas medidas de Dispersiéon dindmica de luz (DLS) y del potencial { fueron llevadas

a cabo con un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments).

Aplicaciones electroanaliticas de quantum dots y nanoparticulas de fosfato de titanio 116



2.1 INSTRUMENTACION

2.1.2  Electrodos serigrafiados

Electrodos serigrafiados individuales

Los electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs) fueron adquiridos a DropSens. Estos
dispositivos incorporan un configuraciéon convencional de tres electrodos, impresos en un
sustrato ceramico (3.4 x 1.0 cm). Tanto el electrodo de trabajo (con geometria de disco y
un didametro de 4 mm) como el electrodo auxiliar son fabricados con tinta de carbono,
mientras que el electrodo de quasireferencia y los contactos eléctricos son de plata. Estos
electrodos poseen una celda electroquimica de hasta 50 pL (en este trabajo se ha utilizado
siempre 40 puL, a menos que se especifique lo contrario). Los SPCEs fueron conectados a
los potenciostatos a través de conectores especificos, DRP-CAST1X8 para el potenciostato
pStat 8ooo y DRP-DSC para los demas potenciostatos. Todos los potenciales indicados a
lo largo del trabajo son frente al electrodo de quasireferencia de plata de los electrodos
serigrafiados, a excepcién de los siguientes casos: en el capitulo Capitulo 3 se utiliza un
electrodo de quasireferencia formado por un hilo de Ag recubierto de AgCl, y en el capi-
tulo Capitulo 7 se utiliza un electrodo de referencia de Ag/AgCl (KCl 4 M) fabricado en

el laboratorio (y que se describe en un préximo apartado).

Tarjetas serigrafiadas de 8 canales

Las tarjetas serigrafiadas de 8 canales (8xSPCEs) fueron adquiridas a DropSens. Cada
tarjeta estd formada por ocho celdas electroquimicas de 3 electrodos (25 pL de volumen)
con electrodos de trabajo y auxiliar de carbono y electrodo de quasireferencia y contactos
eléctricos de plata. Este dispositivo tiene unas dimensiones de 4.0 x 7.9 x 0.06 cm (longitud
x anchura x altura) y el didmetro de los electrodos de trabajo, con una forma geométrica de
disco, es de 2.56 mm. Las Figuras Figura 2.1 y Figura 2.2 muestran una imagen real y un
esquema grafico de la tarjeta serigrafiada, respectivamente. Las tarjetas de 8 canales fueron

conectadas al potenciostato puStat8ooo a través de un conector especifico, DRP-CAST8X.

2.1.3 Microscopio de celda electroquimica de barrido

Las medidas de SECCM voltamperométrica se llevaron a cabo usando un instrumento
tabricado en el Warwick Electrochemistry and Interfaces Group, empleando una tarjeta FPGA

(PClIe 7852R, National Intsruments) controlada a través de una interface LabVIEW (version
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Counter electrode (graphite)
Working electrode (graphite)
Quasireference electrode (silver)

Electric contacts (silver)

—>|nsulating layer

Figura 2.2: Diagrama esquemadtico de la tarjeta serigrafiada de 8 canales.

11.0, National Instruments) y un amplificador lock-in (SR830, Stanford Research System:s).
Los capilares de doble canal para SECCM fueron fabricados tras cortar capilares theta (con
una separacion en el interior) de borosilicato (Harvard Apparatus) en una cortadora laser
(P2000, Sutter Instruments). El didmetro de la sonda asf fabricada fue de 700 nm aproxi-
madamente como se muestra en la imagen de SEM obtenida (Figura 2.3). La punta del
capilar fue silanizada en diclorodimetilsilano bajo una corriente de argén fluyendo por
su interior, con el objetivo de incrementar la hidrofobicidad de las paredes externas?'>.
El capilar fue rellenado con la disolucién de medida (electrolito de fondo y especie indi-
cadora) utilizando una jeringa de pocos pL. El menisco en la punta de la sonda forma
una celda electroquimica cuando se encuentra en contacto con el sustrato que define el
area del electrodo de trabajo. Las sondas fueron colocadas en un sistema piezoeléctrico
de 3 ejes (NanoCube, Physik Instruments) para controlar su movimiento con gran preci-
sion. Este sistema fue colocado dentro de una jaula de Faraday® para minimizar el ruido
eléctrico. Un bipotenciostato fabricado en el mismo grupo fue empleado para controlar la
diferencia de potencial (bias, V,) entre los QRCEs de Ag/AgCl. La diferencia de potencial

aplicada (150 mV en este trabajo) es capaz de generar una corriente iénica (ipc) entre los

En el apéndice se describe qué es una Jaula de Faraday.
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QRCEs a través del menisco liquido que se forma entre los dos canales. La corriente de la
superficie (igy) fue medida por un electrémetro. El tiempo de respuesta y la calidad del
ruido del electrémetro fueron controlados por un filtro de frecuencia variable. El potencial
de la superficie (V) es controlado por el valor de V; y por V,, que se aplica desde el

potenciostato, y viene definido por la siguiente expresion:

Vau == (Vi+ 3 ) @)

La sonda es modulada en la posicién z mediante el amplificador lock-in (123.8 Hz, 40 nm
de amplitud). Esta modulacién genera una componente alterna (iac) de la corriente i6énica.
Una distancia constante entre la sonda y el sustrato se mantuvo al utilizar el valor de isc
como magnitud para controlar la posicién z de la sonda. Para realizar los experimentos de
SECCM voltamperométrica, un modo pulsado llamado hopping (acercar-mantener-medir-
retirar) fue empleado segin se esquematiza en la Figura 2.4. Este proceso implica los
siguientes pasos: acercamiento de la sonda a la superficie del SPCE (a una velocidad
de 0.3 pm s™), cuando el contacto del menisco con la superficie es detectado debido
a la formacién de la gota que genera un aumento de la iac, se aplica un barrido de
potenciales al sustrato. A continuacién, la sonda se retira (a una velocidad de 0.8 ym
s") de la superficie (4 pm en el eje z) para evitar la rotura de la punta de la sonda con
estructuras cercanas de la superficie electrédica, y se mueve (a una velocidad de 0.8 um s™)
al siguiente punto de la superficie para realizar un nuevo hopping (acercar-mantener-medir-
retirar). Este proceso se repite de manera ordenada a lo largo de la superficie del sustrato.
Para evitar la superposicion de las medidas, los diferentes hopping fueron realizados con
una separacion de 3 pm entre cada punto en el plano xy. Con los datos de corrientes
registrados a diferentes potenciales usando la voltamperometria ciclica, se pueden generar

videos potenciodindmicos que muestran la actividad del sustrato.

2.1.4 Electrodo de referencia de Ag/AgCl

Un electrodo de referencia de Ag/AgCl fue fabricado en el laboratorio y utilizado en el
trabajo del Capitulo 4 que consisti6 en la electrodeposicién de plata sobre quantum dots,
con el objetivo de mantener un potencial de referencia estable. Este electrodo fue colocado
en una zona cercana al electrodo de trabajo para minimizar la resistencia incompensada

de la celda (Ry). El electrodo de referencia de Ag/AgCl fue fabricado usando un tip de
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Figura 2.3: Imagen SEM del extremo de la sonda utilizada para los experimentos de SECCM.

Figura 2.4: Esquema representando el hopping-mode utilizado con la técnica SECCM durante este
trabajo.
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Figura 2.5: Imagen y esquema del electrodo de referencia de Ag/AgCL

micropipeta de 10-100 pL como contenedor. Un hilo de Ag (d = 1 mm) se recubri6é con
una pelicula de AgCl mediante la aplicacién de +0.8 V durante 10 min en una disolucién
de KCI 1 M (usando un hilo de Pt como catodo). El puente salino fue generado siguien-
do un procedimiento encontrado en la literatura®'® aunque ligeramente modificado, que
consiste en un gel de agarosa con KNO;. Se afiadieron 0.35 g de agarosa a 25 mL de una
disolucién de KNO; 0.5 M y la mezcla se calent6 y agit6 para disolver la agarosa. El tip
de micropipeta se colocé en la disolucién (en un microtubo de pldastico), y se dejoé enfriar
para generar el gel de agarosa en el interior. Después, el tip se llen6é con KCl saturado y el
hilo de Ag/AgCl se colocé dentro de la disolucién sin tocar el puente salino. El electrodo
de referencia fue conectado al potenciostato usando una pinza de cocodrilo. Mientras no
se utilizaba, el electrodo fue almacenado en una disolucion saturada de KCl y evitando
la luz. La buena reproducibilidad en los potenciales de pico de los voltamperogramas
cuando se utiliz6 este electrodo durante los experimentos (en dias diferentes) exhibié su
buen comportamiento y estabilidad. En la Figura 2.5 se muestra una imagen real de este

electrodo.

2.1.5 Software especifico

= Image] fue empleado para la estimaciéon del tamafio de las nanoparticulas en las

imagenes obtenidas por SEM y TEM a lo largo de esta Tesis Doctoral, y para estimar
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el didmetro de los residuos dejados en la superficie electrédica en las medidas por
SECCM.

» Labview fue empleado como interface para controlar los distintos componentes del
microscopio SECCM vy para la obtencién de los datos eléctricos. Se utilizaron dife-
rentes programas de LabVIEW que fueron previamente desarrollados en el Warwick

Electrochemistry and Interfaces Group.

= Matlab (R2014b, Mathworks) fue utilizado para el andlisis y tratamiento de datos de
las medidas obtenidas con SECCM y Raman y para representar todos los gréficos

de datos presentados como figuras a lo largo de la Tesis Doctoral.

2.2 REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Los reactivos, disolventes y nanomateriales de carbono usados durante toda la Tesis
Doctoral son enumerados en los siguientes apartados. Las disoluciones acuosas fueron
siempre preparadas con agua ultrapura (Milli-Q) obtenida con un sistema de purificacién
Millipore Direct Q5™(Millipore Ibérica). Todos los reactivos no mencionados especifica-

mente fueron de grado analitico y se utilizaron segtin se recibieron sin mayor purificacién.

2.2.1 Reactivos comunes

Los reactivos comunes utilizados durante esta Tesis Doctoral vienen enumerados en la
Tabla 2.2.

2.2.2  Nanomateriales de carbono

Nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNTSs) funcionalizados con grupos

carboxilo (-COOH) fueron adquiridos a Nanocyl (ref. 3151).

Nanofibras de carbono (CNFs) fueron suministradas por Grupo Antolin.

Oxido de grafeno (GO) fue suministrado por Nanoinnova Technologies.
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Adquiridos a Merck

Nitrato de bismuto(IIT)

Acetato de cadmio (II)

Hidréxido de sodio

Acido clorhidrico, 37 %

Acido sulftrico, 97 %

Acido nitrico, 65 %

N,N-dimetilformamida
(DMF)

Acido acético, 100 %

Acido perclérico (70 %)

Amoniaco (25 %)

Etanol seco

Yoduro de potasio

Cloruro de potasio

Tween 20

Adquiridos a Sigma-Aldric

Tris(hydroximetil)- Cloruro de antimonio(IIT) d-Biotina
aminometano
(Tris)
Ferrocianuro potésico Disolucién estdndar de Ferricianuro potésico
Bi(III)
Cloruro de potasio CdSe QDs (Lumidot CdSe) Cloroformo anhidro
Polvo de selenio Oxido de Cadmio Nitrato de plata

Oxido de trioctilfosfina
(TOPO)

Trioctilfosfina (TOP, 9o %)

Acido fosférico
(H3PO,, cristalino)

Docusato de sodio (AOT)

Butéxido de titanio (TBOT)

Cloruro de

hexaaminrutenio(III)

Hidrocloruro de dopamina

Reguladora de fosfato 50
mM pH 7.2 (PBS)

N-(3-Dimetilaminopropil)-
N’-etilcarbodiimida
(EDCO)

Imidazol

Adquiridos a otras empresas

Acido hexilfosfénico (HPA)
(Alfa Aesar)

Diclorodimetilsilano (Acros
Organics)

Tabla 2.2: Reactivos comunes utilizados durante esta Tesis Doctoral
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2.2.3 Reactivos bioldgicos

Adquiridos a Sigma-Aldrich

= Albtimina de suero bovino - fracciéon V (BSA).
= Estreptavidina (66 kDa) (STV).
= f3-caseina (98 %, de leche bovina).

Adquiridos a Life Technologies

= Conjugado Qdot® 655 - Biotina (biotina-QD).

Conjugado Qdot® 655 - F(ab’), anti-humana IgG (H+L) (anti-IgG-QD).

Conjugado Qdot® 655 - estreptavidina (QD-STV).

Anticuerpos anti-IgA humana biotinilado (anti-IgA-BT).

Anticuerpos anti-IgG humana biotinilado (anti-IgG-BT).

Adquiridos a Zedira

= Transglutaminasa tisular humana (producida de forma recombinante en células de
insectos) (t{TG).

Adquiridos a Phadia

» Kit ELISA Varelisa Celikey IgG. Cada kit contenia seis muestras estdndar de suero

humano (o, 3, 7, 16, 40, 100 U mL™) y un control positivo y negativo.

= Kit ELISA Varelisa Celikey IgA. Cada kit contenia seis muestras estdndar de suero

humano (o, 3, 7, 16, 40, 100 U mL™) y un control positivo y negativo.

Adquiridos a Fisher Scientific

= Neutravidina (NTV).
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2.2.4 Disoluciones
A continuacién se describen las disoluciones reguladoras o maés especiales utilizadas a
lo largo del trabajo:

» Disolucién reguladora de acetato de sodio. Se utiliz6 esta reguladora a diferentes

pH y concentraciones, pero, en la mayoria de los casos fue de 0.1 My pH 4.5.

Disolucién reguladora de Tris-HCl (Tris) en concentracién 0.1 My pH 7.4.

Disolucién reguladora de fosfato (PBS) en concentracién 0.1 M y pH 7.0.

La dispersion de MWCNTs fue preparada mezclando 1 mg de MWCNTs-COOH con
1 mL de una mezcla DMF:H,O (1:1) por sonicacién en un bafio de ultrasonidos du-
rante 2 h. Una dilucién de esta dispersion fue hecha para obtener una concentracion

final de 0.1 mg mL™ por sonicacién durante 30 minutos.

Las dispersiones de GO y CNFs fueron realizadas directamente en H,O hasta una

concentracién de 0.1 mg mL™ y sonicadas durante 30 minutos.

Las dispersiones de TiPNPs y MTiPNPs fueron hechas en H,O con sonicacién en
un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos para obtener una suspension coloidal

homogénea.

A lo largo del texto se indican especificamente el resto de disoluciones utilizadas.

2.3 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Por la heterogeneidad de esta Tesis Doctoral y la cantidad de diferentes procedimientos
experimentales utilizados, los mds especificos serdn descritos en cada capitulo, y a conti-
nuacion se detallan los méas generales que han podido ser utilizados en uno o varios de

los capitulos de los resultados y discusion.

2.3.1 Nanoestructuracion de electrodos

A lo largo de la Tesis Doctoral se lleva a cabo la modificacién de electrodos serigrafia-

dos con diferentes tipos de nanomateriales. Esta modificacion se realiza siempre mediante
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adsorcion fisica que se produce tras depositar una gota de una dispersiéon del nanomate-
rial sobre el electrodo y dejarlo hasta secado completo. A continuacién se detallan los

procedimientos para los diferentes tipos de nanomateriales:

Nanomateriales de carbono

La modificacién de SPCEs con nanotubos de carbono fue llevada a cabo siguiendo un
método desarrollado por Fanjul-Bolado et al.?’7, que consistia en depositar una gota de
4 pL sobre la superficie del electrodo de trabajo hasta secado completo. La modificacién
de SPCEs con 6xido de grafeno o nanofibras de carbono se llevé a cabo depositando
una alicuota de 10 pL de la dispersién especifica en la superficie del electrodo de trabajo.
La disolucién se dej6 a temperatura ambiente hasta secado completo. Los electrodos asi

modificados fueron lavados con agua ultrapura y almacenados a temperatura ambiente.

Nanoparticulas de fosfato de titanio

La modificacién de los electrodos de trabajo de las tarjetas serigrafiadas con TiPNPs
y MTiPNPs se llevé a cabo depositando una gota de 2 puL de la dispersion de TiPNPs o
MTiPNPs en la superficie del electrodo de trabajo. La disolucién se dej6 a temperatura

ambiente hasta su secado completo.

Quantum dots

La modificacion de los electrodos serigrafiados con QDs que se utilizan en el Capitulo 7
se lleva a cabo de la siguiente manera: una gota de 10 pL de una dispersién de QDs se
afade sobre el electrodo de trabajo cubriéndolo completamente. A excepcién de las me-
didas en las que se varia la concentraciéon de QDs o se indica especificamente, en el resto
de los casos se utiliza una concentraciéon de 10 nM. Los resultados presentados fueron
obtenidos con una disolucién de QD-BT, pero el mismo comportamiento se encontrd con
otras especies de QDs como QDs-STV o anti-IgG-QD.

2.3.2 Sintesis de quantum dots de CdSe y CdSe/ZnS

Se sintetizaron QDs de CdSe usando CdO como precursor siguiendo la ruta organo-
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metalica descrita por el grupo de Peng®'® con ligeras modificaciones e ilustrada en la

Figura 2.6. Brevemente, 1.23 mmol de CdO, 0.6 g de HPA y 17.5 g de TOPO fueron afiadi-
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Figura 2.6: Esquema de la sintesis organometdlica de quantum dots de CdSe y CdSe/ZnS.

dos a un matraz de tres bocas de 250 mL. La mezcla fue calentada hasta 300-320 °C bajo
un flujo de argén durante 15-20 min para permitir la disolucién completa del CdO en
HPA y TOPO. Tras disminuir la temperatura de la disolucién hasta 270 °C, se inyect6 répi-
damente 6 mL de una disolucién patrén de selenio, preparada en caja seca de atmdsfera
de Ar tras disolver 1.63 mmol de polvo de selenio en 7.5 mL de TOP. Tras la inyeccién, los
nanocristales se dejaron crecer desde 5 a 15 min a 250 °C dependiendo del tamafio del na-
cleo deseado y por tanto, de la longitud de onda de emisién de fluorescencia deseada. En
el caso de los QDs «core-shell» de CdSe/ZnS, el niicleo de CdSe fue sintetizado siguien-
do la estrategia descrita. Una vez el proceso de crecimiento alcanza el tamafio de ntcleo
deseado y con el objetivo de generar el recubrimiento de ZnS, se afiadi6 lentamente, a una
temperatura de 250 °C, 7.5 mL de una disolucién patrén de sulfuro de zinc (Zn/S/TOP)
(preparada en atmosfera de Ar tras mezclar 1.18 mmol de hexametildisilatiano, 8.34 mmol
de dietil zinc y 10.25 mL de TOP). A continuacién, se enfri¢ la mezcla a 100 °C durante
una hora. Para eliminar el exceso de los precursores que no reaccionan, se centrifugé para
precipitar los QDs dispersados. Se descart6 el sobrenadante y los QDs precipitados fueron
redispersados en cloroformo anhidro y almacenados a temperatura ambiente evitando el
contacto con la luz antes del uso.

SOLUBILIZACION ACUOSA DE QDs

Con el objetivo de hacer las nanoparticulas hidrofilicas para hacerlas compatibles con
un medio acuoso, los QDs fueron modificados superficialmente con un polimero anfifilico

(basado en grupos funcionales de anhidrido polimaleico) que interacciona con las cadenas
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Figura 2.7: Funcionalizacién de los quantum dots con un polimero anfifilico.

TOP/TOPO de los QDs, siguiendo un procedimiento descrito en la literatura®'® e ilustra-
do en la Figura 2.7. Brevemente, se afiade la disolucién de QDs en cloroformo anhidro
a una disolucién del polimero. El polimero anfifilico fue sintetizado siguiendo un proce-
dimiento previamente publicado®*°. Se agita para su homogeneizacién, se calienta a 60
°C para favorecer el recubrimiento, y se elimina el disolvente en un rotavapor. Se obtiene
un sélido que se redisuelve en 3 mL de una disolucién 0.02 M de entrecruzador (bis-
hexanoetilentriamina) para cerrar la estructura y estabilizar el recubrimiento polimérico y
se vuelve a eliminar el disolvente. El producto se redisuelve en una disolucion reguladora

de borato s6dico 50 mM pH 12 en medio acuoso.

2.3.3 Determinacion espectroscdpica de la concentracién y tamarfio de quantum dots

El método de Peng 2?18 permite estimar el tamafio de nanoparticula en QDs de Cd y
su concentracién, a partir de la medida del espectro de absorbancia. Para el caso de los

QDs de CdSe, se aplica la siguiente ecuacion:
D (nm) = (1.6122 X 109)A* - (2.6575 X 10°)A3 + (1.6242 X 1073)A? - (0.4277)\ + 41.57

donde D es el diametro de la nanoparticula y A es la longitud de onda del primer excitén
del espectro de absorbancia.

Con el valor para el diametro del nticleo de los QDs, se puede obtener el valor del
coeficiente de extincién molar () por mol de nanoparticula (L mol™ cm™) con la siguiente

ecuacion:
e = 5857 (D)>%

y aplicando la ley de Lambert-Beer se pude obtener la concentracién de nanoparticulas

en disolucion:
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Figura 2.8: Esquema del sistema utilizado para la electrodeposicién en rejillas de TEM.

A =cCL

donde A es la absorbancia a la longitud de onda del primer excitén, C es la concentra-

cién en particulas (mol L™) y L es la longitud de paso 6ptico utilizada en la medida.

2.3.4 Electrodeposicion de plata sobre rejillas de TEM

La electrodeposicién metdlica sobre rejillas de TEM ya habia sido previamente descri-
ta**' y un sistema similar fue utilizado en este trabajo. Brevemente, la rejilla de TEM fue
colocada sobre un sustrato de grafito pirolitico altamente ordenado (HOPG) con la zona
de la membrana de carbono hacia arriba. El sustrato de HOPG se coloc6 sobre una ldmina
metélica recubierta de oro que fue conectada al potenciostato. La disolucién de plata se
coloc6 sobre la rejilla, haciendo contacto s6lo con la membrana de carbono, que actué
como electrodo de trabajo. Un cable de platino, funcionando como electrodo auxiliar, fue

acoplado al electrodo de referencia de Ag/AgCl descrito en un apartado anterior.

2.3.5 Representacion del modelo de nucleacion de Scharifker-Hills

En la Figura 2.9 se muestra, en primer lugar, una hipotética respuesta cronoamperomé-

trica para una electrodeposiciéon metélica. Para estudiar la nucleacién y crecimiento de las
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Figura 2.9: Curva cronoamperométrica obtenida para la electrodeposicién metélica y representa-
cién del sistema modelo de Scharifker-Hills.

particulas electrodepositadas se puede usar el modelo teérico de Scharitker-Hills**?, des-
crito en la Introduccién. De forma experimental, este modelo puede evaluarse mediante la
transformacion de la respuesta cronoamperométrica a una curva representando los para-
metros t/tm en el eje de abscisas, mientras que se representa (i/im)> en el eje de ordenadas,
siendo i la corriente cronoamperométrica a un tiempo t, y tm es el tiempo al que aparece
la corriente maxima (im), como se ilustra en la figura mencionada.

