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Todo comenzd hace seis anios, alld por el 2002, cuando en quinto de carrera
decidi coger la asignatura Proyecto, en aquellos momentos sentia la curiosidad de
conocer lo que era trabajar en un laboratorio de Investigacion. Lo recuerdo como
si fuera ayer cuando Araceli me fue presentando a cada una de las personas que
en este laboratorio trabajaban, explicindome en todo momento que hacia cada
uno y que técnica empleaba. Todo me sonaba rarisimo, pero a su vez me suponia
un gran reto, debia aprender cada una de esas técnicas que se empleaban, utilizar
cada uno de esos aparatos que parecian tan distintos, y disefiar unos dispositivos
que fueran capaces de medir concentraciones muy bajas con el fin de obtener
buenos resultados, que en un futuro podrian publicarse. Era como un juego, en el
que si llegabas al final tenias la posibilidad de volverte mds o menos famoso

dependiendo de un “tal” indice de impacto.

En estos momentos parece como si el juego que comencé hace seis arios
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ocasiones como en un tiovivo con los altibajos que ello conlleva. Aun asi, me
quedo con un buen recuerdo, porque tanto en los buenos como en los malos
momentos siempre he podido contar con diferentes personas, capaces de alegrarse
conmigo y dispuestos a ayudarme e intentar encontrar soluciones a problemas
que parecian imposibles. Por este motivo, me gustaria agradecer a todos los que
de una manera u otra han estado a mi lado durante este tiempo y sin los cuales
no hubiera sido posible encontrarme en estos momentos escribiendo estas

palabras.
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Introduccion

L.1. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

El OBJETIVO principal de este trabajo ha sido aprovechar las ventajas del
empleo de superficies electrédicas nanoestructuradas para el desarrollo de
biosensores electroquimicos con caracteristicas analiticas mejoradas con
respecto a otros disefios y la aplicacion de los mismos a muestras reales de

interés.

Dicho objetivo se encuadra dentro de los previstos en los siguientes
Proyectos de Investigacion subvencionados: “Desarrollo de nuevos biosensores
para la deteccion rapida de microorganismos patogenos en alimentos”,
BQU2003-00365; “Desarrollo de biosensores basados en electrodos de superficie
nanoestructurada para la determinacion de pardmetros de calidad en
alimentos”, PR27/05-13860 y “Disefio de superficies nanoestructuradas para la

deteccion de moléculas bioactivas en alimentos”, CTQ2006-02905/BQU.

El PLAN DE TRABAJO desarrollado para alcanzar el objetivo marcado,

consta de las siguientes etapas:

1.-  Estudio del comportamiento electroquimico de los biosensores

enzimaticos e inmunosensores empleando superficies nanoestructuradas con

nanoparticulas de oro.

Con objeto de evaluar el efecto de las nanoparticulas de oro sobre el
comportamiento electroquimico de los biosensores, se utilizaran diferentes
técnicas electroquimicas como voltamperometria ciclica o amperometria en
disolucion agitada, comparandose los resultados con los obtenidos empleando
biosensores preparados en idénticas condiciones pero en ausencia de
nanoparticulas. Las mejoras obtenidas en sensibilidad, reproducibilidad de las

medidas, asi como en la estabilidad de los dispositivos preparados, permitiran
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demostrar las excelentes propiedades conductoras y cataliticas de este
nanomaterial, asi como su adecuacion para inmovilizar moléculas bioldgicas sin

producirse pérdidas apreciables de su bioactividad.

2.-  Desarrollo de biosensores enzimadticos y amperométricos para la

determinacién de compuestos fendlicos.

Con el fin de preparar biosensores enzimaticos amperométricos para la
determinacion de compuestos fendlicos, se emplearan diferentes superficies
electrédicas y distintas estrategias de modificacion de las mismas, empleando
siempre nanoparticulas de oro. Asi, se preparard un biosensor basado en un
electrodo de carbono vitrificado modificado con nanoparticulas
electrodepositadas, y se construiran biosensores enzimaticos compdsitos, donde
las nanoparticulas se incluirdn dentro de la propia matriz electrddica
tridimensional.

En ambos casos se optimizardn las variables experimentales que afecten
tanto a la modificacion de la superficie electrédica, como a las respuestas
amperométricas. Asimismo, se calculardn los parametros cinéticos de la
reaccion enzimatica sobre las superficies de los biosensores para varios
compuestos fenolicos, y se evaluardn las caracteristicas analiticas de los
métodos desarrollados con ellos, lo que implica establecer los intervalos de
linealidad de los calibrados, la evaluacion de la precision y el calculo de los
limites de deteccion y cuantificacidn para los compuestos estudiados.

Ademds, se caracterizardn las superficies mediante métodos

electroquimicos y no electroquimicos.
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3.-  Desarrollo de inmunosensores amperométricos basados en una matriz

compdsita nanoestructurada.

Los electrodos compositos son adecuados para la preparacion de una
gran variedad de configuraciones electrddicas, presentando ventajas tales como
la obtenciéon de una mayor relacion senal/ruido, la posibilidad de incorporar
especies para mejorar la selectividad o sensibilidad del material electrodico, asi
como la regeneracion de su superficie por simple pulido. Por otro lado, la
presencia de las nanoparticulas de oro en la superficie del electrodo permite
inmovilizar material bioldgico sin pérdida de su bioactividad, mejorando las

caracteristicas analiticas asi como el tiempo de vida 1til de los inmunosensores.

En esta parte del trabajo se prepararan varios inmunosensores basados
en el empleo de electrodos compdsitos conteniendo nanoparticulas de oro, con
el fin de aprovechar las ventajas de este nanomaterial, estudidndose para cada
uno de ellos la influencia que ejercen las distintas variables experimentales
sobre la respuesta amperométrica. En cada caso, se llevarda a cabo un
seguimiento, mediante espectroscopia de impedancia faradaica, de cada una de
las etapas implicadas en la preparacion del inmunosensor, asi como de las
relacionadas con la realizacion del inmunoensayo correspondiente. Finalmente
se estudiard la estabilidad y las caracteristicas analiticas de los diferentes

inmunosensores.

4.- Aplicacion de los biosensores enzimdticos e inmunosensores

desarrollados al andlisis de muestras reales.

Tanto los biosensores como los inmunosensores desarrollados se

aplicaran a la determinacion de analitos de interés en muestras reales.
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Por lo que se refiere a los biosensores enzimaticos, se llevara a cabo la
estimacién del contenido de compuestos fendlicos en diferentes tipos de
muestras, con el fin de proporcionar un “indice” del contenido total de fenoles,
que permita estimar de una forma rdpida y fiable si dicho contenido es superior
al valor establecido en la legislacion y, si es asi, poder tomar decisiones
oportunas en el menor tiempo posible.

El biosensor basado en la modificacion de un electrodo de carbono
vitrificado, se aplicard a la determinacién de polifenoles en vinos, mientras que
el biosensor compdsito se aplicard a muestras de aguas procedentes de una
refineria de petrdleo y a muestras de alpechin. La validez de la metodologia
empleada se verificara mediante comparacion de los resultados obtenidos con
los proporcionados por un método de referencia.

En cuanto a los inmunosensores, éstos se emplearan para la
determinacién de analitos de interés en la industria ganadera y en andlisis
clinico. Asi, se llevara a cabo la determinaciéon de progesterona en leche y de
inmunoglobulina G en suero. En ambos casos las muestras ensayadas seran
previamente enriquecidas con los compuestos estudiados, con el fin de evaluar

la exactitud de los métodos, asi como la existencia de efecto matriz.
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1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
NANOPARTICULAS DE ORO

Las nanoparticulas de metales nobles, especialmente las de oro, han
despertado un gran interés debido a las interesantes propiedades estructurales,
electrénicas, magnéticas, Opticas, y cataliticas de estos materiales. Estas
propiedades dependen en gran medida de su tamano y de su forma, los cuales
vienen determinados por las condiciones experimentales empleadas en su
obtencion. Asi, se producen cambios considerables en las propiedades opticas
del material al disminuir el tamano de particula a escala nanométrica. Por
ejemplo, las disoluciones coloidales de nanoparticulas de oro presentan un
color rojo caracteristico, color rubi, derivado de las dimensiones de las

particulas del metal.

Cuando un haz de radiacién incide sobre nanoparticulas de metales como
el oro se produce una oscilacion colectiva de los electrones de conduccion del
metal, lo que se traduce en la absorcion de radiacion electromagnética por parte
de las nanoparticulas en una determinada zona del espectro visible, dando
lugar a espectros con bandas de resonancia conocidas como plasmones. Este
fendmeno, conocido como absorbancia de plasmoén superficial, es una
propiedad caracteristica de superficies de un tamafo determinado; asi, no se
observa en particulas de tamafo inferior a 1-2 nm (dimensiones quantum), ya
que sus electrones estan en niveles de energia discretos; por otra parte, el oro
metalico presenta una absorcion continua en la region UV/Vis/IR. En el caso de
las nanoparticulas de oro, esta absorcion continua decae drasticamente, excepto

en una zona concreta denominada banda de absorcion del plasmon.
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El comportamiento plasmoénico de las nanoparticulas de oro viene también
determinado por su funcionalizacién, pudiendo emplearse la medida de la

absorbancia del plasmon para caracterizar las nanoparticulas.

Uno de los problemas asociados a las nanoparticulas de oro es la elevada
tendencia que presentan a flocular en presencia de electrolitos. Por tanto, es
necesario tomar las precauciones necesarias en su preparacion, con el fin de

evitar la formacion de agregados o su precipitacion.

La preparacion de nanoparticulas de oro generalmente implica la
reduccion quimica de una sal de oro en medio acuoso u organico, en presencia
de un agente estabilizante o protector adecuado, el cual se une a la superficie de
las nanoparticulas aumentando su estabilidad y neutralizando las fuerzas
electrostaticas. Las dispersiones de las nanoparticulas preparadas en presencia
de un estabilizador son estables a temperatura ambiente durante largo tiempo,

no observandose precipitacion del coloide al cabo de varios meses.

Se han empleado una gran variedad de agentes estabilizantes. Sin
embargo, el procedimiento de obtenciéon de nanoparticulas mas utilizado,
probablemente debido a su sencillez y los buenos resultados que proporciona,
es el basado en el uso de citrato como reductor, que a su vez actia de
estabilizante, impidiendo la formacion de agregados [Cai, 2001]. Ademas, es de
gran importancia destacar que las particulas sintetizadas por reduccion con
citrato pueden considerarse esferas monodispersas, cuyo tamafo puede ser
controlado fijando la concentracion de citrato empleada. Asi, en la Tabla 1 se
recoge el tamafno de nanoparticula obtenido para diferentes voliumenes de

disolucion de citrato al 1% adicionado en la sintesis.


http://www.monografias.com/trabajos/termodinamica/termodinamica.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/medio-ambiente-venezuela/medio-ambiente-venezuela.shtml
http://www.monografias.com/trabajos901/evolucion-historica-concepciones-tiempo/evolucion-historica-concepciones-tiempo.shtml
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Tabla 1.- Variacion del didmetro de las nanoparticulas en funcién del volumen de
citrato sodico adicionado.

Volumen de disolucién de Diametro, nm
citrato sédico al 1%, mL (medidos por SEM)
1.0 16
0.75 25
0.5 41
0.3 72
0.21 98
0.16 147

SEM: microscopia electrénica de barrido

En la Figura 1 se esquematiza el proceso de reduccion del oro idnico que

tiene lugar cuando se anade el reductor.

Nucleacion

w

Crecimiento de particulas
2999

I Adicion del reductor Ti mpg,

Figura 1- Reduccion de oro idnico para formar particulas de oro

Antes de afadir el reductor, solo hay iones oro en la disolucion.
Inmediatamente después de adicionar el reductor, se produce un crecimiento
brusco en el numero de atomos de oro en disolucion, hasta alcanzar una

situacion de sobresaturacion. Después de este proceso tiene lugar el crecimiento
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de las particulas formadas en el proceso de nucleacion, dando lugar a la

aparicion de agregados.

La cantidad de reductor adicionada determina el nimero y el tamafio de
las particulas de oro obtenidas. Asi, una cantidad elevada de reductor da lugar
a la formacién de un gran namero de atomos de oro (nucleos) iniciales y, por
tanto, a la obtencién de un mayor ntimero de particulas de oro de menor

tamano.

Las condiciones de preparacién Optimas implican la formacién rapida y
simultdnea de las particulas iniciales, de modo que su crecimiento es
exactamente el mismo, obteniéndose asi nanoparticulas de oro del mismo

tamafio (monodispersas).

El color de la suspension obtenida, rojo rubi, es sefial de la calidad de las
particulas obtenidas en cuanto a forma esférica y tamano nanométrico
reproducible, de la suspension de oro coloidal obtenida. Una suspension de
color purpura es sefial de que se ha producido la agregacion de particulas,
obteniéndose particulas de forma y tamano irreproducible. Como veremos, la
uniformidad en el tamafio es esencial en la fabricacion de dispositivos basados
en el empleo de nanoparticulas de oro que proporcionen medidas estables y

reproducibles.

Las nanoparticulas asi preparadas poseen carga superficial negativa como
consecuencia de la débil union al citrato, empleado como reductor. Debido a la
carga, las particulas se repelen entre si, manteniéndose en suspension

indefinidamente.

Como ya se ha comentado, la longitud de onda del maximo de absorcién

del plasmén depende tanto del tamafio como de la forma de la nanoparticula.
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Por otra parte, la posicion de la banda del plasmon varia con la funcionalizacion
de las nanoparticulas. Este fenomeno puede aprovecharse para la
caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas. Asi, por ejemplo, las

particulas de 15 nm de didmetro presentan un maximo a 520 nm.

Otros procedimientos para la obtencion de nanoparticulas de oro implican
el empleo de derivados de tioles, que permiten la preparacion de
nanoparticulas funcionalizadas con una gran variedad de ligandos organicos y
biomoléculas sin pérdidas de su actividad. En presencia de estas moléculas
protectoras, tiene lugar un recubrimiento de la superficie del agregado
incipiente, evitando su excesivo crecimiento y la pérdida de sus propiedades
coloidales. Esta adsorcion ocurre por la formacion de enlaces covalentes Au-S,

segun la reaccion:

Au +RSH — Au-SR + 2 H»

La fortaleza de estos enlaces viene determinada por la alta afinidad

quimica del grupo tiol por los atomos de oro.

Otras posibilidades implican la encapsulacién de las nanoparticulas en
fase acuosa, en el interior de micelas inversas presentes en microemulsiones o la

dispersion de las mismas en matrices poliméricas.

A pesar de los grandes progresos en la sintesis de nanoparticulas de oro,
aun se estan disefiando nuevos procedimientos que permitan un mayor control
del tamafo, forma y reactividad quimica de las nanoparticulas preparadas,
habida cuenta de sus numerosas aplicaciones en campos tan importantes como

la obtencion de los nanosensores, biosensores, catalisis y nanoelectroquimica.

Por otra parte, cabe destacar el interés creciente que han recibido la

preparacion de bioconjugados, basados en la modificacion de las nanoparticulas
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de oro por unién a moléculas bioldgicas, ya que en estos materiales hibridos
pueden conjugarse las propiedades inherentes a las particulas metdlicas
coloidales con las de reconocimiento molecular propias de este tipo de
moléculas. Asi, se han desarrollado procedimientos de sintesis de
nanoparticulas de oro de tamano y forma controlados que, ademas, pueden ser
funcionalizadas facilmente con biomoléculas como péptidos, enzimas,

anticuerpos, ADN, etc.
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1.3. ELECTRODOS MODIFICADOS CON NANOPARTICULAS
DE ORO

La preparacion y el empleo de superficies electrodicas nanoestructuradas
constituye una linea de investigacion de gran interés y actividad en
electroandlisis. De los diferentes tipos de nanomateriales existentes, cabe
destacar el empleo de nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro para la
preparacion de sensores y biosensores electroquimicos. En la naturaleza
podemos encontrar materiales nanoestructurados metalicos, O6xidos 'y
semiconductores. En cuanto a las nanoparticulas metdlicas, éstas poseen
excelentes propiedades conductoras y cataliticas, permitiendo la construccion
de “nanoarrays”, con una relacién sefial/ruido varios érdenes de magnitud
superior a la de los electrodos convencionales, y con la ventaja de que pueden

obtenerse series ordenadas de nanoelectrodos en una o varias dimensiones.

El empleo de nanoparticulas de oro para la modificacién de superficies
electrédicas es aplicable tanto a la construccion de sensores quimicos como de
biosensores. En el primer caso, las nanoparticulas, funcionalizadas o no, actan
como fase sensora, catalizando los procesos redox de algunas moléculas de
interés, como peroxido de hidrégeno, oxigeno o NADH, que participan en
reacciones bioquimicas utiles desde el punto de vista analitico, y que ademas
pueden monitorizarse empleando técnicas electroquimicas [Herndndez-Santos,
2002 y Rashid, 2006]. En el caso de los biosensores, el acoplamiento de
nanoparticulas de oro con los elementos de reconocimiento bioldgico, permiten

construir fases sensoras con propiedades mejoradas.

En la bibliografia se han encontrado diversas estrategias para la
modificacion de diferentes superficies electrodicas con nanoparticulas de oro,

entre las que cabe destacar: a) la unién de las nanoparticulas a los grupos
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activos de monocapas autoensambladas (SAMs), b) la adsorcion de las
nanoparticulas de oro sobre la superficie electrédica por inmersion del
electrodo en una disolucién de oro coloidal durante un tiempo determinado, c)
la inmovilizacion directa de las nanoparticulas sobre la superficie electrodica
mediante electrodeposicion del nanomaterial, para lo cual se sumerge el
electrodo en una disolucion de acido tetracloroatrico y se aplica un potencial
durante un tiempo determinado. La variacion del potencial aplicado y del
tiempo de aplicacion permiten controlar el tamafio de las particulas
electrodepositadas y d) la incorporacion a la matriz en el caso de emplear

electrodos comp0sitos.

En los ultimos anos, los disefios electrodicos basados en nanoparticulas
metdlicas, especialmente de oro, estan siendo ampliamente utilizados por sus
atractivas caracteristicas fisico-quimicas. Ademas, la facilidad de preparacion y
la posibilidad de funcionalizacion, las hace muy apropiadas para el desarrollo
de electrodos modificados para la determinacion tanto de macromoléculas
como proteinas, acidos nucleicos o carbohidratos [Hernandez-Santos, 2002],

como de sustancias toxicas [Renedo, 2007].

Como consecuencia de esto, son numerosos los sensores
nanoestructurados encontrados en la bibliografia, donde se aprovecha el efecto
electrocatalitico que ejercen las nanoparticulas de oro, disminuyendo el
potencial de deteccion de los analitos de interés, asi como, las mejoras que se

presentan en cuanto a las caracteristicas analiticas del sensor [Cai, 2001].

Asi, por ejemplo, en nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado
un sensor para la determinacion de metionina, en el que las nanoparticulas de
oro son inmovilizadas sobre un electrodo de pasta de carbono previamente
modificado con una monocapa de cisteamina. La modificacion de la superficie

electrédica con este nanomaterial permite obtener un bajo limite de deteccion,
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0.59 uM, y llevar a cabo un método selectivo de deteccion de metionina en

presencia de otros aminoacidos o vitaminas [Agiii, 2004].

Otros autores han preparado un electrodo de carbono vitrificado
modificado con una pelicula de metiltrimetoxisilano y nanoparticulas de oro,
para la obtencién de un sensor de perdxido de hidrogeno. Es de destacar el bajo
limite de deteccién, 3.15 nM, sin el empleo de mediador ni de enzimas

inmovilizadas [Maduraiveeran, 2007].

Otro disefio reportado por Jena y colaboradores para la determinacion de
glucosa, se basa en el empleo de nanoparticulas de oro autoensambladas a los
grupos tioles de una matriz tridimensional sol-gel. Las propiedades cataliticas
de las nanoparticulas de oro han hecho posible la medida de la senal de
oxidacion de la glucosa a potenciales tan bajos como 0.16 V, obteniéndose al
mismo tiempo una excelente sensibilidad y un limite de deteccién de 50 nM

[Jena, 2006].

Recientemente el grupo de Li M. ha preparado un sensor para la
determinacion de dopamina empleando un electrodo de oro modificado con
ditiocarbamato sobre el que se electrodepositan nanoparticulas de oro. Es de
destacar la gran estabilidad de la superficie sensora, asi como la elevada
eficiencia catalitica hacia la oxidaciéon de la dopamina, lo que da lugar a un
aumento de la sensibilidad, reproducibilidad y tiempo de vida til con respecto

a otras configuraciones encontradas en la bibliogratia [Li M., 2008].

Uno de los principales problemas que presenta la determinacion de
dopamina es la interferencia de sustancias como el dcido ascdrbico, presente
comunmente en concentraciones elevadas en la mayor parte de las muestras
bioldgicas. El empleo de superficies electrodicas modificadas con
nanoparticulas de oro ha permitido llevar a cabo la deteccion selectiva de

dopamina en presencia de d&cido ascorbico, basandose en el efecto
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electrocatalitico que ejercen las nanoparticulas de oro sobre el proceso de
oxidacion del 4acido ascérbico. Las nanoparticulas de oro han sido
inmovilizadas sobre un electrodo de oro previamente modificado con una
monocapa de cisteamina. Los resultados obtenidos mediante voltamperometria
ciclica y voltamperometria de onda cuadrada ponen de manifiesto la buena
sensibilidad y selectividad obtenida para ambas especies con respecto al empleo
de un electrodo de oro sin modificar, alcanzandose un limite de deteccion de

0.13 M. [Raj, 2003].

El empleo de un electrodo de carbono vitrificado modificado con una
pelicula polimérica de poli (3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT) y nanoparticulas de
oro constituye una nueva estrategia para la determinacion de dopamina en
presencia de acido ascorbico. En este dispositivo, la dopamina, mas hidrofdbica,
interacciona preferentemente con la region no conductora del polimero (forma
reducida), mientras que el acido ascérbico, mas hidrofilico, interacciona con la
region conductora (forma oxidada), dando lugar a un notable desplazamiento
de la senal de oxidacion del acido ascorbico hacia valores de potencial menos
positivos, observandose asi una separaciéon de 230 mV entre los picos de
oxidacién de ambos compuestos. Por otra parte, la adsorcion de la dopamina
sobre las nanoparticulas de oro, a través del débil enlace de los grupos amino,
da lugar a un significativo aumento de la corriente de oxidacién, obteniéndose

un marcado aumento de la sensibilidad de la determinacion [Kumar, 2005].

Otro ejemplo de sensor nanoestructurado para la determinacién de este
compuesto, desarrollado por Wang P. y colaboradores, consiste en la
inmovilizacién covalente de las nanoparticulas de oro sobre un electrodo de
carbono vitrificado modificado con una monocapa de colina. El efecto
electrocatalitico diferenciador que ejerce la monocapa de colina modificada con

nanoparticulas de oro sobre las senales de oxidacion de dopamina, acido
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ascorbico y 4cido turico, permite, por una parte, un aumento de la sensibilidad
de las sefiales de oxidacion y, por otra, la resolucion de mezclas de los tres
componentes permitiendo su determinaciéon conjunta en una misma muestra

[Wang P., 2007].

Un ejemplo de sensor nanoestructurado para la determinacion de
biomoléculas de interés clinico es el desarrollado por Goyal y col. La
preparacion del sensor implica el empleo de una superficie electrodica de 6xido
de titanio e indio (ITO) modificada con nanoparticulas de oro quimisorbidas. El
sensor ha sido aplicado a la determinacion de un corticoide sintético con
propiedades antiinflamatorias en muestras de orina y sangre. Las medidas se
llevan a cabo por voltamperometria diferencial de impulsos, comparandose los
resultados obtenidos con los conseguidos con un electrodo de oro y un
electrodo de ITO sin modificar con las nanoparticulas de oro. Los
voltamperogramas registrados ponen de manifiesto la ventaja del empleo de
superficies nanoestructuradas, ya que el efecto electrocatalitico ejercido por las
nanoparticulas de oro da lugar a una disminucion del potencial del pico de
oxidacion del analito, asi como a un aumento de la sensibilidad de la senal

[Goyal, 2007].

Jin y colaboradores han desarrollado un sensor para la determinacion de
epinefrina en presencia de acido ascérbico. Para ello, han empleado como
superficie electrddica un electrodo de carbono vitrificado sobre el que se han
electrodepositado nanoparticulas de oro. El efecto electrocatalitico ejercido por
el nanomaterial sobre la corriente de oxidacion del acido ascérbico, ha
permitido llevar a cabo la determinacion de ambas especies de forma selectiva,
observandose una separacion de 183.5 mV entre ambos picos de oxidacion [Jin,

2002].
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Se han encontrado en la bibliografia diferentes sensores modificados con
nanoparticulas de oro para la determinacion de sustancias tdxicas de interés.
Asi, los electrodos serigrafiados (“screen-printed”), carbono vitrificado, platino,
y de grafito han sido ampliamente empleados para la determinacion de especies
tales como arsénico [Song, 2006], antimonio [Renedo, 2007], éxido de nitrégeno

e hidrazina.

Como ejemplo de sensor nanoestructurado para la determinacion de
oxido nitrico, el grupo de Zhu M. y col. ha desarrollado un microsensor,
empleando microelectrodos de platino modificados con una monocapa de
cisteina sobre la que se unen covalentemente las nanoparticulas de oro. En este
caso se observa el efecto electrocatalitico que ejerce el nanomaterial sobre la
oxidacion del oxido de nitrogeno, disminuyendo el potencial de deteccion en
250 mV respecto de la sefal obtenida sobre el microelectrodo sin modificar. La
interferencia de nitrito y nitrato en la determinacion del dxido nitrico se evita

recubriendo la superficie sensora con una pelicula de Nafion [Zhu M., 2002].

En otro trabajo realizado por Jena y colaboradores se ha empleado una
superficie tridimensional sol-gel modificada con nanoparticulas de oro para la
determinacién de hidrazina. En este caso se obtiene una disminucion del
potencial de oxidacion de la hidrazina de aproximadamente 800 mV, asi como
un aumento en la corriente de pico con respecto a la sefial obtenida sobre un

electrodo de oro convencional, lo que permite alcanzar un limite de deteccion

de 200 pM [Jena, 2007].
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1.4. BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS BASADOS EN EL
EMPLEO DE NANOPARTICULAS DE ORO (nAu)

1.4.1. Biosensores enzimaticos

Como ya se ha dicho, la importancia de los sistemas electroanaliticos
basados en nanoparticulas de oro se debe a las propiedades superficiales,
electrénicas y cataliticas tinicas de este material [Liu S., 2003a y Katz, 2004].
Ademds presentan la ventaja de que las enzimas adsorbidas retienen su
actividad bioldgica, lo que no ocurre sobre otros materiales electrédicos, como
superficies metdlicas pulidas, debido probablemente a la mayor libertad de
orientacion que poseen las biomoléculas inmovilizadas sobre las nanoparticulas

[Liu S., 2003b].

Por otra parte, las nanoparticulas actian como medio de conduccién
electrénico entre el grupo prostético de las enzimas y la superficie del electrodo,
facilitando la transferencia electrdnica. Esta ventaja se ha aprovechado para la
preparacion de biosensores enzimaticos sin necesidad de mediador, también
llamados de tercera generacion, en los que las nanoparticulas de oro posibilitan
la transferencia de carga directa entre el grupo redox de la proteina y la
superficie del electrodo, alcanzdndose elevados niveles de estabilidad y

sensibilidad [Yanez-Sedero, 2005 y Liu S., 2003a].

En la Tabla 2 se recogen los biosensores enzimaticos encontrados en la
bibliografia basados en el empleo de nanoparticulas de oro, mostrandose el
procedimiento de inmovilizacion empleado, asi como las caracteristicas de

funcionamiento y las caracteristicas analiticas obtenidas en cada caso.

Uno de los disefios mas simples consiste en la deposicion directa de las
nanoparticulas sobre la superficie electrodica. Esta configuracion permite

obtener biosensores estables, de respuesta rdpida y elevada sensibilidad. Asi,
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por ejemplo, Zhang y col. prepararon un biosensor para la determinacion de
glucosa en el que la enzima glucosa oxidasa (GOx) se inmoviliza por unién
covalente sobre un electrodo de oro previamente modificado con
nanoparticulas de oro [Zhang S., 2005]. En otro trabajo, Shulga y col.
demuestran que la electrodeposicion de nanoparticulas de oro sobre un
electrodo de oro proporciona una superficie electrddica adecuada para la
inmovilizacion de la enzima acetilcolinesterasa. El biosensor obtenido se utilizd
para la determinacién de carbofuran a muy bajos niveles de concentracion

[Shulga, 2007].