La nucleacién instantdnea en este modelo se describe por la ecuacién 2.2, mientras que

la nucleacién progresiva puede ser expresada por la ecuacion 2.3.

g £\ ! - £\1)2
(i) =1,9542 <t> {1—exp —1,2564 (t) } (2.2)

i\ 2 £\ ! £\1)2
(i) =1,2254 <t> {1—exp —2,3367 (t) } (2.3)

Los curvas i-t de las medidas cronoamperométricas del Capitulo 7 fueron analizadas

con estas expresiones utilizando los valores experimentales obtenidos para im y tm, para
estudiar la nucleacién de particulas de plata. Por otro lado, este modelo también predice el
numero de sitios de nucleacién siguiendo por las siguientes ecuaciones para la nucleacién

instantanea:

im = 0,6382nFDC(kN)/2 (2.4)
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1,2564

m = N7kD (2-5)
1/2

k= (8”§M > (2.6)

donde n es el nimero de electrones involucrados, F es la constante de Faraday, D es
el coeficiente de difusién, C es la concentraciéon de la especie en la disolucién, N es la
densidad de nicleos (nimero de nicleos por drea superficial), M es la masa molecular de
la especie, y p es la densidad del material depositada.

El nimero de sitios de nucleacién en un modelo progresivo viene descrito por las si-

guientes ecuaciones:

im = 0,46152FD%¥*C(K' AN, )"/* (2.7)
1/2
p (46733 28)
ANk’ D

1/2
4 <87TCM> (29)

K==
o

3
donde N, es el densidad de los sitios activos.

2.3.6 Sintesis de nanoparticulas de fosfato de titanio

La sintesis de las nanoparticulas de fosfato de titanio fue llevada a cabo siguiendo un
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procedimiento encontrado en la literatura™” y adaptado a las instalaciones disponibles.

Este procedimiento se describe de forma detallada a continuacién:

1. Dentro de una caja seca (glovebox), se disuelve 1 g de AOT (2.25 mmol) en 6.3 mL de
etanol seco (5 g, d = 0.789 g mL™) en un matraz Schlenk que se cierra con un tapén

de goma. Se agita manualmente el matraz hasta la disolucién completa.

2. Dentro de la caja seca se afiaden 2 g de H;PO, a otro matraz Schlenk, y el matraz se

cierra con un tapén de goma tras introducir un agitador magnético.

3. Los dos matraces se conectan a una linea de nitrégeno y segtn el sistema esquema-

tizado en la Figura 2.10, se transfiere la disolucién del AOT al matraz que contiene
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el H;PO, mediante un capilar metalico dénde la presién del nitrégeno empuja la
disolucién. De esta manera, se evita el contacto de la disolucién con el aire y no es

necesario realizar este tipo de acciones dentro de la caja seca.

4. La disolucién se agita durante 6 horas, durante las cuales se forma un precipitado
blanco. Para obtener la disolucién, ésta se transfiere usando un sistema con capilar
similar al anterior, pero en el cual el extremo final tiene un filtro para evitar la

transferencia del producto sélido.

5. Dentro de la caja seca, se colocan 0.35 g de TBOT en otro matraz Schlenk, empleando
un cuentagotas. Se afiaden 6.3 mL de etanol seco, se cierra el matraz con un tapén

de goma y se agita manualmente para homogeneizar las dos fases liquidas.

6. Con el sistema capilar/nitrégeno se transfiere la disolucién de TBOT al matraz que

contiene la disolucién de fosfatos. Se agita manualmente para homogeneizar.

7. El matraz se coloca en un bafio de aceite, con un sistema de reflujo. En el extremo
del sistema de reflujo se coloca un borboteador con vaselina. El bafio de aceite se
calienta a 8o °C, y se deja la disolucién a reflujo durante 15 horas. Se forma un

precipitado blanco (ver Figura 2.11).

8. El contenido del matraz se coloca en tubos para centrifugar. Se centrifuga a 5000
rpm durante 5 minutos (0 mds tiempo si el producto no ha precipitado en el fondo
del tubo). Se separa y se elimina el etanol y se lava/centrifuga/separa tres veces con
etanol absoluto. Se comprueba que el pH del sélido (en una gota de agua) no esta

acido, sefal de que la mayor parte del H;PO, se ha eliminado.

9. Tras el dltimo lavado con etanol, se afiade dietil-éter para extraer el producto y se
transfiere a un matraz que se lleva a evaporar en un sistema conectado a una bomba
de vacio. El producto s6lido obtenido se deja a 8o °C durante unas 12 horas para su

secado final.

Aunque el mecanismo de esta reaccién no se ha estudiado en detalle, se espera que el
surfactante sea el responsable principal de formar las nanoparticulas. Un mecanismo de
formacion podria ser el siguiente: el surfactante protonado en etanol interacciona con los
fosfatos cargados negativamente de manera similar a la formacién de micelas. Cuando

el precursor de titanio se afiade a la disolucién, el crecimiento de las nanoparticulas es
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al aire «

Figura 2.10: Esquema del sistema utilizado para la transferencia de la disolucién en atmoésfera
inerte.

dirigido por las cadenas hidrocarbonadas de los surfactantes alrededor de los fosfatos,

conduciendo a nanoparticulas esféricas.

2.3.7 Funcionalizacion de nanoparticulas de fosfato de titanio

Las nanoparticulas de fosfato de titanio utilizadas durante esta Tesis Doctoral se modi-
ficaron con diferentes metales (Cd, Ag, Hg, Cu, Bi) en primer lugar, y algunas de ellas,

para aplicaciones bioanaliticas, también se modifican con neutravidina.

Funcionalizacion con metales

El intercambio i6nico que se lleva a cabo para la introduccién de metales en la estructura
de las TiPNPs se realiza segtin un procedimiento encontrado en la literatura '*°, pero que

se detalla a continuacién en més detalle:

1. Se prepara, en un matraz Schlenk, 17 mL de una disolucién 10 mM de del metal
especifico en H,O. Las sales metdlicas utilizadas fueron nitratos de plata, cadmio y

bismuto y acetatos de cadmio, mercurio y cobre.

2. Se dispersan 40 mg de TiPNPs en 1 mL de H,O (40 mg mL™). Se emplea un bafio

de ultrasonidos para obtener una dispersién homogénea (4 min, 37 Hz, go W). Se
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Figura 2.11: Producto obtenido en la sintesis de las TiPNPs.
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Figura 2.12: Posible mecanismo del intercambio catiénico de las TiPNDPs.
afade la dispersién de TiPNPs al matraz junto a la disolucién del metal, empleando
una micropipeta.
3. Se coloca el matraz en un bafio de aceite a 50 °C con agitacién durante 24 horas.

4. Se decanta la dispersion y se lava el producto precipitado con H,O durante 3 veces.
Se obtienen las nanoparticulas mediante centrifugacién y lavado con H,O, un lavado

final con éter y secado a vacio.

Un posible esquema de la reaccién de intercambio se representa en la Figura 2.12, dénde
se ilustra la extraccién de protones de las nanoparticulas para unir el cation metalico.
Funcionalizacion con neutravidina

Se lleva a cabo un método para la funcionalizacién de las MTiPNPs utilizando una

estrategia similar a un método utilizado para funcionalizar los grupos fosfato de hebras
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Figura 2.13: Posible esquema de la reaccién covalente entre los grupos fosfato de las TiPNPs y una

proteina.

de ADN utilizando imidazol que se encontré en la literatura®*3. Un posible esquema de

este mecanismo se representa en la Figura 2.13 y el procedimiento seguido para esta

funcionalizacién fue el siguiente:

1.

Se dispersan 5 mg de TiPNPs en 200 pL de imidazol 0.1 M pH 6, por sonicacién
en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos (100 W y 37 Hz) para obtener una

suspension coloidal homogénea.

. Sobre esta dispersion se afiaden rdpidamente 2 mg de EDC sélido y se homogeneiza

la disolucién.

. Se afiaden 100 pL de imidazol para contrarrestar un posible cambio de pH con la

reaccién con EDC, y se agita la disolucién durante 2 horas a unas 300 rpm.

. Se afade sobre la disolucién anterior 250 pL de neutravidina (0.2 mg mL™) en imi-

dazol, y se agita durante 20 horas para llevar a cabo la unién con la proteina.

. Se centrifuga, se lava con H,O y PBS y se redispersa el producto en 5 mL de PBS 0.1

M pH 7.0 (concentracién final de 1 mg mL™).

Por otro lado, se llevé a cabo la funcionalizacién con neutravidina de estas nanoparti-

culas siguiendo un método previamente publicado en la literatura **', cuyo mecanismo se

ilustra en la Figura 2.14. Brevemente, el método consta de las siguientes etapas:
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Figura 2.14: Posible esquema de la unién de la proteina con las TiPNPs tras su atrapamiento poli-
mérico.

1. Se dispersan 5 mg de MTiPNPs en 500 pL de H,O y a continuacién se afiaden otros
500 pL de una disolucién acuosa de PAH (2 mg mL™). Se colocan en un bafio de

ultrasonidos durante 20 min (37 Hz, 100 W).

2. Se centrifuga, se lava con H,O (tres veces), se redispersan las nanoparticulas en 500
pL de glutaraldehido (0.25% en H,O) y se mantiene en un bafio de ultrasonidos

durante 5 min.

3. Se centrifuga, se lava con H,O y PBS, y se redispersan en 500 pL de una disolucién de
neutravidina (0.05 mg mL™) en PBS. Se deja reaccionar durante 6 horas en agitacién

constante (alrededor de 300 rpm).

4. Se centrifuga, se lava con PBS y se redispersa el producto en 5 mL de PBS 0.1 M pH

7.0 (concentracion final de 1 mg mL™).

Las MTiPNPs funcionalizadas con neutravidina fueron almacenadas a 4°C en la disolu-
cién acuosa dentro de un microtubo de low-binding y con una concentracioén de 0.1 % de
BSA. Tras evaluar los resultados de la estabilidad de las TiPNPs en disolucién descritos
en el Capitulo 8, se decidi6 utilizar estas disoluciones solamente en un plazo de 10 dias

desde la funcionalizacién.
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2.3.8 Tratamiento de muestras reales

En el Capitulo 10 se lleva a cabo la determinacién no enzimética de glucosa utilizando
SPCEs modificados con CuTiPNPs en muestras reales como miel y plasma sanguineo.
Estas muestras tuvieron que ser tratadas antes de llevar a cabo las medidas. Para las
muestras de miel, 0.4 g de miel fueron diluidos en 25 mL de H,O y a continuacién, se
diluyeron 100 veces en NaOH o.1 M. Una alicuota de 40 pL de esta disolucion fue afiadida
al electrodo para llevar a cabo el andlisis electroquimico. Para las muestras de sangre,
con el objetivo de separar el plasma, la muestra fue centrifugada a 10000 rpm durante
3 minutos. El plasma (sobrenadante) fue recogido con una micropipeta y fue diluido 10
veces en NaOH o.1 M. Para las adiciones estandar, 500 pL del plasma diluido fueron
afiadidos a 500 pL de una disolucién de o, 100, 300 y 700 pM de glucosa en NaOH o.1
M. 40 pL de esta disolucién fue colocada sobre el electrodo para realizar las medidas

electroquimicas.

2.3.9 Medidas por espectroscopia de impedancia electroquimica

MopiricACION HIDROFILICA DE SPCEs con TTG

Espectroscopia de impedancia electroquimica fue utilizada con el objetivo de obtener
informacién cualitativa del recubrimiento proteico obtenido tras la modificacién de la
superficie de electrodos serigrafiados con transglutaminasa como se describe en el Capitu-
lo 6. Se utilizaron electrodos serigrafiados individuales para llevar a cabo estas medidas.
La modificacién hidrofilica de SPCEs fue realizada siguiendo la metodologia descrita en el
capitulo mencionado, pero usando 10 pL de la disolucién de tTG (como es habitual para
SPCEs individuales, ya que es el volumen necesario para recubrir completamente la super-
ticie del electrodo de trabajo). La modificacién convencional (los SPCEs no fueron lavados
con disolucién reguladora antes de la inmovilizacion de tTG) se llevé a cabo depositando
una alicuota de 10 pL de una disolucién de tTG (en Tris). En ambos casos se utiliz6 una
concentracién de 0.1 mg mL™ y los electrodos modificados se almacenaron a 4 °C durante
la noche. Tras lavar los SPCEs con Tris, 40 nL de una disolucién de [Fe(CN)g]3/4 (5 mM)
preparada en KCl 0.1 M fue colocada en la celda electroquimica y se realizaron medidas
EIS aplicando un potencial de +0.12 V y una amplitud AC de 10 mV. Los datos de impe-

dancia obtenidos fueron ajustados al circuito equivalente de la Figura 2.15, y el valor de
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Figura 2.15: Circuito equivalente empleado para ajustar los datos de EIS.

la resistencia a la transferencia de carga (R.) fue elegido para comparar el recubrimiento

proteico de ambas metodologias.

EsSTUDIO DE ELECTRODOS MODIFICADOS CON MTIPNDPs

Con el objetivo de analizar la superficie electrédica de los electrodos serigrafiados mo-
dificados con TiPNPs y MTiPNPs (modificadas con Ag y Cu), se llevé a cabo un estudio
mediante EIS de estos electrodos. Para ello, se depositaron 40 pL de una disolucién 5 mM
del par redox [Fe(CN)s]3/4preparada en KCl 0.1 M sobre la celda electroquimica y se
realizaron las medidas de EIS aplicando un potencial de +0.12 V y una amplitud AC de
10 mV. Los resultados de impedancia obtenidos fueron ajustados al circuito equivalente

de Randles (Figura 2.15).

2.3.10 Cdlculo del limite de deteccion

Aunque no es exactamente un procedimiento experimental, el cdlculo del limite de de-
teccién (LOD) de los métodos analiticos desarrollados en este trabajo se realiza en varias
ocasiones, y por tanto, es importante explicar la metodologia seguida para calcularlo. En
la mayoria de los casos, el LOD se calcula a partir de la recta de calibrado como la con-
centraciéon que da una sefial analitica de tres veces la desviacién estdndar de la estima?”.
En los casos donde una senal decreciente con la concentracion fue obtenida (como en los
ensayos competitivos), el LOD fue estimado como la concentracién que da una sefial que

es el 90 % de la sefial méxima.
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3.1 INTRODUCCION

Aunque ampliamente utilizados en diferentes aplicaciones, poco se conoce sobre el com-
portamiento electroquimico a nivel estructural de los electrodos serigrafiados. Este tipo de
electrodos presentan una superficie muy heterogénea que puede producir una respuesta
electroquimica muy variada, mientras que los estudios en la macroescala® publicados has-
ta ahora solamente proporcionan informacién promediada. Por tanto, el estudio de la
actividad localizada con técnicas electroquimicas microscépicas a lo largo de la superficie
de los electrodos serigrafiados puede ser muy importante para poder explicar con mayor
exactitud y de forma mas completa su comportamiento electroquimico global.

En este capitulo, se utiliz6 SECCM voltamperométrica en hopping-mode para estudiar la
actividad electroquimica localizada de electrodos serigrafiados de carbono con el objetivo
de explicar la influencia de la heterogeneidad de la superficie en la respuesta electroquimi-

ca. Hexaaminrutenio y dopamina, que experimentan diferentes procesos de transferencia

En este capitulo, la macroescala se refiere a hacer las medidas de forma convencional usando 40 pL de
disolucién y la celda electroquimica integrada de la tarjeta serigrafiada.
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Figura 3.1: Voltamperogramas ciclicos para la reduccién de 250 pM de [Ru(NH;)6]?* en la ma-
croescala (a) y en una configuraciéon SECCM (b). La zona especifica de la superficie
electrédica en la cual se obtuvo esta medida se muestra en la Figura 3.2.

electrénica, fueron utilizados para evaluar el comportamiento electrédico a diferentes velo-
cidades de barrido. Utilizando SECCM voltamperométrica y una sonda sub-micrométrica
fue posible visualizar y obtener informacion de la actividad electroquimica a diferentes
potenciales a lo largo de toda la superficie serigrafiada. El contacto de la sonda con la
superficie deja un residuo salino en el electrodo, que puede ser utilizado para relacionar,
exactamente, la medida electroquimica con la estructura superficial. Microscopia electro-
nica de barrido (SEM) y micro-espectroscopia Raman fueron empleadas como técnicas
para evaluar las caracteristicas estructurales de los electrodos serigrafiados de carbono y

su efecto en la respuesta electroquimica.

3.2 ELECTROQUiMICA DEL HEXAMINRUTENIO EN ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE

CARBONO

Para estudiar el comportamiento electroquimico del [Ru(NHj;)s]>* en SPCEs, en primer
lugar, se investig6 la reaccién de reduccion de esta especie en la macroescala. Se registra-
ron una serie de voltamperogramas ciclicos consecutivos para la reduccién de 250 utM de
[Ru(NHj;)6]>" a una velocidad de barrido de 100 mV s™que se muestran en la Figura 3.1A.
Estos voltamperogramas exhiben la forma caracteristica de una difusién lineal de las es-
pecies hacia el electrodo. La diferencia de potenciales de pico (AEp) se mantuvo en un
rango entre 60-70 mV. Estos valores son cercanos al valor tedrico que se obtendria para un
proceso de un electrén controlado por difusién (59 mV), y sugieren que los SPCEs tienen
una cinética rdpida y buen comportamiento electroquimico. Casi no se observa variacién
en las corrientes de pico o en los potenciales de pico para las medidas consecutivas, que
apunta a una baja contaminacién de la superficie electrédica, y por tanto, los resultados

son altamente indicativos de la actividad electroquimica.
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A continuacion, se llevaron a cabo experimentos de SECCM voltamperométrica para
obtener informacién localizada del comportamiento de los SPCEs. La técnica SECCM per-
mite realizar medidas con una alta resolucién espacial y en una superficie esencialmente
nueva para cada medida. La Figura 3.1b muestra una CV tipica para la reducciéon de 250
pM de [Ru(NH;)6]3" en un SPCE usando SECCM a una velocidad de barrido de 100 mV
s*. En este caso, se obtiene una CV con respuesta de estado estacionario, que indica una
difusion radial de las especies desde la sonda hasta la superficie del electrodo*3, ponien-
do de manifiesto un transporte de masa mucho maés eficaz que en la macroescala. La
actividad electroquimica localizada puede ser representada por medio de mapas de acti-
vidad de diferentes tipos. Por ejemplo, la Figura 3.2a muestra la diferencia de potenciales
de pico (calculada como AEp = E;,, - E;/,) a lo largo de toda la superficie escaneada.
En la mayoria de las zonas, la AEp se encuentra entre 62-75 mV, un valor relativamente
cercano al valor tedrico de 59 mV, y coincidente con los experimentos en la macroescala.
La pequena diferencia en la AEp a lo largo de toda la superficie escaneada revela que la
transferencia electrénica es rdpida y bastante uniforme. El residuo dejado por el contacto
de la sonda sirve como marcador para el andlisis estructural con otras técnicas micros-
copicas con el objetivo de correlacionar especificamente la actividad electroquimica con
la informacién estructural de la superficie electrédica. Se registraron imagenes de SEM
y mapas Raman en las mismas zonas barridas por SECCM vy se encontré una heteroge-
neidad estructural significativa a lo largo de la superficie. Por ejemplo, las imdgenes de
SEM (Figura 3.2c) muestran diferentes grados de rugosidad en toda la superficie, que es
tipico de una alta temperatura de curado usada para sustratos ceramicos (como son los
electrodos utilizados en este trabajo). Dos espectros Raman tipicos de los obtenidos tras el
andlisis de la superficie electrédica se muestran en la Figura 3.3. La Figura 3.2d muestra
un mapa representando la relacién entre la intensidad de las bandas G/D (bandas a ~1590
y ~1360 cm™, respectivamente). Esta relacién ha sido previamente utilizada para obtener
informacion sobre la cristalinidad y densidad de defectos de la microestructura del grafito
ya que la banda G es indicativa de carbono sp? de alta calidad, y la banda D es indicativa
de carbono sp3 y puede atribuirse a la presencia de defectos y step edges>*#>*>. El mapa
obtenido mediante Raman coincide, de manera general, con la estructura observada en las
imagenes de SEM. El mapa muestra zonas con diferentes relaciones G/D que correspon-
den a diferentes microestructuras del grafito. Un mayor valor de esta relacién G/D sugiere
que el grafito presenta mas cristalinidad y menor densidad de defectos. Sin embargo, la

heterogeneidad estructural de la superficie serigrafiada de grafito no muestra ninguna
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Figura 3.2: Mapa que representa la diferencia de potenciales de pico (como |E;,,-E;/, ) (a), mapa
que representa la relacién entre la corriente y la corriente limite para la reduccién de
[Ru(NH;)6]?* a -0.31 V (b), imagen SEM de la misma zona (c) y mapa Raman de la
relacion entre Ig/Ip para la zona escaneada (d).

correlacién con la cinética de la reduccién de [Ru(NHj;)s]3* . Por otro lado, las excelen-
tes propiedades de la SECCM voltamperométrica permiten construir una serie de mapas
equipotenciales de la actividad electroquimica como funcién de la posicion espacial. Las
series equipotenciales pueden unirse para generar un video dindmico de la actividad elec-
troquimica (ver en urlhttps://goo.gl/NWDg7v) que representa la corriente normalizada
(i/iim) obtenida en un barrido ciclico de potenciales para la reduccién de [Ru(NH;)s]3*
en SPCEs. Un frame de este video a un potencial al cual se produce la reducciéon de la
especie (-0.31 V) se representa en la Figura 3.2b. Tanto en el mapa dindmico como en este
frame especifico no se observa una diferencia significativa en la actividad electroquimica
de las diferentes zonas de la superficie, indicando que la transferencia electrénica es igual
de répida en toda la superficie para la reduccién de [Ru(NH;)s]3* .

Algunos estudios previos publicados en la literatura propusieron que la cantidad de
aglutinante puede jugar un papel importante en la respuesta electroquimica del [Ru(NH;)¢]3*

en SPCEs2922%_ Sin embargo, con medidas en la macroescala, esta informacién es caracte-
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Figura 3.3: Espectros de Raman representativos de la superficie de electrodos serigrafiados de car-
bono.

ristica de la superficie electrédica en promedio para diferentes cantidades de aglutinante.
Con los resultados obtenidos por SECCM, parece claro que la cantidad de aglutinante es
bastante homogénea a lo largo de la superficie ya que no existe diferencia significativa en
la actividad electroquimica en diferentes zonas. Por otro lado, varios autores han descrito
que la reduccion de [Ru(NH;)s]>* en SPCEs es claramente dependiente de la poblacion de
defectos similares a step edges*7*%, aunque recientemente se ha descubierto que los pla-
nos basales también muestran una cinética rdpida para la reduccién de [Ru(NH;)s]>* 206,
Los mapas Raman de los SPCEs exhiben algunas zonas donde la relacién entre las inten-
sidades de las bandas G y D fueron diferentes, que indica que diferentes zonas tienen
diferentes densidades de defectos en la microestructura del grafito. Sin embargo, la re-
duccién de [Ru(NH;)6]3" no mostré ninguna correlacion con la diferente microestructura
del grafito ya que se observa una respuesta bastante homogénea. Este hecho sugiere que
la diferente densidad de defectos del grafito no parece tener un efecto importante en la
reduccion de [Ru(NHj;)6]>" en SPCEs, siendo un proceso electroquimico bastante insensi-
ble a la estructura superficial en estos electrodos, como se espera teéricamente para una

transferencia electrénica de esfera externa.