En un trabajo realizado en nuestro grupo de investigacion, se inmoviliza
la enzima xantina oxidasa (XOD) por entrecruzamiento con glutaraldehido. La
preparacion del biosensor implica la electrodeposicion previa de nanoparticulas
de oro sobre la superficie de un electrodo de pasta de carbono y posterior
inmovilizacion de la enzima por entrecruzamiento con glutaraldehido y BSA. El
biosensor se empled para la determinacién de hipoxantina (Hx) en sardinas y
carne de pollo [Agiii, 2006]. La deteccion de Hx se lleva a cabo a +0.6 V
aproximadamente, sobre electrodos convencionales. Sin embargo con la
configuracién del biosensor desarrollado con las nanoparticulas de oro, es
posible realizar dicha deteccion a un potencial de 0 V, minimizando
interferencias como el acido ascérbico. El limite de deteccion obtenido al aplicar
este potencial es de 0.22 uM, siendo del mismo orden que los encontrados en la

bibliografia, con biosensores que operan a potenciales mucho mas elevados.

El empleo de superficies electrddicas modificadas con monocapas
autoensambladas de tioles permite la incorporacion de enzimas, mediadores,
agentes de entrecruzamiento o nanoparticulas metalicas. Esta posibilidad de
modificacion, junto con la variedad de cadenas hidrocarbonadas de diferente

longitud de que se dispone, permite una gran versatilidad en el disenio del
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sensor para diferentes aplicaciones. Ademads, los dispositivos basados en el
empleo de monocapas autoensambladas proporcionan, en general, una elevada
relacion sefal / ruido y una buena reproducibilidad de las medidas realizadas,
asi como de los procedimientos de fabricacion.

Como ejemplos, cabe destacar la preparacion de biosensores de glucosa
oxidasa empleando distintas configuraciones basadas en el empleo de
monocapas autoensambladas sobre un electrodo de oro. De entre ellas, la
obtenida incorporando oro coloidal y GOx sobre una monocapa de cisteamina
es la que proporciona una mayor sensibilidad y un mayor tiempo de vida
operacional [Mena, 2005a]. Otro ejemplo de un disefio de este tipo, es la
preparacion de un biosensor de peroxidasa basado también en el empleo de
monocapas de cisteamina y nanoparticulas de oro para el estudio de la
transferencia electrdodica directa de la enzima inmovilizada, observandose la
aparicion de un par de picos en el voltamperograma ciclico correspondiente
atribuidos a la reacciéon enzimatica. El biosensor muestra una excelente
respuesta electrocatalitica para la reduccion de H202 sin necesidad de mediador
[Yi, 2000]. Recientemente, Lin y col. han preparado un biosensor amperométrico
de peroxidasa basado en la modificacion de un electrodo de oxido de indio-
titanio (ITO) con una monocapa de (3-mercaptopropil) trimetoxisilano y
nanoparticulas de oro y posterior coinmovilizacion de la enzima peroxidasa y el
mediador tetrametilbencidina [Lin, 2007b].

Es de destacar otra configuracion basada en la union de las
nanoparticulas de oro a nanoesferas porosas funcionalizadas con grupos tioles
de poli(divinilbenceno-co-acido acrilico) para la preparacién de un biosensor de

peroxidasa, consiguiéndose buenas caracteristicas analiticas [Xu S., 2007].

La incorporaciéon de nanomateriales a matrices compositas constituye
una estrategia muy util para la preparacion de biosensores con excelentes

caracteristicas analiticas. Los dispositivos obtenidos no solo presentan las
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ventajas propias de los nanomateriales, sino también las derivadas de los
electrodos compositos, tales como baja corriente de fondo y gran versatilidad
como consecuencia de la posibilidad de incorporar diferentes sustancias a la
matriz electrddica sin necesidad de enlaces covalentes. Ademas, constituyen un
deposito tridimensional de enzima cuya superficie puede renovarse por simple

pulido.

Como ejemplo de este disefio cabe citar la incorporacion de
nanoparticulas de oro a una mezcla composita de grafito en polvo y aceite de
parafina utilizada para fabricar electrodos de pasta de carbono, asi como de
distintas enzimas. Con este disefo se ha construido un biosensor de glucosa de
elevada sensibilidad sin necesidad de mediador [Liu S., 2003b], un biosensor de
peroxidasa [Liu S., 2002] y uno de tirosinasa para la monitorizacién de fenol
[Liu S., 2003a], todos ellos preparados mezclando la enzima, el oro coloidal y
los componentes de la pasta de carbono. Un diseno similar se obtiene
modificando microparticulas de carbono vitrificado con nanoparticulas de oro y
la enzima XOD para la deteccién de xantina e hipoxantina. Este dispositivo se

empled para la determinacion de hipoxantina en atun [Cubukcu, 2007].

Una tendencia novedosa para la preparacion de biosensores es el empleo
de superficies nanoestructuradas de nanotubos de carbono (CNT) modificadas
con nanoparticulas de oro, ya que se obtienen dispositivos que mejoran su
capacidad para la inmovilizacién estable de biomoléculas. De este modo, se
obtienen materiales hibridos con una elevada estabilidad y capacidad de
biosensorizacion. Los electrodos modificados con nanotubos de carbono
exhiben efectos electrocataliticos intensos hacia la oxidacién de moléculas tales
como NADH y peréxido de hidrogeno. En este contexto, en nuestro grupo de
investigacion, se ha preparado un biosensor compdsito oro coloidal-CNT

empleando Teflon como aislante, que proporciona una respuesta mas sensible
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hacia el peroxido de hidrogeno que la obtenida empleando otros electrodos
compositos, incluyendo los basados en CNT solamente. La incorporacion de
glucosa oxidasa a esta matriz permite preparar un biosensor de glucosa sin
necesidad de mediador, alcanzdndose una sensibilidad muy superior a la de
otros biosensores de glucosa encontrados en la bibliografia. El valor de la
constante de Michaelis-Menten, 14.9 mM, pone de manifiesto la elevada
afinidad enzima-sustrato debido al adecuado microambiente que proporcionan
las nanoparticulas de oro [Manso, 2007]. Otra configuracion semejante se basa
en la inclusién de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en la misma matriz
compdsita, observandose un marcado incremento en la respuesta de oxidacion
de NADH comparada con la de otros biosensores. Asi, la incorporacién de
ADH en el material electrodico permite la obtencion de un biosensor para la

determinacidn de etanol con un limite de deteccién de 4.7 uM [Manso, 2008].

Otra posibilidad es inmovilizar selectivamente las nanoparticulas de oro
a la superficie de nanotubos previamente funcionalizados. Por ejemplo, el
empleo de agentes dispersantes, bien catidnicos, como polietilenamina, bien
anionicos, como el citrato, cambia las propiedades acidas o basicas de la
superficie [Jiang, 2003]. De este modo, las nanoparticulas de oro pueden unirse
a los nanotubos por atraccidon electrostatica. Un nanohibrido de este tipo fue
empleado por Liu y col. [Liu Y., 2005] para la inmovilizaciéon covalente de
microperoxidasa (MP-11). La modificacion de un electrodo de carbono
vitrificado con una pelicula del nanomaterial permite la transferencia
electronica directa entre la enzima y el electrodo, sin observarse pérdida de su
actividad bioldgica, proporcionando una respuesta electrocatalitica para la
reduccion de perdxido de hidrogeno. Otra configuracion consiste en la union
covalente de nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro a un electrodo de

carbono vitrificado modificado con poli(tionina). El efecto sinérgico del
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nanomaterial hibrido, unido a la excelente capacidad mediadora del polimero
redox, permite el disefio de biosensores que proporcionan una rapida
transferencia electronica, ademas de una inmovilizacion mas eficiente de la
enzima en comparacion con otras configuraciones basadas en el empleo de
nanotubos de carbono o nanoparticulas de oro de forma individual [Feng,

2007].

La tecnologia sol-gel permite la preparacion de redes tridimensionales
adecuadas para la encapsulacion de una gran variedad de biomoléculas. Los
materiales sol-gel inorgdnicos son particularmente atractivos para la fabricacion
de biosensores enzimaticos debido a las adecuadas condiciones ambientales
empleadas en su preparacidn, su porosidad, alta estabilidad térmica e inercia
quimica, y a que este tipo de material, a diferencia de muchos otros, no se
hincha apreciablemente en disolucion acuosa. Los materiales hibridos sol-gel
obtenidos por encapsulamiento de nanoparticulas de oro en la matriz son
ampliamente utilizados para la preparacion de biosensores. Como ejemplo,
cabe citar la preparacion de un biosensor de acetilcolinesterasa basado en un
sol-gel tridimensional de silicato y nanoparticulas de oro que proporciona un
microambiente biocompatible, de forma que la enzima mantiene su actividad
bioldgica, y se garantiza la inmovilizacion estable en la matriz. Este biosensor
ha permitido la determinacion sensible de pesticidas como metilparation y
carbaril. Otras caracteristicas de interés de este disefio es la exactitud de las
medidas, la sencillez del procedimiento empleado, asi como su bajo coste [Du,

2008].

Otra posibilidad consiste en combinar la tecnologia sol-gel y las
monocapas autoensambladas empleando alcoxidos de silicio tiolados. De esta
forma, las nanoparticulas pueden ensamblarse en el interior y en la superficie

del sol-gel, incrementandose, de esta forma, el area activa del electrodo. Las
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nanoparticulas pueden actuar como centros de conduccion y facilitar la
transferencia electronica [Jia, 2002]. Un diseno de biosensor nanoestructurado,
que permite determinaciones de gran sensibilidad basado en el empleo de una
configuracién similar, es el que consiste en inmovilizar una enzima
deshidrogenasa y nanoparticulas de oro en una matriz sol-gel funcionalizada
con una monocapa. Las nanoparticulas de oro se unen a la matriz a través de los
grupos tioles terminales de la monocapa, constituyendo una serie de
nanoelectrodos autoensamblados a una red tridimensional. Las nanoparticulas
de oro catalizan la oxidacion del NADH, lo que ha permitido la obtencion de un
limite de deteccién de 5 nM en ausencia de mediador. El electrodo muestra una
excelente estabilidad operacional y se aplicé a la deteccion de lactato y etanol a
un potencial de -5 mV [Jena, 2006]. Otro ejemplo es el biosensor de glucosa
desarrollado por Zhong y col. que se basa en la formacién de una doble capa
bidimensional de mercaptopropiltrimetoxisilano (MPS) sobre un electrodo de
oro. Para su preparacion se sumerge el electrodo de oro en una disoluciéon de
MPS en etanol, formandose una monocapa sobre la superficie electrddica;
seguidamente se sumerge en una disolucion de NaOH, teniendo lugar la
polimerizacion de las unidades silano dando lugar a la formacion de una red
bidimensional. Una segunda capa silano se forma sumergiendo la superficie
nuevamente en una disolucion de MPS durante una noche. Las nanoparticulas
de oro fueron posteriormente quimisorbidas sobre los grupos silano de la
segunda capa y finalmente la glucosa oxidasa se adsorbe sobre las
nanoparticulas de oro. El biosensor proporciona una excelente respuesta

electrocatalitica para la glucosa empleando Co(byp);” como mediador,

obteniéndose un intervalo lineal de 4.0x101? a 5.3x10® M [Zhong, 2005].

La técnica “layer-by-layer” (LBL) resulta ser muy atractiva para la

obtencion de biosensores enzimaticos, habiéndose encontrado disefios muy
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reproducibles, estables y muy sensibles. Asi, Wu y colaboradores prepararon
un biosensor amperométrico de glucosa basados en la formacién de multicapas
de glucosa oxidasa, chitosan y nanoparticulas de oro empleando la técnica LBL.
El dispositivo obtenido proporciond una excelente actividad catalitica hacia la
glucosa, demostrandose que las nanoparticulas de oro mejoran notablemente la
eficiencia del proceso de transferencia de carga entre el analito y la superficie
del electrodo [Wu, B.Y., 2007]. Otro disefio similar que emplea la técnica LBL se
basa en la formacién de multicapas de glucosa oxidasa / nanoparticulas de oro
sobre una superficie de oro modificada con cisteamina. En este caso se observd
una correlacion directa entre la respuesta bioelectrocatalitica y el nimero de
bicapas depositadas, relacionado éste con la cantidad de enzima activa

inmovilizada sobre el electrodo [Yang, 2006a].

Empleando la técnica LBL se ha preparado bicapas formadas por capas
de dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM) con nanoparticulas de oro
modificadas con hexacianoferrato de cobalto, alternadas con capas de acido
polivinilsulfénico sobre electrodos de o6xido de indio-titanio (ITO).
Seguidamente se inmovilizd6 la enzima glucosa oxidasa en presencia de
albimina de suero bovino y glutaraldehido como agente entrecruzante. La
deteccion amperométrica de glucosa se llevd a cabo aplicando un potencial de 0
V vs. SCE [Crespillo, 2006]. Sun y cololaboradores modificaron un electrodo de
oro con multicapas de sulfonato modificadas con nanoparticulas de oro/tionina
basandose en interacciones de tipo electrostatico y covalente. Estas
superestructuras proporcionan una matriz ideal para la fabricacion de sensores
bienzimaticos, donde las moléculas de tionina actian como mediador para la
transferencia electronica. Las enzimas glucosa oxidasa oxidada con periodato y

peroxidasa se inmovilizaron covalentemente a la multicapa, obteniéndose un
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biosensor con excelente respuesta electrocatalitica hacia la glucosa, que

aumenta conforme aumenta el nimero de capas de tionina [Sun, 2007].

A continuacion se describen de forma esquematica algunas aplicaciones

de biosensores que emplean superficies electrédicas modificadas con

nanoparticulas de oro.
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Tabla 2.- Biosensores enzimdticos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

ENZIMA/ TECNICA bETECCION [CARACTERISTICAS DE | ANALITO/ CARACTERISTICAS REF
ELECTRODO| INMOVILIZACION FUNCIONAMIENTO MUESTRA ANALITICAS )
- 5 )
Inmov. covalente. de GOx | A Reg. Fosfato 0.1 M, pH 6.8 Inter. .L.l geal..l.OXIO 1'3)(-110 1\2/[
oxidada-IO4- y nAu y mperom. + ferrocenometano 0.25 Sensibilidad: 5.72 HA mM cm [Yang.,
GOx/O0ro | ohirecruz. con cisteamina | Bap: 7025V | mM Glucosa ) LD: 8 uM 2006a]
mediante la técnica LBL vs. SCE) R Tiempo de vida util: 4 semanas
respuesta (85% respuesta inicial)
Au/(PDDA/nAu)3/PDDA/GOx
Adsqrc. de GOx sobre Sensibilidad: 5.2 pA mM ' em™
multicapas de Amperom Au/(PDDA/nAu)g/PDDA/GO Zhang S
GOx/Oro | (PDDA/nAus)n/PDDA " | Reg. Fosfato 0.1 M, pH 7.0 |  Glucosa . e PO, | [ZhangS.,
. (Eap: 10.3 V) Sensibilidad: 13.6 pA mM  c¢m 2000]
depositadas sobre superf. de|
Au mediante la técnica LBLJ Au/(PDDA/nAu)9/PDDA/ 1GOX 5
Sensibilidad: 22.6 pA mM  cm’
CV y EIS Inter. lineal: 2.0x10°-5.7x10° M
m _ g eqs ) -1 2
GOx / Oro Inmov.fcovaiiente de niOx An.lp())egom. Kapp=4.3 mM Glucosa Sens1b111d5%§é82pAMmM cm [lelzgsg S.,
a superf. mod. con u (Eqp: 0.3V vs Reg. Fosfato pH 7.0 . : 8. p / |
SCE) Tiempo de vida 1til: 1 mes
Reg. Fosfato 0.05 M + 1 Inter. Lineal: 4.0x107°-5.0x10"° M
GOx / Oro ir/}r;;)\sz nAu y GOx sobre EIS g((;;p}/ VS I mM Co(byp)g+ como Glucosa LD: 1x10 9 M [Zhong, 2005]
mediador Tiempo de vida 0til: 21 dias
Dep. electroquimica de .
Al . : -
GOx / Oro biocomposito: Chitosan- m_perom Reg. fosfato 0.1M pH 7.4 Glucosa / Inter. hneal.. 0.005 - 2.4 mM [Luo, 2004]
(Eqp: 0.7V) Suero LD.: 2.7 uM
GOx-nAu
H,0,:
Inter. lineal : 6.0x10 ° - 1.1x10 °M
Inmov. covalente de GOx Sensibilidad:22.8 pA mM ' cm 2
modif. con peryodato Amperom. K™ —121mM Glucosay |LD:58puM
GOx/Oro (I0*-GOx) y HRP sobre (Eqp:—0.18 V) ap H,0, Glucosa: [Sun, 2007
multicapas de nAu/Thi Inter. lineal : <3 mM
Sensibilidad:3.8 pA mM ' cm
LD: 35 uM
[Técnica LBL para prep.
multicapas de il
GOx/Oro  PAWMWNT/GOx unidas | ““PO™ KM = 10.6 mM Glucosa fnter. Lineak = 2.0 mM [Liu Y., 2007]
por atraccion electrostatica a (Bap:-0.2'V) ‘ H
capas intercaladas de PDDA
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Tabla 2.- Biosensores enzimdticos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

ENZIMA/ TECNICA bETECCION [CARACTERISTICAS DE | ANALITO/ CARACTERISTICAS REF
ELECTRODO| INMOVILIZACION FUNCIONAMIENTO MUESTRA ANALITICAS )
Inmov. de GOx por
entrecruzm. con GA y BSA
sobre superf. mod. con nAu| Amperom. Kapp =2.03mM Inter. Lineal: < 1.5mM | ¢ pocing
GOx /ITO | mod. con dendrimeros de (Eap: 0.0V | Reg. Fosfato 0.1 M+ NaCl|  Glucosa Sensibilid.: 33.6 £ 0.2 nA mM cm
PANAM con hexaciano- vs. SCE) 0.05 M. pH 7.0 LD: 17 uyM 2006]
ferrato de Co alternando ' PR
capas de PVS
Inmov. de GOx por
entrecruzam. con GA
sobre superf. mod. con Amperom. Inter. lineal : Hasta 1.5 mM
GOx/ITO | PVSy dendrimeros de (Eap: 0.0 V vs. K;‘l‘gp =2.03 mM Glucosa Sensibilidad:33.6 + 0.2 nA mMcm > [Brett, 2006]
PAMAM con hexaciano- | SCE) LD: 17 uyM
ferrato de cobalto como
mediador
Enmn;((i)iva. d((l)er)cl})g;( y TTE Inter. lineal : 0.01 — 10 Mm
; A : bilidad: 1.02
GOx /GCE | entrecruzamiento con GA fperom Reg. fosfato 0.05M pH 7.4 Glucosa Sens1b111dac?. 1.02 (_)5'06 mA/M [Mena, 2005a]
(Eap: 0.2V) LD.:0.7x10°M
sobre superf. mod. con Tiempo de vida util: 28 dias
cisteamina 6 MPA y nAu. P )
Inmov. mezcla de GOx- < om0 . ) 6 3
Chitosan-nAu sobre Amperom. Repetib.: 8.3% (RSD) Glucosa / Inter..h.n.eal : 1.0x10 1.6x}10 1\2/1
GOx / GCE superf. mod. con pelicula (Eap: -0.05 V) Reg. fosfato 0.05 M pH Suero humano Sensibilidad: 69.26 uA mM™ cm [Xue, 2006]
pert. mod. conp ap: =0 7.0+ 0.1 MKCI LD: 6.9x107 M
de azul de prusia.
m =
Inmov. de GOx. sobre superf CV Kapp=4.6 mM Inter. lineal : > 6 mM
V- X upert. - A . |Reg. fosfato 0.1 M pH 6.82 ibilidad: em™?
GOx/GCE |mod. connAu.y n-lperom +%g250:n§/[0 P Glucosa Sen51bll}iigd.3645x ilg:;l;z/l om [Zhao, 2006]
recubrimiento con Nf. (Eap' 027V ’ . B
vs. Ag/AgCl) ferrocenometanol (como Tiempo de vida util: 2 semanas
mediador)
Inmov. de GOx mediante Glucosa/ Inter. Lineal: 1.0x10-6-8.0x10-4 M
composito de nAu y n- Amperom. | Repet.= 4.8 % (n=7) Sensibilidad: 2.3 mA/M .
GOx/GCE fibras conductoras de (Eap: +0.5 V) | Reg. fosfato 0.1 M pH 6.9 Suero y LD: 5.0x10-7 M [Xian, 2006]
o sangre . o
polyanilina. Tiempo de vida util: 2 semanas
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Tabla 2.- Biosensores enzimdticos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

ENZIMA/ TECNICA ) DETECCION CARACTERISTICAS DE | ANALITO/ CARACTERiSTICAS REF
ELECTRODO| INMOVILIZACION FUNCIONAMIENTO MUESTRA ANALITICAS )
GOx /Electrodo | Co-inmov. de GOx y nAu

A .
microporoso de | sobre superf. mod. con E mfgr;)sm v Reg. fosfato 0.05 M pH 7.0 Glucosa Inter. Lineal: <22.0 mM [Zh:zu(;(g) 61;'H"
Au DL-Tiorfan/1,8octanoditiol (Eap: +0. )
Const. de transferencia de Inter. Linel : 0.04-0.28 mM .
GOx / PC Adsor. de GOx sobre superf. v carga: (38.9+5.3)/s Glucosa / Sensibilidad: 8.4 pA/mM [Liu S.,
mod. con Au col. Suero ) 2003b]
Reg. fosfato 0.1M pH 5 LD: 0.0l mM
Inter. Linel: 0.05-1 mM
n m Gl /
GOx /CNT Incorp. de GOx y Au col. Amper()m, Kapp 14.9 mM u(:'osa Sensibilidad: 2.6 mA/M
Teflon . L Bebidas [Manso, 2007]
L en la matriz composita (Eap:+ 0.5 V) | Reg. fosfato 0.05 M pH otdni LD.: 17 uyM
composito/ P 4 1sotonica . L
7. Tiempo de vida util: 3 meses
— 0,
Inmov. de GOx sobre Au Amperom. RK"£ ;\?FA) liRS(l}) (; _ Glucosa/ Inter. Lineal: <36 ml\l/[ 5
GOx /Pt | dep. sobre (Bapt +0.5V | ooy I(nM -Au-GOx)= Suero Sensibilidad: 4.17 mA M~ em™ | [Sulak, 2006]
polivinilferroceno (PVF) vs. SCE) Re'g. fosfato 0.1 M pH 7.4 Tiempo de vida util: 15 dias
Inmov. de GOx sobre
capas de chitosan y nAu Amperom. | m _ Glucosa/ N
GOx /Pt dep. sobre superf. mod. (Eap: 0.6 V Kapp=10.5mM Suero ;irémmr' gazesiag.jti?zlmnlz/e[s [“;l(l)(}z]Y ?
con polianilina mediante la | vs. Ag/AgCl) Reg. fosfato 0.1 M pH 6.8 humano p :
técnica LBL
Inmov. de HRP sobrf: CVYES | Mediador: Azul de Inter. lineal: 0.008 - 15 mM
HRP /Oro |superf. mod. con pelic. de Amperom. metileno H,0, LD: 2.4 uM [Luo, 2005]
chitosan electrodep. y nAu | (Eap =-0.25V) ' Tiempo de vida util: 4 semanas
K, =23 mM.
HRP / Oro imrgf/' Iilleodlezrf(:)recol Amperom. app 0O Inter. lineal: 0.0014 - 2.8 mM [Yi, 2000]
C?sriear;ﬁna ' HEMY ) (B -0.3 V) | RSD: 3% (n=10) e LD.: 0.58 uM L
Reg. fosfato 0.1 M pH 7
Inmov. de HRP sobre A Kg;p decrece cuando
f. mod. con Au col mperom. . Inter. lineal: 0.39 uM-0.33 mM
HRP /Oro | Supert- mod. o 2% | (Ba: - 0.1V | disminuye el diametro de H,0, : o ' [Xiao, 1999]
inmov. sobre cisteamina- vls) SCE) Au col/ LD.: 0.15 uM
GA-cisteamina Reg. fosfato 0.1 M pH 6.9
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Tabla 2.- Biosensores enzimdticos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

ENZIMA/ TECNICA DETECCION CARACTERISTICAS DE | ANALITO/ CARACTERiSTICAS REF
ELECTRODO| INMOVILIZACION FUNCIONAMIENTO MUESTRA ANALITICAS )
Inmv. HRP sobre nAu
quimisorbidas sobre Amperom. - |RePeth-= 1.7 % (n75) Inter. Lineal: 8.0 uM-7.0 mM
HRP / OI'O funcionarizadas con (Eap: '01 \% epr(} f ’ 0 H202 Tlem o (;e?/lgauﬁli/lll 60 dias [Xll S.’ 2006]
poli(estireno-co-acido vs. SCE)  |Reg. fosfato 0.1 M pH 7.0 P '
acrilico)
Adsorc. de HRP sobre nAu Amperom Inter. lineal: 5 uM-10 mM
HRP/Oro |enlazadas a grupos tiol de B — .02 S.V RSD: 2.1 % (n=9) H,0, LD:2 uM [Jia, 2002]
pelicula sol-gel (Eqp=-0.25 V) Tiempo de vida util 120 dias.
Politionina embebida en
pelicula de Nf sobre L i
HRP / Pt superf. de Pt. HRP inmov. | Cronoamper. | RSD: 2.2% (n=5) H,0, Inter. lineal: 0.03-30.6 mM [Zhu, 2006]
. LD: 0.02 mM
sobre nAu y gelatin sobre
Nf.
Inmov. de HRP sobre nAu
quimisorbidas sobre Repetib.: 1.8 % (n=9) Inter. Lineal: 1.0
: : 1.0 uM- 8.0 mM
HRP / Oro i‘:‘gzreféfen}zg' con EAr'npOerlosm\.] Reprod.: 4.7 % H,0, . LD: 0.5 uM [Xu S., 2007]
funcionarizadas (Eqp: 0. ) Reg. fosfato 0.1 M, pH 7.0 Tiempo de vida util: 60 dias
poly(DVB-co-AA)
Inter. lineal : 0.01-0.5 mM
Atrapam. de HRP sobre .
X Amperom. Repetib.: 1% (RSD) LD: 5 uM .
HRP /ITO superf. mod. con chitosan — (Bap: 051 V) (n=34) H,0, Tiempo de vida util: 7 dias [Lin J., 2007a]
Au col. P .
(almacenamiento)
Inmvo. HRP sobre superf. m _
mod. con matriz sol-gel que| Amperom. Kapp = 0.57 mM Inter. lineal: 5 uM- l.illmM
HRP /GCE |contiene nanocomposito de (Egp: 0.4V Repetib.: 1.87% (n=6) H,0, Sensibilidad: 6.24 x10 ~ A/M [Xu Q., 2006]
carboximetil chitosan y vs. SCE) Reproducib.: 6.8% (n=6) LD: 0.401 uM
nAu Reg. Fosfato 0.1 M, pH 7.0
Const. velocidad transf. de :
Inter. Linel : 0.48-50 uM
A . . -1
HRP / PC Inmov. HRP sobre superf. Em?ez)rc:‘n; carga: 6.04 £ 0.18s O LD.:0.21 uM [Liu S., 2002]
mod. con Au col. ( apé(iE) Kffrl,p =(3.7£0.7) mM 22 Tiempo de vida util: 40 dias "
Vs. .
Reg. fosfato 0.1 M pH 7.4 (almacenamiento)
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Tabla 2.- Biosensores enzimdticos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