3.3 ELECTROQUfMICA DE LA DOPAMINA EN ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE CAR-

BONO

El estudio de la electro-oxidaciéon de DA puede mostrar una mayor heterogeneidad en
diferentes tipos de superficies ya que la DA experimenta una transferencia electrénica de

esfera interna, que, normalmente, depende de la microestructura de carbono 228,229 - Ade-
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maés, la DA tiene una alta importancia biolégica y su determinaciéon es un problema de
estudio recurrente®3°23'. La electro-oxidacion de DA es un proceso bastante complejo ya
que involucra diferentes especies, la adsorcién puede jugar un papel importante3*233 y
eventualmente, se podria formar un compuesto polimérico en la superficie electrédica
que inhibirfa la transferencia electrénica*%*34. Una breve descripcién de este proceso a
pH fisiol6gico se describe a continuacién y el esquema del mecanismo se muestra en la Fi-
gura 3.4. Este proceso sigue un mecanismo ECE (electroquimico-quimico-electroquimico)
que consiste en la oxidacién de la DA para generar dopaminaquinona (DAQ), que tras
una reacciéon acoplada de ciclacion intramolecular genera leucodopaminacromo (LDAC),
especie facilmente oxidable a dopaminacromo (DAC). Aunque el proceso de polimeriza-
cién desde estos compuestos no estd ciertamente claro, finalmente, polimeros derivados
de melanina son producidos en la superficie electrédica®3>. La actividad electroquimica de
la oxidacién de DA ha sido estudiada en diferentes electrodos serigrafiados, pero, normal-
mente, se utiliza una concentracion fija3°23237, La formacién del polimero en la superficie
electrédica depende de varios factores como la concentracion inicial de DA o la velocidad
de barrido de la CV?3%. Por tanto, en algunos de estos trabajos donde se estudia la acti-
vidad electroquimica con altas concentraciones de DA, el bloqueo de la superficie puede
estar afectando a los resultados obtenidos. Por estas razones, en este trabajo se estudio la
oxidacién de DA a diferentes concentraciones y velocidades de barrido con el objetivo de
obtener informacién del efecto del bloqueo en la superficie serigrafiada y poder extraer la
informacion cinética en condiciones donde el bloqueo es minimizado.

En primer lugar, se estudio la electro-oxidaciéon de DA en la macroescala. Se registraron
cinco CVs consecutivas para diferentes concentraciones de DA (30, 500 uM) y velocidades
de barrido (100, 500 mV s™). La Figura 3.5 y la Figura 3.6a-b muestran las CVs tipicas
para estas concentraciones y velocidades de barrido. El comportamiento de la DA en SP-
CEs es similar a otros electrodos de carbono o metélicos*3>. El voltamperograma muestra
un proceso de oxidacién con un potencial de pico hacia 0.20 V para la oxidacién de DA
a DAQ, y su correspondiente reduccién a o V. Como se ha mencionado antes, la DAQ
puede reaccionar quimicamente para formar LDAC, asi que en la mayoria de los casos, no
toda la DAQ generada esta disponible para la reduccién, como sugiere la relacién entre
las corrientes del pico anddico y catédico, con un valor menor de uno. La LDAC, generada
quimicamente, se oxida a un potencial cercano a -0.2 V, y por tanto, se genera DAC, in-
cluso en el primer barrido. La DAC se reduce a un potencial cercano a -0.4 V para formar

de nuevo LDAC. Con las CVs consecutivas, la intensidad de los procesos DAC/LDAC se
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Figura 3.4: Esquema del posible mecanismo de polimerizacién de dopamina tras su electro-
oxidacién.

147 Daniel Martin Yerga



CORRELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD ELECTROQUiMICA EN ELECTRODOS

SERIGRAFIADOS DE CARBONO

x10°® b) o x10°

E/V ' E/V

Figura 3.5: Voltamperogramas ciclicos de dopamina en la macroescala a diferentes condiciones: a)
30 ptM y 100 mV /s y b) 500 tM y 500 mV s™.

incrementan ya que mds DAQ se estd produciendo por la oxidacién de DA. Aunque los
procesos redox DAC/LDAC estan relacionados con la oxidaciéon de DA, en los estudios
posteriores se utiliz6 la oxidacién de DA a DAQ para explicar el comportamiento electro-
quimico en los SPCEs ya que es el proceso tipicamente utilizado. Al analizar las medidas
consecutivas, se observa un efecto negativo con el aumento del nimero de CVs, especial-
mente en las corrientes de pico. La corriente de pico de la quinta CV decrece entre 5-35 %
en comparacion a la primera CV para las diferentes condiciones. Las medidas voltampero-
métricas en la macroescala sugieren que la oxidacién de DA conduce a un bloqueo rapido
del electrodo serigrafiado. Este hecho concuerda con la relacién entre las corrientes de
pico, que indica que parte de la DAQ ha reaccionado para formar los productos iniciales
de la polimerizacién. Este efecto depende de la concentracién de DA y de la velocidad de
barrido, mostrando un mayor efecto a velocidades de barrido bajas y altas concentraciones.
De hecho, el menor efecto se obtiene con una concentracién de 30 pM y una velocidad
de barrido de 500 mV s, para las cuales se obtiene una relacién cercana a uno entre
las corrientes de pico anddica y catdédica. Estas condiciones conducen a una formacién y
acumulacién de los productos bloqueantes maés lenta, y deberian ser adoptadas cuando
se utiliza la oxidaciéon de DA para estudiar el comportamiento de diferentes electrodos
de carbono. Con unas condiciones de bloqueo mayores (mayor concentracién de DA o
velocidades de barrido mds bajas), la menor actividad electroquimica podria ser debida,
en parte, a la presencia de las especies bloqueantes y no, directamente, relacionadas con
la actividad real del electrodo.

Para estudiar el efecto de la heterogénea superficie serigrafiada en la oxidacién de DA,

los experimentos SECCM voltamperométricos fueron llevados a cabo a diferentes concen-
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Voltamperogramas ciclicos consecutivos en la macroescala para la oxidacién de 30 pM
de DA a 500 mV s™ (a) y 500 pM de DA a 100 mV s™ (b). Dos voltamperogramas
ciclicos tipicos obtenidos con SECCM para la oxidaciéon de 30 uM de DA a 500 mV s™
(c-d). El drea especifica donde estos voltamperogramas son obtenidos se indican en la
Figura 3.8.
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traciones y velocidades de barrido. Un mapa topografico puede ser obtenido utilizando
los valores de la posicién Z de cada contacto de la sonda con la superficie electrédica, y
como se muestra en la Figura 3.7, coincide relativamente bien con la superficie electré-
dica real, demostrando la versatilidad de la SECCM en hopping-mode para el imaging de
superficies muy rugosas. Segun los datos obtenidos en la macroescala, se esperaba que
los experimentos usando una concentraciéon de 30 uM de DA y una velocidad de barrido
de 500 mV s™ conducieran a un bloqueo superficial minimo y los resultados pudieran
ser relacionados completamente con la actividad electroquimica del electrodo frente a
la oxidacion de DA. En la Figura 3.6c-d, se muestran dos CVs tipicas obtenidas en las
medidas con SECCM bajo estas condiciones. Aunque la mayoria de los voltamperogramas
tienen forma de curva de estado estacionario (Figura 3.6c), en algunas zonas especificas de
la superficie electrédica, los voltamperogramas presentaban un pequefio pico agudo a un
potencial justo antes de obtener la corriente de estado estacionario. Este hecho sugiere que
parte del producto se adsorbe en ciertas zonas de la superficie, conduciendo a una CV con
forma de pre-pico, tipico de procesos de adsorcién. En la Figura 3.8a se muestra un mapa
representando la relacién entre la corriente de pico y la corriente limite para la oxidacién
de DA con el objetivo de visualizar este efecto sobre toda la superficie escaneada. En la
mayoria de las zonas, esta relaciéon es cercana a uno, que indica que no existe un pre-pico
antes de la corriente limite y que la reaccién estd controlada por la transferencia de masa
(difusién) de las especies al electrodo. Sin embargo, se observan dos zonas en el mapa
en las que esta relacién es mucho mayor, sugiriendo que los procesos de adsorcién sola-
mente ocurren en estas zonas. Otro mapa interesante que puede ser obtenido con SECCM
voltamperométrica es el mapa del potencial de semionda (E,/,) a lo largo de toda la super-
ficie (Figura 3.8b). El valor de E;/, proporciona informacién de la facilidad con la que se
produce una reaccién electroquimica, es decir, informacién cinética. Se obtuvo un mapa
bastante heterogéneo para el E, /,, con varias zonas con mayor actividad. Algunas de estas
zonas corresponden a las zonas de adsorcién, pero otras zonas muestran una mayor acti-
vidad incluso si se observa un proceso controlado por difusion. Este hecho muestra que
no toda la superficie del electrodo serigrafiado responde igual, e, incluso, zonas donde no
ocurre adsorcién, podrian tener cinética mds rapida que otras zonas. Esta heterogeneidad
en la actividad electroquimica puede ser observada dindmicamente con un video de la
densidad de corriente superficial a diferentes potenciales a lo largo de la superficie esca-
neada por SECCM (ver en https://goo.gl/XGaF9K). La Figura 3.8c muestra la imagen de

SEM del area escaneada tras los experimentos de SECCM. Los residuos salinos son bas-
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tante homogéneos en los diferentes sitios, y el didmetro de estos residuos (indicativo de
la celda electroquimica) fue utilizado para estimar el area electrédica de cada una de las
medidas por SECCM. Hay una fuerte correlacion entre zonas con una actividad electroqui-
mica alta (ya sea cinética més rapida o adsorcién) y zonas dénde particulas mas grandes
sobresalen de la estructura serigrafiada. Similarmente, zonas con cinética mds lenta o sin
adsorcién, parecen ocurrir, generalmente, en zonas con una estructura superficial mas li-
sa y homogénea. Esta respuesta parece ser coherente con otros trabajos, donde, tras una
activacion con plasma, mayor cantidad de particulas de grafito aparecian sobre la super-
ficie del electrodo y una cinética mds rapida para la oxidacién de DA era observada3®23.
Para estudiar la microestructura del grafito y relacionarlo con la actividad electroquimica,
se registraron los mapas Raman para la superficie escaneada. La Figura 3.8d muestra un
mapa representando la relacién entre la intensidad de las bandas G/D (bandas a ~1590 y
~1360 cm™, respectivamente). Como se puede observar, existe una clara correlacién entre
el mapa Raman, la imagen SEM y la actividad electroquimica. De hecho, zonas con mayor
actividad electroquimica corresponden a zonas con una relacién G/D mayor, indicando
que particulas de grafito con menor densidad de defectos son responsables de la respuesta
electroquimica més alta. Las zonas dénde se observo la adsorcién, también mostraron una
relaciéon G/D alta. Unos resultados similares se encontraron con experimentos realizados
para una velocidad de barrido de 100 mV s™. La influencia de las CVs consecutivas fue
estudiada llevando a cabo 5 ciclos en cada zona de un experimento SECCM a velocidades
de barrido de 100 y 500 mV s™. La relacién entre la corriente de pico del primer ciclo y
los siguientes fue cercano a uno (Figura 3.9), que indica que bajo estas condiciones experi-
mentales el bloqueo de la superficie por la acumulacién del polimero no es un problema.
Por tanto, los resultados obtenidos en estas condiciones reflejan de manera inequivoca la
actividad electroquimica real de los SPCEs.

El proceso de adsorcién en los SPCEs fue estudiado con SECCM voltamperométrica
usando una disolucién de 1 ptM de DA a una velocidad de barrido de 500 mV s™. Usando
esta concentracion tan baja y esta velocidad de barrido, los procesos de adsorciéon deberfan
resaltarse en relacién a procesos controlados por difusién (por la relacién entre la i, y la
velocidad de barrido). En la Figura 3.10a se muestran dos CVs tipicas obtenidas en este
experimento. En algunos casos, se observa un pico definido a un potencial cercano a +o.1
V (potencial similar al pre-pico que aparece para 30 pM), y un proceso poco definido pero
que se puede intuir hacia +0.2 V. En otras zonas de la superficie solamente aparece un pro-

ceso con un pico ancho a +0.2 V. Los valores para la corriente de pico anédico (alrededor
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Figura 3.7: Imagen SEM de una zona escaneada de un electrodo serigrafiados y su correspondiente
imagen topogréfica obtenida con SECCM.
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Figura 3.8: Mapas que representan la oxidaciéon de 30 uM de DA a 500 mV s™ en una configuraciéon
SECCM: a) relacién entre la corriente de pico y la corriente limite, b) potencial de
semionda. c) Imagen SEM y d) mapa Raman de la relacién Ig/Ip para la misma zona
escaneada.
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Figura 3.9: a) Voltamperogramas ciclicos consecutivos para un experimento SECCM en una zona
especifica de la superficie electrédica, y b) mapa representando la relacion entre la
corriente de pico del primer y del quinto voltamperograma.

de 1x10% A cm™) son mucho mayores en relacién a los obtenidos para concentraciones
mas altas (por ejemplo, alrededor de 4x10% A cm™ para 30 uM). Este hecho sugiere que
una fuerte adsorcién ocurre en estas zonas para los experimentos con 1 utM, con un efecto
importante de la componente difusional en concentraciones mads altas. Las corrientes de
pico para las zonas dénde se observa el proceso a +0.2 V fue, también, relativamente alta
en comparacion a las obtenidas para mayores concentraciones, hecho que descarta un pro-
ceso controlado por difusion . En este caso, es probable que se produzca una adsorcién
débil y que la DAQ pueda ser desorbida y formar LDAC, con la consiguiente disminucién
del proceso de reduccion. Para extraer los parametros de estos procesos (ip y Ep), se llevo a
cabo su deconvolucién segtn se explicé en el Capitulo 2. La carga total bajo el pico voltam-
perométrico (Q,4s) puede ser utilizada para obtener una estimacién de la concentracion

superficial adsorbida (I',4s) en el electrodo de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Quds = nPArads (3-1)

donde n es el nimero de electrones intercambiados, F es la constante de Faraday, A es el
area electrédica. La versatilidad de la SECCM voltamperométrica permite generar un ma-
pa de la concentracién superficial a lo largo del drea escaneada del electrodo serigrafiado
(Figura 3.10b). Aunque varias zonas muestran cierta adsorcién del producto, esta especie
es, en gran parte, adsorbida en algunas zonas especificas. Analizando las imagenes SEM
y el mapa Raman de esta superficie serigrafiada (Figura 3.10c-d), se alcanzan las mismas

conclusiones que para las concentraciones altas de DA: zonas con particulas més grandes
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Figura 3.10: a) Dos voltamperogramas tipicos obtenidos para la oxidacién de 1 tM de DA en confi-
guracion SECCM. b) Mapa representando la concentracién superficial a lo largo de la
superficie serigrafiada. c) Imagen SEM y d) mapa Raman de la relacién Ig/Ip para la
zona barrida. La imagen SEM muestra las zonas especificas de los voltamperogramas
en a).

sobresaliendo de la superficie y teniendo un mayor grado de cristalinidad exhiben un ma-
yor grado de adsorcién. Es interesante resaltar que en algunos estudios publicados para
medidas en la macroescala®, la dependencia de la corriente de pico de la oxidacién de do-
pamina con la raiz de la velocidad de barrido parece indicar que el proceso estd controlado
por difusion. Segtin los datos obtenidos por SECCM, no toda la superficie sufre procesos
de adsorcién fuerte sino que es s6lo una pequefia parte, por lo que, probablemente, la
actividad de las zonas donde la reaccién electroquimica estan controladas por difusion se
superponga y la respuesta global observada viene controlada por las zonas de difusion.
Sin embargo, un experimento tipico para confirmar la adsorcién de las especies es hacer
una medida en ausencia de analito tras haber hecho una medida normal. Realizando este
experimento tras una medida convencional en SPCEs se puede observar un proceso a un
potencial similar a la oxidaciéon de DA, algo que confirma la adsorcién sobre la superficie.

Con el objetivo de obtener més informacién sobre el bloqueo de la superficie por los
productos generados en la electro-oxidacion de DA, se llev6 a cabo SECCM voltamperomé-

trica usando 500 pM de DA. Bajo estas condiciones, incluso en una configuracién SECCM,
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se obtuvieron voltamperogramas en forma de pico (indicativo de difusién lineal)®. En este
caso, el mapa representando el E,/, (Figura 3.11a) muestra una mayor homogeneidad en
toda la superficie en comparacién a concentraciones menores, pero una fuerte heteroge-
neidad es observada para el mapa de la AE, (Figura 3.11b). Este hecho sugiere que el
bloqueo de la superficie podria estar afectando la reduccién de DAQ incluso en el pri-
mer ciclo, y parece que diferentes zonas de la superficie pueden sufrir un mayor o menor
bloqueo. Se espera que en zonas donde el proceso de reduccién exhibe una transferencia
electrénica disminuida (menores corrientes de pico y potencial desplazado) tendrd un ma-
yor problema de bloqueo. Este proceso de reducciéon incluso desaparece en muchos de los
experimentos a 100 mV s, ya que existe mas tiempo para que se produzca la reaccién
acoplada, disminuyendo la concentracién de DAQ en la interfase electrodo/disolucion,
y generando las especies iniciales de la polimerizacién. Mayor cantidad de residuos son
observados en la imdgenes SEM para los experimentos a 100 mV s™, que confirma el au-
mento en la generacion del polimero sobre la superficie electrédica (Figura 3.12). De la
misma manera que para concentraciones bajas de DA, se llevaron a cabo estudios estruc-
turales usando SEM y Raman (Figura 3.11¢-d). Al comparar el mapa de AE;, y la imagen
SEM, las zonas de la superficie con mayor rugosidad y mayores particulas sobresaliendo
parecen ser las zonas mds propensas a sufrir el bloqueo de la superficie que zonas maés
lisas y homogéneas. El mapa Raman también muestra que la relacion G/D es mayor en
estas zonas indicando un grafito més cristalino con menor densidad de defectos. Estos
resultados son coherentes con los resultados obtenidos a bajas concentraciones, ya que
estas zonas se caracterizan por tener una mayor actividad electroquimica (y adsorcién
del producto) que lleva a una mayor reactividad y una generacién incrementada de los
productos de polimerizacién, y por tanto, es 16gico encontrar un mayor bloqueo de la su-
perficie. En este caso, a estas concentraciones, si alguna adsorcién ocurriera en estas zonas,
parece que el bloqueo de la superficie seria un proceso mas fuerte e impediria el proce-
so de adsorcién, como se muestra por la desaparicién del pico de reduccién (presente a
concentraciones menores cuando una adsorcién fuerte era observada). Ademas, el grafito
cristalino con menor densidad de defectos (como se determiné por la relaciéon G/D en
Raman), aparece ser mas propenso al bloqueo superficial por los productos de oxidacion,
como se ha visto anteriormente en electrodos de HOPG**. La concentracién usada en

este estudio (500 ptM) es incluso més baja que las empleadas en diferentes estudios con

Una concentracién alta de la especie redox dentro del capilar no permite una transferencia de masa conver-
gente en estas condiciones (aunque podria ocurrir a velocidades de barrido méds bajas).
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Figura 3.11: Mapa representando el potencial de semionda (a) y la diferencia de potenciales de pico
(b) para la oxidacién de 500 uM de DA a 500 mV s™ en una configuracién SECCM. c)
Imagen SEM y d) mapa Raman de la relacién I /Ip de la zona barrida.

SPCEs, y por tanto, se espera que usando concentraciones mads altas, el efecto bloqueante
sea mayor, y los resultados se vean mds afectados por este proceso.

A continuacion, se llevé a cabo SECCM voltamperométrica con CVs consecutivas usan-
do 500 pM y velocidades de barrido de 100 y 500 mV s™. Aunque el efecto bloqueante
fue significativo para ambas velocidades de barrido, la disminucién de corriente fue par-
ticularmente alta para 100 mV s™, con un fuerte desplazamiento del E,,, (Figura 3.13a),
indicando una cinética mucho mas lenta (con un cambio dramatico en la forma de la onda).
Este comportamiento es indicativo de una disminucién de la velocidad de la transferencia
electrénica segtn el electrodo experimenta las CVs consecutivas. Interesantemente, en un
experimento realizado a 500 mV s, el residuo dejado en la superficie del electrodo seri-
grafiado fue en aumento con los experimentos (Figura 3.13b). Mientras este hecho pudo
haber sido debido a una posible interaccién del menisco de la sonda con el residuo sélido
dejado en la superficie que resultara en un drea de contacto mayor, la disminucién de la
corriente entre el primer y el quinto ciclo muestra la misma tendencia (Figura 3.13c). Esto
evidencia, de forma clara y visual, el efecto del bloqueo superficial por los productos de la
oxidacién de la DA en la respuesta electroquimica. Ademds, la desaparicién por completo

del proceso de reduccién, indica que incluso en el primer ciclo, la superficie bloqueada
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Figura 3.12: Imagen SEM de la zona escaneada en un experimento SECCM para la oxidacién de
500 pM de DA a una velocidad de barrido de 100 mV s (a) y de 500 mV s™ (b).
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Figura 3.13: a) CVs consecutivas en un experimento SECCM para la oxidacién de 500 uM de DA a
500 mV s*. b) Imagen SEM de la zona barrida y c¢) mapa que representa la disminucién
de la corriente de pico entre la primera y la quinta CV en la superficie electrédica.

afecta de manera significativa a la respuesta electroquimica (cinética, corrientes de pico,

potenciales de pico, etc.) incluso a una velocidad de barrido de 500 mV s™.

3.4 CONCLUSIONES

La SECCM voltamperométrica combinando imaging SECCM con medidas de voltam-
perometria ciclica empleando el hopping-mode ha resultado ser una gran técnica para el
estudio de superficies muy rugosas y heterogéneas como los electrodos serigrafiados. Me-
didas voltamperométricas ordenadamente espaciadas en la microescala pueden generar
una cantidad elevada de informacién que puede ser representada en forma de mapas y
puede ser relacionada con la zona especifica de la superficie. Ademas, la obtencién de la
respuesta de corriente a diferentes potenciales permite la generacién de mapas potenciodi-
namicos en formato video, capaces de mostrar dindmicamente la actividad electroquimica

de la superficie escaneada.
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La SECCM voltamperométrica fue utilizada para estudiar la respuesta de electrodos
serigrafiados de carbono frente a la reduccién de hexaaminrutenio y la oxidacién de la
dopamina. La reduccién de [Ru(NHj;)s]>* ocurre de manera bastante homogénea en toda
la superficie del electrodo serigrafiado, obteniendo valores de AEp cercanos al valor teéri-
co para un sistema reversible. Las caracteristicas estructurales heterogéneas y la diferente
microestructura del grafito no afectaron a la actividad electroquimica. Aunque, previa-
mente, se habia descrito que los defectos de tipo step edge o la cantidad de aglutinante
podian tener una influencia importante en la reduccién del [Ru(NH;)¢]>* en SPCEs, los re-
sultados obtenidos en este capitulo, muestran una fuerte independencia entre la actividad
electroquimica de esta especie y la estructura del electrodo serigrafiado. Sin embargo, la
oxidacién de la dopamina muestra una clara dependencia de la superficie del electrodo se-
rigrafiado, como es de esperar para procesos de transferencia electrénica de esfera interna.
Ademas, por las caracteristicas complejas de la reaccion electroquimica, dependiendo de
la concentracion utilizada en las medidas, tres aspectos pueden ser estudiados: la cinética,
la adsorcién o el bloqueo de la superficie por los productos de la reaccién. Estos tres aspec-
tos de la actividad electroquimica global dependen de la estructura de los SPCEs. En todos
los casos, una mayor actividad se observa en zonas superficiales que tienen particulas de
grafito con un mayor grado de cristalinidad (indicado por la relacion entre las bandas
G/D de los espectros de Raman). Un fuerte efecto del bloqueo de la superficie por los
productos de reaccién se observa incluso usando concentraciones tan bajas como 500 pM.
Por tanto, con el objetivo de estudiar la cinética de la oxidacién de dopamina en SPCEs,
la eleccién de la concentracién es muy importante, ya que los resultados podrian estar

influenciados por el bloqueo superficial incluso a concentraciones, relativamente, bajas.
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Tamano QDs —

4.1 INTRODUCCION

Los QDs son nanoparticulas semiconductoras que estdn siendo ampliamente utilizadas
en la actualidad cuyas propiedades dependen estrechamente de su tamafio. Ademas, mu-
chas de estas nanoparticulas se componen de metales pesados, por lo que pueden tener
propiedades toxicas y contaminantes. Esto conduce a la necesidad de tener un control
tanto de sus caracteristicas (especialmente el tamafio), como de la determinacién sensible
de concentraciones muy bajas de estas nanoparticulas. Normalmente, este tipo de caracte-
rizacién se realiza de manera rutinaria utilizando espectroscopia UV /Visible, aunque su
sensibilidad no es muy alta y puede sufrir de interferencias en disoluciones con especies
concomitantes. ICP-MS es una técnica mucho més sensible y que puede utilizarse para es-
te tipo de andlisis**°, aunque por la instrumentacién compleja y de mayor coste, el anélisis
rutinario de estas nanoparticulas con esta técnica no resulta adecuado.