ELECTRODO/ TECNICA ) DETECCION CARACTERISTICAS | ANALITO/ CARACTP;RiSTICAS REF
ENZIMA INMOVILIZACION DE FUNCIONAMIENTO | MUESTRA ANALITICAS )
m _ Inter. lineal: 0.01-11.3 mM
HRP / Screen g};&{g dde Iﬁ‘ﬁu Zu{{Riirin Amperom. Kapp=1.3 mM .0 Sensib.: 0.176 nA/ uM [Tangkuaram,
Printed-grafito | (-0 SPeC(iE 0san € IMOov. (Bap:-0.4 V) | Reprod.: 4.9 % (n=30) 2 LD: 0.65 pm 2007]
Reg. citrato 0.1 M, pH 6.5 Tiempo de vida util: 30 dias
Inmov. de HRP sobre superf. Amperom. Repetib.: 2_.4% (RSD) Inter. lineaq :0.020 - 8 mM
ap Reg. fosfato 0.05 M pH 7.0 Tiempo de vida util: 90 dias
Inmov. de HRP y TMB Ccv Kgpp = 2.2 mM .
. Inter. lineal : 0.005 - 1.5 mM .
HRP /ITO (mediador) sobre superf. mod. Amperom. Repetib.: 2.7% (RSD) H,0, LD: I uM [Lin, J., 2007b]
con MPTS y nAu (Eap:-0.7 V) (n=8)
Ell(‘:io‘go ienljriisz’rg:it‘ferf' Repetib.: 4.7% (RSD) Tnter. lineal : 1.60x10°° -
HRP/GCE |00 00 M0 Sobpr o cv (n=5) H,0, 1.10x10° M [Li X., 2006a]
Reg. fosfato 0.1 M pH 7 LD: 5.50x10°M
membrana de Nf.
Union covalente de CNTs y
nAu sobre pelicula de Am
- OO . perom. .
politionina electropolim. sobre . Inter. lineal: SpM-7.0 mM
HRP / GCE GCE. Inmov. de la enzima por (Bap:+0.4 V vs. | Reg. Fosfato 0.1 M, pH 7.0 Hy0; LD: 3 uM [Feng, 2007]
incub. en disolucién 15 mg/mL SCE)
de HRP durante 12 h. a 4 °C.
Electropolim. de p-ABSA C Repet.: 2.8 % L i
HRP/GCE  |sobre GCE. Adsor. de tionina y ]rEonf)a(r)n‘I‘);ar\(;m. Reproducib.: 3.9 % Hy0; Inter. hriela)l'. g '664“1\16[8'8 mM [Gao, 2007]
nAu e inmov. de HRP (Eap: -045 V) Regulador acetato pH 7 SOt H
nAu enlazada a grupos tiol de K;’;p (Lactato) = 0.91 mM Lactato: Sensib.: 446.8 nA/mM
LDH / Oro MPTS sol-gel. e inmov. de Amperom. m _ Lactato, LD.: 0.1 uM
ADH/Oro | biocomposito de MPTS sol gel | (E,: -0.05 V) Kapp (Etanol)=2 mM etanol Etanol:  Sensib.: 47 nA/mM [Jena, 2006]
—HRP sobre superf. Reg. Fosfato 0.1 M pH 7.2 LD: 20 uM
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ELECTRODO/ TECNICA ) DETECCION CARACTERISTICAS DE | ANALITO/ CARACTERiSTICAS REF
ENZIMA INMOVILIZACION FUNCIONAMIENTO MUESTRA ANALITICAS )
Inmov. de AChE sobre superf. PeStiCidatS: n
AChE / GCE | mod. sobre composito de silica Ccv RSD:1.7-23% ﬁgﬁ?;;faggn(;s’ Tiempo de vida til: 30 dias [Du, 2008]
sol—gel con nAu ensambladas. carbaril)
Fenol: Inter. Lineal: 1.0 — 20 uM
Kapp (Ty) =48 pA Sensibilidad: 497.1 mA/M
. . ) -8
GOx,Cit.C 6 Tyr Immov. de Cit. C,’ .GOX 0 Tyr .Aml?erom. Reg. fosf. 0.1 M pH 6.5 Fenol y | I_‘D' 3x10°M [Nagy,
| GCE sobre nanocomposito de Aumod. | Tyr: Ep: -0.15V o glucosa Glucosa: 2007)
con polipirrol GOx: E,p: +0.7V | Kypp (GOx) =43 uM Inter. Lineal: (0.05 — 0.6) mM
Reg. fosf. 0.1 M pH 7.4 Sensibilidad: 1.089mA/M
LD: 2x10°M
AChE / Oro | Adsore.de AChE sobre superf. Amperom. Kapp = 0.18 +0.02 mM Tiocolina Inter. l}jlg}lé 31 ?11\/1[35 nM [Shulga,
mod. con Au col. electrodep. (Eqp: 70.68V) Reg. fosfato 0.1 M pH 8 Carbofuran Tiempo de vida til: 7 dias 2007]
~ Etanol
ADH /CNT- |Incorp.de ADHy Aucolen la Amperom. K;’I’)p =4.95 mM Etanol/ Isnglelrsﬁl)ﬁ?g:é 2327'1/2 /11211\\/[/[ [Manso,
teflon composito | matriz composita (Eap+ 0.3 V) | Reg. fosfato 0.05 M pH 7.4 Cerveza LD: 47 HN? 2008]
Tiempo de vida 1til: 1 mes (almac.)
Atranam. de XO en sunerf Rep. (X): 6.31% (RSD) | Hipoxantina ¥ Inter. Lineal: 5.0x107-1.0x10°M
OD/GCPE-nA Compési GOPE (80,21’0 vowiw) | CV Cronoamp. | 5 uM (n = 5) Hx)y Sensibilidad: 0.24 pA / pM [Cubuke
o dpcon AL e +0.7V Rep.(Hx): 3.57% (RSD) | Xantina (X)/ |Hx: Inter. Lin.: 5.0x10°- 1.5x10™*M | u, 2007]
' 80 uM (n=5) Atin Sensibilidad: 0.14 pA / uM
m _ 4
Inmov. de ADH sobre superf. PCQ Kapp=6.03 10 ° M Inter. Lineal: 1.0x10°-1.3x102 M [Lin Y.,
ADH / Oro mod. con Au col. adsorb. sobre Ccv Ree. fosfato 0.1 M pH 7.4 Etanol 6
) ” g. fosfato 0.1 M pH 7. LD: 8.0x10° M 2003]
monocapas de 1,6-hexanoditiol EIS +0.1 MNaCl
Inmov. de XOD por entrecruzam. Amperom. Hipoxantina / Inter. Lineal: 0.5-10 pmol L' [Agiii
XOD/PC con GA y BSA sobre superf. (Eqp: 0.6 y 0.00 V gll)p = 18x10°M Sardina y Sensib.: (2.29 + 0.03)x10* pA /M 20%2]’
mod. con nAu. vs. Ag/AgCl) pollo LD:2.2x107’M
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Tabla 2.- Biosensores enzimdticos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

ELECTRODO TECNICA DETECCION ICARACTERISTICAS DE | ANALITO/ CARACTERISTICAS

/ENZIMA INMOVILIZACION FUNCIONAMIENTO MUESTRA ANALITICAS REF.

Atrapam. de XOD en pPy por

A : K, =43.2 uM ;
XOD/Oro |electrooxidacion y adsorc. de foperora " [Liu, Y.,

app Xantina Inter. Lineal: 1-20 uM

nAu sobre superf. mod. Azul de (Eap: -0.15 V) Mediador: Azul de Prusia 2004]
CVy K™ =(54+3) uM Inter. Lineal : 4 - 48 uM .
. [ g Liu S.
Tir/ PC LIII;IEOZ(;I?Z};YCIO?OMC superf. Amperom. P Fenol Sensibilidad:12..3 pA cm™ pM™! g 0:;;
- . (Eap:-0.15 V) Reg. fosfato 0.1 M pH 7 LD: 6.1 nM aj

Abreviaturas: AChE: acetilcolinesterasa, ADH: alcohol deshidrogenasa, ASV: voltamperometria de stripping anddico, Cit C: citocromo C,
CNT: nanotubo de carbono, CPE: electrodo pasta de carbono, CV: Voltamperometria ciclica, DPV: Voltamperometria diferencial de
impulsos, EIS: espectroscopia de impedancia electroquimica, GA: glutaraldehido, GC: carbono vitrificado, GCE: electrodo de carbon
vitrificado, GCPE: electrodo pasta de carbono vitrificado, GA: glutaraldehido, Hb: hemoglobina, HRP: peroxidasa, ITO: éxido de indio y
titanio, Ky, : constante aparente de Michaelis-Menten, LBL: layer-by-layer, LD: limite deteccion, MPTS: (3-
mercaptopropil)trimetoxisilano, MWNT: nanotubos de carbono de pared multiple, nAu: nanoparticulas de oro, p-ABSA: p-aminobenzene

sulfonic acid, PCQ: piezoelectric quartz cristal, PDDA: cloruro de poli(dialildimetilammonio), pPy: polipirrol, PVB: polivinil butiral, PVS:

acido poli(vinilsulfonico), SCE: electrodo saturado de calomelanos, TMB: tetrametilbencidina, TTF: tetratiafulvaleno; Tir: tirosinasa, XOD:
xantina oxidasa.
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1.4.2. Inmunosensores electroquimicos

Hoy en dia, los inmunosensores electroquimicos constituyen una
importante herramienta analitica en diferentes campos, tales como el analisis de
alimentos, clinico y medioambiental [Lei, 2003]. Las diversas configuraciones de
inmunosensores electroquimicos constituyen excelentes alternativas por su alta

sensibilidad, bajo coste y facilidad de miniaturizacion.

El desarrollo de inmunosensores se basa en la inmovilizacion del
biomaterial anticuerpo o antigeno sobre una superficie transductora, siendo
esta la etapa crucial a la hora de llevar a cabo su preparacion. Los materiales
electrodicos empleados mds comunmente para la fabricacion de los
inmunosensores son platino, oro, carbono vitrificado, pasta de carbono, asi
como electrodos serigrafiados (“screen printed”). En cuanto a la inmovilizacion
de las biomoléculas, los procedimientos mas utilizados implican unién

covalente, adsorcion o el atrapamiento del biomaterial en la matriz.

Generalmente la adsorcion directa de biomoléculas sobre superficies
electrodicas genera su desnaturalizacion o pérdida de su bioactividad. Sin
embargo, se ha demostrado que macromoléculas, tales como anticuerpos,
antigenos y enzimas, retienen su actividad cuando son inmovilizadas sobre
superficies modificadas con nanoparticulas, ya que éstas proporcionan un
ambiente similar a su entorno natural. Ademas las particulas metalicas acttian
como medio de conduccion electronico, facilitando la transferencia electrénica,
permitiendo alcanzar elevados niveles de estabilidad y sensibilidad [Luo,

2004a.

Se han encontrado en la literatura reciente numerosos ejemplos de
inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de
oro. Un ejemplo significativo es el inmunosensor amperométrico desarrollado

para la deteccidn del virus de la hepatitis B. Para su preparacion, Tang y col.
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inmovilizaron el anticuerpo HBsAb sobre un electrodo de platino modificado
con oro coloidal y polivinil butiral [Tang, 2004b]. Estudios realizados mediante
la técnica de espectroscopia electroquimica de impedancias (EIS), permitieron
demostrar que el empleo de nanoparticulas de oro dio lugar a una mayor
superficie especifica del biosensor, consiguiéndose mejores limites de deteccion.
La determinacién de este mismo antigeno fue llevada a cabo por Wang y col.,
con un inmunosensor basado en el empleo de una superficie de oro modificada
con una monocapa de 4-aminotiofenol y oro coloidal. La cinética del proceso de
reconocimiento antigeno-anticuerpo fue también monitorizada por EIS [Wang

M., 2004].

Mas recientemente, Tang y col. utilizaron diferentes superficies
electrodicas y disenaron nuevas estrategias para la preparacion de
inmunosensores para la deteccion del antigeno de la Hepatitis B. En la primera
de ellas, el anticuerpo fue adsorbido electrostaticamente sobre multicapas de

nanoparticulas de oro y Co(bpy)z+ consiguiéndose buenos limites de deteccion

tanto por amperometria como por potenciometria [Tang, 2005b]. Cuando el
anticuerpo de la Hepatitis B se inmovilizo sobre una superficie de oro,
modificada con nanoparticulas de oro unidas a los grupos tioles de una pelicula
sol-gel previamente modificada, se obtuvieron mejores caracteristicas analiticas
[Tang, 2006a]. Este ultimo disefio estd basado en un inmunosensor
amperométrico previamente preparado por el grupo de Liang y col. en el cual
las nanoparticulas de oro fueron quimisorbidas sobre una superficie de oro
previamente modificada con un sol-gel de mercaptopropiltrimetilsilano,
obteniéndose un inmunosensor con un tiempo de vida de 30 dias sin observarse
pérdida apreciable de sensibilidad. El mismo inmunosensor, preparado en
ausencia del material nanoestructurado, muestra una disminucion de la senal
del 30%, por lo que la buena estabilidad se atribuyd a la presencia de las

nanoparticulas [Liang, 2005]. Otro disefio encontrado en la bibliografia para la
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preparacion de un inmunosensor de Hepatitis B, se basa en la inmovilizacion
del anticuerpo sobre un electrodo de oro modificado con nanoparticulas de oro
y peroxidasa (HRP) [Zhuo, 2005a]. Este inmunosensor emplea HRP en lugar de
albimina de suero bovino (BSA) como bloqueante de los sitios activos de la
superficie electrddica, consiguiéndose de este modo, ademas de evitar posibles
adsorciones inespecificas, la amplificacion de la respuesta de la reaccion

antigeno-anticuerpo.

La técnica de autoensamblaje y la metodologia de la adsorcion se han
combinado para la inmovilizacion del anticuerpo de la difteria y la preparacion
de un inmunosensor para la determinacion del antigeno correspondiente. El
anticuerpo anti-difteria se inmovilizé sobre una mezcla de nanoparticulas de
oro y nanoparticulas de silice depositadas sobre una superficie de platino
previamente modificada con polivinilbutiral. La deteccién se basa en la
diferencia de la respuesta potenciométrica antes y después de la reaccion
antigeno-anticuerpo, poniendo de manifiesto que el inmunosensor basado en el
empleo de nanoparticulas de oro y nanoparticulas de silice exhibe una mayor
sensibilidad, mejor reproducibilidad, asi como una mayor estabilidad que los

preparados empleando un s6lo nanomaterial [Tang, 2005a].

Se han disefiado inmunosensores para la determinacion de o-1-
fetoproteina (AFP). La importancia de la determinacion de este compuesto se
debe a su interés en diagndsticos clinicos, ya que es empleado cominmente
como marcador de células tumorales. En la primera de la estrategias utilizada,
el anticuerpo a-1-fetoproteina se inmoviliza sobre una superficie de oro
modificada con una mezcla composita de tionina y Nafion con nanoparticulas
de oro. Seguidamente, el inmunosensor se incuba en una disolucion de AFP,
midiéndose, la disminucion de corriente al aumentar la concentracion de AFP

mediante voltamperometria ciclica. Empleando esta configuraciéon se alcanzo
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un limite de deteccion del orden de nanomolar [Zhuo, 2005b]. Mas
recientemente, estos mismos autores disefiaron un nuevo inmunosensor
amperomeétrico basado en el empleo de multicapas de nanoparticulas de oro y
tionina para la inmovilizacién de los anticuerpos sobre una superficie de oro
previamente modificada con Nafion. En esta configuracion, se emplea HRP
como agente bloqueante de la superficie electrdédica para evitar adsorciones

inespecificas [Zhuo, 2006].

Los electrodos de carbono vitrificado han sido extensamente utilizados
para la preparacion de inmunosensores amperométricos. Su modificacién con
nanoparticulas de oro proporciona una superficie adecuada para la
inmovilizaciéon de anticuerpos sin producirse pérdida de su actividad. Asi, la
modificacion de la superficie electrodica con acido polisulfanilico y azul de
toluidina permite la unién de nanoparticulas de oro y la posterior
inmovilizacion del anticuerpo, para llevar a cabo la determinacion del antigeno

carcinoembridnico [Li X., 2006b].

Otro ejemplo de inmunosensor preparado con un electrodo de carbono
vitrificado modificado con nanoparticulas, es el empleado para la
determinacion del antigeno carcinoma 125. En este caso, el anticuerpo se
inmoviliza sobre oro coloidal estabilizado con una membrana de acetato de
celulosa. La combinacién de las nanoparticulas de oro y la membrana de acetato
de celulosa hace posible la inmovilizacion del anticuerpo, obteniéndose un
inmunosensor sensible y selectivo para este tipo de antigeno [Wu L., 2006]. Este
mismo anticuerpo ha sido inmovilizado por el grupo de Tang y col. sobre una
interfase de pasta de carbono modificada con nanoparticulas de oro y tionina

obteniéndose buenos resultados. [Tang, 2006b].

Entre los materiales inorganicos empleados para la fabricacion de

inmunosensores, cabe destacar los derivados sol-gel. Las ventajas que presentan
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este tipo de superficies estan relacionadas con su porosidad, su alta estabilidad
térmica y baja reactividad quimica, asi como la practica ausencia de
hinchamiento en medios acuosos. El empleo de estas matrices electrodicas
permite el atrapamiento de los biomateriales, pero presenta el inconveniente de
una mayor pérdida de su bioactividad. En estos casos es particularmente
atractivo el empleo de nanoparticulas de oro, ya que, como se ha comentado
anteriormente, su presencia proporciona un ambiente similar al estado natural
de la molécula bioldgica, manteniéndose sus propiedades. Ademas, la presencia
de las nanoparticulas proporciona una mayor drea activa, lo que conlleva una
mayor densidad de anticuerpos inmovilizados, y una mayor sensibilidad. Esta
estrategia ha sido empleada por Wu y col. para la preparacion de un
inmunosensor de inmunoglobulina G y su determinaciéon en suero humano,
consiguiéndose un amplio intervalo lineal y una buena selectividad [Wu Z.5,

2005].

Un ejemplo en el que se combina el empleo de nanoparticulas de oro
para la inmovilizacion de biomoléculas y su utilidad como marcador
electroquimico, es el inmunosensor desarrollado por Chen H. y col. para la
determinacién de inmunoglobulina G humana. La técnica de deteccion
empleada fue la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS),
consiguiéndose una amplificaciéon de la sefial por deposicion secuencial de
inmunoglobulina G e inmunoglobulina G marcada con nanoparticulas de oro.
Para la preparacién del inmunosensor los anticuerpos fueron inmovilizados
sobre una superficie de oro previamente modificada con una monocapa de 1,6-

hexanoditiol (HDT) y con nanoparticulas de oro alcanzandose un limite de
deteccién de 4 ng mL! [Chen H, 2006].

En la Tabla 3 se recogen los ejemplos mas significativos de disefios de

inmunosensores basados en el empleo de nanoparticulas de oro, mostrandose
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de forma esquematica aspectos relevantes como su preparacion y su aplicacion

a la determinacion de diferentes analitos de interés.
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Tabla 3.- Inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

MODIFICACION - PARAMETROS ANALITO/ ‘ ‘
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES | MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
. [nmov. del Ab de difteria CVyEIS | Reg. fosfato pH 7 + KCl Antigeno Interv. concentrac.: 24-1280 ng mL ™' [Tang
Platino | sobre Pt mod. con Aucol. ‘|50 Joio 0.1 M Difteria LD: 7.8 ng mL "' 2005a]
y PVB y bloqueo con BSA ) ) Song
Inmov. de antisuero de
encefalitis Japanese B ) 3
. sobre Pt mod. con PDA y Ensayo directo/ Reg. Japanese. B Intery. concentrac.. (1111 -190) x 10 [Yuan,
Platino . Amperom. encephalitis lg pfu mL
nAuy azul de Prusia fosfato 25 mM pH 7.4 . ) 9 B 2005]
. vaccine LD: 6x 107 lg pfu mL
(mediador). Bloqueo con
BSA
. Ir'lmox'/. del Ab de la CV y EIS Reg. fosfato pH 7.0 + 'Ant’lgeno Interv. concentrac.:4.4—9§10 ng/mL [Tang,
Platino difteria sobre Pt mod. con Potenciom KC10.1 M Difteria/ Suero LD:2.4ng mL 2004a]
Aucol.y. PVB ' ) humano Tiempo de vida util: 4 meses
Inmov. del Ab de difteria 4-]3— Antigeno Interv. concentrac.: 20-160 ng mL™
Platino sobre Pt mod. con Au col. CV yEIS Fe(CN)s en reg. Hepatitis B/ LD: 7.8 ng mL" ;};3:5]’
y PVB fosfato pH 7.4 Suero humano Tiempo de vida util: 1 mes
Platino glrslz)c;)\;é(iel 1::} d;ieiiggls Potenciom Ensayo directo/ Reg. Hepatitis B/ Interv. concentrac.: 4-800 ng mL™ [Tang,
upert. mod. ’ fosfato 0.1 M pH 7.4 Suero humano LD: 1.3 ng mL" 2004c]
nAu, Nf'y gelatina
Adsorc. de Ab sobre . . 3 -1
Platino mezcla de nAu-nSiO, y Potenciom. Reg. fosfato, pH 7.0 T(Z;im}ll?e?fala Interv. concentr.. 50; 10 1'_21 ng mL Z[ES ;lag]
atrapam. en PVB sol-gel P LD: 1.1x10 " pg mL
Inmov.del Ab de Hepatitis Interv. concentrac.: 0.05-4.5 pg mL'
. .. . -1
Platino B sobre superf. mod, con Potenciom. Reg. fosfato pH 7.0 Hepatitis B/ LD (Amper'om.). 0.005 pg mL_1 [Tang
3+ Amperom. Suero humano LD (Potenciom.): 0.015 pg mL 2005b]
(Co(bpy)7") , nAuy Nf . S
3 Tiempo de vida util: 1 mes
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Tabla 3.- Inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

MODIFICACION - PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA ANALITICAS REF.
Inmov. del Ab sobre
superf. mod. con DTSP, Interv. concentrac.-
Platino poll(amldo—amlna) ’ cv Reg. fosfato10 mM pH IgG / Suero 5.0-9600 g mL" [Tang 2005d]
dendrimero y nAu 6 7.0 humano 1
. e LD: 0.8 ng mL
nanoparticulas de silica 6
Si0,/nAu
Adorc. del Ab de difteria r
Platino sobre mezcla de nAu-SiO, Potenciom. Reg. Fosfato, pH 7.0 Difiero toxina Interv. concentrac. i34.4-960_111g mL [Tang y Ren,

y atrapam. en sol-gel de LD: 1.1x10™ pg mL 2005]
PVB
Inmov.del Ab de Hepatitis Antieeno Hepatitis Interv. concentrac.: 4-960 ng mL™"

Oro B sobre superf. mod. con Potenciom. Reg. fosfato pH 7.4 B/ Sguero huglano LD:1.9 ng mL™ [Tang, 2006a]
MPS-sol gel y Au coloidal Tiempo de vida util: 1 mes
Inmov. anti-IgG sobre . o ) -1

Oro superf. mod. con Potenciom. Repet.: 5.9 % IgG/ Suero Interv. conce.ntrac.. 12_890 ng mL [Fu, 2005]

AN Reg. Fosfato pH 7 LD:3.4ngmL

mercaptoetilamina y nAu
Inmov. anti-AFP sobre

Oro superf. mod. con n-Au CVy HAc-NaAc 0.1 M a-fetoproteina/ Interv. concentrac.: 5.0-200 ng mL™ [Zhuo,
membrana de Nf'y Thi. Amperom. pH5.5+KCI0.1 M Suero humano LD: 2.4 ngmL" 2005a]
Bloqueo de super. con BSA

. Interv. concentrac. (con BSA):

i‘;‘;‘;"s'ude;r‘;"zni‘él{c?fgs Repet.: 3.8 % (n=50) 512512 ng mL" Zhuo

Oro upert ' Amperom. HAc-NaAc 0.1 M Hepatitis B Interv. concentrac. (con HRP): !
col. Thi y Nf. Bloqueo 1 2005b]
superf. con BSA 6 HRP pH 6.5+ 0.27 mM H,0, 2.6-563 ng mL 1

) LD: 0.85 ng mL~

Adsor. electrost. de n-Au'y , Interv. concentrac.: 1-250 ng mL™

Oro Thi sobre membrana de Nf | Amperom. HAc-NaAc 0.1 M a-1-fetoproteina/ LD: 0.56 ng mL" [Zhuo, 2006]

y HRP

pH 5.5+ 0.1 MKCI

Suero Humano

Tiempo de vida util: 3 meses

42




Introduccion

Tabla 3.- Inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

MODIFICACION . PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA ANALITICAS REF.
Inmov. d.el Ab sobre . EIS i Ensayo tipo sandwich/
Oro Alll gl?ﬁ;ihce(c)iriltgr col. A;?I()ilelﬁc‘ sefial | 20mM PBS + 0.1M KCl, LoG humana | [Dterv- concentrac.:15.3-328.3 ng L [Chen H,
e con b 5 mM Ks[Fe(CN)e] | ® LD: 4.1 ngL" 2006]
Bloqueo de superf. con [secuenc. de IgG
BSA y antilgG-Au /K4[Fe(CN)e], pH 7.4
Inmov.del Ab de
Hepatitis B sobre K3Fe(CN)g 5 mM+ KCl Antigeno Interv. concentrac.: 2-360 ng mL™
Oro superf. mod. con MPS DPVy 0.1 M + Reg. Fosfato Hepatitis B/ LD: 0.2 ngmL" [Liang, 2005]
sol-gel y nAu Amperom. 0.05M Suero humano Tiempo de vida util: 30 dias
quimisorbido
Anti-CEA inmov. Antigeno . -1
Oro sobre nAu-MPTS sol- Potenciom Reg. fosfato pH 7.4 Carcinoembrio Interv. concel?trac.. 44 8_51'7 ng mL [An, 2007]
gel : nico (CEA) LD: 1.2 ng mL
Inmov. de Ab de 4-13-
s +
Oro Hepatitis sobre sup. CV v EIS Fe(CN)s 2.5 mM Hepatitis B Interv. concentrac.: 0.5-200 ug L™ [Wang M.,
mod. con 4-amino- M Reg. fosfato 0.02 M p LD: 50 ng L’ 2004]
tiofenol y Au col. pH 7.4
Inmov. de Ab de IgG . di R
nsayo directo / Reg.
humano sobre superf. CVy Fosf: ty 10 mM pH 7% +| IgG/ Suero Interv. concentrac.: 8.3-2128 ng mL™' [Wu Z.S,
Oro mod con MPTS sol-gel EIS oS pH humano LD:33ngmL" 2005]
y nAu. Bloqueo con Fe(CN)g /3~ 5mM 2 ng
BSA
Inmov. anti-PSA sobre X
superf. mod. con . Ensayo directo / Reg PSA/ Suero Interv. concentrac.: 4.0-13 ng mL~ .
Oro pelicula de ALOs sol- Potenciom. fosfato pH 7.4 humano LD: 34 ng Lt [Liu Y., 2008]
gel y nAu
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MODIFICACION . PARAMETROS ANALITO/ . .
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Inmov. anti-AFP sobre
i Cronoamperom ipo sandwi :15- -l
Microelectrodos 7lipgrlf{. Au quz con Cys P Ensayo tipo sindwich a-fetoproteina (AFP) / Intery. concen'trac.. 15 3,’150 ng mL XuY,
Au ,6-Hexaneditiol y Au . Reg. fosfato 10 mM pH Suero LD: SngmL 2006]
col. Bloqueo superf. con | (Egp: -0.4 V) 7.4 Tiempo de vida util: 90 dias
BSA
Incub. anti-CEA sobre Antigeno '
. = 3- : T
Superficie de Oro s1.1perf.. mod: con MPA, QCM Reg. fosfato 0.1 M pH Carcinoembrié-nico Interv. concentrac.: 3 5?1 ng mL [Tang,
hidroxil-amina y nAu, e 7.0 LD: 1.5 ng mL 2006¢]
. (CEA) / Suero
incub. en BSA
Inmov.CA125 sobre Au Ensavo competitivo/
Carbono col. estabilizado con DPV Re F};s fato 8 1 M pH Carcinoma 125/ Interv. concentrac.: 0-30 U mL"™" [Wu L.,
vitrificado membrana de acetato de & 55 ’ p Suero humano LD:1.73 UmL" 2000]
celulosa )
) Incub. de anti-ng sobre Ensayo tipo sandwich ¥
Car ono sup. mod. con pellcula de EIS /Fe(CN)gH 3- 10 mM en 1eG Interv. concentrac.: 0.01 1—_111 ng mL [Chen Z.,
vitrificado Au electrodep. e incub en LD: 0.009 ng mL 2005]
BSA KCI0.1 M
Inmov. del Ab de .
Carbono paraoxon sobre GCE (0\Y% Directa/ Reg. fosfato Interv. concentrac.: 24-1920pg L_1 [Hu,
o . 0.01 M pH 7 + NaCl Paraoxon/ Aguas -1
vitrificado mod. con Au col y Potenciom. LD: 12 ue L 2003]
. 0.05M He
pelicula de Nf
B
i - i Interv. concentrac.: 0.5-5.0 mIU mL
Carbono Atrg paml/ento de HRP DPV Reg. fosfato 0.1 M Ggp gdot}rloplna -1 [Chen J.,
vitrificado anti-hCG/nAu en EIS pH 7.1 corionica humana 5.0-30 mIU mL 2006]
membrana sol-gel ’ (hCG) / Suero LD:0.3 mIU mL™"
Adsorc. de Ag de Sj + .
Carbono sobre pocillo de DeF' de Ag Directo / 0.6 M KNO3 + . Sch%stosom:?l Interv. concentr.: 6.4 ng mL™-100 ng mL"! [Chu,
vitrificado oliestireno e inmov. de mediante ASV japonicum (8j)/ : 1 2005a]
B ' sobre GCE 0.1 M HNO;3 Suero conejo LD: 3 ng mL