El objetivo del trabajo desarrollado en este capitulo fue el desarrollo de una metodolo-

gia electroquimica para la determinacién del tamafio y concentracién (en ntiimero de par-
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ticulas) de quantum dots de cadmio. El desarrollo de una metodologia utilizando técnicas
electroquimicas, que permiten una medida rdpida, sensible y barata, utilizando electrodos
serigrafiados (bajo volumen de muestra) podria ser importante en el control de estas nano-
particulas (ya sea en control de calidad o en estudios toxicolégicos) y para complementar
a los actuales métodos de rutina. Tipicamente, estas nanoparticulas son sintetizadas en
un medio orgénico, por lo que la metodologia desarrollada deberia funcionar en este tipo
de medio para tener utilidad en fases tempranas de la sintesis. Sin embargo, muchas de
las aplicaciones en las que se utilizan necesitan de un medio acuoso, y por tanto, la deter-
minacién electroquimica sensible de QDs en medio acuoso podria tener su funcién para
evaluar una posible contaminacién. Los QDs utilizados en este trabajo fueron de CdSe en
medio organico y de CdSe/ZnS en medio acuoso (tras la derivatizacién con un polimero
anfifilico) y se sintetizaron en el laboratorio del grupo de «Espectrometria Analitica» de la
Universidad de Oviedo. Tras la sintesis y caracterizacién espectroscépica de los QDs, se
llevé a cabo el disefio y optimizaciéon del método electroquimico para la determinacién de
la concentracién de los quantum dots. Este método se basa en la medida electroquimica
del Cd(II) liberado del ntcleo de los QDs tras un ataque acido. La plataforma electrédica
elegida para llevar a cabo esta caracterizacién fueron electrodos serigrafiados de carbono
modificados con una pelicula de bismuto, por su facilidad de uso y su caracter desechable.
Histéricamente, los electrodos de mercurio o modificados con una pelicula de mercurio
han sido los mas empleados para la determinaciéon de metales pesados. Estos electrodos
poseen una gran capacidad de preconcentracion metalica debido a la formacién de una
amalgama metal-mercurio. Sin embargo, en los tltimos afios, debido a la alta toxicidad
del mercurio, la comunidad cientifica ha estado buscando alternativas a los electrodos
de mercurio, y los electrodos de bismuto surgieron a principios del siglo XXI*¥* como
una gran plataforma electrédica que puede competir en rendimiento con los electrodos
de mercurio, y con menor toxicidad. Aunque muy utilizados para aplicaciones analiticas,
pocos estudios tedricos se han llevado a cabo para entender su funcionamiento, aunque
se conocen algunos datos. El hecho de que sélo se obtenga un pico voltamperométrico
para los metales pesados depositados sobre una pelicula de bismuto (en concentraciones
traza) indica que se forma una pelicula uniforme entre el metal y el bismuto, debido a
la capacidad del bismuto de formar una aleacién con estos metales®+°. Por otro lado, el
proceso puede seguir tres mecanismos: 1) un mecanismo en el que solamente se produzca
la transferencia de masa por difusién de los iones metélicos hacia la superficie electro-

dica, 2) un mecanismo de adsorcién, en el que la transferencia de masa se acopla a una
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adsorcién parcial de los iones metdlicos en la pelicula de bismuto, y 3) un mecanismo
mixto de adsorcién-interaccion, en el que ademads de la difusién y adsorcién, ciertas inter-
acciones (atractivas o repulsivas) entre las particulas metalicas acumuladas pueden surgir.
Este tercer mecanismo es probablemente el que mejor describa los datos experimentales,
mientras que los dos primeros pueden ser casos limitantes (si no existe interaccién o ad-
sorcion) 249241,

Para la caracterizacién de tamafios, se utilizaron los QDs de CdSe en medio orgénico, ya
que el tamafio del nicleo, generalmente, es lo que proporciona las diferentes propiedades
Opticas de las nanoparticulas. Se utilizé la misma estrategia que para la determinacioén
de la concentraciéon. Como se explicé en la introduccién, las técnicas voltamperométricas
pueden proporcionar informacién sobre el bandgap entre niveles energéticos, y por tanto,
del tamafio del ntcleo, pero los defectos estructurales tienen un fuerte efecto en estos
resultados. Por esa razén, no estd muy claro que estas medidas se puedan utilizar para
estimar el tamafio de una poblacién homogénea de QDs. La estrategia presentada aqui ha
sido mds simple: un ntcleo de mayor tamafio posee una mayor cantidad de 4tomos me-
talicos, y por tanto, tras su disolucién, genera una mayor sefial electroquimica, estrategia
que como se describe a continuacién ofrece resultados competentes para la diferenciacion

de tamarfios.

4.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

4.2.1  Caracterizacion espectroscépica de quantum dots

La calidad de los QDs sintetizados fue evaluada registrando los espectros de absorcién
UV/Vis y de fluorescencia. Las medidas espectrofotométricas de absorciéon pueden ser
utilizadas para estimar el tamafio, concentracién y el coeficiente de extincién de los QDs,
siguiendo la estrategia propuesta por Peng y colaboradores*+*. Este método se describe
brevemente en el Capitulo 2. Adicionalmente, la anchura a la mitad de la altura (fwhm) de
la emision fluorescente es un pardmetro normalmente empleado para estimar la distribu-
cién de tamafio de las nanoparticulas (se considera que valores de fwhm menores de 35-40
nm indican una baja dispersiéon de tamarfios). Se llevé a cabo cuatro diferentes sintesis de
QDs de CdSe, variando los tiempos de reacciéon y la concentraciéon de los precursores para
obtener QDs con diferente tamafio de nanoparticula, como se describié en el Capitulo 2. El

tamafio del ntcleo, la concentracién en particulas (ambos calculados segin las ecuaciones
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Figura 4.1: Espectro de emision de fluorescencia en CHCl; para los diferentes quantum dots CdSe
sintetizados (ver Tabla 4.1). Sintesis 1, linea continua; Sintesis 2, linea de puntos; Sintesis
3, linea discontinua; Sintesis 4, linea de puntos y guiones

QDs Didmetro (nm) )em. max.(nm) Concentracion (uM)
CdSe sintesis 1 2.77 555 3.75
CdSe sintesis 2 2.98 575 2.65
CdSe sintesis 3 3.14 580 5.51
CdSe sintesis 4 3.26 590 4.11
CdSe/ZnS 3.26 590 1.61

Tabla 4.1: Didmetro, concentracién y longitud de onda del maximo de emisién de los quantum
dots sintetizados de CdSe y CdSe/ZnS.

de Peng) y la longitud de onda del méximo de emisién de los QDs de CdSe obtenidos
tras las diferentes sintesis se muestran en la Tabla 4.1. La Figura 4.1 muestra el espectro de
emisién de fluorescencia para las diferentes sintesis en medio organico. Como se puede
observar, todas las sintesis orgdnicas de QDs de CdSe muestran una banda intensa de
emision fluorescente y una fwhm de alrededor de 30 nm, indicando una baja dispersién
del tamafio de los QDs. El espectro de fluorescencia para una sintesis diferente de QDs
de CdSe/ZnS en medio acuoso se representa en la Figura 4.2. De nuevo, el espectro obte-
nido con una banda de emision estrecha indica la buena distribucién de tamarfios de las
nanoparticulas sintetizadas. El tamafio del ntcleo, la concentracién en particulas (ambos
calculados segtn las ecuaciones de Peng) y la longitud de onda del méximo de emisién

para este tipo de QDs vienen también indicados en la Tabla 4.1.
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Figura 4.2: Espectro de emision de fluorescencia de los quantum dots de CdSe/ZnS en medio
acuoso.

4.2.2  Digestion y medidas voltamperométricas de quantum dots

QDs de CdSe en medio orgdnico

Un ataque 4cido de los QDs suele ser necesario para liberar una gran cantidad de iones
de Cd que seran posteriormente determinados por voltamperometria. Tipicamente, 10 pL
de QDs en CHCl,; se anadieron a un tubo eppendorf y tras la total evaporaciéon del CHCl;,
10 pL de HCIO, 1 M fue afiadido para disolver los QDs. Como se ha descrito previamente
en la literatura, un 4cido concentrado es capaz de disolver QDs de Cd. Por tanto, se podria
asumir que el ataque de QDs de CdSe con 4cido concentrado es probable que siga una

reaccion similar al CdSe en la macroescala:

CdSe + 2HCIOy — Cd*" +2CIO, + H,Se (4.1)

Tras agitar ligeramente para asegurar un ataque 4cido eficiente, se afiadieron 10 uL de
NaOH 1 M para neutralizar el exceso de dcido. A continuacién, se afiadieron 8o pL de
una disolucién reguladora de acetato 0.1 M pH 5.0 con 1.25 ng mL™ de Bi(Ill) y se mezcl6
con la disolucién previa. Una alicuota de 40 pL de la disolucién resultante fue depositada
sobre el electrodo. Se aplic6 un potencial constante de +0.40 V durante 60 s para activar

el electrodo de trabajo y se aplic6 un potencial de deposiciéon de -1.30 V durante 120 s
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Figura 4.3: Esquema del procedimiento de medida para los QDs de CdSe en medio organico.

(200 s para medidas de concentracién) con el objetivo de causar la reduccion de Cd(Il) y

la preconcentracién de Cd(o) sobre la superficie electrédica segtin la ecuacién:

Cd** +2¢~ — Cd(0) (4.2)

Usando voltamperometria de pulso diferencial (DPV) se hizo un barrido de potencia-
les desde -1.30 V a -0.80 V, produciendo la reoxidacién (redisolucién) del Cd(o) a Cd(Il)
que genera una corriente eléctrica. Un esquema de este procedimiento se muestra en la

Figura 4.3.

QDs de CdSe/ZnS en medio acuoso

Tipicamente, 10 pL de una dispersiéon acuosa de QDs se afiadieron sobre el electrodo
de trabajo de un SPCE. 1 pL de HCI 1 M fue afiadido sobre la disolucion anterior para
disolver los QDs mediante un ataque &cido. De manera similar al caso de los QDs de
CdSe, para los QDs de CdSe/ZnS se espera que el ataque acido resulte en las reacciones

descritas en las siguientes ecuaciones:

CdSe +2HCI — Cd** +2CIl~ + H,Se (4.3)

ZnS +2HCI — Zn** +2CI~ + H,S (4-4)

A continuacién, 30 pL de una disolucién reguladora de acetato 0.1 M pH 4.5 con 1.3
pg mL™ de Bi(III) fueron afiadidos sobre el electrodo recubriendo toda la celda electroqui-
mica. Un potencial constante de +0.40 V durante 60 s se aplicé para activar la superficie

electrédica y un potencial de deposicién de -1.10 V durante 200 s se aplicé para la pre-
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Figura 4.4: Esquema del procedimiento de medida para los QDs core-shell de CdSe/ZnS en medio
acuoso.

concentracién metélica. Una reaccién electroquimica idéntica ocurre en este caso como en
el caso de los CdSe para la preconcentracion del cadmio sobre la superficie electrédica.
Se aplic6é un barrido de potenciales desde -1.10 V hasta -0.80 V usando DPV para produ-
cir la redisolucién del Cd(o) a Cd(II) con los pardmetros optimizados que se describen a

continuacién. Un esquema de este procedimiento se muestra en la Figura 4.4.

4.3 OPTIMIZACION DE ELECTRODOS SERIGRAFIADOS MODIFICADOS CON BISMUTO

PARA LA DETECCION DE CD(II)

Para la caracterizacion electroquimica de los QDs fue esencial elegir una plataforma
electroquimica adecuada para la detecciéon de Cd(Il). Electrodos serigrafiados de carbono
modificados con una pelicula de bismuto fueron elegidos para la detecciéon de este metal,
como se ha descrito anteriormente en la literatura+>>44. La técnica de referencia en estos
trabajos es la voltamperometria de redisolucién anddica, por su sencillez y sensibilidad.
La deposicién de Cd en el electrodo se lleva a cabo utilizando una pelicula de bismuto que
mejora la preconcentracién. En la Figura 4.5 se muestran los voltamperogramas ciclicos
obtenidos para una disolucién de 100 pg mL™ de Cd (II) y de 10 ng mL™* de Bi(IIl) en
acetato 0.1 M pH 4.5. Los procesos de reduccion se asignan de manera relativamente facil
y en orden hacia potenciales negativos, la reduccién de bismuto y la reduccién de cadmio.
Se puede observar un proceso en el blanco, que se asigna a la ORR, pero que parece es-
tar minimizado cuando las especies metélicas se reducen sobre el electrodo. En la misma
figura, se representa una curva DPV para 100 pg L™ de Cd(II) en presencia y ausencia
de 10 mg L™ de Bi(Ill), donde se observa claramente la mejora en la preconcentracién (y
posterior redisolucién) obtenida con la pelicula de bismuto en SPCEs. La optimizaciéon
de la pelicula de bismuto es critica para conseguir un método lo més sensible posible.

Por esta razon, se llevé a cabo la evaluacion de diferentes condiciones con un efecto en
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Figura 4.5: a) CV de una disolucién de 100 mg L™ de Cd(Il) en presencia y ausencia de 10 mg L™*
de Bi(IIl), ademés de una disolucién en ausencia de metales. b) DPV de una disoluciéon
de 100 pg L™ de Cd(II) en presencia y ausencia de 10 mg L™ de Bi(Ill) y DPV de Cd y
Bi

la pelicula de bismuto. Inicialmente, se estudi6 la generacién de la pelicula de bismuto
por electrodeposiciéon sobre SPCE mediante estrategias in situ y ex situ, ya conocidas en
la literatura®4524°, Diferentes concentraciones de bismuto fueron evaluadas para ambas
metodologias y varios potenciales y tiempos de deposicién para la metodologia ex situ (Fi-
gura 4.6). La generacién in situ de la pelicula de bismuto, con una concentracién de 1 mg
L* de Bi(IIl), fueron las condiciones utilizadas para la deteccion electroquimica de cadmio.
Por otro lado, ciertos autores han descrito una mejora en la magnitud y reproducibilidad
de la sefial voltamperométrica de Cd(II) usando este tipo de electrodos tras una activacién
de la superficie electrédica mediante la aplicaciéon de un potencial positivo. Varios poten-
ciales y tiempos de activacion fueron evaluados, eligiéndose la aplicaciéon de un potencial
de +0.4 V durante 30 s (Figura 4.6), justo antes de realizar la preconcentracion metalica
sobre la superficie electrédica. Se utilizé voltamperometria de pulso diferencial como la
técnica més adecuada por ofrecer una mejor reproducibilidad en la medida electroquimica

de Cd(II) en comparacién con voltamperometria de onda cuadrada.

4.3.1 Caracterizacion de la superficie electrédica

La caracterizacién de la superficie electrédica optimizada (pelicula de bismuto sobre
SPCEs) se llev6 a cabo mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Sin embargo,
no se observo un cambio visible en la superficie tras la deposicién de la pelicula (ya fuera

mediante la estrategia in situ o ex situ), como se ilustra en la Figura 4.7. Este hecho podria
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Figura 4.6: a) Efecto de la concentracién de Bi(IlIl) en la corriente de pico DPV para una disolucién
de 100 pg L™* de Cd(Il), y b) efecto de un potencial de activacion justo antes de realizar
la medida.

deberse a que la cantidad y tamafio de las particulas de bismuto depositadas fueron muy
pequefias (posiblemente menores de 20 nm) y no son visibles con la resolucién que posee
el SEM en una superficie tan heterogénea y rugosa como es la superficie de un electrodo
serigrafiado. No obstante, la presencia de bismuto se confirma por el caracteristico pico
voltamperométrico del bismuto. Se llevaron a cabo medidas culombimétricas (por crono-
amperometria) para determinar la carga generada en la reoxidacién metalica de manera
que se puede estimar la cantidad depositada de bismuto y los resultados para diferentes
concentraciones y las diferentes estrategias de deposicion se muestran en la Tabla 4.2. Tras
la etapa de deposicioén (aplicando -1.2 V durante 120 s), para la estrategia de deposicién
ex situ, se aplicé un salto de potencial desde el potencial de deposicién hasta -0.2 V para
llevar a cabo la oxidacién del bismuto, mientras que para la deposicién in situ (cuya di-
solucién contenia también 100 pg L™ de Cd(Il)), se aplic6 en primer lugar un potencial
desde el potencial de deposicion hasta -0.7 V durante 60 s con el objetivo de oxidar selec-
tivamente el Cd depositado, y a continuacioén, se aplicé un salto de potencial hasta -0.2 V
para llevar a cabo la oxidacién del Bi. Medidas del blanco, en ausencia Cd y Bi, fueron
llevadas a cabo para estimar la carga en ausencia de las especies (carga capacitiva). Se
determind la carga bajo la curva i-t para estimar la cantidad de metal depositado segtin
las leyes de Faraday (descritas en el apéndice), y la ecuacion 4.5, donde m es la masa de la
especie depositada, Q es la carga eléctrica generada (o consumida) en el proceso, F es la
constante de Faraday, M es la masa molar de la sustancia y n es el nimero de electrones

intercambiados. Como se puede observar la cantidad de Bi depositada con la metodologia
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[Bi(lID] (ug mL™) _ Bi (ng)

0.1 0.2t o0.1
In situ 0.5 28 £ 0.1
1 4.8 £ 05
10 9.8 £ 0.9

Ex situ 0.5 0.41 % 0.04
10 1.7 £ 03

Tabla 4.2: Cantidad de bismuto depositada en la superficie electrédica para diferentes condiciones
de deposicién.

X30,0007 0.5pum . m—

Figura 4.7: Imagen SEM del electrodo de trabajo serigrafiado antes (a) y después (b) de la etapa de
deposicién.

in situ es mucho mayor para las mismas condiciones que para la metodologia ex situ. Esta
puede ser una de las razones por las que a igualdad de condiciones se obtenga una mayor
respuesta del cadmio con la formacién simultdnea de la pelicula de bismuto, aunque otros
factores podrian también ser responsables.

oM

m= - (4.5)

4.4 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA DETECCION

DE QUANTUM DOTS
4.4.1  Quantum dots de CdSe en medio orgdnico
En el procedimiento que se propone para obtener una alta sensibilidad es necesario

una digestion 4cida de los QDs para liberar Cd(Il) en la disolucién antes de la deteccién

electroquimica. De esta forma, la sensibilidad se mejora de manera significativa en com-
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paracién con la deteccion directa de los QDs sin digestion y, ademds, se puede obtener
informacién global de la nanoparticula (y no solo de la superficie). Inicialmente, se llevé
a cabo un método de digestiéon simple en la superficie del electrodo tras depositar unos
pocos puL. de una dispersion de QDs ( en CHCl;). Sin embargo, el CHCl;deterioraba la
superficie del electrodo y los resultados analiticos obtenidos no fueron reproducibles. Por
tanto, se llevé a cabo una metodologia alternativa para la digestién de los QDs, que con-
sisti6 en el ataque acido de las nanoparticulas fuera del electrodo. El protocolo seguido se
detalla en la Figura 4.3. El volumen de la dispersién de QDs elegido fue de 10 uL con una
concentracién de 100 nM ya que se encontrd que era una concentracion lo suficientemente
elevada para obtener una sefial analitica sensible en el rango de trabajo. Cabe destacar que
si una mayor sensibilidad fuera necesaria, el volumen de la dispersiéon de QDs podria ser
mayor y mds nanoparticulas estarian disponibles para el ataque acido, tras la evaporacion
del CHCl;. Diferentes acidos (H.SO,, HNO;, HCl and HCIO,) y diferentes condiciones
experimentales se utilizaron para la optimizacién de la digestion de los QDs. Los mejores
resultados en términos de la relacion sefial/ruido fueron encontrados para HCIO, 1 M y
un volumen de 10 pL (asegurando que todas las nanoparticulas estuvieran en contacto
con el 4cido). Para neutralizar el exceso de 4cido, se utilizaron 10 uL. de una disolucién de
NaOH 1 M. Esta neutralizacién fue necesaria porque un medio mds 4cido podria interferir
con la deteccion electroquimica de Cd(II), ya que la reduccién de H* ocurre a un potencial
cercano. En un medio mads 4cido la deposicién metdlica podria perder eficacia ya que es
probable que los H* se adsorban sobre zonas de la superficie y se generen burbujas de
H.,, segtn se esquematiza en la Figura 4.8. Aunque recientemente se ha descubierto una
metodologia para usar electrodos de bismuto en la determinacién de metales pesados en
un medio 4cido>47, se utiliz6 una disolucién reguladora de acetato de sodio 0.1 M pH 5.0
para la medida electroquimica ya que el acetato es la reguladora mas utilizada para este
tipo de aplicaciones. Los diferentes pardmetros relacionados con la voltamperometria de
redisoluciéon anddica mediante pulso diferencial fueron optimizados: potencial de depo-
sicion (-1.3 V), amplitud (0.1 V), escalén de potencial (6 mV), tiempo de pulso (8 ms) y
tiempo de intervalo (1.5 s). El tiempo de deposicion fue elegido en funcién de la aplicacién
que se fuera a realizar. En este sentido, un tiempo de deposicién de 200 s fue seleccionado
para la determinacién de la concentraciéon de QDs, ya que se preferia un método maés
sensible, mientras que para los estudios de caracterizacién de tamarfio, 120 s fue suficiente

para obtener una sefial analitica aceptable.
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Figura 4.8: Esquema del mecanismo de competicién entre la generacién de H, y la deposiciéon

metalica.

Vmuestra 1, 2, 5, 10, 20 pL
Acido HCI, H2504, HNO3, HClIO4, H2504/H202, HCl/H202
[Acido] 0.5,1,2 M
Vacido 1,2,5,10 uL

pH-acetato 4.0, 4.5, 5.0

[Acetato] 0.1, 0.2 M

Tiempo-digestion 0, 5 min

Tabla 4.3: Factores optimizados para la deteccién de QDs en medio acuoso. En negrita los parame-
tros mdas adecuados.

4.4.2  Quantum dots de CdSe/ZnS en medio acuoso

Para la caracterizacién electroquimica de los QDs de CdSe/ZnS (core-shell) en medio
acuoso se llevé a cabo el procedimiento antes descrito, y se optimizaron diferentes para-
metros como el volumen de muestra, el tipo, volumen y concentracién de 4cido utilizado
para la digestion de las nanoparticulas y la disolucién reguladora en la etapa de deteccién.
En la Tabla 4.3 se enumeran todos los pardmetros evaluados (y su magnitud). Los paré-
metros finales de la metodologia son: 10 pL. de QDs en Tris 0.1 M pH 7.2, 1 pL de HCl 1
M y 30 pL de acetato 0.1 M pH 4.5 con 1 ppm de Bi(IlI). Cabe destacar que la disolucién
de QDs en este caso podria no ser completa, ya que la relacion entre el volumen de mues-
tra y de 4cido es 10:1. Sin embargo, esto no afecta a los resultados cuantitativos finales.
De hecho, el uso de un mayor volumen o concentracién de 4cido lleva a una detecciéon
menos sensible por la generacién de H, en la superficie electrédica como se mencion6

anteriormente.
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4.5 DETERMINACION ELECTROQUIMICA DE LA CONCENTRACION DE QUANTUM DOTS

4.5.1  Quantum dots de CdSe en medio orgdnico

La cantidad de Cd(II) liberada tras el ataque &cido es directamente proporcional a la can-
tidad de QDs en disolucién, como ha sido previamente descrito'>*. Para la preparacion
de una recta de calibrado, una disolucién de 6.0 x10™ QDs mL™ (1.0 uM), con un tamafio
de nanoparticula de 3.26 nm (determinado por técnicas espectroscopicas), fue diluida en
CHCI; con el fin de preparar un conjunto de disoluciones de diferente concentracion de
nanoparticulas. Estas disoluciones orgédnicas diluidas fueron, a continuacién, analizadas
siguiendo el procedimiento descrito en la Seccién 4.2.2. Como se muestra en la Figura 4.9,
el método desarrollado dio lugar a una recta de calibrado con una alta linealidad en un
rango entre 3.0x10'%-1.2x10"* QDs mL™ (5 nM - 200 nM) ((i(pnA) = 0.38 QDs-mL™(x10"?)
+ 0.46, R? = 0.998, RSD = 5.6%, n = 3) y un limite de deteccién de 1.6x10" QDs mL™
(2.6 nM). Considerando el volumen de muestra analizado (10 pL), el limite de deteccion
corresponde a sélo 1.6x10"° nanoparticulas (27 fmol de QDs). Los datos obtenidos mues-
tran una alta relacién entre la concentracién de QDs de CdSe en disolucién y la sefal
voltamperométrica medida del Cd(II) liberado tras el ataque &cido. Por tanto, este méto-
do puede ser aplicado de manera satisfactoria a la determinacién de QDs en disolucién
organica. Aunque el limite de deteccién conseguido es significativamente mayor que para
ICP-MS (18 pM), la determinacién electroquimica de QDs puede ser muy conveniente en
una amplia variedad de aplicaciones debido a la facilidad del procedimiento y un menor

coste (en términos de inversién y coste de trabajo) de la instrumentacién empleada.

4.5.2  Quantum dots de CdSe/ZnS en medio acuoso

De manera similar, la concentracién de QDs core-shell de CdSe/ZnS en medio acuoso
puede relacionarse con la sefial voltamperométrica obtenida tras el ataque dcido. Usando
la metodologia optimizada descrita en la Seccion 4.2.2, se llevé a cabo una recta de cali-
brado (Figura 4.10). Se obtuvo un rango lineal entre 6.0x10"> QDs mL™ (1onM) y 3.0x10"3
QDs mL™ (5onM) segtin la ecuacién i(pA) = 0.86 QDs ml™(x10™) - 0.70, (R* = 0.997, RSD
= 8.8%, n = 3 ) y un limite de deteccién de 2.0x10"* QDs mL™(3.3 nM). Este rango lineal,
menor en comparacioén a la metodologia para los QDs de CdSe en medio organico, puede

ser debido a varias razones como la diferencia entre los volimenes de 4cido y muestra
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Figura 4.9: Recta de calibrado representando la sefial del Cd(II) frente a la concentracién de QDs
de CdSe en medio orgénico para 3, 6, 15, 30, 60, 120 (x10"*) QDs ml™. (Inset: voltampero-
gramas de pulso diferencial obtenidos para estas medidas. Condiciones experimentales
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Figura 4.10: Recta de calibrado representando la sefial de Cd(Il) frente a la concentraciéon de QDs
de CdSe/ZnS en medio acuoso para 6, 12, 18, 24, 30 (x10™?) QDs ml™. Inset: voltampe-
rogramas de pulso diferencial obtenidos para estas medidas. Condiciones experimen-

tales descritas en Seccion 4.2.2.

utilizados y a un ataque dcido menos efectivo debido al recubrimiento mdas complejo de la

superficie (los QDs solubles en agua estan recubiertos con una capa externa de ZnS y un

polimero anfifilico, basado en grupos funcionales de anhidrido polimaleico). Sin embargo,

esta metodologia es mucho mds simple y también permite la determinacién de muy ba-

jas concentraciones de QDs core-shell en medio acuoso, 2.0x10™ QDs mL™ (3.3 nM), que,

considerando el volumen de muestra analizado (10 pL), corresponde a la deteccién de

s6lo 2.0x10" QDs (37 fmol de QDs). En comparacién a trabajos previos llevados a cabo

por otros autores, donde la deteccion de QDs se realiza de manera directa 248 (1x10™ QDs,

0.15 nmol de QDs), se consigue una mejora de mds de tres 6rdenes de magnitud.
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4.6 DETERMINACION DEL TAMANO DE QUANTUM DOTS

El enfoque seguido para la determinacién electroquimica del tamafio de los QDs es
muy sencillo. Se basa en que la cantidad de metal en el nticleo de la nanoparticula es pro-
porcional al tamafio de la nanoparticula, y por tanto, si se puede establecer una relaciéon
cuantitativa entre una sefial electroquimica y la cantidad de metal de los QDs, se podria
llevar a cabo la determinacién de tamafios. Las modificaciones superficiales de los QDs,
tipicamente empleadas para su solubilizacién, incrementar su estabilidad minimizando
agregaciones o proporcionarles actividad funcional, pueden incrementar el tamafio total
de la nanoparticula y afectar a sus propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, solamente el
didmetro (tamafio) del nicleo de la nanoparticula afecta a sus propiedades optoelectréni-
cas. Para QDs core-shell, algunos atomos de Cd pueden aparecer de manera aleatoria fuera
del nicleo de la nanoparticula, evitando la posibilidad de establecer una relacién directa
entre la cantidad total de Cd y el tamafio del ntcleo. Por esta razén, la caracterizacién
del tamafio de los QDs se llevé a cabo solamente con QDs de CdSe en medio organico,
ya que todo el Cd medido estd comprendido en el ntcleo y por tanto, puede relacionarse
con sus propiedades optoelectrénicas. Disoluciones organicas conteniendo QDs de varios
tamafios, previamente caracterizadas por técnicas espectroscopicas (2.77, 2.98, 3.14 y 3.26
nm), fueron utilizadas para la validacién de la metodologia electroquimica. El tamafio del
nucleo de los QDs de CdSe puede relacionarse con la sefial voltamperométrica obtenida
tras el ataque dcido. Usando el procedimiento experimental previamente optimizado es-
quematizado en la Figura 4.3, la sefial electroquimica caracteristica del Cd(II) fue obtenida.
Como era de esperar, se observaron diferencias significantes entre las sefiales de Cd obte-
nidas para cada tamafio de nanoparticula. Debe mencionarse que la concentracién de la
disolucién de QDs medida fue siempre la misma para todos los tamafios: 6.0x10"3 QDs
mL™ (100 nM de QDs). La Figura 4.11 muestra la alta relacién lineal entre el volumen de
la nanoparticula (asumiendo una nanoparticula esférica con un volumen de 4/3 nr3) y la
sefal electroquimica medida (i(nA) = 3.68 V(nm3) - 36.6, R* = 0.998, RSD = 9.1 %, n = 6).
Una ventaja importante de la metodologia propuesta es la versatilidad para determinar ta-
mafios muy diferentes de QDs fuera del rango evaluado en este trabajo. La concentracién
de la disolucién de QDs puede aumentarse si fuera necesario medir tamafios menores con
el objetivo de proporcionar suficientes 4tomos de Cd para ser detectados. Alternativamen-
te, la concentracion de QDs podria disminuirse si el tamafio de los QDs fuera mayor con

el fin de evitar la saturacion de la sefial de Cd.
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Figura 4.11: Relacion entre la sefial de Cd(Il) frente al volumen de QDs de CdSe de diferentes
tamafios (2.77, 2.98, 3.14 y 3.26 nm).

El método desarrollado fue finalmente evaluado para la caracterizacion de QDs de CdSe
sintetizados usando rutas sintéticas alternativas. Para tal propdésito, se emple6é una diso-
lucién comercial de QDs de CdSe diluida a 6.0x10*3 QDs mL™ (100 nM) con CHCl;. El
espectro de absorbancia para estos QDs comerciales presenté una banda centrada en 560
nm, que pudo ser empleada para la estimaciéon de su tamafio, que siguiendo el método
de Peng>+* fue de 3.30 &+ 0.15 nm. Un tamafio de 3.34 &+ 0.07 nm fue estimado con el mé-
todo electroquimico propuesto. En vista de los resultados obtenidos por ambos métodos,
el método electroquimico es un método adecuado para la determinaciéon del tamafio de
estas nanoparticulas.

COMPARACION CON METODOS ALTERNATIVOS

Otros métodos alternativos empleados para la caracterizaciéon de QDs tienen algunas
ventajas y desventajas en comparacion al método electroquimico desarrollado en este tra-
bajo. Por ejemplo, las ventajas de usar medidas espectrofotométricas y el método de Peng
es que es rapido, simple y no requiere tratamiento de muestra. Sin embargo, este método

también presenta importantes limitaciones, incluyendo:

= aunque es util para la caracterizacion de QDs de CdSe, el método no puede ser

aplicado a QDs de otra naturaleza,

= Jos resultados dependen fuertemente de las interferencias espectroquimicas (cual-
quier especie concomitante que pueda absorber luz UV en la misma region espectral

interferiria en el resultado final).
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La microscopia electrénica de transmisién (TEM) proporciona informacién fidedigna del
tamafio de particula de los QDs. Sin embargo, por su complejidad y coste, este método no
es util para controles rutinarios de muestras que contengan QDs, ademads, podria sufrir
de problemas de agregacion durante el tratamiento de muestra. ICP-MS en combinacién
con TEM o XRD han sido previamente utilizadas para la caracterizacién de QDs (tamafio
y concentracién). La técnica es muy sensible para la determinacién metdlica y altamente
robusta sufriendo de pocas interferencias de matriz. Sin embargo, los costes de adquisi-
cién y de trabajo de la instrumentacién son altos, y requiere de la disoluciéon de QDs para
una determinacion de la concentracién exacta. Otras metodologias proporcionan concen-
traciones de nanoparticulas en términos de masa de sélido por volumen (obtenido tras el
secado de una muestra) o en términos de concentracién metélica (por ejemplo, mg de Cd

por volumen) como con espectroscopia de absorcién atémica.

4.7 CONCLUSIONES

En este capitulo se ha desarrollado un método simple, barato y rapido para la deter-
minacién de la concentracion y la caracterizaciéon del tamafio de QDs de Cd. La facilidad
de la metodologia y el uso de electrodos serigrafiados permiten la caracterizacién de las
nanoparticulas por un técnico no especialista. La rapida caracterizacién electroquimica
de QDs en medio orgédnico puede ser usada como screening en una etapa temprana de
la sintesis antes de recubrir el ntcleo con la capa externa y las funcionalizaciones poste-
riores. Por tanto, la informacién proporcionada por la metodologia electroquimica podria
complementar otras técnicas mds establecidas usadas en andlisis rutinarios durante la sin-
tesis de los QDs para el control de calidad de las nanoparticulas. La sensibilidad obtenida
por la técnica electroquimica (voltamperometria de redisolucién anddica) da lugar a la
deteccion de muy bajas concentraciones de QDs y la posibilidad de identificar un amplio
rango de tamafios de nanoparticula. Los limites de deteccién podrian ser mejorados si se
incrementa el volumen de muestra o el tiempo de deposicién voltamperométrico. Cabe
destacar que la metodologia desarrollada podria ser aplicada a otros tipos de QDs con un

metal electroactivo en el ntcleo, extendiendo el uso de este método a un mayor dmbito.
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QUANTUM DOTS COMO MARCA
ELECTROQUIMICA DE BIOSENSORES
DESECHABLES
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5.1 INTRODUCCION

La utilizaciéon de QDs como marca electroquimica en bioensayos ya fue descrita ante-
riormente por otros autores utilizando diferentes estrategias de medida. Como se coment6
en la introduccion, la estrategia mds comun es la realizacién de un bioensayo en un po-
cillo de placas ELISA*% o0 con un ensayo magnético externo®>°, y a continuacién, una
alicuota de la disolucién resultante se traslada a la celda electroquimica para realizar la
deteccion. Esta estrategia es bastante compleja, ademds de que las etapas del bioensayo y
la deteccién no estdn integradas. Aunque se habia descrito también la deteccion electro-

quimica directa de los QDs, en este caso, un ensayo magnético externo con el objetivo de
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preconcentrar una gran cantidad de reactivos marcados sobre el electrodo, fue la estrate-
gia utilizada para hacer el bioensayo'>4. Por estas razones, el objetivo principal de este
trabajo fue el desarrollo de una plataforma integrada utilizando electrodos serigrafiados
donde tanto la reaccién de afinidad como la detecciéon de QDs se llevara a cabo in situ en
la misma superficie transductora del biosensor. Esta metodologia simplificarfa la utiliza-
cién de QDs en biosensores electroquimicos tanto en el nimero de etapas de la deteccién,
como reduciendo el volumen de reactivos utilizados ya que la celda electroquimica de un
electrodo serigrafiado tipico admite como maximo 50 pL. Los electrodos serigrafiados fue-
ron modificados con estreptavidina y se utilizaron QDs funcionalizados con biotina para
la optimizacién de la metodologia. Dos tipos de tarjetas serigrafiadas son utilizadas: en
primer lugar, electrodos serigrafiados individuales, tipicamente utilizados, y en segundo
lugar, por su apariciéon en el mercado durante las fechas en las que el trabajo se llev6 a ca-
bo, tarjetas serigrafiadas de 8 canales. A continuacién, se realizé un ensayo competitivo de
deteccién de biotina para evaluar la metodologia desarrollada. Cabe destacar que en este
trabajo se utilizaron QDs comerciales, ya funcionalizados. Segtn los resultados obtenidos
en el capitulo anterior, se concluye que QDs de mayor tamafio son capaces de generar
una sefial voltamperométrica mayor ya que poseen un mayor nimero de dtomos metéali-
cos. Por esta razon, se decidié utilizar los QDs comercialmente disponibles (CdSe/ZnS)
que emitieran a una mayor longitud de onda (655 nm), propiedad que indica el mayor
tamafio de nanoparticula en comparaciéon a QDs que emiten a menor longitud de onda.
La detecciéon electroquimica de los metales que componen los QDs se realiza, tipicamente,
utilizando una pelicula de otro metal que sea capaz de funcionar como preconcentrador
segtn se explicé en el capitulo anterior. Por otro lado, los nanomateriales de carbono pue-
den proporcionar caracteristicas mejoradas a los sensores electroquimicos. Por tanto, en
primer lugar, se llevé a cabo la optimizacién de la superficie sensora para la deteccién de
cadmio, evaluando el efecto de algunos nanomateriales de carbono, y a continuacion, se
optimiz6 la pelicula metdlica utilizada para la deteccién. Durante todos los experimentos
de la optimizacion, la superficie del electrodo fue modificada con estreptavidina y BSA

con el objetivo de simular las caracteristicas que tendria el sensor en un bioensayo real.
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5.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

5.2.1 Metodologia del biosensor para la determinacion de biotina usando quantum dots como

marca

En este apartado se detalla la metodologia seguida para llevar a cabo la deteccién de
QDs-BT y de BT, cuya optimizacion se describe en los préximos apartados.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO DE AFINIDAD

Una alicuota de 10 puL (4 pL para las tarjetas multicanal) de una disolucién de estrep-
tavidina (en Tris) con una concentraciéon de 1x107 M fue depositada sobre el electrodo
de trabajo para su modificacién mediante adsorcién fisica y se almacené a 4 °C toda la
noche. Tras lavar con Tris, se llev6 a cabo una etapa de bloqueo colocando 40 pL (25 pL
para las tarjetas multicanal) de una disolucién de BSA (2.0 % BSA en Tris) sobre la celda
electroquimica durante 30 minutos. Tras otro lavado con Tris, 30 pL (25 pL para las tarjetas
multicanal) de una disoluciéon de QD-BT (para la optimizaciéon de la metodologia) o una
mezcla de biotina y QD-BT (para el ensayo competitivo) fueron colocados en el electrodo
durante 30 minutos. A continuacién, se llevé a cabo un tltimo paso de lavado con agua
ultrapura. En la Figura 5.1 se muestra un esquema del formato del biosensor utilizado en
la optimizacién de la metodologia y en la Figura 5.2 se muestra el formato del biosensor
para el ensayo competitivo.

MEDIDA ELECTROQUIMICA

Tras la reaccién biolégica, 1 nL de HCl 1 M fue afnadido sobre el electrodo de trabajo
para liberar Cd(II) de los QDs de CdSe/ZnS. A continuacién, 40 pL (25 pL para las tarjetas
multicanal) de una disolucién reguladora de acetato 0.1 M pH 4.5 con 0.5 mg L™ de Bi(IlI)
fue afiadida. Un potencial constante de +1.0 V fue aplicado durante 60 s para activar
el electrodo de trabajo. Se llevé a cabo la preconcentraciéon de cadmio en la superficie
electrédica aplicando un potencial de -1.1 V durante 300 s, y su reoxidacién con un barrido

de potenciales desde -1.1 V hasta -0.65 V usando voltamperometria de pulso diferencial
(DPV).

5.3 OPTIMIZACION DEL TRANSDUCTOR ELECTROQUIMICO

Para el desarrollo de un biosensor electroquimico es critico la optimizacién de la super-

ficie electrédica. El comportamiento electroquimico de la sefial analitica, la redisolucién
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Figura 5.1: Esquema del procedimiento del biosensor para la deteccion de QDs-BT utilizado para
la optimizacién.
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Figura 5.2: Esquema del procedimiento del biosensor competitivo para la deteccién de biotina
usando QDs como marca y su deteccién in situ.
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de Cd(II), con diferentes transductores nanoestructurados fue estudiada. Se modificaron
SPCEs con nanomateriales como nanofibras de carbono, nanotubos de carbono y 6xido
de grafeno, y la sefial medida fue comparada frente a la obtenida para el electrodo sin
modificar. La Figura 5.3 muestra los voltamperogramas de pulso diferencial para los dife-
rentes transductores usando una disolucién de 100 pg L™ de Cd(Il) y 1 mg L™ de Bi(III).
Previamente, la superficie del electrodo fue modificada con estreptavidina (1x107 M) y
BSA (1%, 30 min) para obtener unas condiciones similares al bioensayo que se realiza-
ria posteriormente, ya que la presencia de proteinas sobre el electrodo podria variar las
condiciones en comparacioén a usar una superficie limpia como fue el caso en el capitulo
anterior. Las corrientes de pico obtenidas para los transductores nanoestructurados fue-
ron significativamente mds bajas que para los electrodos serigrafiados sin modificar. Este
hecho puede explicarse considerando el incremento de la corriente capacitiva, como se
observa en las curvas i-E. La modificacién de la superficie electrédica con nanomateriales
causa una mayor adsorcién de proteinas en la superficie’?, incrementando el efecto de la
doble capa eléctrica (son especies con una constante dieléctrica mayor y suelen impedir la
transferencia electrénica) y disminuyendo la relacién sefial /ruido. Aunque en la literatura
existen muchos ejemplos donde los nanomateriales de carbono mejoran la transferencia
electrénica y la sensibilidad de sensores electroquimicos®>’, en este caso, el incremento
de la corriente capacitiva juega un papel fundamental en la sefial analitica. Ademads, estos
nanomateriales de carbono suelen catalizar la HER, hecho que podria tener también un
efecto negativo en la preconcentracion metélica, como se describi6 en el capitulo anterior.
Por tanto, los mejores resultados se obtuvieron con los electrodos sin modificar, y fueron
los que se utilizaron en los siguientes experimentos.

A continuacién, se optimiz6 la pelicula metdlica para mejorar la preconcentraciéon del
cadmio en la superficie electrédica. Como se mencioné previamente, esta preconcentra-
cién sobre peliculas de bismuto da lugar a una determinacién mas sensible que usando
una superficie electrédica desnuda. Recientemente, se ha descubierto que el Sb puede ac-
tuar como un buen metal con propiedades de preconcentracién similares al bismuto para
metales pesados como Cd y Pb>5>. Se llevé a cabo un estudio de diferentes peliculas me-
talicas usando Bi, Sb y una mezcla de Bi/Sb con el objetivo de obtener la mejor superficie
para la preconcentracién de Cd. Como se describi6 en el capitulo previo, la deposicién ex
situ fue descartada debido a su baja reproducibilidad y rendimiento, y por tanto, se llevd
a cabo la formacioén in situ de la pelicula metélica y el efecto de la concentracién metdli-

ca fue estudiado. La corriente de pico obtenida usando una disolucién de 100 ng L™ de
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Figura 5.3: Voltamperogramas de pulso diferencial para 100 pg L™ de Cd*" y 1 mg L™ de Bi(IlI) en
una disolucién reguladora de acetato (0.1 M y pH 4.5) usando electrodos modificados
con diferentes nanomateriales: (negro) electrodos sin modificar, (rojo) nanotubos de
carbono, (verde) 6xido de grafeno, y (azul) nanofibras de carbono.

Cd(II) fue comparada para diferentes concentraciones de Bi(III), Sb(IIl) y una mezcla de
Bi(IIT) /Sb(III). Para las disoluciones con presencia de Sb se utilizé una disolucién de HCI
0.01 M, ya que es un medio perfectamente valido para peliculas de este metal. Para el
caso del Bi, se utilizé una disolucién reguladora de acetato (0.1 M y pH 4.5). Los mejores
resultados se encontraron para las siguientes condiciones: 0.5 mg L™ de Bi(Ill), 5 mg L™
de Sb(IIl) y para la mezcla Bi/Sb, 10 mg L™ de Bi(Ill) y 0.2 mg L™ de Sb(IlI). La Figura 5.4
muestra que la pelicula mas 6ptima para la preconcentraciéon de cadmio fue obtenida con
una disolucién de 0.5 mg L™ de Bi(Ill). A pesar de eso, el uso de Sb o la mezcla Bi/Sb
podria ser interesante cuando un medio mads dcido fuera necesario ya que la mayor ventaja
de utilizar las peliculas de Sb o de Bi/Sb para la determinacién de metales pesados es la
posibilidad de utilizar un medio 4cido (pH 2), ya que la reaccién de evolucién del hidroé-
geno (HER) estd mas impedida con estas peliculas (aparece a un potencial mds negativo) y
por tanto, presenta una menor interferencia con la reduccién de Cd?>3. Por tanto, este tipo
de peliculas podrian ser ttiles para ciertas aplicaciones dénde un medio mas acido fuera
necesario y que no puede ser utilizado con una pelicula totalmente de bismuto (aplicando

potenciales tan negativos como los que se utilizan aqui).