Ab de Sj

44




Introduccion

Tabla 3.- Inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

porosas y PTH

reg. fosfato de pH 7.4

MODIFICACION . PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA ANALITICAS REF.
Adsorc. dg anti-IgG Det. de Ag+ Ensayo tipo Sépdwich: Interv. concen.:1.7 ng mL 272 ug
Carbono sobre pocillo . incub. IgG+anti-IgGnAu IgG/ Suero -1 [Chu,
- . mediante ASV + mL
vitrificado (microwell) de sobre GCE Ads. de Ag’" sobre nAu, humano 1 2005b]
poliestireno redisol. LD: 1 ng mL
Incub de anti-CEA, Interv. concentrac. (con BSA):
sobre GCE mod. con 0.5-5.0ng mL'y 5.0-120 ngmL" .
V(i?:rlirfl'zgelllgo PSAA, TB y nAu col. Amperom. e fOSf(;ltfl?/ilKl\élpH o2 (analig)En?Odelo) Interv. concentrac. (con HRP): 2[566):),]
Bloqueo con HRP 6 ' 0.5-5.0ng mL™" y 5.0-120 ng mL™!
BSA LD: 0.2 ngmL"
Inmov. del Ag de los Inc. en el anticuerpo murine y
Carbono alergénicos de los medida de EIS en 2.5 mM Alergénicos de [Huan
vitrificado acaros del polvo sobre EIS K4[Fe(CN)g] + 2.5 mM los acaros del - 2007]g,
superf. mod. con nAu K;[Fe(CN)g] +0.1 M KCl en polvo
electrodepositadas. 20 mM pH 7.4 PBS.
Ensayo tipo sandwich / Dep.
Carbono de citosina y del Ab
vitrificado Dep. del Ab modific. Cronoamp. |biotinilado. Inc. en cviokine Interv. concentrac.: 0.1-100 ng mL"’ [Polsky,
oro con sales de diazonio (Eap:0V)  |[ExtraAvidina-HRP Empleo Y LD.: 46 pg mL™" 2008]
Y de 3,3,5,5-tetrametibencidina
como mediador
Inmov de anti-CA15-3 "
E C titivo/ Reg. -
Carbono sobre superf. mod. con [5ay0 MO TIPEHLIYO, B8 CA15-3/ Suero | Interv. concentrac.: 2.5-120 U mL !
~< g (0)% fosfato pH 7.4 + 1.0 mM 1 [Tang, 2007]
vitrificado nAu, RBC y pelicula humano LD:0.5U mL ?
H,0,
de Au
Inmov. del Ab de 4-13— ,
Carbono CA125 sobre superf. Amperom 2.5 mM de Fe(CN)s C;?E(t)ll%fdllzto Interv. de concentr.: 4.5-36.5 U mL™' [Fu, 2007]
vitrificado mod. con microesferas P [T 0.l MKClen 20 mM de CA 125 LD:1.3UmL" W
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Tabla 3.- Inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

MODIFICACION . PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA ANALITICAS REF.
Pasta de carbono ;leccilsl%rcéfgsszbre sup- € ASV Ensayo tipo Sandwich/ Reg| hIgG/ Suero Interv. concentrac.: 10-500 ng mL! [Chen Z.,
Az col. come marcador fosfato 0.05 M pH 7.4 humano LD: 4.0 ng mL™! 2007]
Atrapam. de nAu en .. .
matriz de chitosan sobre Amperom. Ensayg Competitivo S.ch1st(?soma Interv. concentrac.: 0.11-22.4 ug mL™! .
Pasta de carbono el electrodo v mod. con E. 03V secuencial/ Reg. fosfato japonicum LD: 0.06 ue mL" [Lei, 2003]
Sib y mod. (Eap:-0.3 V) 0.067M pH 6.98 (analito modelo) $0.06 ng
. .. . -1
Medida disminucion Interv. concentrac.: 2-30 U mL
Pasta de carbono $§§$ de AbynAuala CV, EISy DPV corriente de pico por la CAii;g;f:em LD: 137 UmL" [Dan, 2007]
interac. Ag-Ab/ PBS pH 7.0 Tiempo de vida: 10 dias
Ensayo tipo Sandwich /
Inmov. de anti-IgG ASV para antilgG secundario marcado
sobre un pocillo e inc. determinar el | con dethiobiotina. Post. Interv. concentrac.: 0.2-5 ng mL™
Pasta de carbono en 1eG durante 1 h a 37 contenido de | Feaccion con biotina modif. hlgG 3 [Mao, 2007]
oC & J con particulas magnéticas LD: 0.1 ng mL
sobre Avidina-nAu
Dis. del Au en HB1/Br,
Microelectrod Inzub. d aI;ti_AIZlBl Reg. Fosfato 0.02M pH 7.0 Interv. concentrac.: 0.5-10 ng mL! [Liu Y
ICI'F)C‘ ec.ro 0 sobre superf. mod. con Conducti i M KI M H . .. UD- m Y.,
Au (digitalizado) | nAuy AET, bloqueo oncuctim. N 8(1)2 M Na’CSIO M H20; AFB LD:0.1 ng mL! 2006]
superf. con HRP )
Ensayo tipo sandwich / Ab Mioglobina
Screen-Printed | Ab inmov. sobre un cv secundario marcado con tro i nina ’ i [Piras, 2005]
de grafito pocillo de una placa nAu. Oxidacion electroq. P 1Y ’
del oro con HB1/Br creatina quinasa
2
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Tabla 3.- Inmunosensores electroquimicos basados en el empleo de nanoparticulas de oro.

MODIFICACION . PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODO ELECTRODICA DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA ANALITICAS REF.
Inmov. de anti-IgG Ensayo tipo Sandwmh/
sobre un pocillo. incub Ab secundario marcado
Scren-Printed de Poct 70, ' con nAu. Oxidacion Interv. concetrac.: 0.5-100 ng mL™! [Dequaire,
en IgG, y union del ASV IgG de cabra
grafito ; : electroq. del oro con LD: 3 pM 2000]
conjugado anti-goat-IgG
f Au col HBr/Br,
fmarcado con A col. Reg. fosfato, pH 7.4
Sljrlfcrt;%i?;;izcﬁi Inmov. cov. de anti- Ensayo tipo sandwich / Ab Alblimina suero
Tig HSA sobre superf. mod. Conductim. | secundario marcado con - [Kim, 2000]
nitrocelulosa mod. L . humano
o con nAu con polianilina Au. Cuantif. del oro
con polianilina

Abreviaturas: BSA: albumina de suero bovino, CPE: electrodo pasta de carbono, DTSP: 3-3'-Ditio-bis(acido propionioco/N-
hidroxisuccinimida), Fc-CHO: ferrocenocaraldehido, GCE: electrodo carbono vitrificado, HAsAb: Anticuerpo Hepatitis B., HbsAg:
antigeno del Hepatitis B., MPS: mercaptopropiltrimetoxilano, MPTS: mercaptopropiltrietoxisilano, Nf: nafion, nAu: nanoparticulas de
oro, PDA: o-fenilenidiamina, PSA: antigeno especifico de la préstata, PTH: politionina, PVB: polivinilbutiral, SAM: monocapa
autoensamblada, TRIS: tris(hidroximetil)aminometano, Thi: tionina
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1.5 ANALITOS Y ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.5.1 Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos aromaticos que se caracterizan por tener uno
o varios grupos hidroxilo wunidos directamente al anillo aromatico.
Generalmente se nombran como derivados del miembro mas sencillo de la

familia, el fenol [Serra, 2002].

Son compuestos altamente tdxicos, carcinogénicos y alergénicos. Su
toxicidad varia con el numero de sustituyentes y su posicion en el anillo
aromatico. Debido a su alta toxicidad y persistencia en el medio ambiente, el
fenol y especialmente sus derivados clorados, nitrados y alquilados se han
definido como contaminantes peligrosos y estan incluidos en la lista de
sustancias peligrosas y contaminantes prioritarios de la Comunidad Europea

(CE) y de la Agencia de Proteccion Ambiental Norteamericana (EPA)

La presencia de fenoles en el medio ambiente es consecuencia tanto de
acciones naturales como del aporte antropogénico, generalmente de cardcter
industrial. Desde el punto de vista de la contaminacion, es de gran importancia
la presencia de estos compuestos en aguas y sedimentos, debido a su elevada
toxicidad, siendo empleados en diferentes tipos de industrias, como textiles,
plasticos, colorantes, tintas, medicamentos, antioxidantes, polimeros sintéticos,
resinas, pesticidas, detergentes, etc. [Soares-Rosatto, 2001]. Por tanto, es
necesario prestar interés al origen, migracion y distribucion de estos
compuestos en el medio ambiente, asi como contar con métodos fiables para su

determinacion en matrices complejas [Wang, 1994].
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Por lo que se refiere a los polifenoles, son compuestos constituidos por al

menos un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo como sustituyentes.

En el ser humano, tras su ingesta, parte de la actividad bioldgica de los
polifenoles se debe a su capacidad de formar parte del sistema antioxidante
celular, proporcionando importantes beneficios para la salud. Entre sus
propiedades mas relevantes cabe destacar su capacidad para inhibir los procesos
oxidativos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) reduciendo los riesgos de
enfermedades cardiovasculares, su actividad antioxidante, protegiendo los
tejidos del dafio oxidativo y del envejecimiento celular, su accion
antiinflamatoria, reduciendo la actividad de la enzima hialuronidasa, y sus
propiedades anticancerigenas. Todo ello, hace que los polifenoles sean

considerados como un subproducto de alto valor anadido [Mello, 2003].

De hecho, actualmente se estan realizando numerosas investigaciones a
nivel mundial con el fin de conocer la cantidad y el tipo de polifenoles presentes
en los alimentos, ya que muchos de los efectos saludables de los mismos, se
deben en realidad a su alto contenido en polifenol, tal es el caso de las fibras

dietéticas.

Por otro lado, las propiedades organolépticas de ciertas frutas, y
consecuentemente, la calidad de algunos alimentos y bebidas, dependen de la
concentracion y tipo de compuesto polifendlico presente [Freire, 2003]. Un
ejemplo, lo encontramos en el aceite de oliva. Los polifenoles al tratarse de
antioxidantes naturales, ralentizan o previenen los procesos de descomposicion
de aceites y grasas. De ahi que la determinaciéon de estos compuestos sea
importante a la hora de evaluar la calidad del aceite, ya que son parcialmente
responsables de su estabilidad a la autooxidacién y de sus caracteristicas

organolépticas [Capannesi, 2000].
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1.5.2 Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de

compuestos fenolicos con biosensores amperométricos

La necesidad de hacer frente a los problemas analiticos que se plantean
hoy en dia, requiere disponer de técnicas rapidas y fiables que permitan la
deteccion “in situ” de sustancias contaminantes, como es el caso de los
compuestos fenolicos presentes en muestras ambientales, y otras sustancias de

interés, como los polifenoles en alimentos.

Este hecho ha impulsado el desarrollo de biosensores como alternativa a
técnicas espectrofotométricas y cromatograficas, que generalmente implican un

mayor tiempo de analisis.

El empleo de enzimas, como elemento de reconocimiento biologico, y la
deteccién amperométrica como sistema de transduccion, para la fabricacion de
biosensores, proporciona numerosas ventajas desde un punto de vista analitico.
En este apartado se va a dar una vision general de los diferentes métodos
desarrollados en los ultimos afos basados en la utilizacion de biosensores
enzimaticos amperométricos para la deteccion y determinacion de compuestos

fenolicos.

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas de diferentes biosensores
electroquimicos encontrados en la bibliografia para la determinacion de
compuestos fenolicos. Los biosensores han sido agrupados atendiendo al
material enzimatico empleado, indicandose la enzima utilizada y la forma de
inmovilizacién, el potencial de medida, sus pardmetros experimentales, asi
como las caracteristicas analiticas del método y el tipo de muestra a la que se

han aplicado.
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Como puede apreciarse, se han construido una amplia variedad de
biosensores enzimaticos modificando electrodos de pasta de carbono y de
carbono vitrificado. La mayoria de los métodos se basan en la reduccion
electroquimica de los productos de la reaccion enzimatica. Sin embargo, en
algunos casos se utiliza una sustancia mediadora, cuya oxidacion o reduccién
sobre el electrodo sirve para monitorizar la concentracién de los fenoles en

disolucién.

También se han encontrado ejemplos en los que se emplea un electrodo
de Clark [Campanella, 2006]. En estos casos, la monitorizaciéon de los
compuestos fendlicos se lleva a cabo mediante la detecciéon del consumo de
oxigeno, lo que conlleva la desventaja de la necesidad de aplicar un potencial de

medida bastante negativo, aumentando asi el niumero de interferencias.

La inmovilizacién de las enzimas en los electrodos de oxigeno suele
realizarse colocando la enzima sobre la superficie de la membrana permeable al
gas del electrodo de oxigeno y recubriéndola con una membrana de dialisis o
de otro tipo [Streffer, 2001], o bien inmovilizando previamente la enzima en un
gel que posteriormente se deposita en la membrana del electrodo [Campanella,

2004].

A la hora de llevar a cabo la preparacién de biosensores, hay que tener
en cuenta que la inmovilizacion de la enzima en la superficie electrodica
depende del tipo de material electrédico empleado. Asi, en los biosensores que
utilizan materiales compdsitos, el método de inmovilizacion mas utilizado es el
atrapamiento del material proteico en la matriz electrodica [Serra, 2002],
aunque en ocasiones la enzima se inmoviliza después de haberse mezclado con
otras particulas [Liu S., 2003a]. Otra alternativa es el empleo de una fina capa de

sol-gel para la inmovilizacion de la enzima sobre la superficie del electrodo.
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Una gran parte de los disefios que utilizan electrodos de carbono
vitrificado llevan a cabo la inmovilizacién de la enzima por encapsulamiento
con una membrana [Rajesh, 2004a], por atrapamiento en una matriz polimérica
depositada en la superficie del electrodo [Védrine, 2003], mediante el empleo de
un hidrogel [Wang B., 2000a], o por unioén covalente con carbodiimida [Freire,
2002a]. En algunos casos, se emplean conjuntamente dos métodos de
inmovilizacién, por ejemplo, union covalente con glutaraldehido en la
superficie del electrodo y posterior encapsulamiento con una membrana de
dialisis, o unioén covalente a un hidrogel que posteriormente se deposita sobre la

superficie del electrodo [Freire, 2002b].

En el caso de emplear un electrodo de grafito solido la inmovilizacion de
la enzima es similar a la de los electrodos de carbono vitrificado, si bien es mas
frecuente la adsorcién, debido a la ventaja de que este material posee una

superficie rugosa [Haghighi, 2003; Jarros-Wilkolazka, 2004].

El medio de trabajo de estos biosensores es comunmente acuoso o
predominantemente acuoso, empledndose en la mayoria de los casos regulador
fosfato a pHs entre 5.0 y 7.4. En algunos casos, se anade un cierto porcentaje de

metanol, [Narvdez, 1996], etanol [Gomes, 2004] o acetonitrilo [Rogers, 1999].

A pesar del gran numero de sensores enzimaticos amperométricos
existentes, muy pocos han sido aplicados a muestras reales. No obstante, se han
desarrollado aplicaciones en aguas, suelos, filtros de cigarrillo, aceites, cervezas,
vinos y pesticidas. La escasa aplicacion de los biosensores desarrollados puede
atribuirse a la dificultad de llevar a cabo medidas en matrices complejas, en las
cuales el limite de deteccion puede aumentar considerablemente, la estabilidad
de la enzima suele disminuir y la pasivacion electrddica es habitualmente

mucho mas acusada.
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Tabla 4 .- Antecedentes bibliogrificos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimaticos.

ELECTRODO TECNICA TECNICA PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS REF
INMOVILIZACION | DETECCION | EXPERIMENTALES | MUESTRA ANALITICAS )
Pasta de Atrapam. fisico de Tirenla| Amperom. | Reg. fosfato 0.1 M pH Bisfenol A/ Interv.. hfleal +0.1-12 PlM .
Carbono matriz composita (Eap: -0.15V) | 6.5 Agua Sensib.:138 uA mM [Mita, 2007]
ap- ) LD: 0.02 uM
Fenol Interv. lineal : 0-7 pM 5
. . Sensib.:24.02 A M cm
Incorp. de Tir en 1 t A .
Pastade  |. - rpl fl ot matrlz MPETOM. | Reo fosfato 0.1 MpH | Fenol catecoly | eapnor nery. Tineal : 0- 10uM_ | [Tingry,
carbono junto a gradlto yl | (Eap: -0.2 V vs. 7.0 + NaClO4 0.1 M p-cresol/ Sensib - 18.6 A M c 2006)
monomero de polipirro : : Salmé
potip SCE) atmon p-Cresol Interv. lineal : 0- 12MM
Sensib.: 5.57 A M 'em
A . ;
Pasta de Inmov. de Tir junto con Ru mperom. | Reg. fosfato 10 mM, Ac. galico/ Intery. Lineal: 1 60 mg L [Jewell,
carbono en la matriz electrodica (Egp.: 0.1V | pH 7.4 Vinos LD: 0.1 mg L' 2001]
vs. Ag/AgCl) | Reprod.: <5% Tiempo de vida util: 3-4 horas
Incorporacion de Tirenla | Amperom. Inter.. lineal: 0-100 uM
E::gigg matriz electrénica con (Bap:-0.2V gesg. fosfato 50 mM, pH Fenol, catecol | Catecol Sensib.: 0.093 AM “;3%3?’
copolimero PS 086 vs. Ag/AgCl) | Fenol Sensib.: 0.077 A M
Catecol Interv. lineal: <35uM :
Sensib.: 2.4x107 nA M
: LD: 0.41 uM
Pasta carbono ;Tgozﬁ?:nzérgs?zo en la Amperom. | Reg. fosfato 0.05 M, pH | Polifenoles/ |Fenol Interv. lineal: <70 uM [Rodriguez,
vitrificado P o (Eap: -0.1 V) | 7.4 Vinos y te Sensib.: 9x106 nA M 2002]
matriz electrodica P
LD: 1.7 M
Tiempo de vida util: 4 meses
(90% de la respuesta inicial)
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA . PARAMETROS ANALITO/ : :
ELECTRODO INMOVILIZACION DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Inmov. de Tir sobre .
superf. de bioreactor Amperom. | Reprod.: <4.0% (RSD) L Interv. lineal : 0.02 — 80 uM .
victerlirfl':(c):go modif. con 3- (Eap: -0.15 V | Reg. fosfato 0.1 M pH hl; illlellflléll;afe/i rilll:crgs Sensib.:3.8 pA mM ™' cm [T;):‘)l(;lg]l‘()’
aminopropilo, vs. Ag/AgCl) | 7.0 LD: 7nM
entrecruz. con GA.
Dopamina . .
Mezcla de Ti P Dopamina Interv. lineal: 2-10 uM
ezcla de Tir con m o _ :
Carbono olimeros de agarosa Kapp = 209 hM L-Dopa, DL Dopa, 4-meti|cateCOI|dD“ 07 M [Tembe
—al p . g DPV 4-Metil catecol Dopamian, 4-metil i ’
vitrificado y guar e inmov. sobre catecol/ ’Suero Interv. lineal: 30-1200uM 2006]
superf. de GCE KD =228x10°M . LD.: 17 uM
ng fato 0.1 M pH 6.0 Tiempo de vida 1til: 2 meses
. A ] Interv. Lineal: 6 nM-0.2 mM
Carbono | [mov. deTiry MPEIOM. | o ee fosfato 0.05 M Sensib.: 40 A mM " [Liu A.,
o chitosan sobre superf. | (Eyp.: -0.15V X DOPAC X
vitrificado P pH: 6.52 . LD:3nM 2005]
GCE vs. Ag/AgCl) Tiempo de vida util: 3 dias
Fenol Interv. lineal: 3.3-220.3 uM
Sensib.: 17.1 pA mM " LD: 0.8 uM
. A ' _ | Catecol Interv. lineal: 5.6:74.3 pM .
Carbono I‘:ﬁ"fﬂg{l Igzgf;ljoie e y| Reg. fosfato 0.1 M stezloljaﬁ;gllof Sensib.: 70.2 wA MM, LD: 1.5 uM | [Rajesh,
vitrificado polip . ( ap-- . Tiempo de resp.: 40-75 s p-CIOfOfenOl Interv. linez}‘l: 38-856}1M 20043]
p-toluensulfonato vs. Ag/AgCl) acuosos Sensib.: 24.3 pA mM , LD: 2.4 uM
Tiempo de vida util: 3 meses
(almacenamiento 4°C)
Polimerizacion de Tir Amperom Reg. fosfato 0.02 M, Interv.. lineal: 7.5x10™-6x10" M
Carbono y matriz de sol-gel (Ean: 0.2 V pH 6.0 Fenol Sensib.: 15.78 pA pM-1 cm-2 [Zhang T.,
vitrificado sobre superf. del ap..SC.E Tiempo de respuesta < LD: 1x10®* M 2003]
electrodo V8. ) 10s Tiempo de vida util: 2 meses
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA . PARAMETROS ANALITO/ : :
ELECTRODO INMOVILIZACION DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Reo. fosfato 0.02 M of 7.0 Inter. lineal: 1.2 x10”"-2.6x10™ M
Carbono Atrapamiento de Tir en Amperom. Teg. 0s dato ' p< . Sensib.: 103 pA mM
itrificado matriz de sol-gel de titanio | (E,p.: -0.15 V) 1emp © de respuesta:= o Fenol LD: 0.1 uM, " . [Yu, 2003]
vi ap.: 0. app =(0.29 + 0.02)mM Tiempo de vida util: 80 dias (94% de
respuesta inicial, almacenado a 4° C)
Reg. fosfato 0.05 M, pH Catecol Interv. hneal 1-100 uM
Atranamiento de Ti Amperom 7.0 Sensib.: 200 mA M, LD.: 0.35 mM
apamiento de Tir en . m
.Ca.rbono pelicula de silice/Nf sobre (Bap: -02V Catecol Kapp: 75 mM Catecol, fenol Fenol Interv. Llneal >-100 uM [Kim, 2003]
vitrificado superf. del electrodo X IACl m Sensib.: 46 mA M ,LD: 1 uM
vs. Ag/AgCD) | Fenol Kapp : 65 mM Tiempo de vida ttil: 2 semanas (74%
Tiempo de respuesta: 15 s respuesta inicial, almacenamiento)
Atrapamiento de Tir en Amperom. | Reg. fosfato 0.1 M pH 6.5 Compuestos Catecol Interv.. lineal: <25 p M 2 L
Carbono olimero conductor poli-3.4- .02V | Ti d ta: 20 fenéli Sensib.: 1999 mA M™' cm [Védrine,
vitrificado Iétiledioxitiofenol p ) (Egp.:-0.2V 4(l)empo e respuesta: 20- }fn(}), }C%Sy Fenol Interv.. hneal 2<25 M 2003]
vs. SCE) S eroicidas | gengib.: 608 mA M cm™, LD.: 50 nM
Coinmov. de Tir y tionina Amperom. Interv. Lineal: < 10 mM .
('Ja'rfl?on((l) (mediador) sobre superf. (Eap: -0.2 V | Reg. fosfato 0.1 M pH 7 Catecol Sensib.: 14.57 mA M cm™ [C200s (;l ller,
vitrificado | o dif. con poli-dicarbazol vs. SCE) Tiempo de vida util: 5 dias I
Interv. lineal:
DIy s Metilparation: 6-100 ppb
Screen printed Inmov. de Tir sobre superf. Amperom. liléhlbt}s;?;g(;%q;?ﬁw; Pesticidas / Diazinona: 19-50 ppb [Albuquerque,
P y entrecruz. con GA y BSA | (Eqyp:-0.2V) g P Agua de rio Carbofuran: 5-90 ppb 2007]
6.5 Carbaril: 10-50 ppb
Tiempo de vida util: 15 dias |
A BSA Interv. lineal: 0.2-0.5 mg m."
. mperom. Sensib.: 2523.1 nA mL mg’ h
Screen Printed Imr:;'); A "l"(l}rAsobre supert. (Eep.:-0.4V | Reg. fosfato pH 7.0 SBSAilHSA/ HSA Interv. lineal: 0.1-0.4 mg mL " [Chuang,
modit. con vs. Ag/AgCl) uero iumano Sensib.: 1995.3 nA mL mg 2006]
Tiempo de vida util: 5 dias
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA ; PARAMETROS ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODO | j\yioviLizaciON | PETECCION | pypERIMENTALES | MUESTRA ANALITICAS REF.
p-aminofenol p-aminofenol Sensib.:1.3 mA M
— 80 uM LD: 2.4 uM
cresol app p-aminofenol,p- | P-cresol Sensib.: 9.3 mA M
Inmov. de Tir con BSA'y Amperom. P m _ cresol, fenol,p- LD: 0.33 uM
. Kapp = 71uM Fenol Sensib.: 9.7 mA M’ .
Screen-Printed | ref. fosfato sobre superf. y | (Eqp.:-0.1 V vs. wP_ clorofenol, 41 [Solna, 2005b]
Fenol KI =121 pM LD:04TuM
entrecruzam. con GA Ag/AgCl) -Clorofenolpp catecol / Aguas p-clorofenol:  Sensib.: 16 mA M
p residuales LD: 0.19 uM
Ig =89 uM Catecol Sensib.: 6.9 mA M™!
Catecol K, =284 uM LD: 0.43 uM
S Printed [1] Interv. lineal: 0.5-30 uM
creen-Printed: . LD: 0.18 pM
Inmov. de Tir por VA0 [
A . < 0.5-
Aull] entrecruzam. con polimero fiperom Reg. fosfato 0.02 M [2] Inteltv. lineal: 0.5-30 uM [Sapelnikova,
Grafito+Au [2] PV13-dmeOs sobre dif (Egp: -0.05V H7.0+KCl0.1M Catecol LD: 0.14 uyM 2003]
Carbopack . ’ vs. Ag/AgCl) prL /. ) [3] Interv. lineal: 0.5-30 uM
superficies LD: 0.16 uM
CAu[3] . O KV
Tiempo de via atil: 6 meses
Fenol Interv. lineal: 0.025-45 uMz
Sensib.: 1.99 pA pM cm
Inmov. Tir+copolimero Amperom. E%g' fosfato 50 mM, pH LD:25nM
Screen-Printed | PCS sobre superf. de HRP- | (E,,: -0.05 V vs. T.iem o de respuesta: 2.4 Fenoles/ Aguas | Catecol Interv. Lineal: 0.120- 43 uM [Chang, 2002]
SPCE Ag/Agch | 2 P puestd- 2. Sensib.; 1.85 pA uM ' em™
LD:5 nM
Tiempo de vida Gtil: 60 dias
Atrapamiento de Tir en Amperom. . ;
Screen-Printed | matriz polimérica sobre (Eap.: 0.2V [ Reg. fosfato 0.1 M, pH 7.0 Catecol/ Intery. Flneal. 0.025-14 M [Cumming,
. P Cerveza Sensib.: 5740 mA mol cm-2 2001a]
screen-printed de grafito vs. SCE)
Atrapamiento de Tir en Amperom. Catecol, .
Screen-Printed | pirrol sobre la superf. del | (Egp.: -0.20V vs.| Reg. fosfato 0.1 M, pH 7.0 | flavonoides/ Catecol Interv. lineal: 0.5- 20 WM | [Cumming,
P Sensib.: 409 mA M 2001b]
electrodo Ag/AgCl) Cerveza
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA . PARAMETROS ANALITO/ : :
ELECTRODO INMOVILIZACION DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Carbopack
Inmov. de Tir. con Catecol (En discontinuo) LD: 0.35 uM
> A . 1D
Screen Printed | PEGDGE y PV13- foperom Reg. fosfato 50 mM pH Fenol, catecol/ . (EnFIA): I,‘D' L7 nA .
) (Eap: -0.05 V Aguas Fenol (En discontinuo) LD: 1.5 uM [Solna, 2005a]
(Carbopack 6 Pt) | dmeOs S I;X /A2Cl) 7+KCI0.1 M residuales Pt
Vvs.
sobre superf. gne Catecol LD: 0.38 pM
Fenol LD: 1.6 uM
Reprod. (n=10): 9.7 % )
Amperom. Repetib. (n=10): 4.0 % Interv. lineal: 8-200 uMl
Grafito-Teflon | Atrapam. deenzimaen | """ Micelas inversas PG/ Manteca Sensib.: 2.10x10° pAM [Morales,
la matriz compdsita ( "‘X' /A Cl)VS. forrgladas con etilacetato LD: 1.3 uM 2005a]
gae +5%de re7g4f05fat0 pH Tiempo de vida Gtil: 70 dias
En fosfato Interv. lineal: 2-100uM
En Reg. fosfato |En Reg. fosfato 0.05 M Sensib.: 15.2 pA M-kl
Amperom. |pH 6.5 LD: 0.9 uM
Grafito-Teflon | Atrapam. de enzima en (Egp: -0.1V) Kapp = 50 UM PG/ aceite de | Tiempo de vida util: 40 dias [Morales,
rafito-letlon .- triz compdsita En ACN-Tris . . oliva En ACN-Tris Interv. lineal:8-200uM 2005b]
Amperom. En Acetonltrllo—T3r|s E]e)nsibi:& i/{“ A M
- KN =02.8x10"M 1l
(Eap:-02V) P Tiempo de vida util: 50 dias
Fenol, catecol,
2.clorofenol,4- . -8 -5
A . ’ . 1. -4.
, Atrapam. fisico en la foperom Reg. fosfato 0.05 M, clorofenol,4-Cl- Intery -Llneal 14(1) x10 fl10XlO M
Grafito Teflon . A (Eap: -0.15 V vs. Sensib.: 8.5 x10" pA M [Serra, 2003]
matriz electrodica P pH 6.5 2MPh/ Aguas . -8
Ag/AgCl) residuales de LD:1.0x10" M
refineria
Fenol Interv. Lineal: 0.1-25 uM
. . . -1
Atrapamiento fisico de Amperom. Sensib.: 0.28 AM " ,LD: 0.1 uM
Grafito-Teflon | Tir en matriz (Egp.:-0.15V Reg, fosfato 0.05 M, Fenoles Catecol Interv. Lineal: 0.1-15uM [Serra, 2002]