5.4 EFECTO DEL POTENCIAL DE ACTIVACION Y DE LA DIGESTION ACIDA

Para algunos procesos electroquimicos donde la superficie electrédica tiene un especial

efecto es necesario utilizar una superficie reproducible y con las mejores condiciones, al-
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Figura 5.4: Voltamperogramas de pulso diferencial para 100 ug L™ of Cd*" en disolucién regulador
de acetato (0.1 M y pH 4.5) usando diferentes peliculas metélicas: (negro) 0.5 mg L™
de Bi(IIl), (rojo) 5 mg L™ de Sb(Ill), y (azul) 10 mg L de Bi(Ill) y 0.2 mg L™ de Sb(III).
Inset: corrientes de pico medias (n=3) para cada pelicula metdlica utilizada.

go que se podria conseguir con un pretratamiento previo. En electrodos convencionales
es usual el pulido para la regeneracién de la superficie o la aplicacién de tratamientos
(electro)quimicos hasta obtener una respuesta reproducible. En el caso de los electrodos
serigrafiados de carbono, se ha visto como un tratamiento quimico'" o electroquimico '
previo a la medida podria producir una mejora significativa en la respuesta analitica. Aun-
que para muchos procesos no es necesario este pretratamiento, en el capitulo anterior se
observa como la deteccién de Cd proveniente de QDs puede ser mejorada con la aplica-
cién de un potencial positivo justo antes de realizar la preconcentracion metalica.

Por tanto, se comprob¢ el efecto de la activacién electrédica de los electrodos serigrafia-
dos de carbono para la medida electroquimica de QDs tras un ataque acido. El objetivo
principal era conseguir una mejora significativa sin afladir mds etapas que complicaran el
proceso de medida, por lo que se estudi6 el efecto de la aplicacién de un potencial positivo
justo antes de la electrodeposicién de cadmio utilizando la misma disolucién de medida.
Para ello, una gota de 10 nL de QDs (10 nM) fue depositada sobre la superficie del elec-
trodo de trabajo hasta su secado completo. A continuacién, se llevé a cabo la medida de

una disolucién del Cd de los QDs en diferentes condiciones:

= sin realizar un ataque 4cido y sin la aplicacién de un potencial de activacion (detec-

cion directa de QDs),

» sin realizar el ataque acido pero aplicando un potencial previo de +1.0 V durante 60

S,

= con un ataque dcido afiadiendo 1 L de HCI 1M sin aplicar el potencial de activacién,
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= con el ataque 4cido afiadiendo 1 pL. de HCl 1 M y aplicando un potencial previo de

+1.0 V durante 60 s.

La Figura Figura 5.5 muestra las DPV obtenidas para cada uno de los cuatro casos antes
descritos. El ataque 4cido es crucial para liberar una importante cantidad de dtomos de
Cd(I) a la disolucién y obtener una medida mas sensible de los QDs. Aunque se pueden
detectar los QDs directamente sin llevar a cabo la digestion &dcida, es probable que el
Cd medido provenga solamente de defectos superficiales de las nanoparticulas, por lo
que la mayor parte del metal no estara disponible para la deteccién, como ocurre con
la digestion dcida. Ademads, existe un efecto positivo del potencial de activacién en la
sefial analitica ya que una intensidad de pico mayor es obtenida tras la aplicacién de este
potencial. Por tanto, incluso sin material proteico adsorbido en la superficie electrédica,
el potencial de activacién mejora la sefial analitica. Este hecho podria ser debido a una (o
ambas) de estas razones: por la activacién de la superficie electrédica incrementando el
area superficial "> o por una mayor degradacion de los QDs con la consecuente liberacién
de mas atomos de Cd(II) a la disolucién. La oxidacién de QDs con la aplicaciéon de un
potencial positivo puede conducir a una degradacién de estas nanoparticulas, liberando
maés cantidad de metales a la disolucién. Por otro lado, en una superficie con material
proteico, la aplicacién de este potencial también podria ayudar a desorber las proteinas
de la superficie (incluso a su desnaturalizacién), dejando un mayor drea disponible para
la preconcentracion metdlica algo que mejoraria la sefial analitica (ya que la corriente de
pico es proporcional al drea electrédica disponible para la ET). En este caso, se obtiene una
sefal significativamente mayor para la deteccion de Cd(II) de los QDs, probablemente por
dos razones: estos QDs comerciales emiten a 655 nm, indicando un mayor tamafio de
particula que los QDs sintetizados, y por tanto, mayor cantidad de dtomos metdlicos, y
por otro lado, el secado completo de la disolucién sobre la superficie del electrodo de
trabajo es capaz de preconcentrar en mayor medida las especies detectadas.

El efecto de la aplicacion de diferentes potenciales positivos (+0.6, +1.0, +1.2 V) durante
diferentes tiempos (60, 120 s) fue estudiado y se observé como la sefal analitica mds alta

se obtuvo con la aplicacién de +1.00 V durante 60 s (Figura 5.6).
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Figura 5.5: Voltamperogramas de pulso diferencial para una disolucién de 1 nM QDs en regulado-
ra de acetato (0.1 M y pH 4.5): (verde) tras la adicién de HCI 1 M y aplicar un potencial
de activaciéon de +1.00 V durante 60 s, (azul) tras la adicién de HCI 1 M pero sin aplicar
el potencial de activacién, (negro) sin afiadir HCl y sin aplicar el potencial de activacion,
y (rojo) sin afiadir HCI pero aplicando un potencial de activacién de +1.00 V durante
60 s.
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Figura 5.6: Efecto del potencial de activacién en la corriente de pico voltamperométrica.
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5.5 OPTIMIZACION DE LA DIGESTION ACIDA DE QUANTUM DOTS

Como se ha visto, la disolucién de los QDs mediante un ataque &cido es critico para la
liberacién de un amplio nimero de 4tomos de Cd(Il) a la disolucién y tenerlos disponibles
para la medida electroquimica. Esto es especialmente importante cuando las proteinas usa-
das en el biosensor recubren la superficie electrédica disminuyendo el area electroactiva*>+.
Por tanto, una etapa critica es el ataque acido de los QDs, para la cual se optimizaron los
diferentes parametros que pueden tener una influencia en la sefial analitica. El efecto de
diferentes dcidos como HCl, HNO;, H,SO, y HCIO, fue estudiado usando diferentes con-
centraciones (0.2, 0.5, 1 y 2 M) y diferentes voliimenes (1, 2, 5y 10 pL). Ademas, el efecto
del pH y concentracién de la disolucién reguladora (acetato) fue, también, evaluado para
verificar si un mayor efecto regulador fuera necesario para evitar una disminucién del pH.
Las mayores corrientes de pico fueron obtenidas usando 1 pL de HCl 1 M y 40 pL de
reguladora de acetato 0.1 M pH 4.5. En el caso de utilizar un volumen o concentracién de
acido mayor (excepto para 2 puL, cuyos resultados fueron similares), la mayor produccién
de la HER dificult6 la preconcentracion metdlica, obteniendo menores sefiales analiticas.

Por otro lado, el efecto del tiempo del ataque acido de los QDs fue estudiado. Tras la
adicion de 1 pL de HCl 1 M en el electrodo de trabajo, se esperé un pequefio tiempo
(0, 30, 60 y 120 s) para que se produciera el ataque 4cido a las nanoparticulas antes de
afadir la disolucion reguladora y llevar a cabo la medida electroquimica. No se observaron
diferencias significativas entre los diferentes tiempos estudiados. Este hecho sugiere que
la digestion de las nanoparticulas ocurre practicamente de manera instantdnea en este
medio 4cido (HCl 1 M), y el tiempo del ataque dcido no afecta a la liberacién del Cd(II)
a la disolucion. Probablemente, el confinamiento en la superficie electrédica de los QDs
permite un contacto intimo con el 4cido afiadido, y 1 pL es suficiente para conseguir la
digestion total. 1 uL de una disolucién de HCl 1 M contiene 1 pmol de H*, por lo que
estd en una concentracién muy en exceso en comparacion a la cantidad de QDs con la que
se trabaja del orden de cientos fmoles de QD (y considerando que los QDs pueden tener

alrededor de centenares de dtomos metalicos**°).

56 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL BIOSENSOR

Las diferentes condiciones experimentales que afectan a la estrategia del biosensor fue-

ron optimizadas. Como se ha descrito previamente, se desarrollé un biosensor para biotina
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funcionalizada con quantum dots usando estreptavidina como elemento de reconocimien-
to. Un esquema de esta estrategia se puede ver en la Figura 5.1. Por tanto, los pardmetros
del biosensor que afectan a la sefial analitica en este caso fueron: la concentracién de es-
treptavidina utilizada para la modificaciéon del electrodo y el tiempo de la reaccién de
afinidad entre la biotina y la estreptavidina. Para prevenir la adsorcién no especifica, an-
tes de llevar a cabo la reacciéon de afinidad, se realiz6 una etapa de bloqueo utilizando
BSA como agente bloqueante, y la concentracién de BSA y el tiempo de bloqueo fueron,
también, optimizados. Una concentracién de BSA del 2% y un tiempo de bloqueo de 30
min fueron los més adecuado. Por otro lado, las condiciones més adecuadas para la vol-
tamperometria de redisolucién como el potencial y tiempo de deposicién, la amplitud,
escalén de potencial y tiempo de pulso fueron optimizadas. Como se comenté anterior-
mente, la técnica electroquimica utilizada fue voltamperometria de pulso diferencial ya
que resulté ser mds reproducible en comparacién a voltamperometria de onda cuadrada
(técnica que también fue evaluada). La sefial analitica medida para diferentes concentra-
ciones de estreptavidina (usando un volumen constante de 10 pL para la inmovilizacién
en el electrodo) y diferentes tiempos de la reaccién de afinidad alcanzé el méximo valor
para una concentracién de estreptavidina de 1x107 M (Figura 5.7) y a partir de 30 minu-
tos de reaccion. Los pardmetros de la voltamperometria de redisolucién anddica con pulso
diferencial que tuvieron un mayor efecto en la sefial analitica fueron el tiempo de deposi-
cién, y la amplitud y tiempo del pulso. Incluso un pequefio cambio en estos pardmetros
producian un cambio significativo en la sefial analitica, y por tanto, en la sensibilidad del
método. Los valores optimizados fueron: -1.1 V para el potencial de deposicién, 300 s para
el tiempo de deposicién, 50 mV para la amplitud del pulso, 10 mV para el escalén de po-
tencial, 10 ms para el tiempo de pulso y 100 ms para el tiempo de intervalo. Estos valores
fueron también empleados en el trabajo descrito en el préximo capitulo, dénde también

se utilizan quantum dots como marca electroquimica de biosensores.

5.7 COMPORTAMIENTO ANALITICO DE ELECTRODOS SERIGRAFIADOS INDIVIDUA-

LES

Tras la optimizaciéon de la metodologia experimental, el biosensor disefiado fue utilizado
para llevar a cabo una calibracién con diferentes concentraciones de BT-QDs, siguiendo
la estrategia descrita en la Figura 5.1. La sefial analitica aumenté de forma lineal con

concentraciones crecientes de BT-QDs. Se obtuvo un rango lineal entre 5x10™° - 5x107
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Figura 5.7: Efecto de la concentracion de estreptavidina en la respuesta analitica del biosensor.

M (en términos de QDs) con una correlacion (R?) de 0.998 siguiendo la ecuacion: ip (nA)
= 0.14 + 1.22 [BT-QDs] (10 M). El limite de deteccion calculado fue de 2x10™° M, y la
reproducibilidad de la sefial analitica obtenida fue del 5.0% (n = 3) en términos de RSD

usando diferentes dispositivos.

58 COMPORTAMIENTO ANALITICO DE TARJETAS SERIGRAFIADAS MULTICANAL

El método desarrollado para electrodos serigrafiados individuales fue aplicado a las
tarjetas serigrafiadas de 8 canales (Figura 2.1). Estas tarjetas multicanal fueron descritas
en profundidad en la seccién Experimental de la Tesis Doctoral. Los desarrollos recien-
tes en la tecnologia de los potenciostatos estdn facilitando la medida electroquimica de
varios electrodos simultdneamente. Por ejemplo, el potenciostato multicanal uStat8ooo, co-
mercializado por DropSens y utilizado en este trabajo, permite la utilizacién de este tipo
de tarjetas o placas serigrafiadas de 96 canales®. Con esta plataforma, es posible llevar a
cabo 8 medidas simultdneas usando las mismas o diferentes condiciones experimentales
y técnicas electroquimicas. Cabe destacar que esta tecnologia ha permitido un ahorro de
tiempo considerable en los trabajos desarrollados durante esta Tesis Doctoral.

Para llevar a cabo la metodologia desarrollada en SPCEs individuales a los SPCEs multi-
canal fue necesario, en primer lugar, el cambio del volumen empleado de las disoluciones
debido a la mayor miniaturizacién de estas tarjetas ya que cada celda electroquimica pue-
de contener como mucho 30 pL de muestra, y el drea geométrica del electrodo es menor
(5.15 vs. 12.56 mm?). Por tanto, un volumen de 25 puL fue empleado para las diferentes

etapas del biosensor, excepto para la modificacién inicial con estreptavidina, para la cual
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solamente 4 pL fue empleada. La relaciéon de voltiimenes en esta etapa fue de 2.5 (10 pL vs
4 pL) que atiende aproximadamente a la relacion de dreas geométricas (12.56/5.15 = 2.4).
Por otro lado, se llevé a cabo la optimizacién de las condiciones experimentales de nuevo
en estos dispositivos con el objetivo de evaluar si la disminucién del drea electrédica podia
tener un efecto en las condiciones mds 6ptimas. Sin embargo, no se encontraron cambios
significativos, y las mismas condiciones que para SPCEs individuales fueron utilizadas.
A continuacion, se llev a cabo una recta de calibrado con concentraciones crecientes de
BT-QDs usando las tarjetas multicanal (Figura 5.8). Un rango lineal de 1x10™ - 1.2x10° M
(en términos de QDs) con una correlacion (R*) de 0.990 fue obtenido siguiendo la ecuacion:
ip (nA) = 0.54 [BT-QDs] (x10® M) + o.02. El limite de deteccién calculado fue de 4x10™°
M y la reproducibilidad entre tarjetas multicanal fue de 8.5% (n = 3). La sensibilidad
(pendiente de la recta de calibrado) obtenida es més baja que utilizando electrodos indivi-
duales y la relacién entre ambas pendientes concuerda con la relacion entre las diferentes
dreas electrédicas (por lo que normalizando la respuesta con el area, los resultados son
coincidentes). Aunque el limite de deteccién es ligeramente menor utilizando electrodos
individuales, los beneficios de usar las tarjetas de 8 canales son evidentes. La facilidad
de la metodologia es clara ya que cada etapa se lleva a cabo utilizando micropipetas de
8 canales y las etapas de lavado se realizan simultdneamente. Ademds, cabe destacar las
ventajas de estas tarjetas cuando el procedimiento depende del tiempo, como en la mayo-
ria de los biosensores electroquimicos. Usando las tarjetas multicanal es posible realizar
un gran cantidad de andlisis en muy poco tiempo, y por tanto, en situaciones donde se
requiere llevar a cabo la detecciéon de gran cantidad de muestras, estos dispositivos son

una excelente opcién para ahorrar costes.

5.0 ENSAYO COMPETITIVO PARA LA DETERMINACION DE BIOTINA

El funcionamiento del biosensor electroquimico multicanal fue evaluado para la deter-
minacién de biotina. Un ensayo competitivo de un paso se llev6 a cabo entre biotina libre
y biotina marcada con QDs frente a los sitios de enlace de la superficie electrédica mo-
dificada con estreptavidina. Un esquema de este ensayo se representa en la Figura 5.2, y
la metodologia esta descrita en la Seccion 5.2.1. La sefial voltamperométrica decrecié con
concentraciones crecientes de biotina en la disolucién ya que una cantidad mayor de bio-
tina puede enlazarse a la estreptavidina de la superficie sensora y menos sitios quedarfan

disponibles para la BT-QDs, que es la especie responsable de producir la sefial electroqui-
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Figura 5.8: Voltamperogramas de pulso diferencial y recta de calibrado para el biosensor multica-
nal en presencia de diferentes concentraciones de BT-QDs (a)-(f): 1, 2, 4, 7, 10 y 12 X107
M. Inset: recta de calibrado para el biosensor en funcién de la concentracién de BT-QDs.
Las condiciones experimentales fueron las optimizadas en el trabajo.

mica. Una concentracién constante de 1.2x10% M de BT-QDs (en términos de QDs) fue
elegida para hacer el ensayo. Una dependencia lineal entre i/i, (%) y el logaritmo de la
concentracién de biotina fue encontrada desde 1x10 M hasta 1x107 M (Figura 5.9), dén-
de i, es la corriente obtenida en ausencia de biotina e i es la corriente cuando biotina libre
se encuentra presente en la disolucién. Segin el método que se indica en la introduccién
para este tipo de curvas (rango dindmico para la respuesta entre un 20 y 80 % del méximo),
se define que el rango dindmico es entre 2x10° M y 7x10® M, con un limite de detecciéon
de 0.9x10 M de biotina fue estimado (sefial para una disminucién del 10 % de la maxima
respuesta) y se calculé una RSD de 5.9% (n = 3) para la pendiente de diferentes rectas
de calibrado, indicando una buena reproducibilidad en la metodologia. La utilizacién de
QDs como marca electroquimica de biosensores con detecciéon in situ sobre electrodos se-
rigrafiados ofrece buenos resultados, obteniendo una deteccién aceptable de biotina en
un rango de concentraciones del orden de nM. La adsorcién fisica del elemento de reco-
nocimiento es una metodologia sencilla, y muy adecuada para este tipo de biosensores
con QDs. Por otro lado, una comparacién con algunos de los métodos electroquimicos
propuestos en la literatura para la determinacién de biotina (Tabla 5.1), muestran que este
sensor es bastante competitivo en términos de limites de detecciéon y rango lineal con otros
biosensores (o bioensayos) donde se utilizan marcas de deteccién enzimaticas o marcas al-
tamente amplificadas como los liposomas. Solamente un caso, en el que la deteccién se
lleva a cabo en un sistema de andlisis por inyeccién de flujo con preconcentracién magné-
tica (FIA), presenta caracteristicas analiticas muy superiores al sensor desarrollado en esta

Tesis Doctoral. Esto pone de manifiesto el buen comportamiento de los QDs como marca

Aplicaciones electroanaliticas de quantum dots y nanoparticulas de fosfato de titanio 192



5.10 CONCLUSIONES

Referencia LOD (nM) Rango (nM)
Avidina-HRP?>>> - 285 - 8000
Anticuerpo anti-BT y BT-liposoma [(Fe(CNg)]+)?5° 14 1 - 1000
MB-STV + HRP-BT®% 84 94 - 240
MB-STV + HRP-BT (FIA)=57 0.008 0.01 - 1
MB-STV + HRP-BT (8xSPCEs) %+ 0.2 0.2 - 250
Tabla 5.1: Caracteristicas analiticas de otros ensayos electroquimicos competitivos para la deteccion
de biotina.
or
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Figura 5.9: Voltamperogramas de pulso diferencial y recta de calibrado para el biosensor multica-
nal registrados para el ensayo competitivo en presencia de concentraciones crecientes
de biotina: o, 1, 5, 10, 50 y 100x109 M. Inset: recta semilogaritmica de la correspondiente
curva de calibrado.

de deteccion, incluso de una manera integrada y su deteccién in situ en la superficie del

transductor.

5.10 CONCLUSIONES

Existe un reciente interés en el desarrollo de dispositivos miniaturizados para resolver
problemas analiticos clinicos y medioambientales. Dentro de las herramientas y marcas
de deteccién desarrolladas, los electrodos serigrafiados con la deteccion in situ de quan-
tum dots proporcionan una plataforma excelente para el desarrollo de biosensores elec-
troquimicos desechables. La estrategia presentada en este trabajo tiene claras ventajas: un
procedimiento simple y rapido usando una tarjeta serigrafiada que permite la realizacién
de ocho anadlisis simultdneos, obteniendo una gran cantidad de datos en un corto periodo
de tiempo. Ademds, la deteccion electroquimica in situ de QDs en la misma plataforma

donde se realiza la reaccién de afinidad, es una clara ventaja a la mayoria de procedi-
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mientos mas complejos publicados hasta ahora para la deteccién electroquimica de QDs.
Este sistema puede ser aplicado a diferentes biomarcadores clinicos, como se describe en
el préximo capitulo, y abriendo la posibilidad a utilizar diferentes quantum dots para la

deteccién multianalito en biosensores desechables.
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BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS PARA
LA DETECCION DE BIOMARCADORES DE
LA ENFERMEDAD CELIACA USANDO
QUANTUM DOTS COMO MARCA

Anticuerpo-QD

Biomarcador

Transglutaminasd%

6.1 INTRODUCCION

El objetivo principal de este capitulo fue el desarrollo de inmunosensores electroquimi-
cos para la determinacién de biomarcadores de la enfermedad celfaca usando la deteccién
in situ de quantum dots en electrodos serigrafiados siguiendo la metodologia desarrollada
para el sistema biotina-estreptavidina en el capitulo anterior. De este modo, se pudo eva-
luar el funcionamiento de esta metodologia en un problema clinico real con muestras mas
complejas. Dos de los biomarcadores mds importantes de la enfermedad celiaca fueron
utilizados: anticuerpos anti-transglutaminasa de tipo IgG e IgA, cuya importancia ya se

ha resefiado en la introduccién de la Tesis Doctoral.
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En primer lugar, se desarroll6 un biosensor electroquimico para la deteccién de anti-
cuerpos IgG anti-transglutaminasa (IgG anti-tTG). Para la fabricacion de este biosensor,
se utilizaron tarjetas serigrafiadas de 8 canales como transductores y se modificaron con
transglutaminasa tisular (tTG) por adsorcion fisica en la superficie electrédica. A continua-
cién, una reaccion inmunoldgica tipo sandwich se llevé a cabo en varias etapas: reaccién
con suero humano que contiene el analito de interés (IgG anti-tTG), seguido de la inmuno-
rreacion con anticuerpos anti-IgG humana marcados con QDs de CdSe/ZnS (comerciales)
y de la deteccion electroquimica de Cd proveniente de los QDs. Todos los pasos fueron
realizados usando las tarjetas serigrafiadas como soporte sélido y la deteccién de Cd(II)
se llev a cabo in situ tras el ataque acido de los QDs por medio de voltamperometria de
redisolucién anddica. Se optimizaron las condiciones experimentales de la metodologia
y se evaluaron sus caracteristicas analiticas, precision y estabilidad del biosensor usando
controles séricos de diferentes concentraciones de IgG anti-tTG.

Tras evaluar el correcto funcionamiento con este sistema inmunolégico, se intentaron
nuevas estrategias para mejorar el biosensor como la eliminacién de etapas con el objetivo
de reducir el tiempo de analisis y su complejidad, para acercarse a un sistema POC ideal.
En la literatura existen muchos ejemplo de biosensores electroquimicos con procedimien-
tos complejos, donde varias reacciones biolégicas y etapas de lavado son necesarias 25%259.
Estos procedimientos se alejan de los conceptos ideales de un dispositivo POC. Ademas,
la mayoria de los bioensayos, y especialmente inmunoensayos, requieren de una etapa de
bloqueo de la superficie electrédica para minimizar la adsorcién no especifica de proteinas
interferentes que se encuentran en los reactivos o la muestra, y que pueden dar lugar a
una sefial de fondo alta que disminuye la relacién sefial /ruido y, por tanto, la sensibilidad.
Esta etapa de bloqueo se lleva a cabo, usualmente, con proteinas inertes como albimina
de suero bovino (BSA) o caseina, que incrementa la complejidad del procedimiento y el
tiempo y coste de andlisis. Sin embargo, esta etapa de bloqueo es, normalmente, asumi-
da por los investigadores en este campo y existen pocos trabajos en los que se intenta
eliminar, y en algunos casos por estrategias de lavado ciertamente complejas®*. Por otro
lado, la modificacién de los electrodos serigrafiados con el elemento de reconocimiento se
lleva a cabo, tipicamente, modificando solamente el electrodo de trabajo+%2°!. Sin embar-
go, el cardcter hidrofébico del electrodo inicial dificulta un recubrimiento completo de la
superficie por el elemento de reconocimiento presente en disolucién acuosa. Ademads, si
solo se modifica el electrodo de trabajo, el resto de la celda electroquimica sigue estando

disponible para adsorciones inespecificas. Esta compleja metodologia con varias reaccio-
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nes (incluyendo bloqueo de la adsorcién no especifica) y etapas de lavado es uno de los
principales problemas para la introduccién de nuevos inmunosensores electroquimicos en
aplicaciones comerciales. Por tanto, se espera que el desarrollo de estrategias mas simples
y rdpidas tengan una importancia determinante en el futuro de estos dispositivos. En este
capitulo, se ha desarrollado una metodologia para la deteccién de anticuerpos IgA anti-
tTG eliminando la tipica etapa de bloqueo y llevando a cabo la deteccién in situ de QDs
como marca electroquimica. Tras eliminar la etapa de bloqueo, se evalué tanto un bioen-
sayo de varias etapas con etapas de lavado intermedias, como un bioensayo de una sola
etapa, en el cual todos los reactivos bioldgicos reaccionan simultdneamente. Esta metodo-
logia es mucho mds simple y consume un menor tiempo que otros biosensores publicados

para la determinacién de biomarcadores de la enfermedad celfaca.

6.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

6.2.1  Metodologia del biosensor para la determinacion de anticuerpos IgG anti-transglutaminasa

usando quantum dots como marca

PROCEDIMIENTO DEL INMUNOENSAYO

Una alicuota de 4 pL de una disolucién de tTG con una concentraciéon de 0.1 mg mL™
fue depositada en la superficie de cada electrodo de trabajo y se almacené a 4 °C durante
la noche. Tras el lavado con Tris, se llevé a cabo una etapa de bloqueo con 25 uL de una
disolucién de caseina (20 mg mL™ de caseina en Tris) durante 45 minutos. La deteccién
de anticuerpos IgG anti-tTG se realiz6 incubando el inmunosensor con controles de suero
humano (diluidos 1:2 en Tris) durante 60 minutos seguidos de un nuevo paso de lavado
con Tris. Finalmente, 25 pL de una disolucién de anti-H-IgG-QD (concentracion de QDs
de 10 nM) con 1 mg mL™ de BSA fue depositado sobre los electrodos durante 60 minutos.
Un dltimo paso de lavado con agua ultrapura se llevé a cabo. Entonces, el electrodo se
conectd al potenciostato para el andlisis electroquimico. En la Figura 6.1 se muestra un
diagrama del inmunoensayo usando esta metodologia.

MEDIDA ELECTROQUIMICA

La etapa de medida se llevd a cabo siguiendo la metodologia explicada en la Sec-

cién 5.2.1.

197 Daniel Martin Yerga



BIOSENSORES ELECTROQUfMICOS PARA LA DETECCION DE BIOMARCADORES DE LA

ENFERMEDAD CELIACA USANDO QUANTUM DOTS COMO MARCA

A

*
Caseina anti-tTG-lgG :
anti-lgG-QD l g

- - e

e .

2+ 1
Acetato/Bi(lll) L HCl 1 M
. )
DPASV

E

Figura 6.1: Esquema del procedimiento del biosensor para la detecciéon de anticuerpos IgG anti-
transglutaminasa.

6.2.2  Metodologias del biosensor para la determinacion de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa

usando quantum dots como marca

INMOVILIZACION DEL ELEMENTO DE RECONOCIMIENTO

Los SPCEs de 8 canales fueron lavados con reguladora Tris y se dejaron secar para
generar una superficie hidrofilica. Después, una alicuota de 4 pL de una disolucién de
tTG (en Tris) con una concentracién de 0.1 mg mL-1 fue afiadida poniendo especial énfasis
en recubrir completamente la superficie de toda la celda electroquimica de cada electrodo
(incluyendo los electrodos de referencia y auxiliar). Se almacené durante toda la noche a 4
°C hasta secarse completamente. Con este procedimiento se fabrican los inmunosensores.

METODOLOGIA MULTI-ETAPA

En primer lugar, el inmunosensor preparado fue lavado con Tris. La deteccién de an-
ticuerpos IgA anti-tTG se llevé a cabo tras incubar el inmunosensor con 25 pL de una
disolucién sérica (1:2 en Tris) durante 60 minutos y una etapa de lavado con Tris. 25 pL
de 7.5 ng mL™ de una disolucién de anti-H-IgA-BT (con 5 mg mL™ de BSA) fue afadida
al sensor durante 60 minutos seguido de otra etapa de lavado con Tris. Finalmente, 25 pL
de una disolucién de QD-STV (10 nM en términos de QDs) fueron afiadidos y se dejaron
incubar durante 30 minutos. Un paso final de lavado con agua ultrapura se llevé a cabo
antes de la medida. En ese momento, la tarjeta serigrafiada se conecté al potenciostato
para el anélisis electroquimico. En la Figura 6.2 se muestra un diagrama esquemadtico del
inmunoensayo usando esta metodologia.

METODOLOGIA DE UNA ETAPA
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ANTI-TRANSGLUTAMINASA
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Figura 6.2: Esquema del inmunosensor electroquimico para la deteccion de anticuerpos IgA anti-
tTG con el bioensayo de varias etapas.

El inmunosensor preparado se lavé con Tris. La deteccion de anticuerpos IgA anti-tTG
se llevé a cabo incubando el inmunosensor durante 8o minutos con 25 pL. de una mezcla
de un calibrador sérico (10 pL) de concentracién conocida, anti-H-IgA-BT (1 pL, 190 pg
mL™ en Tris), QD-STV (1 pL, 250 nM en Tris) y reguladora Tris (13 puL). Un paso final
de lavado con agua ultrapura fue llevado a cabo. Entonces, la tarjeta serigrafiada fue
conectada al potenciostato para el andlisis electroquimico. En la Figura 6.3 se muestra un
diagrama esquematico del inmunoensayo usando esta metodologia.

MEDIDA ELECTROQUIMICA

La etapa de medida sigue el procedimiento previamente descrito. Para la metodologia
de una etapa, se utiliz6 un tiempo de deposicién de 400 s en lugar de 300 s como fue el

caso para la metodologia multi-etapa.

63 OPTIMIZACION DE LA METODOLOGIA DEL BIOSENSOR PARA ANTICUERPOS IGG

ANTI-TRANSGLUTAMINASA

6.3.1  Estudio de la biofuncionalidad del sensor y la adsorcién no especifica

Las condiciones de trabajo iniciales para la evaluacién de la biofuncionalidad del trans-
ductor modificado con tTG fueron: 0.2 mg mL™ de tTG, 12 nM de anti-H-IgG-QD, 20 mg
mL™ de BSA como reactivo de bloqueo, 30 min como tiempo de bloqueo y 60 min para

las inmunorreacciones. La sefial analitica obtenida por el biosensor con las condiciones de
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Figura 6.3: Esquema del inmunosensor electroquimico para la deteccién de anticuerpos IgA anti-
tTG con el bioensayo de una sola etapa.

trabajo iniciales fue evaluada usando controles de suero positivos y negativos provenien-
tes de un kit ELISA comercial para la deteccién de IgG anti-tTG. Los resultados obtenidos
(Figura 6.4A) muestran como el biosensor presenté un comportamiento adecuado ya que
la corriente de pico para el control positivo fue significativamente mayor que para el
control negativo. La elevada sefial obtenida para el control negativo parece ser debido
al efecto de adsorciones inespecificas. Tanto las muestras reales como estos controles de
suero contienen una elevada cantidad de inmunoglobulinas y otras proteinas que pueden
unirse de manera no especifica y conducir a un resultado no real. Por tanto, la reduccién
de la adsorcién inespecifica es crucial para obtener sefiales del blanco bajas y mejorar la
sensibilidad del biosensor. Para minimizarla, varios pardmetros que podrian afectar este
proceso fueron optimizados. Un estudio del efecto de bloqueo por BSA y caseina fue lle-
vado a cabo, evaluando el efecto de diferentes concentraciones (5, 10 y 20 mg mL™) de los
agentes bloqueantes. La caseina bloque¢ la superficie de manera mas efectiva que la BSA,
probablemente por su menor tamafo, consiguiendo la mejor relacién sefial /blanco con
20 mg mL™ de caseina. Con mds bajas concentraciones de caseina, el efecto bloqueante
no fue tan efectivo, mientras que con concentraciones maés altas el efecto bloqueante fue

excesivo, afectando negativamente a la sefial analitica. Tras esta optimizacién, se realizé
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Figura 6.4: A) Voltamperometria de pulso diferencial de la sefial analitica para los sueros positivo
y negativo utilizando el inmunosensor electroquimico sin optimizar. B) Voltamperogra-
mas de pulso diferencial de la sefal analitica para los sueros positivo y negativo tras la
optimizacién del inmunosensor electroquimico.

un estudio del tiempo de bloqueo. En este caso, la adsorcion no especifica decrecié con
el tiempo de bloqueo. La méxima relaciéon sefial/blanco fue obtenida con 45 min de tiem-
po de bloqueo. Para tiempos mds altos, la unién especifica se vio comprometida con el
bloqueo de la superficie y disminuy¢ la sefial analitica. Sin embargo, tras la optimizacién
de la etapa de bloqueo, los resultados para el control negativo todavia mostraban una
ligera sefial, por encima de 1 pA, mientras que para el control positivo esta sefial era de
3.7 pA. Por tanto, algtin efecto de la adsorcién inespecifica estaba ocurriendo, que podria
ser debido a la adsorciéon del anticuerpo de deteccion (anti-H-IgG-QD). El efecto de una
pequefa concentracién de BSA (1, 5 y 10 mg mL™) en esta disolucion fue evaluado. Con
una concentraciéon de 1 mg mL"de BSA, una sefial de fondo considerablemente mas baja
que 1 pA fue obtenida, decreciendo la adsorcién no especifica, como se muestra en la

Figura 6.4B, y sin disminuir de manera significativa la sefial para el control positivo.

6.3.2  Optimizacion de las condiciones experimentales

Algunos parametros que afectan a la funcionalidad del biosensor fueron optimizados.
Los controles séricos (positivos y negativos) de un kit ELISA comercial fueron empleados
para esta optimizacion, y se llevé a cabo el bioensayo variando los parametros estudiados.
La concentracion de tTG fue variada entre diferentes valores (0.01, 0.05, 0.1 y 0.2 mg mL™)
y la respuesta del biosensor fue registrada. Los resultados mostraron que la concentraciéon

de tTG mads apropiada fue de 0.1 mg mL™. Con concentraciones mas bajas, la sefial para
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el control positivo era menor (sin un cambio apreciable en la sefial del control negativo)
disminuyendo la relacién sefial /blanco. Concentraciones mds altas no mejoraron esta rela-
cién en comparacién a la obtenida con 0.1 mg mL™. Otros pardmetros como el tiempo de
incubacion del suero y el tiempo de reaccién y la concentracion de la disoluciéon de anti-
H-IgG-QD fueron, también, optimizados. Los valores mas 6ptimos fueron obtenidos con
60 min para ambos tiempos de incubacién y una concentracién de 10 nM (en términos de
QDs) para la disolucién de anti-H-IgG-QD. Con estos parametros optimizados, se obtuvo

el mayor valor para la relacién sefial /blanco.

64 COMPORTAMIENTO ANALITICO DEL BIOSENSOR DE ANTICUERPOS IGG ANTI-

TRANSGLUTAMINASA

6.4.1 Calibracion con el inmunosensor

El sensor desarrollado fue empleado con las condiciones experimentales optimizadas
para establecer una relacién entre la sefial analitica y la concentracién de anticuerpos IgG
anti-tTG usando calibradores de suero humano del kit ELISA comercial (o, 3, 7, 16, 40y 100
U mL™). La Figura 6.5A muestra la recta de calibrado para las concentraciones evaluadas
de anticuerpos IgG anti-tTG. Se observo la saturacién del sensor para una concentracion
de 100 U mL™, y por tanto, el limite superior del rango lineal fue de 40 U mL™, mien-
tras que la concentracién minima diferenciada del blanco fue de 7 U mL™. Una relacién
lineal entre la corriente de pico y la concentracién de anticuerpos fue obtenida de acuerdo
a la siguiente ecuacién: i (1A) = 0.106 £0.006 [anti-tTG IgG] + 0.7 (£0.1), R*= 0.994. La
reproducibilidad entre las pendientes de las rectas de calibrado (n=4) fue del 5.9%. Los
voltamperogramas obtenidos se muestran en la Figura 6.5B. El limite de deteccién calcu-
lado usando la recta de calibrado fue de 2.2 U mL™. De acuerdo a la especificaciéon del kit
ELISA comercial, los valores del cutoff para evaluar los resultados fueron los mostrados
en la Tabla 6.1. Por tanto, el sensor desarrollado puede diferenciar estas concentraciones
clave como se ha indicado en el calibrado. Usando la recta de calibrado obtenida, se reali-
z6 la determinacién de la concentracién de anticuerpos IgG anti-tTG del control positivo
y negativo. Para el control positivo, se estimé una concentracién de 29 £1 U mL™, que es
consistente con los datos especificados en el kit comercial (30.4 U mL™). Para el control
negativo, el resultado obtenido estd por debajo del limite de detecciéon del método (<3 U

mL™ indicado en los datos de calidad del kit comercial). El inmunosensor desarrollado en
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Negativo Positivo Indeterminado
<7UmL?* >10UmL™" 7-10 U mL™

Tabla 6.1: Valores clave de concentraciones de anti-tTG IgG para el diagnostico de la enfermedad

celiaca.
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Figura 6.5: A) Respuesta lineal del sensor para los diferentes calibradores del kit ELISA comercial
frente a diferentes concentraciones de anticuerpo IgG anti-tTG (o, 7, 16 and 40 U mL™).
B) Voltamperogramas de pulso diferencial para los mismos calibradores del kit ELISA
usando el inmunosensor electroquimico.

este trabajo presenta caracteristicas similares a biosensores electroquimicos previamente
publicados en la literatura. En el caso de los trabajos publicados por Neves et al.”>%2, se ob-
tuvieron rangos lineales de 0-40 U mL™ 6 0-100 U mL™ y un limite de deteccién de 2.95 U
mL™. La mayor pendiente de la recta de calibrado (y por tanto, de la sensibilidad) mostra-
da por esos biosensores puede ser debido a dos razones principales: el uso de una marca
enzimadtica, que amplifica la sefial analitica y el uso de electrodos serigrafiados con una
mayor drea electrédica. Sin embargo, el bioensayo consiste en una etapa mds de reaccién,
y por tanto, la metodologia es algo mas compleja. Ademas, el gasto de mayor volumen de
muestra y reactivos es otra desventaja en comparacién al biosensor desarrollado en este
trabajo. En el trabajo desarrollado por Dulay et al.”3, en el que también se utiliza una mar-
ca enzimética, debido al uso de unidades arbitrarias en la determinacién de anticuerpos,

las caracteristicas analiticas de los biosensores no son facilmente comparables.

6.4.2  Estudios de precision y estabilidad

Un estudio de precisién del inmunosensor se llevé a cabo evaluando la reproducibili-

dad de los ensayos para los controles positivos y negativos en diferentes biosensores y
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Figura 6.6: Estudio de estabilidad para el inmunosensor electroquimico para la deteccién de anti-
cuerpos IgG anti-tTG.

diferentes dias. Tres medidas usando tres diferentes sensores fueron realizados cada dia
y los resultados obtenidos indican una buena reproducibilidad del inmunosensor, con
una RSD media de 9.4 % para el suero negativo y de 4.5 % para el suero positivo. Estos
resultados muestran que el método proporciona medidas precisas.

Por otro lado, también se evalud la estabilidad del biosensor tras su fabricaciéon median-
te la adsorcidn fisica del elemento sensor. Para este estudio, varios inmunosensores fueron
modificados con tTG como se describié en el procedimiento experimental (durante toda
la noche a 4 °C), al dia siguiente se lavaron con una disolucién reguladora de Tris-HClI 0.1
M pH 7.4 y se almacenaron a 4 °C por diferentes periodos de tiempo. La respuesta del
biosensor fue evaluada durante un periodo de 1 mes usando tanto los controles séricos
positivos como negativos del kit ELISA comercial. Como se muestra en la Figura 6.6, no se
observa ningtin cambio estadisticamente significativo en la respuesta analitica del inmu-
nosensor, por lo que se confirma que es estable por, al menos, un mes desde el dia de su
fabricacién en estas condiciones de almacenamiento, y confirma la adsorcién fisica como

un método para mantener la estabilidad de la fase sensora.

65 BIOSENSORES SIN BLOQUEO PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS IGA
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Teniendo en cuenta los problemas de adsorcién no especifica en las aplicaciones de bio-
sensores y la etapa de bloqueo frecuentemente empleada en la gran mayoria de los inmu-
nosensores electroquimicos publicados, nuestra estrategia para solucionar este problema

fue mejorar la fabricaciéon de la superficie sensora con el elemento de reconocimiento. La
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celda electroquimica fue lavada completamente con la disolucién reguladora de trabajo y
se dej6 secar a temperatura ambiente. De este modo, la superficie de toda la celda elec-
troquimica, previamente hidrofébica, pasa a ser hidrofilica por la presencia de sales. Los
SPCEs presentan una superficie hidrofébica debido a los componentes de la tinta utiliza-
dos en la fabricacién (como resinas o polimeros organicos). Para generar una superficie
hidrofilica, otros autores emplean pretratamientos electroquimicos que consumen largos
tiempos para crear grupos oxigenados*®3 o incluso mediante pulido con alimina y ultra-
sonidos2%4. En este tltimo caso, se obtiene una mejora en la inmovilizacién de derivados
de catecol tras la activacién. En esta Tesis Doctoral, la mejora hidrofilica se consigue tras
el secado de moléculas de Tris en la superficie (también presentes en la disolucién del
elemento de reconocimiento), que incrementa la hidrofilicidad, como se ha comprobado
midiendo el dngulo de contacto de una disolucién de tTG (en reguladora Tris), mostrado
en la Figura 6.7. Una gota acuosa en una superficie hidrofébica tiende a exhibir un angu-
lo de contacto alto. La forma de la gota de la disoluciéon de tTG fue redondeada en un
SPCE sin tratar con un angulo de contacto de 103+6°. El angulo de contacto se reduci6 a
18=£1° tras la etapa de lavado-secado con la disolucion reguladora de Tris, algo que parece
indicar un contacto més intimo entre la disolucién y la superficie y que podria conducir
a una mayor eficacia en el recubrimiento. La eficacia en el recubrimiento fue evaluada
mediante EIS. Tipicamente, la presencia de especies proteicas en la superficie electrédica
aumenta la resistencia a la transferencia electrénica (R), ya que especies no conducto-
ras como proteinas acttian como barrera a la ET, y esta estrategia suele ser utilizada en
biosensores impedimétricos sin marca%. Los andlisis por EIS de la superficie electrédica
modificada de la manera convencional descrita en los apartados anteriores, de la estra-
tegia hidrofilica descrita ahora, y de electrodos sin modificar con proteina muestran un
aumento en la R para la modificacién hidrofilica (95214631 € frente a 3935+440 €2 para
la modificacién convencional y 95+12 2 para SPCEs sin modificar), como se representa
en la Figura 6.8. El mayor valor para la Rt obtenido evidencia la mayor y méds efectiva
carga proteica empleando esta estrategia. En comparacion, parece que la hidrofobicidad
de la superficie puede formar una barrera limitando el acceso de la proteina al electrodo,
produciendo un recubrimiento inferior, incluso usando las mismas concentraciones, algo
que dejarfa una mayor superficie electrédica disponible para adsorciones inespecificas. Por
tanto, la estrategia de modificacién hidrofilica aumenta la carga proteica en la superficie

electrédica, que puede tener un efecto positivo en dos sentidos: mayor unién especifica
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Figura 6.7: Fotografia de gotas de una disolucién de tTG usando el procedimiento de modificacién
convencional (arriba) y la modificacién hidrofilica desarrollada en este trabajo (abajo).
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Figura 6.8: Gréficas Nyquist para medidas EIS de un SPCE sin modificar (negro), SPCE tras la mo-
dificacién convencional con tTG (rojo) y SPCE tras la modificacién con tTG desarrollada
en este trabajo (azul).

con el analito (mayor sensibilidad) y menor capacidad de la superficie para unir especies
interferentes.

A continuacion, se evalu6 la funcionalidad del biosensor y la efectividad de la estrate-
gia de modificacién hidrofilica. Los voltamperogramas obtenidos para los controles posi-
tivos y negativos de un inmunosensor para la determinacién de anticuerpos IgA anti-tTG
realizado con una etapa de bloqueo (30 min, 20 mg mL™ de BSA) y una modificacién
convencional del electrodo de trabajo con tTG se muestran en la Figura 6.9A. Claramente,
con estas condiciones una alta adsorcion no especifica puede observarse, indicada por la
sefal del control negativo usando este agente bloqueante. Por tanto, para un bloqueo de

la superficie més eficiente, un mayor tiempo, una mayor concentracién o un agente blo-
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queante diferente deberian ser empleados. En el caso anterior, para la determinacion de
anticuerpos IgG anti-tTG se utiliz6 20 mg mL™ de caseina en una etapa de bloqueo du-
rante 45 minutos con el fin de reducir la adsorcién no especifica. Sin embargo, cuando se
evaluo la efectividad de la nueva estrategia de modificacién hidrofilica de la fase sensora,
se observ6 una disminucién significativa de la sefial para el control negativo, algo que
llevé a evaluar la posibilidad de eliminar la etapa de bloqueo adicional. Tras eliminar la
etapa de bloqueo y usar la modificacion de la celda electroquimica previamente mencio-
nada, una sefial significativa para el control negativo fue todavia obtenida (Figura 6.9B)
pero la relacién sefial/blanco aumenté en comparacién a usar BSA como bloqueante. En
lugar de volver a afiadir la etapa de bloqueo adicional, se evalué la posibilidad de utilizar
un agente bloqueante en las propias etapas de inmunoreaccién, aprovechando alguna de
esas etapas para llevar a cabo este proceso. Por tanto, se realiz6 un estudio de las diferen-
tes etapas del inmunosensor con el objetivo de prevenir la adsorcién no especifica de los
inmunorreactivos. Una pequefia cantidad de BSA (0.5 %) fue afiadida a la disolucién de
cada etapa del inmunoensayo (control sérico, anti-H-IgA-BT y STV-QD) y el efecto en la
relacion sefial /blanco fue estimado. No se encontraron cambios significativos cuando la
BSA se afiadi6 a las disoluciones de los controles de suero o de la STV-QDs. Sin embargo,
una sefial de fondo mds pequena fue encontrada cuando la BSA fue afiadida a la disolu-
cién de anti-H-IgA-BT, mejorando la relacién sefial /blanco debido a la minimizacién de la
adsorcién no especifica de este reactivo. Por tanto, la modificacién del electrodo propuesta
en este trabajo en combinacién con la adicién de una pequefia cantidad de BSA en la di-
solucién mencionada, minimiza significativamente la adsorcién no especifica y mejora la
relacion sefial /blanco, como se muestra en la Figura 6.9C. Para confirmar que los inmuno-
rreactivos no exhiben adsorcién inespecifica, SPCEs de 8 canales fueron modificados con
una protefna no especifica frente a los anticuerpos IgA anti-tTG (en este caso, 1x107 M de
peroxidasa del rabano silvestre, HRP) y se llevé a cabo el bioensayo con las condiciones
optimizadas. En la Figura 6.9D se muestra que la sefial para el control positivo no es signi-
ficativamente diferente que la sefial para el control negativo. Por tanto, parece que tanto el
analito (anticuerpos IgA anti-tTG) como los inmunoreactivos (anti-H-IgA-BT y STV-QDs)
no se adsorben inespecificamente en la superficie electrédica.