electrodica

Vs. Ag/AgCl)

pH 6.5

Sensib.: 0.30AM ™, LD: 0.1 uM
Tiempo de vida util: 30 dias
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA ; PARAMETROS ANALITO/ : :
ELECTRODO INMOVILIZACION DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Fenol Interv. Lineal: 0.05-6 uM
Atrapamiento fisico de Amperom. Sensib.: 0.62 A M ,LD: 0.026 uM
. . Reg. fosfato 0.05 M,
Grafito- EPD | Tir en la matriz (Bap:-0.15 Vivs.| 5 s Fenoles Catecol Interv. hneal 0.05- 8 uM [Serra, 2002]
electrodica Ag/AgCl) PHED: Sensib.: 0.66 A M , LD: 0.028 uM
Tiempo de vida util: 5 dias
Inmov. covalente de Tir Fenol ;ntgrvz hnei - 200 %M )
sobre superf. modif. CVy Fenol Sen51| 3 51m M'fem ~ LD:0.2 uM
. con B y con pelicula de Amperom. Reg. fosfato 0.1 M ,pH eno p-creso Interv. lineal: -1 20—% nM
Diamante A-nitrob & . B 015 6.5 ’ ’ ’ p-cresol Sensib.: 636.7 mA M 'em™ LD: 0.1 uM [Zhou, 2006]
-hitrobencenodiazonio (Egp: -0.15vs. 1 6. 4-clorofenol | 4-Clorofenol Interv. hneal 1 250 uM
tetrgﬂuorl?orato 0 SCE) Sensib.: 385.8 mA M'em™ LD: 0.1 uM
aminofenilo Tiempo de vida util: 5 semanas
Reg. fosfato 0.1 M +
LiClO4 0.1 M o
Dep. de Tir ,GDH y Tyr: Kap, =10 mM Fenol, L—T1r051na 4
HRP homogeneizadas Amperom. Tyr+HRP: 1,2 DHB, Tyr Sensib.: 0.01 mA M
Platino en agar-agar sobre (Eap: -0.05 V vs. K;?,p =55mM 1,3-DHB, Tyr + HRP  Sensib.:0.326 mA M [Stanca, 2003]
superf. de Pt modif.con SCE) Tyr+GOx 1,4-DHB, Tir-GOx  Sensib.: 0.741 mA M
membrana de dialisis Km =14 mM 4 clorofenol Tiempo de vida ttil: 3 meses
Tlempo de respuesta: 1 6
2 min.
Atrapam. de Tir y SH . ) -6 -4
Electrodo de | en membrana de TAC. Rep.: <7% (RSD) Fenol v 4c Ifenol Fnt.erv. lmea'l ’ 2X.10 1_'6SXlO ll/;l [Campanella
oxigeno Clark | Dep. sobre membrana Amperom. | Reg. fosfato 0.06 M pH renolyac. | Ac. Salic.: Interv. lineal : 4x10°- 1x10°'M p ’
salicilico/ Orina | LD: 0.5 uM 2000]

(Oro)

de dialisis e inmov.
sobre superf. de Au

6.6

Tiempo de vida: 5 dias
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA . PARAMETROS ANALITO/ . ‘
ELECTRODO INMOVILIZACION DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Fenol (En discontinuo)
.. Interv. lineal: 0.5-6 ppm
Inmov. de Tir junto con Sensib.: 0.2 ppm/ A.U. %, LD: 0.04
BSA y GA sobre Medio n-Hexano Oleuropenia, fenol y | PP™ [Capannesi
Electrodo Clark | membrana pre-activada Amperom. | Medidas en discontinuo ; 11/) A ,it " y (En FIA) 2p 000] ?
y dep. sobre superf. del y FIA catecoll Acetie OlVa | Interv. lineal:10-500 ppm, LD: 4 ppm
Catecol (En discontinuo)
electrodo i
Interv. lineal:0.5-5 ppm
Sensib.: 0.1 ppm/ A.U. %
Fenol (En discontinuo)
. Interv. lineal: 0.5-6 ppm
Inmov. de Tir junto con Sensib.: 0.2 ppm/ A.U. %, LD: 0.04
BSA y GA sobre Medio n-Hexano Oleuropenia, fenol y | PP™ [Capannesi
Electrodo Clark | membrana pre-activada Amperom. | Medidas en discontinuo ca tecolr/) Ace’i te OliVZ (En FIA) 2p 000] >
y dep. sobre superf. del y FIA Interv. lineal:10-500 ppm, LD: 4 ppm
Catecol (En discontinuo)
electrodo i
Interv. lineal:0.5-5 ppm
Sensib.: 0.1 ppm/ A.U. %
Inmov. covalente de Tir Fenol,
Carbono vitreo con 1-ciclohexil-3-(2- Amperom. Igzg' fosfato 0.05 M pH ‘;"tﬂ: rrro1§;ill(f)elnol, Fenol Interv.. lineal: 0. 5 30 uM
no v morfolinoetil) (Bap: -02V ) ) ’ Sensib.: 8.2 nA pM ,LD:0.26 uM | [Peiia, 2001]
reticulado carbodiimida meta-n- /z IAeCl Tiempo de respuesta < [ 4-Clorofenol, Ti de vida atil: 20 di
P vs. Ag/AgC) |15 4-Cloro-3-metilfenol| 116mpo de vida atil: 20 dias
toluensulfonato .
2-aminofenol
Fenol lnterv. lmeal 0. 2 200 uM
Fenol, 3,4- Sensib.: 1.39x10” A M, LD: 0.88 nM
Inmov. de Tir sobre Amperom. dimetilfenol, 3,4-DMP Inter. 11neal 0. 44 20 uM
Oro superf. modif. con MPA | (Egp: -0.1 V }ljl?lg& %Sfato 0.05M 2.4- dimetilfenol/ | Sensib - 4.5 x102 A M-\ LD 0.18 uM [Car;l({)olgzlano,

y entrecruzam. con GA

vs. Ag/AgCl)

Aguas residuales de
refinerias

2,4-DMP Interv. lmealll 1000 uM
Sensib: 7.31x107 AM ', LD: 0.65 uM
Tiempo de vida util: 5 dias
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Tabla 4.- Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de compuestos fendlicos con biosensores amperométricos enzimiticos.

TECNICA PARAMETROS ANALITO/

ELECTRODO INMOVILIZACION DETECCION EXPERIMENTALES MUESTRA CARACTERISTICAS ANALITICAS REF.
Fenol Interv. Lineal: 1.35-222.3 uM
. Amperom. Catecol Interv. Lineal: 5.6-74.3 uM .
- R h,
ITO ir;l;(;véz%\g%’ente de Tir (Eap: -0.2 V| Reg. fosfato pH 7.2 Fenol,C;::Stslcol, P p-cresol: Interv. Lineal: 3.8-85.6 uM [ 2;?):?)
vs. Ag/AgCl) Tiempo de vida: 4 meses (80% de la |

actividad enzimatica)

Abreviaturas: ACN: acetonitrilo, B: boro, DOPAC: 3,4-dihidroxifenilacetico, DHB: dihidroxibenceno, DMP: dimetilfenol,
EPD:etilenpropilendieno, GA: glutaraldehido, GDH: glucosa deshidrogenasa, MPA: acido mercaptopropionico, PAPCP: poly (N-3-
aminopropyl pyrrole-co-pyrrole), PCS: poli(carbamoilsulfonato), PEGDGE: poli(etilenglicol) diglicidil éter, PVI13-dmeOs: {poly|[(1-
vinilimidazol)osmio (1,4-dimethilbipiridina)2Cl]}_/2_, Ph: fenol, PS 086: copolimero de polimetilsiloxano (85%) y difenilsiloxano (15%),
Ru: rutenio, SH: salicilato hidroxilasa, SPCE: electrodo de carbono serigrafiado, TAC: triacetate de celulosa, Tir: tirosinasa
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1.5.3. Progesterona

La progesterona es una hormona esteroidea que se encuentra en diferentes
tejidos y fluidos bioldgicos. Esta hormona es producida principalmente en el
cuerpo lateo de los ovarios, en el periodo posterior a la ovulacién, aunque

también puede ser sintetizada en las glandulas adrenales y el higado.

La progesterona presenta una estructura (Figura 2) derivada del ntucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno, también llamado esterano. Este compuesto es
un hidrocarburo policiclico que se puede considerar un producto de la
saturacion del fenantreno asociado a un anillo de ciclopentano. Posee 17 atomos
de carbono. De esta base estructural derivan los esteroides, que son la molécula
base para multitud de moléculas de origen lipidico, como los esteroles

(colesterol), acidos biliares y hormonas esteroideas.

Figura 2.-Estructura de la Progesterona

Su determinacion se lleva a cabo principalmente en suero, sangre o en

leche.

En el ganado vacuno, para el que se utilizan técnicas de inseminacion
artificial, la monitorizacion de los niveles de progesterona en leche constituye el
método mads eficaz para predecir los periodos de ovulacion y de gestacion
[Velasco-Garcia, 2001]. Su determinacion en leche, implica el trabajar con una

matriz compleja, debido principalmente a la presencia de proteinas y grasas.
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1.5.4. Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinaciéon de

progesterona empleando inmunosensores electroquimicos

Es sobradamente conocido el interés que presenta la determinacion de
progesterona en ganado, para predecir los periodos de ovulaciéon vy, asi
determinar los periodos de fertilidad y llevar a cabo la inseminacién en el
momento adecuado. De ahi la necesidad de dispositivos sencillos y de facil

manejo que proporcionen resultados rapidos y fiables.

A pesar de que los inmunosensores constituyen una poderosa
herramienta que puede ser empleada para fines de diagnodstico clinico, control
de la presencia de contaminantes, y monitorizacion de una gran variedad de
compuestos bioldgicos, son ain escasas las configuraciones encontradas en la

bibliografia para la determinacion de esta hormona.

La mayor parte de los inmunosensores se basan en la inmovilizacion del
anticuerpo de la progesterona sobre la superficie electrodica y, posteriormente
la realizacion de un inmunoensayo de tipo competitivo entre la progesterona de
la muestra, normalmente leche, y la progesterona marcada con fosfatasa
alcalina. Asi, Xu y colaboradores prepararon un inmunosensor basado en el
empleo de un electrodo de carbono serigrafiado (“screen-printed”) modificado
con un recubrimiento de inmunoglobulina G, sobre el cual se inmoviliza la anti-
Progesterona. Tras realizar el inmunoensayo competitivo se adiciona p-
nitrofenilfosfato como sustrato de la enzima fosfatasa alcalina, llevandose a
cabo la deteccion amperomeétrica del p-nitrofenol producido en la reaccion

enzimatica [Xu Y.F., 2005].

Pemberton y colaboradores desarrollaron un inmunosensor similar al

anterior, empleando dos sustratos diferentes, 4-aminofenilfosfato y 1-
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naftilfosfato, de la enzima fosfatasa alcalina. Es de destacar que, en ambos
casos, las curvas de calibrado muestran una curvatura o meseta a bajas
concentraciones de progesterona, impidiendo la determinacién de la hormona a
niveles de concentracion inferiores a 5 ng/mL [Pemberton, 1998 y 1999].
Posteriormente este grupo de trabajo prepard un inmunosensor que opera en
un sistema de flujo. El mayor inconveniente de este sistema es la elevada
corriente de fondo que se obtiene debido a la concentracion elevada de sustrato

que hay que introducir en el sistema de flujo [Pemberton 2001].

Velasco y colaboradores desarrollaron un sistema automatizado para
predecir la ovulacion del ganado. Este dispositivo incluye un inmunosensor
para la determinacion de progesterona, asi como un sistema de muestreo
automatico y un sistema de recogida y comparacion de datos. De esta forma
puede monitorizarse diariamente la concentracion de progesterona en leche
fresca en el intervalo de concentraciones comprendido entre 3 y 20 ng/mL, lo
que permite un control del ciclo de ovulacion y determinar el momento de la

prefiez [Velasco, 2001].

Otro ejemplo de inmunosensor, basado en un inmunoensayo
competitivo indirecto es el desarrollado por Kreuzer y col. En este caso, sobre la
superficie electrddica se deposita 5 UL de Progesterona conjugada con BSA,
seguidamente se trata con anti-Progesterona y finalmente con inmunoglobulina
marcada con fosfatasa alcalina. El producto obtenido de la reaccion enzimatica
empleando p-aminofenilfosfato como sustrato, da lugar a una respuesta en

voltamperometria diferencial de impulsos que es proporcional a la

concentracion del analito, obteniéndose un intervalo lineal de 16 a 256 ng mL"!

y un limite de deteccion para progesterona de 3 ng mL! [Kreuzer, 2004].
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L.5.5. Inmunoglobulinas

El conjunto de glucoproteinas del suero elaboradas por las células
plasmaticas en respuesta a una estimulacién antigénica, constituyen las
denominadas inmunoglobulinas. Todas las inmunoglobulinas poseen una
estructura basica similar formada por cuatro cadenas polipeptidicas, dos de
ellas denominadas cadenas pesadas (cadenas H, heavy) y dos cadenas ligeras
(cadenas L, light). Las cadenas estan unidas entre si por puentes disulfuro

adoptando la forma de Y que se muestra en la Figura 3.

K

Fab

Fc

COOH COOH

Figura 3.- Estructura bdsica de una inmunoglobulina

Cada cadena polipeptidica estd compuesta por dominios o secuencias
peptidicas de tamafio uniforme, unidos entre si por puentes disulfuro dentro de
la propia cadena. En la estructura de la inmunoglobulina pueden diferenciarse
dos regiones. La region variable (V), siendo éste el dominio N-terminal o sitio
de combinacion del anticuerpo, cuya secuencia de aminodacidos es mds variada

que el resto de la cadena polipeptidica, y las llamadas regiones constantes (C),
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compuestas por dominios similares en todas las inmunoglobulinas de la misma
especie. Las cadenas ligeras estan compuestas por una region variable y una
region constante (Vi y Ci). Sin embargo, las cadenas pesadas constan de una
region variable y tres o cuatro regiones constantes (Vi y Chi-na). Dependiendo
de las regiones constantes encontradas en las cadenas pesadas y ligeras
podemos clasificar los anticuerpos en diferentes clases y subclases. En el ser
humano hay dos tipos de cadenas L y cinco de cadenas H que dan lugar a las

diferentes inmunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE.

En suero humano normal la inmunoglobulina G es la inmunoglobulina
mayoritaria y constituye aproximadamente un 74% del total. Tiene un peso
molecular aproximado de 1.5 x 10° Da y es la tnica clase de inmunoglobulina
capaz de atravesar la placenta. Por este motivo, los valores de inmunoglobulina
G (IgG) son muy importantes sobretodo en neonatos, ya que contienen la
inmunoglobulina G transferida por la madre a través de la placenta. Cabe
destacar, que durante los 3 ultimos meses del embarazo la IgG transferida al
feto aumenta y sus niveles vuelven a disminuir durante los tres primeros meses

de vida.

Por otro lado, cuando se lleva a cabo la ingesta de un alimento alérgico
para un individuo, puede ocurrir que la reaccion alérgica se manifieste de
forma inmediata, cuya reaccion especifica vendria dada por la participaciéon de
la inmunoglobulina E, ocasionando respuestas tales como, erupciones, catarro o
hinchazén, o que aparezca pasado un tiempo de la ingesta de dicho alimento,
en este caso, la reaccion estaria mediada por la inmunoglobulina G, y los
sintomas son trastornos de sueno, infecciones e irritabilidad. La tinica manera

de detectar alergias mediadas por IgG es a través de pruebas sanguineas,
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conociéndose la presencia y la fase en la que se encuentra una determinada

infeccion.

1.5.6. Antecedentes bibliogrdficos sobre la determinacion de

inmunoglobulinas empleando inmunosensores electroquimicos

La preparacion de inmunosensores electroquimicos, y su aplicacion a la
determinacién de inmunoglobulinas se han resumido en la Tabla 5 donde se

muestras las diferentes estrategias encontradas en la bibliografia.

El empleo de electrodos serigrafiados (“screen-printed”) es frecuente en
la preparacion de inmunosensores. Asi, Darain y col. han disefiado un
inmunosensor amperométrico basado en este tipo de superficies electrddicas
para la determinacion de inmunoglobulina G de conejo, alcanzandose un limite
de detecciéon de 330 ng mL L. Del mismo modo, Diaz Gonzalez y col. disefiaron
otro inmunosensor para la determinacion de esta misma inmunoglobulina
obteniendo un menor limite de deteccidn, siendo en este caso de 7 ng mL,

empleando para su deteccion voltamperometria de onda cuadrada.

Wilson y col., utilizaron una matriz de iridio para la construccion de un
inmunosensor amperométrico con el fin de determinar inmunoglobulina G
humana, basado en un inmunoensayo tipo sandwich [Wilson, 2004]. Por otro
lado, Wang Z. y col. emplearon un electrodo de carbono vitrificado modificado

con un composito de ZnO/Chitosan, consiguiendo disminuir el limite de

deteccion hasta 1.2 ng mL! [Wang, 2006].

Actualmente, el empleo de nanomateriales, tales como nanotubos de

carbono y nanoparticulas metalicas, supone una importante herramienta para la
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preparacion de inmunosensores, consiguiéndose importantes mejoras en cuanto

a sus caracteristicas analiticas.

Asi, Sanchez y col. llevaron a cabo la modificacion de una superficie
serigrafiada con una mezcla de nanotubos de carbono y polisulfona (pSf),
incorporando posteriormente inmunoglobulina G. Una vez preparado el
inmunosensor amperométrico, llevaron a cabo un ensayo competitivo, con el fin
de determinar inmunoglobulina G humana. Este mismo inmunosensor fue
preparado de un modo similar pero modificando la superficie electrodica con
una mezcla de grafito y polisulfona, obteniéndose una sensibilidad inferior y
peores caracteristicas analiticas [Sdnchez, 2007]. Otro inmunosensor en el que se
ha aprovechado las ventajas del empleo de nanotubos de carbono, es el
desarrollado por Yun y col. para la determinacién de inmunoglobulina G de

raton mediante espectroscopia de impedancia faradaica (EIS) [Yun, 2007].

En cuanto al empleo de nanoparticulas de oro, cabe destacar el disefio de
Fu y col. basado en la modificacién de un electrodo de oro con una monocapa
de mercaptoetilamina modificada con nanoparticulas de oro. La deteccion se
basa en la medida potenciométrica en presencia de diferentes concentraciones
del correspondiente antigeno [Fu, 2005]. Chen H. y colaboradores emplearon un
novedoso procedimiento para amplificar la sefial impedimétrica obtenida para
diferentes concentraciones del analito, inmunoglobulina G humana, que
implica el empleo de nanoparticulas de oro funcionalizadas cada una con varias
moléculas de un anticuerpo determinado. Asi, tras la inmovilizacion del
anticuerpo (Ab primario) sobre la superficie de un electrodo de pasta de
carbono y la unién del correspondiente antigeno (hIgG), se incuba en primer
lugar en una disolucion de oro coloidal marcado con el anticuerpo primario y

en segundo lugar en otra disolucion de oro coloidal marcada con un anticuerpo
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secundario que se enlaza al anterior. El papel del oro coloidal es aumentar la
cantidad de anticuerpo inmovilizado sobre la superficie electrédica, lo que da
lugar a un mayor valor de la resistencia a la transferencia de carga a medida
que aumenta la concentracion del analito [Chen H., 2006].

Otra estrategia seguida para la determinacion de inmunoglobulina G fue
la desarrollada por Chen Z y col., en este caso se inmoviliza el analito sobre un
electrodo de pasta de carbono, y posteriormente se incuba en una disolucion de
anticuerpo marcado con oro coloidal. Tras aplicar al dispositivo un potencial de
oxidacion de +1.3 V se mide la respuesta voltamperométrica de reduccion
[Chen Z, 2007].

Es posible emplear nanoparticulas magnéticas (CdFe20s-SiO2)
modificadas con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), proporcionando grupos
amino en su superficie, para modificar la superficie electrédica. La
inmovilizacién del anticuerpo, anti-IgG sobre dicha superficie se realiza por
entrecruzamiento con glutaraldehido. Este disefio se basa en un ensayo tipo

sandwich, y la posterior deteccion amperométrica de la inmunoglobulina G

humana [Liu, 2006].
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Tabla 5.- Inmunosensores electroquimicos aplicados a la determinacién de Inmunoglobulinas

MATERIAL MODIFICACION - ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODICO | ELECTRODICA | T-CNICA | ENSAYO/MEDIO MUESTRA ANALITICAS REF.
Inmov. de anti-IgG . .
sobre un pocillo, ia{)ndwwh/ secundario
Screen-Printed de 1nc.1%b. en Ing Y marcado con nAu. Rango concen.: 0.5-100 ng mL! [Dequaire,
unién del conjugado ASV S IgG de cabra
grafito anti-coat-1oG Oxidacién  electroq, LD: 3 pM 2000]
marcga do cc%n Au del oro con HB1/Br2
col Reg. fosfato, pH 7.4
a) Inmov. de rlgG
sobre superf. modif.
con Prot. A, b)union 1
. Inmov. de Ab sobre de goat-anti-rigG IgG raton e I1gG LD (mIgGs,): 0.02 pg mL [Valat,
Sereen-Printed | p 1 A'6 G BV biotinilado ) conejo LD ( rlgG): 0.2 ug mL! 2000]
posterior unién de
GOx marcado con
avidina-
Unién cov. de HRP s
e Amperom. Competitivo/ IgG- ) ‘ 4
Screen-Printed | estreptavidina (Eyy: 035 V Gox, deteccion de IgG conejo Rango concen..500-2009 ngmL [Darain, 2003]
sobre TCAP, vs. Ag/AgCl) 1,0 (analito modelo) LD: 330 ng mL
inmov. de anti-IgG O8RS 2V2
Adsorc. de
estreptavidina sobre Competitivo, IgG- e -1 , .
Screen-Printed | SPCE pre-oxidado, CV,.SWV [ AP ; 3-indoxil-fosfato IgG de conejo Rango conc.en.. 4 14(_)1ng mL [Dlaz;]}(()) Sn]zalez,
¢ inmov. de anti- como sustrato de AP LD: 7 ng mL
IgG biotinilado
Incorp. de IgG a una Competitivo/ ¥
Screen-Printed momembrana Amperom. Hidroquinona como IgG humana Rango concen.: 2a 5 K mb [Sanchez, 2007]
composita de (Eep:-0.1V) mediador LD: 1.66 pg mL
CNTs-pSf
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EDC/NHS

MATERIAL | MODIFICACION . ANALITO/ | CARACTERISTICAS
ELECTRODICO | ELECTRODICA TECNICA ENSAYO/MEDIO MUESTRA ANALITICAS REF.
Inmov. de hIgG Rango concen.: 10"°-10° [Fernandez-
Pasta de Carbono | sobre PC y bloqueo AC Voltamp. Directo IgG humana M Sanchez,
superf. con BSA. LD: 125 pug L 2000]
Inmov. anti-IgG por
entrecruzam. con o . Rango conc.: 510-
Pasta de Carbono GA sobre APTES- Amperom. Szndwu?k’l, aﬁtlé)hl'gG_H?P’ 1eG hum. 30170 ng mL™ [Liu Z.M.,
particulas de (Ey=-0.3 V) L poceeion B2 usaree g0y humana (i vs. Log C) 2006)
CdFey04-Si0y. idroquinona como mediador LD: 180 ng L
sobre CPE
Adsorc. de anti-
hlgG sobre Sandwich/ a) Incub. en higG, b) Rango concen.: 10-500
superf.de CPE Incub. en anti-hIgG-Au col y oxid.| hIgG/ Suero -1 [Chen Z.,
Pasta de Carbono oxidada e incub. en ASV a+t13V humano 'ng mb 1 2007]
BSA. Au col. como Reg. fosfato 0.05M pH 7.4 LD: 4.0 ng mL
marcador
Competitivo/ a) Inmov. rIgG, b)
Inmov de IgG. sobre inmunoensayo competitivo anti-
Prot A incorporada Amperom. rlgG y anti-rlgG-biotina ¢) [Zacco E
Grafito-epoxi . (Eap=-0.1 V vs. o anti-IgG - "
en la matriz de Estreptavidina-HRP;H»,O;  como 2004]
) Ag/AgCl) ) .
grafito-epoxi sustrato, Hidroquinona  como
mediador
igidgeiij’:faeﬁme Amperom. anti-rlgG | Rango concen.: 1-6 ug | [Sénchez-
Grafito-epoxi pSEDMEF ¢ inmov (Eyp=-0.1 Vs Competitivo/ Reg. Fosfato pH 7.0 (analito mL! Ordoiiez
. . -1
de rlgG SCE) modelo) LD: 0.77 pg mL 2007]
Af:tlvacwn de ONT Rango concen.: < 100
Nanotubos de e inmov. cov. de . . a1 [Yun,
carbono (CNT) | anti-IgG con CVyEIS Directo lgGraton | ug mL 1 2007]
LD: 200 ng mL -
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MATERIAL MODIFICACION , ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODICO  ELECTRODICA TECNICA ENSAYO/MEDIO MUESTRA ANALITICAS REF.
- . ... |Inmov. de Ab en la matriz Amperom. . Rango conc.(IgG):10-200 ng mL! [Wilson,
Oxido de iridio del oxido (Eap=+0.420 V) No competitivo IgG LD (IgG): 8 ng L 2004]
Carbono Atrapam. de Ab en [Goodin
o membrana de polipirrol PED - IgG conejo/ Suero Rango concen.:50-200 pg mL"' g
vitrificado 2004]
sobre GCE
Incub. de anti-IgG sobre |
Ca.rbono sup. mod. con pe%icula de EIS Sandwich /Fe(CN)gH 8- 10 1eG Rango concen.: 0.011-11 ?g mL [Chen Z.,
vitrificado Au electrodep. e incub en mM en KC10.1 M LD: 0.009 ng mL’ 2005]
BSA
. T
Carbono Amperom. . Rango cor'lcen..O lOQlUmL [Messina,
vitrificado - (Ba=-0.15 V) - IgG humano/ Suero . LD 0.6 UmL 2005]
* Sensibilidad: 0.033 pA/ U mL
Carbono Inmov. de.anu—hIgG sobre Ajnpemm' Sandwich/ Hidroquinona Rango concen.:2.5-500 ng mL”’ [Wang Z,
vitrificado GCE modif. con (Eqp=-0.15V vs como mediador IgG humana LD 12no L 2006]
ZnO/chitosan SCE) e ng
.- .. . Sty 9 |Escosura-
('Ja.rbono Inmov¥1’1z. de IgM por ASV No compe.t1.t1V0 y IgM humana Rango conen.:7.5x1 21 1x10" M Muiiiz A.,
vitrificado adsorcion competitivo LD:2.8x100" M 2006]
Inmov. anti-IgG sobre ' Sandyvlch/Medldgs del Rango concen.:12-800 ng mL" 1 [FuY.,
Oro superf. mod. con AET y Potenciom. cambio de potencial en IgG/ Suero o
. LD: 3.4 ng mL 2005]
nAu presencia de IgG
Inmov. de anti-hIgG sobre Ampli fEIS sal SanthICh/ ?) I?Imé)\/]% hIglG, b) )
superf. de Au modif. con mplilic. senal por gota antl-nigl-Auco . Rango concen.:15.3-328.3 ng L [Chen H
Oro Au col. v HDT Blodueo de deposic. secuenc. 20mM PBS + 0.1M KCl, 5 IgG humana LD: 4.1 no L") 2006] >
rort con BSA q de IgG y antilgG- mM K3[Fe(CN)g] calng
pert. Au /K4[Fe(CN)g], pH 7.4
Inmov. de IgG sobre -1
3 . Rango concen.:200-1000 ng mL [Hou,
Plata superf. de Ag modif. con EIS - IgG conejo LD: 200 ng L 2004]

ODT
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Tabla 5.- Inmunosensores electroquimicos aplicados a la determinacion de Inmunoglobulinas

MATERIAL MODIFICACION , ANALITO/ CARACTERISTICAS
ELECTRODICO|  ELECTRODICA TECNICA ENSAYO/MEDIO MUESTRA ANALITICAS REF.