Tras el desarrollo de la metodologia sin bloqueo, varios parametros que influenciaban la
funcionalidad del biosensor como la concentracién de tTG, anti-H-IgA-BT y STV-QDs o los
tiempos de las reacciones inmunolégicas fueron optimizados. Controles séricos (positivo

y negativo) de un kit ELISA comercial fueron también utilizados para esta optimizaciéon
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Figura 6.9: Voltamperometria de pulso diferencia de la sefial analitica para los controles séricos

positivo (rojo) y negativo (negro) usando el sensor electroquimico con una etapa de
bloqueo (A), sin etapa de bloqueo y sin BSA (B) y sin etapa de bloqueo pero con BSA
en la disolucién de anti-H-IgA-BT (C). D) DPV para un control sérico negativo (rojo) y
para un control sérico positivo usando HRP como elemento sensor (negro).
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Figura 6.10: Voltamperogramas de pulso diferencial y recta de calibrado para el inmunosensor
desarrollado siguiendo el procedimiento por etapas (o, 3, 7, 16, 40, 100 U mL™ para la
concentracién de IgA anti-tTG).

(diluidos 1:2 en reguladora Tris), y se llevé a cabo el biosensor variando los pardmetros
a estudiar. Considerando la relacién sefial/blanco, los valores mds apropiados son los
descritos en la Seccion 6.2.2, con los que se obtuvieron la mayor relacién sefial/blanco
para los controles séricos. Las sefiales voltamperométricas para diferentes concentraciones
de anticuerpos IgA anti-tTG usando los calibradores séricos del kit ELISA se muestran en
la Figura 6.10. La corriente de pico de redisolucién anédica aumenté con concentraciones
crecientes de IgA anti-tTG, como se puede observar en la recta de calibrado de la misma
figura. La sefial analitica mostré una dependencia lineal para las concentraciones de IgA
anti-tTG en el rango desde 3 a 100 U mL™ siguiendo la ecuacién de regresion lineal: ip(1A)
= 0.142 (£0.002) - [anti-tTG-IgA] + 0.45 (£0.09), R* = 0.9992. La reproducibilidad entre las
pendientes de las rectas de calibrado fue de 5.5% (RSD, n=4), mientras que el limite de
deteccion fue de 2.4 U mL™. De acuerdo a las especificaciones del kit ELISA comercial,
los valores cutoff para evaluar los resultados se muestran en la Tabla 6.2. Por tanto, el
sensor desarrollado es capaz de diferenciar estas concentraciones clave. Utilizando la recta
de calibrado obtenida, la concentracién de anticuerpos IgA anti-tTG para los controles
positivo y negativo fue medida. Para el control positivo, una concentraciéon de 32+3 U
mL™ fue obtenida, que es bastante coherente con los datos especificados en el kit (2647
U mL™). Para el control negativo, el resultado obtenido estuvo por debajo del limite de
deteccion del método (< 3 U mL™ segtin se indica en los datos del kit comercial).

Esta estrategia sin etapa de bloqueo fue también aplicada al sistema previamente desa-
rrollado para la determinacién de anticuerpos IgG anti-tTG, en la cual un procedimiento

de modificacién convencional de la superficie electrédica y una etapa de bloqueo indivi-
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Negativo Positivo  Indeterminado
<sUmL* >8UmL™ 5-8 U mL™

Tabla 6.2: Valores clave de la concentracion de IgA anti-tTG para el diagndstico de la enfermedad
celiaca.

0 1 1 1 1
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Figura 6.11: Recta de calibrado para la concentracién de anticuerpos IgG anti-tTG con la etapa de
bloqueo (linea de puntos) y llevado a cabo con la metodologia sin etapa de bloqueo
(linea discontinua).

dual fueron utilizados. Con la nueva estrategia, aunque no se consigue la deteccién de
menores concentraciones, se consigue una mejora en la sensibilidad, estimada por las pen-
dientes del calibrado: 0.106 (£0.006) para la estrategia convencional y 0.151 (+0.004) para
la estrategia de modificacion hidrofilica (Figura 6.11). Por tanto, la estrategia sin etapa de
bloqueo desarrollada es capaz de eliminar una etapa del bioensayo, ahorrando un tiempo

de analisis significativo (45 min) y mejorando las caracteristicas analiticas del método.

6.6 INMUNOENSAYO DE UNA ETAPA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS IGA

ANTI-TRANSGLUTAMINASA

Otro objetivo importante en el desarrollo de biosensores como dispositivos POC es mi-
nimizar el ndmero de etapas de la inmunorreacciéon para simplificar el procedimiento
experimental y evitar etapas de lavado, con el consiguiente ahorro de tiempo de analisis.
Por tanto, se llevé a cabo la optimizacion del biosensor con el objetivo de reducir el nime-
ro de etapas inmunolégicas, evaluando la posibilidad de realizar la reaccién entre todos

los reactivos de forma simultdnea (controles séricos, anti-H-IgA-BT, QDs-STV y BSA) en
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la superficie del sensor y etapa de bloqueo adicional. La optimizaciéon de los pardmetros
afectando la relacién sefial/blanco como la concentraciéon (y relacion) de reactivos o los
tiempos de reaccion se llevo a cabo. pardmetros. La mayor relacién sefial/blanco fue obte-
nida usando concentraciones de 6.75 pg mL™ para el anti-H-IgA-BT, 9.1 nM para QDs-STV
(en términos de QDs) y una relacién 1:1.2 para los controles de suero. En este caso, el efec-
to de la BSA en la disoluciéon fue ligeramente perjudicial para la relacién sefial/blanco, y
mejores resultados fueron obtenidos sin BSA en la disolucién. Es probable que la presencia
de BSA en la disolucién disminuya la cinética de la reaccién global, ya de por si compleja,
probablemente por impedimentos estéricos. Como contratiempo de eliminar la BSA, una
mayor adsorcién inespecifica se puede observar. El tiempo elegido para la reacciéon inmu-
nolégica fue de 8o minutos. Aunque mayores tiempos mejoraban ligeramente la deteccién,
consecuencia de una mayor reaccién inmunolégica, se decidi6 elegir 80 minutos porque
era suficiente para detectar la concentracién de analito de 3 U mL™ y su diferenciacién es-
tadistica del control negativo. Incluso con las condiciones optimizadas, la sensibilidad fue
menor que para la metodologia de varias etapas, y para minimizar este efecto, el tiempo
de deposicién fue incrementado, consiguiendo una mejor relacion sefial/fondo para 400 s
de tiempo de deposicion.

La sefales voltamperométricas y recta de calibrado que se obtuvieron para diferentes
concentraciones de anticuerpos IgA anti-tTG usando los calibradores séricos del kit ELI-
SA comercial se muestran en la Figura 6.12. La saturacién del sensor se observa para
concentraciones mayores de 40 U ml™. La relacién lineal entre la corriente de pico y la
concentracién de anticuerpo sigui6 la ecuacion: ip(nA) = 0.068 (+0.002) - [anti-tTG-IgA]
+ 0.86 (£0.03), R* = 0.996. La reproducibilidad entre las pendientes de calibrado fue de
11.2 % (RSD, n = 4), y el limite de deteccién de 2.7 U mL™. La menor sensibilidad y rango
lineal obtenidos en comparacién con la metodologia de varias etapas es coherente con
llevar a cabo las reacciones inmunolégicas simultdneas, que resultan en una menor ciné-
tica de reaccién y un mayor impedimento de la superficie electrédica resultando en una
menor capacidad para llevar a cabo la reaccién de reconocimiento. Sin embargo, el sensor
desarrollado es capaz de diferenciar las concentraciones clinicas relevantes (previamente
descritas en la Tabla 6.2) con una estrategia de una etapa y llevando a cabo 8 analisis
simultaneos en menos de 9o minutos. Usando la recta de calibrado previamente obtenida,
las concentraciones de anticuerpos IgA anti-tTG para el control sérico positivo y negativo
fueron determinadas. Para el control positivo, se obtuvo una concentracién de 3044 U

mL™, que es coherente con los datos especificados en el kit (2647 U mL™). Para el control
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Figura 6.12: Voltamperogramas de pulso diferencial y recta de calibrado para el inmunosensor
desarrollado siguiendo el bioensayo de una etapa (o, 3, 7, 16, 40 U mL™ para la con-
centracién de IgA anti-tTG).

negativo, el resultado obtenido es menor que el limite de deteccién del método, acorde
con los datos del kit comercial ( < 3 U mL™). Estos datos son también coherentes con
los resultados obtenidos para la metodologia de varias etapas, confirmando que ambas
metodologias pueden ser convenientes para la deteccion de anticuerpos IgA anti-tTG en
muestras de suero humano.

Un estudio de precisién del inmunosensor fue llevado a cabo evaluando la reprodu-
cibilidad en diferentes dias para la medida de los controles séricos positivo y negativo.
Tres medidas usando tres diferentes sensores se llevaron a cabo cada dia y los resultados
obtenidos indican una buena reproducibilidad del inmunosensor, con una RSD promedio
de 12.1 % para los controles negativos y de 8.1 % para los controles positivos. Los resul-
tados indican que la metodologia de una etapa proporciona resultados precisos. Ademads,
también se evalud la estabilidad del inmunosensor tras su fabricacion. Para este estudio,
varios inmunosensores fueron modificados con tTG por adsorcién fisica y almacenados
a 4 °C durante diferentes periodos de tiempo. La respuesta del biosensor fue evaluada
durante 1 mes usando los controles positivos y negativos del kit ELISA comercial. Como
se indica en la Figura 6.13, no se observé un cambio significativo en la respuesta analitica
del inmunosensor, por lo que se puede confirmar que son estables al menos durante 1
mes bajo estas condiciones de almacenamiento.

Las caracteristicas analiticas obtenidas son comparables a las obtenidas por otros inmu-
nosensores electroquimicos para la deteccion de biomarcadores de la enfermedad celiaca
usando plataformas de detecciéon similares pero con mayores tiempos de andlisis y con

etapa de bloqueo adicional?®*747*, En otros casos, donde se obtienen tiempos de anélisis
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Figura 6.13: Estudio de estabilidad del inmunosensor electroquimico siguiendo el bioensayo de
una sola etapa para la detecciéon de anticuerpos IgA anti-tTG.

mads cortos, el procedimiento es, sin embargo, mds complicado y consiste en varias etapas
individuales”37%77. Solamente una estrategia sin bloqueo fue descrita por Pividori et al.”?
usando electrodos compuestos de grafito-epoxy, pero llevando a cabo una metodologia
compleja con varias etapas de lavado de 20 min para prevenir la adsorcién no especifica.
Por tanto, la eliminacion de la etapa de bloqueo, en este caso, complica el procedimiento
experimental global. El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral presenta algunas ven-
tajas criticas frente a los inmunosensores electroquimicos publicados para la deteccién de
anticuerpos IgA anti-tTG debido a la metodologia sencilla, sin etapa de bloqueo adicional

y con una sola etapa de reaccién biolégica.

6.7 CONCLUSIONES

En este capitulo, biosensores electroquimicos desechables fueron optimizados y utiliza-
dos para la determinacién de anticuerpos anti-tTG (biomarcadores de la enfermedad celia-
ca) usando la deteccion in situ de QDs en electrodos serigrafiados. La deteccién in situ de
QDs en la superficie de los electrodos desechables es una estrategia muy conveniente para
usar este tipo de marcas electroquimicas en analisis clinicos. Numerosos trabajos han sido
publicados en los que se realizan andlisis de especies clinicas utilizando QDs como marca
y electrodos convencionales para su deteccion. Estos sistemas son muy complejos para su
utilizacién real en hospitales, ademads de la necesidad de limpieza de estos electrodos (y
las celdas utilizadas) entre medidas para evitar posibles contaminaciones bioldgicas. Por

tanto, los dispositivos desarrollados en este trabajo presentan ventajas como un bajo coste,
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bajo volumen de reactivos necesario, ahorro de tiempo significativo por la utilizacién de
plataformas de 8 canales y una metodologia muy simple.

Tras la optimizacién y evaluacion de del funcionamiento de un biosensor para la detec-
cién de anticuerpos anti-tTG IgG, se consigue una mejora significativa para un biosensor
desarrollado para la deteccién de anticuerpos anti-tTG IgA. La tTG fue inmovilizada en
la superficie del transductor utilizando una simple pero novedosa estrategia que consigue
un recubrimiento de la superficie muy efectivo y minimiza la superficie electrédica capaz
de producir adsorciones inespecificas. Como resultado, es posible el desarrollo de un in-
munoensayo de una sola etapa siguiendo una metodologia simple sin etapa de bloqueo
adicional. El biosensor desarrollado es capaz de diferenciar las concentraciones clinicas re-
levantes con esta estrategia mono-etapa y de realizar 8 andlisis simultdneos en menos de
9o minutos. Los buenos resultados obtenidos para los calibradores y controles séricos de
un kit ELISA comercial indican que la plataforma analitica desarrollada es una herramien-
ta valida para la determinacion de biomarcadores de la enfermedad celiaca, y demuestran
que la deteccién in situ de QDs como marca electroquimica de biosensores desechables en
ensayos complejos tipo sandwich puede ser una estrategia muy interesante para llegar a

fabricar dispositivos POC en el futuro.
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7.1 INTRODUCCION

La generacion de superficies nanoestructuradas funcionales es objeto de estudio en dife-
rentes campos y el desarrollo de nuevas metodologias para fabricar este tipo de superficies
es una preocupacion constante. La electroquimica se ha convertido en una de las técnicas
mas interesantes para generar nanoestructuras localizadas mediante electrodeposicién. La
posibilidad de seleccionar los parametros experimentales permite un alto control del tama-
fio y caracteristicas de las nanoestructuras generadas. Por ejemplo, las técnicas de sonda
de barrido como la microscopia electroquimica de barrido (SECM) han sido utilizadas

26698 Aunque estas técnicas permiten

para la generacion de superficies nanoestructuradas
un gran control especifico de las zonas de deposicion debido a la utilizacién de micro
o nanoelectrodos y un sistema de control piezoeléctrico, son bastante complejas y con-

sumen un tiempo considerable si una superficie amplia necesita ser recubierta con estas
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nanoestructuras localizadas. Este hecho hace que estas técnicas no sean las méds adecuadas
para generar superficies nanoestructuradas a gran escala o para superficies macroscopicas.
Una alternativa es la utilizacion de electroquimica bipolar®®7 para la deposicion localizada
en objetos conductores. La electroquimica bipolar ha sido empleada para generar objetos
tipo Janus como microtubos de carbono o esferas de carbono vitreo modificadas con me-
tales en uno de sus extremos2°%2%. Aunque ttil para objetos como microparticulas, la
electroquimica bipolar tampoco parece adecuada para la nanoestructuracién localizada
de superficies macroscépicas. Por tanto, parece que una metodologia simple, rdpida y de
bajo coste que pudiera ser utilizada para recubrir una superficie macroscépica con na-
noestructuras metélicas s6lo en zonas seleccionadas no ha sido descrita. En otro sentido,
la electrodeposicién de plata ha sido ampliamente estudiada en diferentes superficies y
condiciones experimentales®’**7", y se ha encontrado que la plata puede ser electrodepo-
sitada de forma catalitica sobre nanoparticulas de oro?7*273.

En este capitulo se describe la electrodeposicion selectiva de plata sobre QDs, proceso
no estudiado hasta la fecha. Interesantemente, como se menciond en la introduccién, es-
tos nanocristales pueden tener defectos estructurales que pueden actuar como sitios de
captura de electrones y huecos, y por tanto, constituir centros de oxidacién y reduccién,
respectivamente '*%'*7. Las caracteristicas particulares de la plata nanoestructurada asi ob-
tenida fueron estudiadas mediante técnicas electroquimicas y microscépicas. Por un lado,
se observa como los QDs son capaces de catalizar la reduccién de plata, y por otro lado,
se observa una fuerte adsorcion de la plata electrodepositada en la superficie de los QDs,
indicado por los dos procesos de reoxidaciéon obtenidos. A continuacién se estudié los
procesos de nucleacién y crecimiento de las AgNPs depositadas sobre los QDs y sobre un
electrodo serigrafiado de carbono. Los andlisis mediante microscopia confocal, microsco-
pia electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM) y microscopia electrénica de
barrido (SEM) permiten complementar las técnicas electroquimicas para conocer en ma-
yor en medida el proceso y las caracteristicas de las nanoparticulas generadas. Utilizando
unas condiciones de electrodeposiciéon por debajo de la saturacion y diferentes patrones
de modificacién de la superficie, se evaltia la capacidad de la electrodeposicion selectiva
de plata sobre QDs como técnica para generar superficies nanoestructuradas localizadas.
Por ultimo, se utiliza este método como prueba de concepto para la determinacién de

QDs, hecho que puede ser de interés para su empleo como marca de biosensores.
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7.2.1  Deteccion electroquimica de quantum dots

Brevemente, el procedimiento para la deteccién electroquimica de quantum dots usando
la electrodeposicion selectiva de plata se realiza de la siguiente manera: QDs son adsorbi-
dos en la superficie electrédica colocando una gota de 10 pL en el electrodo de trabajo. El
tiempo de adsorcién méximo fue de 30 min y la sefial analitica no aument6 con tiempos
mayores, incluso dejando la gota overnight a 4 °C. Tras el lavado con H,O, una gota de 40
pL de 250 pM de AgNO; en NH; 1 M fue afiadida al electrodo serigrafiado, y un potencial
de -0.2 V fue aplicado durante 60 s para llevar a cabo la electrodeposicién. Un potencial
de +0.8 V fue aplicado durante 15 s justo antes de la electrodeposicién con el objetivo de
disminuir la corriente capacitiva y obtener un pico de redisolucién con mejor forma. La
redisolucién de la plata depositada se llevé a cabo mediante voltamperometria de pulso
diferencial con un barrido entre +0.2 y +0.7 V con los siguientes parametros optimizados:
0.1 V para la amplitud de pulso, 0.01 V para el escalén de potencial, 0.03 s para el tiempo

de pulso, 0.1 s para el tiempo de intervalo y 5 s como tiempo de equilibracién.

7.3 ESTUDIO ELECTROQUfMICO Y ESTRUCTURAL DE LA ELECTRODEPOSICION DE

PLATA SOBRE QUANTUM DOTS

Como la electrodeposicion de plata sobre electrodos modificados con QDs no habia sido
descrita hasta la fecha, se llevé a cabo un extenso estudio electroquimico. En primer lugar,
se llev6 a cabo la voltamperometria ciclica de una disolucién de plata sobre electrodos seri-
grafiados de carbono sin modificar y modificados con quantum dots. Como se muestra en
la Figura 7.1, el comportamiento electroquimico de plata sobre electrodos modificados con
quantum dots es muy diferente al comportamiento sobre electrodos de carbono sin modi-
ficar. Los tipicos procesos observados para la electrodeposicion de plata y su redisolucién
se encuentran a -0.5 V' y +0.05 V, respectivamente. Sin embargo, nuevos procesos anddicos
y catdédicos aparecen en los voltamperogramas cuando quantum dots estdn presentes en
la superficie electrédica. Estos procesos pueden ser visualizados de manera més eficaz en
experimentos de voltamperometria de barrido lineal considerando solamente las curvas
catédica o anddica como se muestra en la Figura 7.2. En primer lugar, la LSV de la reduc-

cién/deposicion fue llevada a cabo (Figura 7.2A). Como se muestra en la figura, para un
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electrodo sin QDs, ocurre un solo proceso de reduccién a un potencial cercano a -0.5 V,
tipico de la electrodeposicién de plata en superficies de carbono, como se ha mencionado.
Para el electrodo modificado, un nuevo proceso de reducciéon aparece a un potencial de
-0.05 V. Este proceso no aparece sobre los electrodos sin modificar, o cuando se realiza LSV
solamente con el electrolito de fondo (NH; 1 M) a un electrodo modificado con QDs. Por
tanto, este proceso involucra plata y quantum dots, y se comporta de manera muy similar
a la deposicion underpotential de un metal sobre una superficie metélica*74, que sugiere la
adsorciéon de una monocapa del producto de la reaccién. La reduccién de plata es cataliza-
da por la presencia de QDs en la superficie electrédica, y se lleva a cabo con la aplicacién
de un menor sobrepotencial que para la reduccién normal. Por otro lado, se realiz6 un
estudio de LSV de los procesos de redisolucion tras la electrodeposicion aplicando un po-
tencial de -0.2 V durante 60 s (Figura 7.2B). De la misma manera que para los procesos de
reduccién, se encontraron diferencias significativas. Como se muestra en la figura, para un
electrodo serigrafiado sin modificar, solamente aparece el proceso de redisolucién tipico
de la plata sobre carbono a +0.05 V. Sin embargo, cuando los electrodos son modificados
con QDs, un nuevo proceso a +0.45 V es observado en el voltamperograma. Este proceso
indica una fuerte interaccion de la plata con los QDs, que resulta en una redisolucién mas
dificil (mayor sobrepotencial) que para la reoxidacion de plata sobre carbono. Este hecho
es significativamente diferente a casos similares donde se ha descrito la electrodeposicion
de plata sobre nanoparticulas de oro o cobre. En estos casos, solamente un proceso de
redisolucién aparece, sugiriendo que la interaccion de la plata depositada y los quantum
dots es mucho mas fuerte que en estas otras nanoparticulas metalicas.

Aunque el intercambio catioénico entre metales dentro de la estructura de QDs y me-
tales en disolucién ha sido previamente descrito®’>, incluso a temperatura ambiente27°,
este hecho no parece ocurrir en las condiciones experimentales y escala de tiempo de este
experimento. Si el intercambio catiénico ocurriera, la plata idnica seria introducida en la
estructura de la nanoparticula y estaria fuertemente combinada con los ligandos (proba-
blemente con el sulfuro, que se encuentra en la capa externa de la nanoparticula). Por
tanto, la reducciéon de plata introducida en la nanoparticula seria més dificil (necesitaria
un mayor sobrepotencial) que la deposiciéon normal y ocurriria a un potencial més ne-
gativo. El hecho de que la reduccién de plata que interacciona con los QDs ocurre a un
potencial més positivo que la reduccién normal significa que la plata idénica no interaccio-
na fuertemente con las nanoparticulas antes de la reduccién. Bard et al. describieron que

los QDs podrian involucrarse en transferencias multielectréon a un potencial dado debido
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a la captura de electrones dentro de la particula, segtin se explicé en la introduccién ™.
Este hecho coincide con la respuesta electroquimica encontrada para la electrodeposicién