Inmov. del Ab sobre
superf. mod. con DTSP, R )

. li(amido-amina) ango concen.: !

Platino poral ) Ccv Reg. fosfatol0 mM pH 7.0 | IgG / Suero humano 5.0-9600 ng mL" [Tang 2005d]
dendrimero y nAu 6 R
, e LD: 0.8 ngmL

nanoparticulas de silica 6

SiO,/nAu

Abreviaturas: AET: mercaptoetilamina,Ag: antigeno, AP: fosfatasa alcalina, APTES: 3-aminopropiltrietoxisilano, BSA: albimina de suero
bovino, CNT: nanotubo de carbono, CPE: electrodo pasta de carbono, DMF: dimetilformamida, DTSP: 3-3"-Ditio-bis(dcido propionioco/N-
hidroxisuccinimida), EDC: N-etil-3-[3-(dimetilamino)-propil]-carbodiimida,EIS: espectroscopia de impedancia electroquimica, GA:
glutaraldehido, GCE: electrodo carbono vitrificado, GOx: glucosa oxidasa, HDT:1,6-hexanoditiol, HRP: peroxidasa de rabano, IgG:
inmunoglobulina G, LD: limite de deteccion, MPS: mercaptopropiltrimetoxilano, MPTS: mercaptopropiltrietoxisilano, nAu:
nanoparticulas de oro, ODT: octadecanotiol, PBS: disolucién reguladora fosfato, NHS: N-hidroxisuccinimida, pSf: polisulfona, SAM:
monocapa autoensamblada, SPCE: electrodo screen-printed de carbono, TCAP: polimero acido 5,2":5"2""-tertiofen-3’-carboxilico,.
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En este apartado se lleva a cabo una descripcion detallada de los
procedimientos experimentales empleados en este trabajo, agrupados en cuatro
grandes grupos correspondientes a cada uno de los tipos de biosensores

desarrollados en esta Tesis Doctoral.

II.1. BIOSENSOR DE TIROSINASA BASADO EN UN ELECTRODO DE
CARBONO VITRIFICADO MODIFICADO CON
NANOPARTICULAS DE ORO

A continuacién se describen detalladamente cada una de las etapas
implicadas en la preparacion de los biosensores. Asimismo, se comentan las
técnicas empleadas para la caracterizacion de los bioelectrodos. Finalmente se
describe el procedimiento de medida en las muestras de vino, asi como el

método de referencia empleado para su validacion.

IL.1.1. Preparacion del electrodo de carbono vitrificado modificado con

nanoparticulas de oro y Tirosinasa

= Pretratamiento del electrodo de carbono vitrificado

Antes de llevar a cabo la modificacion de la superficie electrddica, es
necesario aplicar un pretratamiento de limpieza para obtener una superficie
“limpia” y reproducible. Para ello, se pule el electrodo [Metrohm 6.084.010 de 3
mm de de didmetro] con una suspensién acuosa de aliumina de 0.3 pm
[Metrohm] durante 1 minuto, seguidamente se lava con agua destilada, y se
introduce en un bafio de ultrasonidos durante 30 segundos en etanol y en agua,
alternativamente, repitiendo esta ultima etapa de lavado tres veces. Por tultimo,

se seca dicha superficie haciendo pasar una corriente de nitrogeno.

75



Procedimientos experimentales
. |

* Preparacién del electrodo de Tir-nAu-GCE

Una vez aplicado al electrodo el pretratamiento de limpieza anterior, se
procede a la modificacion de la superficie electrodica, siguiendo las etapas que

se describen a continuacion:

1?) Electrodeposicion de las nanoparticulas de oro sobre el electrodo de

carbono vitrificado pretratado.

Se sumerge el electrodo en una disolucién de HAuCls (Sigma) de 100 mg L,
preparada mediante pesada directa de la cantidad adecuada del producto y
disolucion en Agua Milli Q filtrada a través de filtros de Nylon de 0.45 pm

(Whatman), y se aplica un potencial de —200 mV durante 1 minuto.

2%) Inmovilizacion de Tirosinasa (Sigma, EC 1.14.18.1 procedente de
champindn, con una actividad de 2590 unidades por mg de sélido) sobre la

superficie electrodica modificada.

Se depositan sobre el electrodo 5 uL de una disolucion de tirosinasa de 91.5
U uL! preparada disolviendo la cantidad adecuada de enzima en regulador

fosfato 0.1 M de pH 7.4. Después de dejar secar al aire, se introduce el
electrodo en una disolucion de glutaraldehido al 25% (Aldrich) durante 30

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se aclara con agua destilada.

Con el fin de comprobar el funcionamiento del biosensor y verificar que la
respuesta obtenida es reproducible, éste se sumerge en la célula de medida que
contiene 10 mL de una disolucion reguladora de fosfato 0.1 mol L' de pH 7.4
agitandose con ayuda de un agitador magnético a una velocidad constante. Se

aplica un potencial de -0.1 V y se mide la intensidad de corriente en estado

estacionario cuando se adicionan 10 puL de una disolucion de catecol 1.0 x 102

76



Procedimientos experimentales

mol L' (Sigma, 99%). La medida de esta sefial es utilizada como valor de

referencia.

El biosensor se almacena en el frigorifico a 4° C. Antes de llevar a cabo las
medidas, es necesario esperar un tiempo a que el biosensor alcance la
temperatura ambiente. Una vez alcanzada la temperatura de trabajo, antes de
de su utilizacion, siempre se realiza la medida amperométrica de referencia

para comprobar su correcto funcionamiento.

Las medidas amperométricas han sido realizadas utilizando un
potenciostato Autolab PGSTAT 12 equipado con un software GPES 4.7 (General

Purpose Electrochemical System) (Figura 4).

Figura 4.- Potenciostato autolab PGSTAT 12

El montaje potenciostatico de tres electrodos utilizado se compone de un
electrodo de trabajo, un electrodo de referencia de Ag/AgCl/KCl 3M modelo
BAS MF 2063 y un electrodo auxiliar de alambre de platino. En la Figura 5 se

muestra el dispositivo descrito.
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Electrodo
Auxiliar

Electrodo de
Referencia

Electrodo de
Trabajo

Figura 5.- Célula electroquimica BAS modelo VC-2

Todas las medidas se han realizado en regulador fosfato 0.1 mol L' de pH

7.4 a temperatura ambiente.

I1.1.2. Caracterizacion del recubrimiento electrodico

Los estudios realizados en este apartado estan encaminados a
caracterizar el recubrimiento de la superficie del electrodo de carbono
vitrificado modificado con nanoparticulas de oro (nAu-GCE) y del biosensor de
tirosinasa (Tir-nAu-GCE). Para ello se han empleado diferentes técnicas

electroquimicas y microscopia electronica de barrido (SEM).
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I11.1.2.1. Determinacion del recubrimiento

La determinacion de la cantidad de oro depositada sobre la superficie del

electrodo de carbono vitrificado se lleva a cabo a partir del registro del
voltamperograma ciclico obtenido a 100 mV s en el intervalo de potencial

comprendido entre —0.35 y +1.50 V en una disolucion de acido sulftrico 0.1 M
(Sharlab, 95-97%). La reduccion de los 6xidos de oro formados en el barrido de
oxidacion da lugar a la aparicion de un pico en el barrido catdédico, cuya

integracion permite calcular la carga implicada en dicho proceso de reduccion.

La comparacion de la carga obtenida experimentalmente con el valor
tedrico de 482 uC / cm? para la carga asociada a la reduccion de una monocapa

de oxigeno divalente [Finot, 1999], permite calcular la superficie que esta
recubierta por nanoparticulas de oro depositadas sobre el electrodo de carbono

vitrificado.

11.1.2.2. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Para poder estudiar el comportamiento de una célula electroquimica
mediante esta técnica, se representa el sistema en estudio mediante un modelo
o circuito equivalente. De esta forma, un sistema electroquimico simple se
puede representar por una resistencia, Ret, en serie con un elemento Zw y en
paralelo con un condensador, Ca, que simula la interfase electrodo/disolucién y
estd a su vez en serie con una segunda resistencia, Rs, tal como se muestra en la

Figura 6.

79



Procedimientos experimentales

Cal
Rs |
_.mt .
JAV S E—
Ret w 7w

Figura 6.- Circuito equivalente de Rancles

Este circuito propuesto por Randles, explica satisfactoriamente un gran
numero de sistemas electroquimicos. Rs representa la resistencia 6hmica entre el
electrodo de trabajo y el electrodo de referencia y engloba la resistencia del
electrolito, la resistencia de los hilos utilizados para conectar la célula al sistema
de medida, etc. La doble capa eléctrica electrodo-disolucion es como un
condensador, y se representa en el circuito equivalente como Ca. Re es la
resistencia a la transferencia de carga ion/electron y, por tanto, de su valor
depende la velocidad de transferencia electrénica entre el electrodo y la

disolucidn.

La resistencia a la transferencia de carga varia cuando sobre el electrodo

se depositan o adsorben sustancias diferentes.

Las componentes Rs y Zw representan las propiedades de la disolucion
del electrolito y la difusién de la especie redox en la disolucién respectivamente.
Estos parametros no se ven afectados por las transformaciones quimicas que

ocurren en la superficie del electrodo.

Por otro lado las componentes Cdl y Ret, dependen de las caracteristicas

de la interfase electrodo/electrolito, proporcionando informaciéon sobre la
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existencia de cambios en las propiedades de la superficie del electrodo al

inmovilizar o acoplar materiales sobre la interfase estudiada.

La representacion mds empleada en espectroscopia de impedancia se
denomina diagrama de Nyquist, y en €l se representan los valores de
impedancia Z” frente a Z’ obtenidos para cada valor de frecuencia aplicada. En

la Figura 7 se muestra esta representacion para el circuito de Randles.

4000 -

., 300~ 7Z’=Rs+R¢cr-26"Cqg
20,0 -
2000 -

™

1000 -
. Pte=1

0-

T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Z,Q

Figura 7.-Diagrama de Nyquist

Como puede observarse, la representacion de Nyquist muestra una zona
semicircular a altas frecuencias, correspondiente a un proceso limitado por
transferencia electrénica, mientras que a bajas frecuencias aparece un tramo
lineal de pendiente uno, que representa el proceso de transferencia electronica
limitado por difusion. En el caso en el que el proceso de transferencia
electronica sea muy rapido, el grafico de Nyquist muestra solo la parte lineal,
mientras que si la transferencia de carga es lenta, se observa unicamente la
region semicircular.

Cuando la superficie electrodica es modificada con algin material, puede
producirse un bloqueo de dicha superficie, impidiendo que las especies redox
penetren a través del modificador hacia la superficie conductora del electrodo,

observandose un aumento del didmetro de la zona semicircular.
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A partir del semicirculo se pueden determinar los valores de los

elementos del circuito. Asi, Rs vendra dado por el punto de corte a altas
frecuencias del diagrama de impedancia con el eje real; Ret coincidird con el
didmetro del semicirculo y, por altimo Ca se puede determinar a partir de la
siguiente expresion:

1
R Ecuacion [1]

max ct

Cd1:

A diferencia de R« y Ca, que son independientes de la frecuencia, Zw es

inversamente proporcional a la raiz cuadrada de w:

Z, = —_(1-j) Ecuacion [2]
(V)

siendo Ow el coeficiente de Warburg:

_RT L1
Y n’FPAN2( DY2C: DY

o

J Ecuacion [3]

* . . .7
donde C;y Cy son las concentraciones en el seno de la disolucion de las

especies oxidada y reducida, respectivamente. Do y Dr son sus coeficientes de
difusion, R la constante universal de los gases perfectos (R = 8.314 ] K" mol?), T
la temperatura en grados Kelvin, n el nimero de electrones que intervienen en

el proceso y F la constante de Faraday (96487 C mol™).

Para la obtencion de los espectros de impedancia se sumerge el electrodo
de trabajo, el de referencia y el auxiliar en una célula que contiene una mezcla
de KsFe(CN)sy KsFe(CN)s ImM (Sigma) de cada uno de ellos en medio cloruro
potasico 1 M (Scharlab). Las medidas se han realizado, como es habitual,

superponiendo una onda sinusoidal de pequefia amplitud, 5 mV, al potencial
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de equilibrio. La impedancia se ha medido a 100 valores de frecuencias en el
intervalo comprendido entre 100 mHz y 10 KHz (20 frecuencias por década),
tomandose para cada frecuencia el valor medio de cinco medidas realizadas de

la impedancia.

Asi, con fines comparativos se han obtenido los espectros de impedancia
del electrodo de carbono vitrificado, asi como de las superficies modificadas

con nanoparticulas de oro y con nanoparticulas de oro y tirosinasa.

Los experimentos de espectroscopia de impedancia electroquimica se han
realizado empleando un potenciostato pAutolab Type III con un software FRA

2 (Ecochemie) (Figura 8).

Figura 8.- Potenciostato pAutolab Type 111

11.1.2.3. Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) proporciona informacion

sobre la morfologia y topografia de la superficie de los sdlidos.

Para obtener una imagen por microscopia de barrido electrénico de la
superficie de un material, se focaliza sobre la muestra (de espesor suficiente
para que sea opaca a los electrones) un haz de electrones acelerados por
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aplicacion de un alto voltaje, realizando un barrido de la misma siguiendo una

trayectoria de lineas paralelas.

En microscopia electronica se trabaja siempre a vacio para que la
trayectoria de los electrones no sea desviada por la presencia de atomos o

moléculas que no sean de la muestra a analizar. Esto se consigue con potentes

bombas de vacio, que trabajan a presiones que oscilan entre 107 y 10"¥ bares.

Si la muestra no es buena conductora se acostumbra a recubrirla con una
pelicula conductora metdlica o de carbono para evitar que ésta se cargue

cuando sea irradiada.

De todas las formas de radiacion resultantes de la interaccion del haz
incidente y la muestra, hay dos realmente fundamentales en microscopia de
barrido: los electrones secundarios y los electrones retrodispersados. Los primeros
son electrones de baja energia (decenas de eV) que resultan de la emision por
parte de los atomos constituyentes de la muestra (los mdas cercanos a la
superficie) debido a la colision con el haz incidente. Los electrones
retrodispersados son electrones del haz incidente que han interaccionado
(colisionado) con los atomos de la muestra y han sido reflejados. La intensidad
de ambas emisiones varia en funcion del angulo que forma el haz incidente con
la superficie del material, es decir depende de la topografia de la muestra. De la
sefial producida por los electrones secundarios se obtiene una imagen de

apariencia tridimensional de la muestra.

Para la caracterizacion de la superficie de los electrodos mediante esta
técnica, es necesario que dicha superficie, una vez modificada, se encuentre
totalmente seca, es decir, exenta de agua. Ademas, cuanto mas conductora sea la
superficie mas facilmente se obtendrdn las micrografias. Por ello, previamente
se introduce el electrodo en una camara de vacio, donde se cubre con una
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pelicula de grafito de un grosor adecuado para hacer suficientemente
conductora la carcasa de Teflon. A continuacidn, se recubren los laterales de la
carcasa de Teflén, con cinta adhesiva conductora para evitar interferencias
procedentes de cargas electrostaticas sobre el cuerpo de Teflon no conductor.
Finalmente, el electrodo se sitia en el compartimento para muestras del

microscopio y se obtienen las micrografias correspondientes.

II.1.3 Medida del indice bioelectroquimico de polifenoles en vino

empleando un biosensor de Tir-nAu-GCE

La estimacion del indice de polifenoles en vinos se lleva a cabo mediante
amperometria en disoluciones agitadas empleando el biosensor de Tirosinasa.
Dado que en todas las muestras de vino analizadas se comprobd la existencia
de efecto matriz, se utilizd el método de adiciones estandar para la estimacion
del contenido de polifenoles en las muestras. Para ello se registran las sefiales
amperométricas obtenidas cuando se adicionan 270 uL de vino a la célula de
medida que contiene 10 mL de la disolucién reguladora fosfato 0.1 MapH 7.4y
se realizan sucesivas adiciones de 20 uL de una disolucion patrén de fenol 2.5 x

10 mol L! Las medidas amperométricas se realizan a un potencial de -0.1 V en

disoluciones agitadas mecdnicamente a una velocidad constante.

El contenido de compuestos fendlicos obtenido, ha sido expresado como

mg L de 4cido cafeico.

II.1.4. Medida del indice de polifenoles en vino mediante el método

espectrofotométrico Folin-Ciocalteau

El método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, permite determinar
el contenido total de compuestos fendlicos en muestras de vino. Este método

utiliza como reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico
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(reactivo de Folin-Ciocalteau) en medio basico, que se reducen al oxidar los

compuestos fendlicos, originando éxidos azules de wolframio y molibdeno.

La aplicacion de este método implica seguir el siguiente procedimiento:
se adicionan 4.2 mL de agua desionizada y 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau
(Sigma) a 0.5 mL de muestra (en el caso de vino tinto es necesario realizar una
dilucion de la muestra 1:8). La mezcla es agitada durante 1 minuto a velocidad
constante. Seguidamente, se adiciona 1 mL de una disolucion de carbonato
sodico al 80% (Panreac) y 4.2 mL de agua desionizada. La disolucion resultante
se deja en la oscuridad durante 2 horas, con el fin de conseguir la estabilizacion
de la reaccion. Los productos obtenidos de la reaccién se miden a una longitud
de onda de 730 nm. Para la obtencidon de una curva de calibrado se aplica el
mismo procedimiento empleando disoluciones patréon de diferentes

concentraciones de 4cido cafeico (Sigma, 99%).

Las medidas espectrofotométricas se han realizado empleando un

espectrofotometro UV- visible HP 8453.
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I1.2. PREPARACION DE UN BIOS ENSOR COMPOSITO DE GRAFI  TO-
TEFLON MODIFICADO CON ORO CO LOIDAL Y TIROSINASA P ARA
LA DE TERMINACION DEL CON TENIDO DE POLIFENOLES EN
MUESTRAS AMBIENTALES

En este apartado se describen los procedimientos seguidos para la
preparacion del biosensor, incluyendo la preparacion del oro coloidal; asi como
el método empleado para calcular la actividad enzimatica del biosensor.
Seguidamente se describen los procedimientos utilizados para calcular el area
electroquimica del electrodo, asi como las experiencias realizadas para el
calculo del coeficiente de difusion del fenol y del coeficiente de transferencia
electronica. Por ultimo, se describen los procedimientos aplicados a la
estimacion del contenido total de compuestos fendlicos en muestras de aguas y

de alpechin.

I1.2.1. Preparacion del biosensor composito Tir-Aucol-grafito-Teflon

Con el fin de preparar un biosensor composito de grafito-Teflon
modificado con oro coloidal y Tirosinasa, es necesario en primer lugar preparar
una disolucion de oro coloidal. Para ello es necesario que el material de vidrio a
utilizar se haya limpiado previamente con agua regia, aclarando varias veces
con agua Milli Q previamente filtrada a vacio empleando un filtro de Nylon de
tamano de poro de 0.1 um (Scharlab). Después el material se deja secar al aire

durante 48 horas antes de su utilizacion.

Seguidamente se preparan las disoluciones de &cido tetracloroaurico
(Sigma, 99%) al 1% y de citrato sddico (Sigma, 99%) al 1% y se filtran a través de

una membrana microporosa de 22 um.
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A continuacion, se calienta hasta ebullicion en vaso de precipitados una
mezcla de 50 mL de agua Milli Q y 0.5 mL de HAuCls4 al 1%. Tras hervir

durante 15 minutos, se adicionan 1.25 mL de la disolucion de citrato sddico al
1% (Sigma, 99%), agitando vigorosamente con una varilla de vidrio. Tras unos
minutos, la disolucion cambia de color adquiriendo finalmente un color rojo
rubi caracteristico. Transcurrido este tiempo, se deja enfriar y se agita con la
varilla de vidrio durante 15 minutos mads. Finalmente la disolucién de oro

coloidal se almacena en un recipiente de color topacio a 4°C.

La disolucion de oro coloidal fue caracterizada mediante
espectrofotometria UV, observandose en el espectro correspondiente que se
muestra en la Figura 9 la aparicion de un maximo de absorcion a 519 nm,
caracteristico de nanoparticulas de oro con un tamafno medio de 16 nm [Wang

L., 2006].
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Figura 9.- Espectro de absorbancia del oro coloidal

La preparacion de las pastillas de Tirosinasa-oro coloidal-grafito-Teflon (70%)

se realizd aplicando el siguiente procedimiento: se mezclan 150 mg de grafito
(Ultra Carbon, BayCity, MI, USA) y 900 uL de la disolucion de oro coloidal
mediante agitacion mecdnica a una temperatura de 4°C durante 2 horas.
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Seguidamente, se evapora el agua mediante el paso de una corriente de

nitrogeno a través de la mezcla y se adicionan 34.75 mg de tirosinasa de 2590
unidades mg ! en una suspension de 0.4 mL de una disolucion reguladora de

fosfato 0.1 M a pH 7.4, agitando mecdnicamente durante 2 horas a 4°C. Por
ultimo, se mezcla manualmente con 415.25 mg de Teflon (Aldrich), y se procede
a la compresion mecanica de la mezcla. A partir de la pastilla madre obtenida se
preparan varias pastillas mas pequenas, de 3.0 mm de didmetro con ayuda de
un troquel y se colocan en el extremo de un tubo de Teflon como puede
apreciarse en la Figura 10. El contacto eléctrico se establece a través de un
tornillo de acero inoxidable con punta plana que es introducido por el otro

extremo del tubo de Teflon.

Con fines comparativos, se prepararon pastillas de grafito-Teflon-oro

coloidal en ausencia de enzima.

Tornillo de acero inoxidable

Pastilla de Tirosinasa-oro
coloidal-Grafito-Teflon

Teflon -

Figura 10.- Esquema del electrodo compdsito
I1.2.2. Calculo de la actividad enzimatica

La respuesta amperométrica de los biosensores compositos de Tirosinasa
depende de la cantidad de enzima inmovilizada en la superficie del electrodo.
La actividad enzimatica superficial se ha estimado midiendo el incremento de
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absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, que se produce cuando se

introduce el electrodo durante 10 minutos en una disolucion agitada de

regulador fosfato 0.05 M de pH 6.5 conteniendo L-tirosina (Merck) 5.0 x 10~

mol L1,

Cuando se realizan las medidas, los electrodos no estan sometidos a
ningun potencial eléctrico, por lo que el producto de la reaccion no es reducido
posteriormente y por lo tanto, no se produce reciclado del sustrato. De esta
manera, la respuesta obtenida es directamente proporcional a la cantidad de

enzima activa en la superficie del biosensor.

Como consecuencia de lo comentado, los valores del incremento de
absorbancia obtenidos en cada caso se relacionan con la actividad enzimatica
mediante una curva de calibrado, en la que se representan dichos incrementos
de absorbancia en funcion de la actividad enzimatica que se obtiene utilizando
disoluciones de L-tirosina que contienen cantidades conocidas de tirosinasa en
disolucion. En este caso el calibrado ha sido preparado con disoluciones de

tirosinasa entre 0 y 200 unidades de enzima.

I1.2.3. Calculo del area electroquimica de los electrodos de grafito-Teflon y
grafito-Teflon-oro coloidal mediante voltamperometria ciclica y

cronoamperometria

El area electroquimica o 4rea activa de un electrodo compoésito no
corresponde en principio al drea geométrica, puesto que la superficie estad
compuesta por material aislante y material conductor. Dependiendo de la
proporcion y distribucion de ambos materiales en la superficie, el drea activa

sera diferente.
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El calculo del area electroquimica de los electrodos se ha llevado a cabo
mediante voltamperometria ciclica, empleando la ecuacién de Randles-Sevcik
para una pareja redox reversible, que a 25°C, y suponiendo un electrodo plano

y un proceso difusivo de la especie electroactiva, es:

ip=(2.69x10%5n32AD2Cwv* Ecuacion [4]

En la ecuacion anterior, ip es la corriente de pico (A), n es el nimero de
electrones transferidos en el proceso, A es el area electroquimica del electrodo

(cm?), D es el coeficiente de difusion de la especie electroactiva (cm? s!), C, es
la concentracion en disolucién de la misma especie (mol cm?), y v es la

velocidad de barrido de potencial (V s!). Para ello, se registran los
voltamperogramas ciclicos sobre los electrodos de grafito-Teflon y grafito-
Teflon modificado con nanoparticulas de oro en una disolucién acuosa de

ferrocianuro potésico 5x10% M en medio KCl 1 M, cuyo coeficiente de difusiéon

es de 6.3x10° cm? s a 25°C [Bard, 2001].

Asimismo, se ha calculado el area electroquimica de los electrodos
anteriores mediante cronoamperometria, empleando una disolucién de
ferrocianuro potasico, sin agitacion y aplicando un salto de potencial de 0.3 a
0.45 V. La variacion de la corriente con el tiempo viene dada por la ecuacion de

Cottrell,

. nF AD.>C" .
iy (1) =ﬁ Ecuacion [5]
r

donde id (t) viene expresada en A, el area del electrodo en cm?, C'en mol cm? y

D en cm? sl. El area del electrodo se obtiene a partir de la pendiente de la
representacion de la intensidad de corriente frente a la inversa de la raiz

cuadrada del tiempo.
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I1.2.4. Calculo del coeficiente de difusion del fenol

Se ha determinado el coeficiente de difusién del fenol mediante
cronoamperometria empleando disoluciones de fenol de diferente
concentracion y como electrodos de trabajo un electrodo de grafito-Teflon 6 de

grafito-Teflon modificado con nanoparticulas de oro.

La pendiente de la representacion de la intensidad de corriente frente a la
inversa de la raiz cuadrada del tiempo permite, una vez conocida el drea del

electrodo, calcular el coeficiente de difusion [Zare, 2006].

I1.2.5. Célculo del coeficiente de transferencia electronica para el fenol

El célculo del coeficiente de transferencia electronica (ona) para el fenol
se ha calculado a partir del calculo de las pendientes de Tafel (pte =2.303 R T /
ana F) obtenidas a diferentes velocidades de barrido de potencial. Para ello, se
representa el logaritmo de la intensidad frente al potencial, tomando medidas
de la corriente en la regiéon del voltamperograma en la que la intensidad es
inferior al 10% de la corriente de pico, zona donde la respuesta esta afectada
unicamente por la cinética de transferencia electronica entre la especie

electroactiva y la superficie del electrodo.

Para ello se han registrado voltamperogramas ciclicos para fenol 5x10

M en medio Tris 0.1 M de pH 7.0 a diferentes velocidades de barrido,
empleando como electrodo de trabajo un electrodo de grafito-Teflon 6 un

electrodo de grafito-Teflon modificado con nanoparticulas de oro.
I1.2.6. Estimacion del contenido total de compuestos fenolicos en aguas

El contenido total de fenoles ha sido estimado en varios tipos de aguas,

una sintética enriquecida con una mezcla de compuestos fenodlicos formada por
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1.0 uM fenol (Scharlab, 99.5%), 2.5 uM de 3,4-dimetilfenol (Sigma, 99%) y 1.0
uM de 4-cloro-2-metilfenol (Aldrich, 99%), y tres muestras procedentes de una
refineria, recogidas en diferentes dias y en diferentes etapas del proceso de
purificacion. La determinacion del contenido fendlico en las diferentes muestras
se ha llevado a cabo mediante amperometria en disoluciones agitadas
empleando para ello el biosensor composito desarrollado. Los resultados
obtenidos se han comparado con los proporcionados por el método oficial

espectrofotométrico de la 4-aminoantipirina.

A continuacion se describen los procedimientos utilizados para el
andlisis de cada una de las muestras aplicando los métodos comentados

anteriormente.
a) Determinacién mediante amperometria en disoluciones agitadas.

Para la determinacion del contenido de fenoles en las muestras de aguas
procedentes de una refineria, se sumergen el biosensor y los electrodos de
referencia y auxiliar en una célula electroquimica que contiene 10 mL de

regulador fosfato 0.1 M de pH 7.4 y se aplica un potencial de -0.1 V.

Una vez estabilizada la corriente de fondo, se adicionan a la célula de
medida 200 uL de la muestra sin diluir y se mide la corriente en estado

estacionario. Seguidamente se aplica el método de adiciones estandar

realizando adiciones sucesivas de una disolucion patrén de fenol 1.0 x 104 M.

b) Método colorimétrico de la 4-aminoantipirina

El método de la 4-aminoantipirina es adecuado para la determinacion de
fenoles orto y meta sustituidos y, en condiciones adecuadas de pH, los
sustituidos en posicion para por un grupo carboxido, halégeno, metoxilo ¢ acido
sulfénico. Sin embargo, presenta el inconveniente de no determinar los fenoles
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en los que la posicion para se encuentra sustituida por un grupo alquilo, arilo,

nitro, nitroso 6 aldehido.

Aunque el método requiere procesos previos de destilacion y extracciéon
y largos tiempos de anadlisis, es muy sensible y se trata de un método
estandarizado que estd incluido en el compendio “Standard Methods for the
analisis of Water and Waterwaste”, [APHA, 1981], siendo oficial en EE.UU,
[APHA, 1985], y en las normas internacionales [ISO, 1990]. Los resultados
obtenidos proporcionan una precision del 30%, una exactitud del 50 % y un

limite de deteccion de 0.5 pg L

El procedimiento seguido consiste, en primer lugar, en la realizacion de

un calibrado para fenol en el intervalo de concentracion comprendido entre 0.05

y 2.0 mg L. Cada disolucion de fenol se trata con 1.2 mL de una disolucion de

hidroxilamina 0.5 mol L (Panreac), ajustéandose el pH a 7.9 + 0.1 con regulador
fosfato 0.1 M. A continuacién, se anaden 3.0 mL de disolucion de 4-
aminoantipirina (Aldrich) y 3.0 mL de una disolucion de KsFe(CN)s de

concentracion 0.24 M, se agita la mezcla y se espera durante 3 minutos,
obteniendo una disolucién de color ligeramente amarillento. Seguidamente, se
transfiere cada disolucion a un embudo de decantacidon, realizandose la
extraccion de los compuestos fendlicos con 5 mL de cloroformo (Sharlab). La

fase organica se filtra a través de un filtro 6 embudo de filtracion de vidrio
fritado que contiene una capa de Na2SO4 anhidro. Se mide la absorbancia del

extracto cloroférmico a 460 nm. El equipo empleado para realizar las medidas

espectrofotométricas es un espectrofotometro UV- visible HP 8453.

En el caso de las muestras, antes de llevar a cabo el método de la 4-

aminoantipirina es necesario realizar una etapa previa de destilacion, con el fin
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de separar las impurezas no volatiles de los compuestos fenolicos que

posteriormente se mediran por espectrofotometria.

Para llevar a cabo la destilacion se toman 500 mL de muestra en un
matraz y se ajusta a un pH de 4.0 con acido fosfdrico (Scharlab,ACS 85%). Si la
muestra ha sido perfectamente conservada no es necesario anadir el acido

fosforico.

A continuacién se destila hasta 450 mL, se para la destilacion y cuando
haya cesado la ebullicién se afiaden 50 mL de agua caliente al matraz de
destilaciéon hasta recoger 500 mL. Generalmente, es suficiente con una
destilacion, pero en el caso en que el destilado presente turbidez, se debe

acidificar con acido fosforico volviéndose a destilar.

Una vez purificados los fenoles se hacen reaccionar con la disolucion de
4-aminoantipirina siguiendo el mismo procedimiento que el descrito para la

preparacion del calibrado.

¢) Andlisis de las muestras de agua mediante cromatografia de gases-

espectrometria de masas

Con el fin de identificar los compuestos presentes en las muestras de
agua procedentes de la refineria se procedid a su analisis mediante
cromatografia de gases (GC) acoplado a un espectrémetro de masas. Para ello
es necesario aplicar a la muestra un tratamiento previo. Se toman 250 mL del
agua y se le aflade 1 gota de acido ortofosforico. Este volumen se pasa a través
de un cartucho de 500 mg de C18 que previamente se ha acondicionado con 6.0
mL de metanol (Sharlab) y 3.0 mL de agua destilada. Los compuestos fenodlicos
retenidos en el cartucho se eluyen con 5+1 mL de diclorometano (Sharlab).

Finalmente, la disolucion obtenida se concentra hasta un volumen de 0.5 mL
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haciendo pasar una corriente de nitrogeno. La disolucion resultante es

inyectada directamente en el cromatdgrafo de gases.

El andlisis se ha realizado utilizando un espectrometro de masas de
cuadrupolo HP5989A, acoplado a una columna cromatografica de gases
HP5890. La identificacion se realizo mediante el empleo de una libreria Wily

HP59943B.

I1.2.7. Estimacion del contenido total de compuestos fendlicos en muestras de

alpechin

La determinacion del indice de polifenoles en muestras de alpechin se ha
llevado a cabo, empleando el biosensor compdsito anteriormente descrito,
mediante amperometria en disolucién agitada. Para ello, se adiciona una
alicuota de 40 pL de muestra a la célula de trabajo, que contiene 10 mL de
disolucién reguladora fosfato 0.1 M de pH 7.4. Las medidas amperomeétricas se
realizan aplicando un potencial de -0.1 V. Para la estimacion del contenido de
compuestos fenodlicos en alpechin se emplea el método de adiciones estandar.
Para ello se realizan adiciones sucesivas de 20 pL de una disolucion patrén de

acido cafeico 1.0 mM (Sigma, 99%).

Los resultados obtenidos se compararon con los del método

espectrofotométrico Folin Ciocalteau, descrito en el apartado 11.1.4.

IL.3. DESARROLLO DE INMUNOSENSORES COMPOSITOS DE
GRAFITO-TEFLON MODIFICADOS CON ORO COLOIDAL PARA LA
DETERMINACION DE PROGESTERONA EN LECHE

A continuacion se describen los procedimientos experimentales
relacionados con la preparacion de los inmunosensores para la determinacion

de Progesterona, incluyendo la preparacion de los mismos, asi como la
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realizacion del inmunoensayo correspondiente. Se describe también el calculo
de algunos parametros de interés para el naftol, producto de la reaccién
enzimatica del naftilfosfato con la enzima fosfatasa alcalina. Finalmente se
detalla el procedimiento seguido para la determinacién de la concentracion de

progesterona en muestras de leche.

I1.3.1. Preparacion del inmunosensor basado en un electrodo Aucol-grafito-

Teflon

Las pastillas de grafito-Teflon modificadas con oro coloidal se preparan
siguiendo un procedimiento andlogo al descrito en el apartado I1.2.1,,
obviamente en ausencia de tirosinasa. Para construir el inmunosensor, se
depositan sobre la superficie del electrodo composito 5 uL. de una disolucion 0.5
ug mL! de anti-Progesterona (anti-Prog) (Sigma), dejandose secar a
temperatura ambiente. Después se sumerge el inmunosensor en una disolucion
de albumina de suero bovino (BSA) (Merck, 97%) al 2% preparada en un
regulador de dietanolamina (DEA) (Merck,98%)- HCl1 0.1 M de pH 7.2 durante 5
minutos, con el fin de minimizar posibles adsorciones inespecificas. Finalmente,
se lava cuidadosamente el inmunosensor con una disolucion reguladora de

dietanolamina de pH 10.0.
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I1.3.2. Realizacion del inmunoensayo competitivo simultaneo

Para llevar a cabo el inmunoensayo de tipo competitivo simultaneo se
depositan sobre la superficie del inmunosensor 8 uL de una mezcla de
Progesterona marcada con fosfatasa alcalina (Prog-AP) (Ridgeway Science Ltd)
y Progesterona (Prog) (Aldrich, 98%), al nivel de concentracion deseado, en una
proporcion 5:3. Seguidamente se deja secar durante dos horas a temperatura
ambiente o bien durante toda la noche a 4°C.

La deteccidn electroquimica de la progesterona se realiza sumergiendo el
inmunosensor en la célula de trabajo que contiene 10 mL de una disolucion de
dietanolamina-HCI 0.1 M de pH 10 y ImM de MgCl> (Merck, 99%) y se aplica
un potencial de + 0.3 V agitando la disolucion a velocidad constante. Cuando la
corriente se estabiliza, se adicionan a la célula de medida 500 pL de una
disolucién de 1-naftilfosfato (Fluka > 98 %) 0.1 M, monitorizandose la oxidacion
del naftol, generado en la reaccion enzimatica, que se produce en la superficie
del electrodo.

El proceso completo, incluyendo la preparacion el inmunosensor, la
realizacion del inmunoensayo, asi como la reaccion enzimatica que tiene lugar

al adicionar el sustrato de la fosfatasa alcalina se muestra en el Esquema 1.
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Esquema 1-. Inmunoensayo competitivo simultineo para la determinacion de
Progesterona

11.3.3. Calculo del coeficiente de difusion del naftol

Se ha llevado a cabo el cdlculo del coeficiente de difusién del naftol
mediante cronoamperometria empleando disoluciones de naftol de diferente
concentracion y utilizando como electrodos de trabajo un electrodo de grafito-

Tetlon 6 de grafito-Teflon modificado con nanoparticulas de oro.

Una vez conocida el area del electrodo y a partir de la pendiente
obtenida al representar la intensidad de corriente frente a la inversa de la raiz

cuadrada del tiempo, se calcula el coeficiente de difusion.
I1.3.4. Calculo del coeficiente de transferencia electronico del naftol

El calculo del coeficiente de transferencia electronica del naftol se ha
llevado a cabo mediante el calculo de las pendientes de Tafel siguiendo el

procedimiento indicado en el apartado I1.2.5.
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Este parametro también puede calcularse a partir de la representacion de
la intensidad de pico frente a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, que

para sistemas irreversibles a 25°C, viene dada por la ecuacion:

ip=(2.99 x10 %) n (ana)? AD 2C v * Ecuacion [6]

donde ip es la corriente de pico (A), n el nimero de electrones transferidos en el

proceso, a. el coeficiente de transferencia de carga, naes el nimero de electrones
implicados en la etapa determinante de la velocidad del proceso electrédico, A
el area del electrodo (cm?), D el coeficiente de difusion (cm? s), C la
concentracion en disolucion del naftol (mol cm™) y v es la velocidad de barrido

de potencial (V s).

Por ultimo, también es posible calcular el valor de ana midiendo los

potenciales de pico y semipico correspondientes a la oxidacion del naftol,

relacionados mediante la ecuacion:

ar7.7

oan, :(—) Ecuacién [7]
EP _Ep/z

donde los pardmetros o y na son los especificados anteriormente.

Para ello se han registrado voltamperogramas ciclicos de una disolucion
de naftol 5x10# M en medio dietanolamina 0.1 M de pH 10.0, empleando como

electrodos de trabajo un electrodo de grafito-Teflon 6 de grafito-Teflon

modificado con nanoparticulas de oro.

100



Procedimientos experimentales
. |

I1.3.5. Preparacion del inmunosensor basado en el empleo de un biosensor de

Tir-Aucol-grafito-Teflon como transductor

Sobre la superficie del biosensor (Tir-Aucol-grafito-Teflén) se depositan 5.2

uL de una disolucion de anti-Progesterona 0.01 mg mL? obtenida por
dilucion de la disolucion ~ patrén  con  regulador  TRIS
(tris(hidroximetil)aminometano)(Sigma, 99.9%) 0.1 M de pH 7.0 y se deja secar a
temperatura ambiente. Se sumerge durante 10 minutos en una disolucion de

BSA al 2% y se lava con la disolucion reguladora de pH 7.0.

Para realizar un seguimiento de cada una de las etapas de modificacion de
la superficie electrodica mediante la técnica de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) se sumerge el electrodo, tras cada etapa, en la célula
electroquimica que contiene Ks(Fe (CN)¢] / Ks(Fe(CN)s en concentracion 5 mM
de cada uno de ellos en medio cloruro potasico 0.1 M, y se registra el espectro

de impedancia tal y como se describe en el apartado I1.1.2.2.

Una vez preparado el inmunosensor, se lleva a cabo el inmunoensayo, en
este caso de tipo competitivo secuencial. Para ello, se sumerge el inmunosensor
en 10 mL de una disolucion de Progesterona de concentracién variable durante
30 minutos. Seguidamente se lava y se incuba en una disolucion de

progesterona marcada con fosfatasa alcalina durante 40 minutos.

La deteccion electroquimica se realiza mediante amperometria,

sumergiendo el inmunosensor en una célula que contiene 10 mL de una
disolucion TRIS 0.1 M de pH 7.0 que contiene 1 mM de MgClz2y se aplica un
potencial de -0.1 V. Cuando la corriente se estabiliza, se adicionan 20 uL de una

disolucion 0.01 M de fenilfosfato (Sigma, 98%) como sustrato de la fosfatasa

alcalina. La determinacion se lleva a cabo aplicando un potencial de -0.1 V,
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midiéndose la reduccién de la o-quinona generada por la tirosinasa como

producto de la reaccién enzimatica del fenol (Esquema 2).
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INMUNOSENSOR INMUNOENSAYO Tir
~ Q O—*
Tir-Au-grafito-Teflén  anti-Progesterona BSA  Progesterona Progesterona marcada
con fosfatasa alcalina (AP)

Esquema 2.- Inmunoensayo competitivo secuencial para la determinacion de
Progesterona

I1.3.6. Determinacion de progesterona en leche

Inmunosensor basado en un biosensor compdsito Aucol-grafito-Teflon

La determinacion de Progesterona se realiza en muestras de leche
enriquecidas a un nivel de concentracién de 15 ng mLl. El procedimiento

seguido se describe a continuacion. Se diluyen 285 uL de leche enriquecida con
una disolucién reguladora de dietanolamina 0.1 M hasta un volumen final de
1000 pL. Seguidamente se mezcla una alicuota de 3 pL de la muestra diluida
(3.5 ng Prog/mL) con 5 uL de progesterona marcada con fosfatasa alcalina y se
depositan sobre la superficie del inmunosensor. Las medidas amperométricas
se realizan aplicando un potencial de + 0.3 V, adicionando 500 pL de una

disolucién de 1-naftilfosfato 0.1 M como sustrato de la enzima.

Como consecuencia del efecto matriz observado, debido principalmente

a la presencia de proteinas, grasas y otras sustancias, se procede a realizar un
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calibrado de progesterona en leche exenta del analito. A continuacidn, el valor
de la intensidad de corriente obtenida para 7 muestras de leche enriquecida, se
interpold0 en la recta de calibrado de progesterona, obteniéndose la

concentracion del analito presente en la muestra.

Inmunosensor basado en un biosensor compdsito de Tir-Aucol-grafito-Teflon

El inmunosensor desarrollado empleando un biosensor de tirosinasa
nanoestructurado como transductor, se aplico a la determinacion de

Progesterona en muestras de leche enriquecidas a dos niveles de concentracion,
5.0 y 1.5 ng mLL. En este caso, no fue necesario realizar ninguna dilucién de la

muestra.

Una vez preparado el inmunosensor, se incuba durante 30 minutos, en la
muestra de leche. A continuacion, se lava y se sumerge en 10 mL de disolucion
de progesterona marcada con fosfatasa alcalina durante 40 minutos. La
concentracion de progesterona se analiza midiendo a -0.1 V la reduccion de la o-

quinona generada por la tirosinasa al adicionar 20 pL de fenilfosfato 0.01M.
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I1.4. INMUNOSENSOR AMPEROMETRICO PARA INMUNOGLOBULINA
G UTILIZANDO COMO TRANSDUCTOR UN BIOSENSOR DE
TIROSINASA-ORO COLOIDAL-GRAFITO-TEFLON

I1.4.1. Preparacion del inmunosensor

El procedimiento seguido para la fabricacién del inmunosensor implica
seguir una serie de etapas. En primer lugar se incuba el biosensor composito de
Tirosinasa (Tir-Aucol-grafito-Teflén) en una disolucién de Proteina A al 2%
(Sigma) en disolucion reguladora 0.1 M de pH 7.0, con el fin de conseguir una
adecuada orientaciéon de la inmunoglobulina G sobre la superficie del

biosensor.

A continuacion se depositan 2.6 puL de una disolucion de anti-
inmunoglubulina G (anti-IgG) (Sigma) 0.11 mg mL? sobre la superficie del
bioelectrodo y se deja secar a temperatura ambiente [anti-IgG(Tir-Aucol-grafito-
Teflén)]. La anti-inmunoglobulina G comercial es previamente reconstituida
disolviendo una cantidad del sélido en el volumen adecuado de cloruro sodico

0.135 M para obtener una concentracién de 1 mg mL". La disolucién 0.11 mg

mL! se obtiene por dilucién de la anterior con disolucién reguladora TRIS 0.1
M de pH 7.0.

Seguidamente, la superficie electrodica, modificada con Proteina A y el
anticuerpo, se sumerge en 5 mL de una disolucion de albimina de suero bovino
(BSA) al 2% durante 15 minutos, con el fin de disminuir posibles adsorciones
inespecificas que podrian darse a la hora de llevar a cabo el inmunoensayo.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se lava cuidadosamente la superficie,

empleando para ello una disolucion reguladora de TRIS 0.1 M de pH 7.0.
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I1.4.2. Realizacion del inmunoensayo tipo saindwich

Una vez preparado el inmunosensor [anti-IgG(Tir-Aucol-grafito-Teflon)],

éste se incuba en una disolucién del analito (IgG), durante 35 minutos. Para
llevar a cabo la reconstituciéon de la inmunoglobulina G (Sigma), se disuelve el

solido en el volumen adecuado de cloruro sddico 0.150 M para obtener una
disolucion de 1 mg mL!. Disoluciones més diluidas se preparan por dilucién de

la disolucion patron en disolucion reguladora.

Por ultimo, el inmunosensor se sumerge en 10 mL de una disolucién de

anti-inmunoglobulina G marcada con fosfatasa alcalina (anti-IgG-AP) (Sigma)

de 1700 ng mL! durante 40 minutos.

Para llevar a cabo la deteccion de inmunoglobulina G, se sumerge el
inmunosensor en 10 mL de regulador TRIS 0.1 M de pH 7.0 y 1 mM de MgCla.

La deteccion amperométrica se realiza a un potencial de -0.1 V, midiéndose la

reduccion de la o-quinona generada por la tirosinasa cuando se adicionan 20uL

de disolucién de fenilfosfato 1x103M.

Al igual que anteriormente, las diferentes etapas implicadas en la
preparacion del inmunosensor, asi como las realizadas para llevar a cabo el
inmunoensayo se monitorizan mediante espectroscopia de impedancia

electroquimica tal y como se describe en el apartado 11.1.2.2.
I1.4.3. Determinacion de inmunoglobulina G en sueros

El inmunosensor desarrollado se aplicO a la determinacion de

inmunoglobulina G en dos muestras de suero diferentes. El primero de ellos

(Interchim) fue enriquecido a un nivel de concentracién de 10 ng mL7, y el
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segundo, consistio en un suero certificado conteniendo una cantidad de

inmunoglobulina G de 3118 mg dL-! (Spinreact).

Una vez preparado el inmunosensor, se incubo durante 35 minutos en la
muestra de suero enriquecido. Seguidamente, se lava con disolucion reguladora
TRIS 0.1 M de pH 7.0 y se sumerge durante 40 minutos en 10 mL de anti-

inmunoglobulina G marcada con fosfatasa alcalina de concentracion 1700 ng

mL1. La concentracion de IgG se determind sumergiendo el inmunosensor en

10 mL de disolucién reguladora TRIS 0.1 M de pH 7.0 que contenia MgCl2 1

mM. La detecciéon amperométrica se realiza midiendo a -0.1 V la reduccion de la

o-quinona generada por la tirosinasa al adicionar 20 pL de una disolucion de
fenilfosfato 1x10° M. El valor de la intensidad de corriente obtenida se

interpolo en la recta de calibrado obtenida en suero exento de IgG, siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado I11.4.2.

Para la determinacion de IgG en la muestra de suero certificada fue
necesario realizar dos diluciones previas de la muestra con disolucion
reguladora TRIS 0.1 M de pH 7.0 en un factor de 1:1000. El procedimiento

seguido fue el mismo que el descrito para el suero enriquecido.
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Como ya se ha puesto de manifiesto en la Introduccién, la modificacion
de superficies electrddicas con nanoparticulas de oro permite la inmovilizacion
estable de moléculas bioldgicas y por tanto constituye una estrategia atractiva
para la construccion de biosensores electroquimicos. Asi, se ha demostrado que
biomoléculas como anticuerpos, antigenos o enzimas, retienen su actividad
biologica cuando son inmovilizadas sobre superficies modificadas con
nanoparticulas, ya que éstas proporcionan un microambiente similar a su
entorno natural. Ademds dichas nanoparticulas actian como medio de
conduccion electrénico, facilitando la transferencia electronica, alcanzandose

elevados niveles de estabilidad y sensibilidad.

Teniendo en cuenta las interesantes ventajas de las nanoparticulas de
oro, en este trabajo se han desarrollado diferentes configuraciones de
biosensores enzimaticos, asi como varios inmunosensores basados en electrodos
modificados con este nanomaterial. A continuacion se discuten los aspectos mas

relevantes de los resultados obtenidos, agrupandolos en dos partes principales:

* Biosensores de Tirosinasa utilizando diferentes superficies electrodicas

modificadas con nanoparticulas de oro.

e Inmunosensores basados en el empleo de electrodos compositos

nanoestructurados.
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II1.1. BIOSENSORES DE TIROSINASA BASADOS EN EL
EMPLEO DE DIFERENTES SUPERFICIES ELECTRODICAS
MODIFICADAS CON NANOPARTICULAS DE ORO

Como ya se ha comentado en el apartado de Procedimientos
Experimentales, los biosensores preparados en este trabajo se basan en el

empleo de diferentes estrategias de modificacion de la superficie electrédica.

En la primera de ellas se lleva a cabo la modificacion de un electrodo de
carbono vitrificado en dos etapas secuenciales: electrodeposicion de
nanoparticulas de oro, a partir de una disoluciéon de HAuCls; las caracteristicas
del recubrimiento se controlan con el potencial aplicado y el tiempo de
electrodeposicion y la enzima se inmoviliza por adsorcion sobre el electrodo

modificado.

El segundo diseno se basa en el empleo de un electrodo composito de
grafito y Teflon en el que tanto las nanoparticulas de oro como la enzima

forman parte de la matriz tridimensional mediante simple inclusion fisica.

En los apartados que se exponen a continuacion se comentan algunos de
los aspectos mas relevantes de cada uno de los dos disefios de biosensores de
tirosinasa, asi como algunos resultados experimentales que no se recogieron en
las publicaciones correspondientes. Finalmente se establecerd una comparacion
entre las caracteristicas operacionales de ambos tipos de biosensores

comentandose las ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos.
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II1.1.1. BIOSENSOR DE TIROSINASA BASADO EN EL EMPLEO DE UN
ELECTRODO DE CARBONO VITRIFICADO MODIFICADO CON
NANOPARTICULAS DE ORO ELECTRODEPOSITADAS

Se llevaron a cabo diversos estudios encaminados a la caracterizacion de
la superficie electrodica de carbono vitrificado modificada con nanoparticulas
de oro, asi como del propio biosensor de tirosinasa (Tir-nAu-GCE), empleando
para ello diferentes técnicas electroquimicas. Los resultados obtenidos se
comparan con los correspondientes a la misma superficie en ausencia del
nanomaterial, con objeto de poner de manifiesto las diferencias y las ventajas

del disefio basado en el empleo de nanoparticulas de oro.

II1.1.1.1. Caracterizacién mediante técnicas electroquimicas

La técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica se utiliza,
entre otras cosas, para reconocer la presencia de especies conductoras y/o no
conductoras sobre una superficie electrddica, lo que origina un cambio en el
valor de la resistencia a la transferencia de carga. Esta técnica es ampliamente
utilizada para realizar un seguimiento de cada una de las etapas implicadas en
la construcciéon de biosensores. A continuacion, se resefian los resultados
obtenidos mediante esta técnica, que no aparecen en los articulos publicados y

se comparan con los obtenidos mediante voltamperometria ciclica.

En la Figura 11 se representan los graficos de Nyquist correspondientes a
un electrodo de carbono vitrificado modificado con nanoparticulas de oro
(nAu-GCE), asi como a un biosensor de tirosinasa (Tir-nAu-GCE). Con fines
comparativos se muestra también el diagrama de Nyquist correspondiente a un

electrodo de carbono vitrificado sin modificar (GCE).

Como puede observarse, el grafico de Nyquist para el electrodo de

carbono vitrificado muestra una region circular mayor que en presencia de las
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nanoparticulas de oro, donde se obtiene un diagrama de Nyquist semejante al
correspondiente a una superficie de oro convencional con un semicirculo de
pequeno didmetro, lo que pone de manifiesto una disminucion de la resistencia
a la transferencia de carga con respecto al electrodo sin modificar, y un tramo
lineal de pendiente préxima a la unidad (m= 0.931; r= 0.9999) en un amplio
intervalo de frecuencias, caracteristico de sistemas en los que la corriente esta
controlada por difusion [Lu, 2002]. Por otro lado, el biosensor de carbono
vitrificado modificado con nanoparticulas de oro y tirosinasa presenta un
semicirculo de mayor didmetro que el obtenido en ausencia de la enzima y con

el electrodo sin modificar.
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Figura 11.- Diagramas de Nyquist de (e) GCE, (e) nAu-GCE y (e) Tir-nAu-GCE en
disolucion KsFe(CN)s/ KsFe(CN)s 5mM en KCI 1 M.

Como se describe en los Procedimientos experimentales, a partir de las
graficas de Nyquist se puede calcular la resistencia a la transferencia de carga y la
capacidad de la doble capa. Asi, el valor de dicha resistencia para el nAu-GCE es
de 259 Q, muy inferior al valor de 1768 Q obtenido para el GCE. Estos
resultados demuestran que cuando se modifica el electrodo de carbono

vitrificado con nanoparticulas de oro, se facilita la transferencia electronica.
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Para el biosensor Tir-nAu-GCE, la representacion de Nyquist revela, como era
de esperar, una resistencia a la transferencia de carga mayor que en ausencia de
la enzima (R« = 4338 Q) dado el efecto bloqueante de la capa de biomolécula

sobre la superficie electrodica modificada.

Por otra parte, la presencia de semicirculos “deprimidos” en la zona de
altas frecuencias de los diagramas de Nyquist implica una desviacion del
comportamiento capacitivo ideal de la interfase electrodo-disolucidn, habitual
en electrodos solidos. Esta desviacion se compensa sustituyendo en el circuito
de Randles el condensador por un elemento de fase constante, CPE, que se
origina como consecuencia de la modificacion de la distribuciéon de carga de la
doble capa debida a la rugosidad y a la distribucion de sitios activos en la
superficie electrédica. Este fendmeno es particularmente importante cuando se

incorpora una capa de proteina sobre la superficie [Katz, 2003].

La expresion matematica correspondiente al elemento de fase constante

es:

Ecuacién [8]

donde el pardmetro n refleja la desviacién del comportamiento de la interfase
del circuito de Randles, con un valor comprendido entre 0.5 <n < 1. En el caso
de que n sea igual a la unidad, la superficie es completamente lisa y el elemento

de fase constante es un condensador, siendo A la capacidad de la doble capa

Cdl. A medida que aumenta la rugosidad el valor de n se aproxima a 0.5

Los valores de n obtenidos son de n= 0.69 y 0.97 para un electrodo de
GCE y nAu-GCE respectivamente, por lo que en el caso del electrodo de

carbono vitrificado y en contraposicion al electrodo modificado con

113



Resultados y discusion integrada

L]
nanoparticulas de oro, es necesario sustituir el condensador por un elemento de
fase constante (CPE), como ocurre con una gran parte de los electrodos solidos.
Se obtuvieron valores de Cdi para el nAu-GCE de 0.7 uF y de 6 uF (n=0.87) para

el biosensor de tirosinasa, mientras que para el electrodo de carbono vitrificado

se obtuvo un valor CPE de 4.2 pF.

Otro parametro de especial interés es la constante de transferencia
electronica, k°, que puede calcularse a partir de la medida de la resistencia a la

transferencia de carga y del area del electrodo, empleando las siguientes

expresiones,

RT .
ot = Ecuacion [9]
nFi,
i, =nFAk°C’ Ecuacién [10]

donde A es la superficie del electrodo en cm?, C* la concentracion de la especie

en mol cm™3, Rt la resistencia a la transferencia de carga en €, io la corriente de

intercambio en A, R la constante de los gases ideales 8.31 J/ K mol, T
temperatura en grados Kelvin, n el nimero de electrones transferidos en la

reaccion y F la constante de Faraday 96487 ]J/ K mol.

A partir de los valores de Ret mencionados anteriormente y aplicando las
ecuaciones [9] y [10], se obtuvieron valores de la constante de transferencia
electronica de 4.24 x 10* y de 2.89 x 103 cm/s, para una disolucién de

ferrocianuro/ferricianuro potasico 5 mM en KCl 1 M, con el electrodo de
carbono vitrificado sin modificar y con el electrodo modificado con las
nanoparticulas de oro electrodepositadas, respectivamente. Como era de
esperar, el valor de dicha constante es aproximadamente 7 veces superior con el

electrodo modificado, que en ausencia de las nanoparticulas de oro, lo que
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prueba la aceleracién del proceso de transferencia de carga en la reaccion
electroquimica que implica el par redox ferrocianuro potasico/ ferricianuro

potasico sobre un sustrato electrédico modificado con nanoparticulas de oro.

Las conclusiones extraidas mediante espectroscopia electroquimica de
impedancia concuerdan cualitativamente con las observadas utilizando
voltamperometria ciclica. En las Figura 12 se recogen los voltamperogramas
ciclicos correspondientes al electrodo de carbono vitrificado (GCE), al mismo
electrodo modificado con nanoparticulas de oro (nAu-GCE) y al biosensor de

tirosinasa (Tir-nAu-GCE).

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E,V

Figura 12.- Voltamperogramas ciclicos (v = 25 mV s) sobre — GCE, —nAu-GCE y
— Tir-nAu-GCE en KsFe(CN)s/ KsFe(CN)s 5 mM en KCI 1 M.

Como puede observarse, la modificacion del electrodo de GCE con
nanoparticulas de oro, produce un aumento notable de las corrientes de pico en
el voltamperograma ciclico correspondiente, asi como una disminucion de la
separacion entre los potenciales de pico anddico y catodico, lo que nuevamente
pone de manifiesto que la modificacion con nanoparticulas de oro da lugar a
una mejor transferencia de carga. Con respecto al biosensor Tir-nAu-GCE, el
voltamperograma obtenido muestra menores corrientes de pico, asi como una

menor reversibilidad que con el electrodo de carbono vitrificado modificado
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con nanoparticulas de oro. Sin embargo, aunque las corrientes de pico son
semejantes a las observadas sobre un electrodo sin modificar, la separacion
entre los potenciales de pico anodico y catéddico es menor que sobre GCE. Por
tanto, nuevamente se deduce que el biosensor Tir-nAu-GCE presenta un
comportamiento cinético intermedio entre el GCE y el mismo electrodo

modificado con nanoparticulas de oro (nAu-GCE).

El coeficiente de Warburg puede calcularse mediante extrapolaciéon de la
region lineal de bajas frecuencias del grafico de Nyquist (Z' = Rs + Ret — 6y Ca).

Sin embargo, dado que la region circular en el caso del electrodo modificado
con nanoparticulas de oro es muy pequefa, se ha preferido determinar este
parametro a partir de la pendiente de la porcion lineal que aparece a bajas
frecuencias en la representacion de Z’ en funcién de f'2 (Figura 13). No fue
posible calcular el coeficiente de Warburg para del biosensor de tirosinasa, ya
que el grafico de Nyquist no presenta un tramo lineal difusivo a .bajas

frecuencias, siendo la pendiente obtenida, de 0.555, inferior a la unidad.
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Figura 13.- Representaciones de la impedancia faradaica en funcion de f? para nAu-
GCEy GCE.
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A partir de los coeficientes de Warburg obtenidos para los electrodos
nAu-GCE y GCE pueden calcularse los coeficientes de difusion para el par redox
en cuestion. Como era de esperar, los valores de los coeficientes de difusion son,
en ambos casos, del mismo orden, 4.1x107 y 6.8x107 cm? s?, respectivamente,

dada la ausencia de enzima en ambas superficies.

II1.1.1.2. Aspectos mas relevantes del biosensor Tir-nAu-GCE

La inmovilizacion de tirosinasa por entrecruzamiento sobre el electrodo
de carbono vitrificado modificado con nanoparticulas de oro electrodepositadas
ha permitido construir un biosensor con importantes caracteristicas analiticas,
como son, una buena repetibilidad de las medidas (R.S.D. =3.6%, n=6) sin
necesidad de aplicar un pretratamiento de limpieza, una buena estabilidad en el
tiempo (vida tutil 35 dias), asi como una excelente sensibilidad para la
determinacién de compuestos fenolicos y una buena reproducibilidad en su
fabricacion (R.S.D.=4.8%, n=5). Ademas el empleo de este biosensor permite
determinar de una manera rapida el contenido de compuestos fenolicos en

vinos, empleando un procedimiento extremadamente simple.

Seguidamente se establece una comparacién entre la sensibilidad del
biosensor desarrollado con la conseguida empleando otras configuraciones de
biosensores de tirosinasa que implican, bien la ausencia de nanoparticulas de oro
sobre la superficie electrodica o bien el empleo de un electrodo de oro como

sustrato.

En la Tabla 6 se recogen los valores de las pendientes de los calibrados
para catecol en un intervalo de concentracion de 1x10° a 5x10° M, obtenidos con

cada uno de los disefios de biosensores, asi como los procedimientos seguidos

para la preparacion de cada uno de ellos.
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Tabla 6.- Comparacion de las respuestas obtenidas con diferentes biosensores de

Tirosinasa.
CONFIGURACION . )
ELECTRODICA PREPARACION DEL BIOSENSOR PENDIENTE, AM™!
1) Electrodep: E=-0.2 V t= Imin
Tir- nAu-GCE 2) 5 uL de Tir de 91.3 U uL! 0.1022
3) 30 min en GA
. 1) 5 uL de Tir de 91.3 U pL!
Tir-GCE 2) 30 min en GA 0.0012
. 1) 5 uL de Tir de 91.3 U pL!
Tir-AuE 2) 30 min en GA 0.0568

* Intervalo de concentracion 1x107 - 5x10° M catecol

Si se compara la sensibilidad obtenida con el biosensor de tirosinasa
desarrollado con la del mismo dispositivo en ausencia del nanomaterial, se
observa que la pendiente es dos drdenes de magnitud mayor en presencia de
las nanoparticulas de oro, y aproximadamente el doble que la obtenida cuando
se inmoviliza la tirosinasa directamente sobre un electrodo de oro convencional.
Este aumento de sensibilidad puede atribuirse a que las nanoparticulas de oro
distribuidas sobre la superficie del electrodo permite una mayor libertad de
movimiento de la enzima inmovilizada debido a una cierta distancia entre ellas,
mientras que la inmovilizacion directa sobre la superficie de un electrodo de
oro convencional da lugar a que las moléculas de enzima estén mas prdximas
entre si, lo que confiere una mayor rigidez. Este tltimo hecho es consistente con
la disminucién de sensibilidad (menor pendiente del calibrado del catecol)
observada cuando se modifica la superficie del electrodo de carbono vitrificado
empleando potenciales de electrodeposicion mas negativos, ya que, en estos
casos, una mayor cantidad de oro electrodepositada se asemeja cada vez mas a

un electrodo de oro convencional.

Dada la importancia de la aplicacion de los biosensores a la

determinacion de analitos de interés en muestras reales, el biosensor
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desarrollado se ha utilizado para estimar el contenido total de polifenoles en

Vinos.

Esta estimacion es de gran interés dada la correlacion que existe entre la

capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles.

Tanto los vinos tintos como los blancos han sido analizados llevando a
cabo el procedimiento descrito en el apartado II.1.3, que implica tinicamente la
adicion de una alicuota de vino a la célula electroquimica y sucesivas adiciones

de una disolucién patrén de fenol aplicdndose el método de adiciones estandar.
El contenido de polifenoles ha sido expresado como mg L de acido cafeico

[Campanella, 2004]. La estimacion de estos compuestos ha de considerarse
como un indice del contenido de polifenoles bioelectroquimico, debido a la
diferente sensibilidad observada sobre el biosensor Tir-nAu-GCE para cada uno

de los compuestos fenolicos.

Para validar la metodologia puesta a punto empleando este biosensor,
los resultados se han comparado con los obtenidos mediante el método
espectrofométrico de Folin-Ciocalteau, que es el método recomendado para
llevar a cabo una estimacion del contenido total de polifenoles en este tipo de
muestras. La preparacion de las muestras y la realizacion del calibrado de &cido

cafeico se han llevado a cabo tal como se describe en el apartado I1.1.4.

Los resultados obtenidos por ambos métodos para las diferentes
muestras se resumen en la Tabla 7. Estos valores se corresponden con el valor
medio obtenido para 5 determinaciones de cada uno de los vinos, estando el
intervalo de confianza definido para un nivel de significaciéon de 0.05. Como
puede apreciarse, los vinos tintos poseen un mayor contenido de polifenoles
que los blancos, lo que, se debe principalmente al diferente proceso de

obtencion de ambos tipos de vino.
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Tabla 7.- Estimacion del contenido de compuestos polifendlicos en vinos empleando
un biosensor de Tir-nAu-GCE

Vino Biosensor* Método L
Espectrofotométrico*

Blanco “Alvear” 18+3 314 + 15
Blanco “Sefiorio” 17 +1 325+4

Blanco “Yuntero” 9.5+0.2 209 + 10

Blanco “Aranda” 61 297 +27

Blanco “Sequeral” 12+2 217 +13
Dulce 35+0.5 77 +5

Tinto “Anadas” 47 +4 1790 + 60

Tinto “Sotillo” 35+2 1110 + 80

Tinto “Blasén” 30.6 £0.6 1220 + 20

Tinto “Sequeral” 40£3 1340 + 20

*expresado como mg L de 4cido cafeico

Como puede observarse, los resultados que proporcionan ambas
metodologias son diferentes, lo que se debe a la distinta sensibilidad que
presentan ambos métodos para la determinacidn de los diferentes compuestos
polifendlicos. Mientras que el biosensor de tirosinasa esta limitado a la
determinacidén de compuestos fendlicos y catecoles con, al menos, una posicion
orto del anillo aromatico libre, el método de Folin-Ciocalteau presenta el
inconveniente de que el reactivo empleado puede reaccionar también con otros
compuestos de naturaleza no polifendlica, que interfieren a la hora de llevar a
cabo la determinacion de polifenoles. Algunos de estos compuestos, como el
acido ascérbico y la glucosa, se encuentran presentes en el vino [Mello, 2003],
por lo que se han ensayado como posibles interferentes con el biosensor de Tir-
nAu-GCE, comprobandose que para las concentraciones medias esperadas no
se observa respuesta alguna de corriente en las condiciones experimentales

utilizadas.
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A modo de ejemplo, en la Figura 14, se recogen los amperogramas
correspondientes a dos de las muestras analizadas, una de vino tinto y otra de

vino blanco, tras aplicar el método de adiciones estandar.

(A) (B)

+20 pL fenol 2.5 mM

+10 pL fenol ImM

—
+270 pL vino blanco ~

+270 pL vino tinto

002pA |

02 uA

100 s

Figura 14.- Registros de intensidad-tiempo obtenidos con el biosensor Tir-nAu-GCE en
disolucidn reguladora de fosfato 0.1 M, pH 7.4 (A) en una muestra de vino

tinto”Sotillo”, (B) en muestra de vino blanco Dulce por el método de las
adiciones estiandar. Eqp.: -0.1 V.

Asimismo, en la Figura 15 se muestra la representacion grafica
correspondiente a la correlacion entre los resultados obtenidos para la

estimacion del contenido de los compuestos fendlicos por ambos métodos.

121



Resultados y discusion integrada

60

Tir-nAu-GCE (mg/L ac. cafeico)

—71r r 1+ 1 - r r T T ' 1T *r T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Folin-Ciocalteau (mg/L ac. cafeico)

Figura 15.- Correlacion entre los resultados obtenidos para la estimacion el contenido
de compuestos fenolicos en muestras de vino empleando el biosensor Tir-
nAu-GCE y el método de Folin-Ciocalteau.

A pesar de la diferencia entre los resultados obtenidos por ambos
métodos, puede verse que se consigue una buena correlacién entre ellos
(r=0.990), lo que pone de manifiesto la aplicabilidad del biosensor desarrollado
para proporcionar una estimacion de tipo electroquimico del contenido de

polifenoles en vinos.
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I11.1.2.BIOSENSOR DE TIROSINASA BASADO EN UN ELECTRODO COMPOSITO
DE GRAFITO-TEFLON MODIFICADO CON NANOPARTICULAS DE ORO

El empleo de electrodos compositos ofrece importantes ventajas en
comparacion con los electrodos convencionales formados por una sola fase
conductora. Los electrodos compositos pueden fabricarse con una gran
flexibilidad en lo que se refiere a su forma y tamano; ademds presentan una
mayor relacion senal/ruido, lo que generalmente se traduce en una mejora de
los limites de deteccion, constituyendo ésta una de las principales ventajas del
empleo de estos materiales. Asimismo, al tratarse de una matriz tridimensional,
es posible incorporar en el seno de la matriz por simple inclusion fisica otros
componentes y sustancias, como nanoparticulas de oro, enzimas, mediadores
etc, que son capaces de mejorar la sensibilidad y/o la selectividad de las
metodologias analiticas implicadas, y que permiten la regeneracion de la

superficie electrodica por simple pulido.

Aprovechando estas ventajas se ha preparado por primera vez un
biosensor compdsito de tirosinas modificado con oro coloidal, capaz de estimar
el contenido total de fenoles de una forma rapida y sencilla en aguas y

alpechines.

II1.1.2.1. Caracterizaciéon de la superficie electrodica mediante técnicas

electroquimicas

Al igual que para el biosensor de carbono vitrificado, la superficie
electrédica se ha caracterizado mediante espectroscopia de impedancia
electroquimica. En la Figura 16 se muestran los diagramas de Nyquist

correspondientes a un electrodo de grafito-Teflon modificado con

nanoparticulas de oro (Aucl-GT) y sin modificar. Asimismo se muestran los
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diagramas para biosensores de tirosinasa constituidos con electrodos

modificados y sin modificar con las nanoparticulas (Tir-Aucol-GT y Tir-GT).

2500
2300
2000 0
1800

c 1500

N 1300
1000

800
500
300

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

zZ',Q

Figura 16.- Diagramas de Nyquist de (o) GT, (0) Auco-GT, (o) Tir-Auco-GT, (o) Tir-
GT, en disolucion KaFe(CN)s/ KsFe(CN)s 5mM en KCI 0.1 M.

En la Tabla 8 se recogen los valores de la resistencia a la transferencia de
carga, Ret, calculados a partir del didmetro del semicirculo de los diagramas de
Nyquist. Como puede observarse, el valor de dicha resistencia disminuye en
presencia de nanoparticulas de oro lo que pone de manifiesto, una vez mas, que

la modificaciéon con oro coloidal facilita la transferencia electronica.

En cuanto a los biosensores de tirosinasa, como era de esperar la
resistencia a la transferencia de carga es mayor que en ausencia de enzima, lo
que se atribuye al efecto bloqueante de la biomolécula inmovilizada sobre la
superficie del electrodo. Asimismo, la resistencia a la transferencia de carga del
biosensor compdsito preparado en ausencia del nanomaterial es superior al del

mismo biosensor modificado con nanoparticulas de oro.
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Tabla 8.- Resultados obtenidos mediante EIS para un electrodo de GT, Aucw-GT y
los biosensores Tir-GT y Tir-Auc-GT

ELECTRODO Rct, 2 k° eml/s CPE, uF n
GT 4500+600 | 1.69x104 | (580+90) | (0.71+0.06)
Aucol-GT 790 + 80 421 x10°4 (25+£7) (0.71 £ 0.08)
Tir-GT 1500 + 80 (128 +3) | (0.57 £0.06)
Tir-Auco-GT 1070+ 90 (27 £3) (0.63 £0.04)

Nivel de siginificacion: 0.05

Como puede observarse en la Figura 16, en ningun caso llega a apreciarse
a bajas frecuencias el tramo recto de pendiente unidad correspondiente a un

control difusivo.

Por otra parte, se ha calculado la constante de transferencia electrénica, k°, a

partir de la resistencia a la transferencia de carga medida en la region de altas

frecuencias de los diagramas de Nyquist, haciendo uso de las ecuaciones [9] y

[10]. En la Tabla 8 se muestran los valores de k° obtenidos' para los electrodos de

grafito-Teflon y Aucol-grafito-Teflon, observandose como la presencia de las

nanoparticulas de oro favorecen la cinética de la transferencia electrénica

obteniéndose un mayor valor de dicha constante.

En cuanto a los valores de n obtenidos para los diferentes electrodos
compdsitos, en todos los casos dicho valor se aleja de la unidad, por lo que en el
circuito de Randles debe tenerse un elemento de fase constante en lugar de un
condensador. Como puede observarse en la Tabla 8, los valores de n para los
biosensores de tirosinasa se alejan ain mas de la unidad, aproximandose a 0.5
mas que en el caso de los propios electrodos en ausencia de la enzima, lo que se
atribuye a la presencia de la biomolécula en la superficie del electrodo [Katz,

2003].
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El calculo del area activa de los electrodos necesaria para el calculo de la
constante de transferencia electronica, se realizd mediante voltamperometria
ciclica y cronoamperometria siguiendo los procedimientos descritos en el
apartado I1.2.3. En la Tabla 9 se muestran los valores obtenidos para ambos

electrodos por las diferentes técnicas.

Tabla 9.- Cdlculo del drea activa de los electrodos Auco-GT y GT.

ELECTRODO VOLTAMPEROMETRIA CRONOAMPEROMETRIA (cm?
CICLICA (cm?) (cm?)
Auteo-GT 0.17 + 0.04 0.16 + 0.02
GT 0.0727 + 0.007 0.070 + 0.008

Como puede observarse, ambas técnicas proporcionan valores del area
muy similares, obteniéndose, como era de esperar, un mayor valor del area
activa en la superficie modificada con oro coloidal. A modo de ejemplo en la
Figura 17, se muestran los voltamperogramas ciclicos realizados con ambos

biosensores para una disolucién de ferrocianuro potasico 5 x 10 *M en KC1 1 M.

25 PA

030 005 020 045  0.70

E/V

Figura 17.- Voltamperogramas ciclicos de ferrocianuro potisico 5 x 10+ M en KCI 1 M
a 0.3 VIs. . (—) grafito-Teflon y (—) Auci-grafito-Teflon.
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En los voltamperogramas ciclicos obtenidos se puede apreciar como la
presencia de las nanoparticulas de oro en la matriz produce un aumento en las
intensidades de pico del voltamperograma correspondiente, lo que

probablemente es debido a dicho aumento del &rea superficial activa.

Se han calculado también los coeficientes de difusion y de transferencia
electrénica para el fenol (a) sobre el electrodo compdsito de grafito-Teflon y sobre
este electrodo modificado con nanoparticulas de oro. Para ello se han empleado
las técnicas de cronoamperometria y voltamperometria ciclica aplicando los

procedimientos descritos en los apartados 11.2.4 y I1.2.5.

La técnica cronoamperométrica implica la aplicacion de un salto de
potencial desde un valor al cual no tiene lugar electrolisis (i=0) hasta un valor al
cual el proceso esta controlado por difusion. La eleccion de dichos potenciales
se realizO a partir del registro de los voltamperogramas ciclicos
correspondientes, que se muestran en la Figura 18 donde se han sefialado dichos

valores de potencial (0.5 y 0.8 V).

(@) (b)

5 uA

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 +

03 04 05 06 0.7 08 0.9 1.0
E/V

Figura 18 — Voltamperogramas ciclicos para una disolucion de fenol 0.5 mM (—) y
una disolucion de fondo (— ). Medio TRIS 0.1 M a pH 7.0; v = 50 mV/s

(a) grafito-Teflon y (b) Aucol-grafito-Teflon.
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En las Figuras 19 y 20 se recogen los cronoamperogramas

correspondientes a disoluciones de fenol de diferente concentracion empleando
un electrodo de grafito-Teflon y Auco-grafito-Teflon respectivamente.

Asimismo, se muestran las representaciones de la corriente en funcion de la
inversa de la raiz cuadrada del tiempo. Los coeficientes de difusion se han
calculado a partir de la representacion de las pendientes de las rectas anteriores

en funcidén de la concentraciéon de fenol utilizando la ecuacion de Cottrell [Zare,

2006].

10 4
y=13.363x+0.894
(a) (b) 8 1 / r=0.998
< 4 y=10.297x+0.638
3 61 ﬁ"/’) r=0999
T4 A I y=7572x+0.416
2.5 P‘A 5 | r=0987
1
0 \
0 0.2 0.4 0.6 0.8

1/t 12

y=1683E+0X +2.757E-06
r=0.96

(€3]
[e]

N
(=}

0/./‘/
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80 130 180 230 280 33.0 380 43
t/s

Sensibilidad, pA s 12
S

0.E+00 2.E07 4.E07 6.E07 8.E07 1.E-06

[Fenol], mol/cm?®

Figura 19.- (a) Respuesta cronoamperométrica del electrodo grafito-Teflon en medio
regulador TRIS 0.1 M de pH 7.0 a 0.8 V para diferentes concentraciones
de fenol. Los niimeros 1-4 corresponden a fenol 0.2, 0.5, 0.7 y 0.9 mM. (b)
Representacion de i vs. 1/tV2 obtenidas a partir de los cronoamperogramas.
(c) Representacion de las pendientes vs. concentracion de fenol.
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Figura 20. (a) Respuesta cronoamperométrica del electrodo Auci-grafito-Teflon en
medio regulador TRIS 0.1 M de pH 7.0 a 0.8 V para diferentes
concentraciones de fenol. Los niimeros 1-3 corresponden a fenol 0.5, 0.7 y
0.9 mM. (b) Representacion de i vs. 1/t'2 obtenidas a partir de los

cronoamperogramas. (c) Representacion de las pendientes vs.
concentracion de fenol.

Los valores de los coeficientes de difusion obtenidos han sido de 2.95 x
10y de 4.52 x 10 cm?/s empleando el electrodo de grafito-Teflon y el electrodo
modificado con nanoparticulas de oro respectivamente. Los valores obtenidos
con ambos electrodos son muy similares como era de esperar, dada la ausencia
de recubrimientos de moléculas bloqueantes como enzimas, etc., que puedan

dificultar el acceso del analito a la superficie del electrodo.

Se verifico la influencia de la velocidad de barrido de potencial sobre la
intensidad y el potencial de pico obtenidos mediante voltamperometria ciclica
con los electrodos de grafito-Teflon y grafito-Teflon modificado con
nanoparticulas de oro. En la Figura 21 se muestran los voltamperogramas

correspondientes.
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(a) (b)
10 pA

02 03 04 05 06 07 08 09 10 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
E/V E/V

Figura 21.- Voltamperogramas ciclicos obtenidos para una disolucion de fenol 5 x 10+
M en medio TRIS 0.1 M de pH 7.0 sobre un electrodo de grafito-Teflon (a)
y Auc-grafito-Teflon (b) a diferentes velocidades de barrido, — 5, — 20,

50, —100, —200, —300 mV/s.

Los valores de la intensidad de corriente de pico y de los potenciales de

pico para una disolucién de fenol 5 x 10 M se recogen en la Tabla 10.

Tabla 10.- Influencia de la velocidad de barrido de potencial sobre la intensidad y el

potencial de pico para fenol 5 x 10* M empleando un electrodo de grafito-
Teflon y un electrodo de grafito-Teflon modificado con nanoparticulas de
oro.

o, ip, yA Ep, mV

mVIS "GT | AuarGT | GT | AueorGT
10 |[1.18| 181 |e674] 620
20 [223] 279 |e691| 630
25 [243| 366 |693] 632
50 |4.86| 669 |682| 644
100 [7.85]| 992 [700| 671
200 [122] 161 |724| 674
300 |17.1] 209 |[735] 693
500 [234] 237 [739| 720
750 |27.7| 352 |741| 744

130



Resultados y discusion integrada
L]

Como puede observarse, el potencial de pico aumenta ligeramente a
medida que aumenta la velocidad de barrido de potencial utilizando ambas
superficies electrodicas, siendo estos valores siempre ligeramente menos
positivos con el electrodo nanoestructurado que los correspondientes al

electrodo de grafito-Teflon.

En cuanto a la intensidad de corriente, se aprecia un aumento de su valor
con la velocidad de barrido con ambos electrodos, siendo la magnitud de dicha
corriente mayor en el caso del electrodo modificado con nanoparticulas de oro,
dado el conocido efecto catalitico que ejercen las nanoparticulas del metal. En la
Figura 22 se muestran las representaciones del logaritmo de la intensidad de
pico frente al logaritmo de la velocidad de barrido para ambas superficies
electrodicas, observandose en ambos casos una linea recta, de pendiente
comprendida entre 0.5 y 1.0, lo que indica que se trata de un sistema que no esta
totalmente controlado por difusion, sino que presenta una cierta contribucion

de adsorcién [Xiao, 2008].

-5.8 4 logip =0.7286 log v - 4.4194
-5.6 - R? =0.9946

log ip

log ip =0.6681 log v - 4.3548
R? =0.9901

0 -0.5 -1 -1.5

log v )

Figura 22.- Representacion del logaritmo de la intensidad de pico vs. logaritmo de la
velocidad de barrido para una disolucion de fenol 5 x 10* M en TRIS 0.1

M de pH 7.0, empleando un electrodo de grafito-Teflon (—) y Aucol-
grafito-Teflon (—).
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A partir del cdlculo de las pendientes de Tafel, se ha obtenido el
parametro ona para el fenol sobre ambos tipos de electrodos. Las pendientes de

Tafel se obtuvieron representando el logaritmo de la corriente frente al
potencial a diferentes velocidades de barrido, midiendo en la region del
voltamperograma en la que la intensidad es inferior al 10% de la corriente de
pico, zona en la que la respuesta estd afectada tnicamente por la cinética de
transferencia electronica entre la especie electroactiva y la superficie del
electrodo [Banks, 2005]. Para ello, es necesario la eliminaciéon de la contribucién
del electrolito soporte por extrapolacion lineal de la respuesta obtenida a

potenciales previos a la oxidacion del fenol. De esta forma, los valores medios
(n=10) de ana empleando un electrodo de grafito-Teflon y grafito-Teflon

modificado con nanoparticulas de oro han sido de 0.43 y 0.48 respectivamente.
Estos valores ponen de manifiesto que el nimero de electrones intercambiados
en la etapa limitante de la velocidad es la unidad, siendo estos resultados

consistentes con los obtenidos por otros autores empleando otros materiales

electrodicos [Hart, 1997].

II1.1.2.2. Aspectos mas relevantes del biosensor Tir-Aucol-GT

Las ventajas de combinar el empleo de una matriz compdsita como es la
de grafito-Teflon para la inmovilizaciéon de enzimas y la incorporacion de
nanoparticulas de oro en dicha matriz tridimensional, ha permitido el
desarrollo de un biosensor de tirosinasa con caracteristicas analiticas que
mejoran las obtenidas con otros biosensores de tirosinasa ya existentes. Por otra
parte, la regeneracion de la superficie del biosensor y por tanto de su actividad,
mediante un simple pulido, junto con las ventajas que proporcionan las
nanoparticulas de oro reteniendo la actividad bioldgica de la proteina, ha
permitido construir un biosensor reutilizable y reproducible con una alta

estabilidad y tiempo de vida util.
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A modo de comparacién, en la Tabla 11 se recogen las caracteristicas
analiticas obtenidas con distintos biosensores electroquimicos de tirosinasa
encontrados en la bibliografia, incluyendo las proporcionadas por el biosensor

compdsito Tir-Auw-GT desarrollado en esta Memoria.

Tabla 11.- Caracteristicas analiticas de diferentes biosensores electroquimicos de
tirosinasa utilizando fenol como sustrato.

Tiempo de
Electrodo | Sensibilidad* | LD, uyM | Kwm*rr, M PO ¢ Ref.
vida 1util
Retiene 30% de la
Tir-PEDT-GCE | 608 mA M1cm> 0.05 actividad ~ después | [Verdine,2003]
de 12 dias
Retiene 94% de la
Tir-sol-gel-TiO: 103 mA M 0.1 2.9 x 104 | actividad después | [Yu, 2003]
de 80 dias
Retiene 73% de la
Tir-sol-gel-SiO2 | 23.1 mA M 0.1 actividad ~ después | [Wang, 2000]
de 3 semanas
Tir-MPA-AuE | 13.9 mA M- 0.088 | 1.5x10+ 5 dias [ C‘Z?go”;””"'
Tir/GDH-Clark 6.6 mA M1 0.01 [Streffer, 2001
Tir-RVC 8.2 mA M1 0.26 20 dias [Pefia, 2001]
1300 mA M- cm2 Retiene 92% de la
Tir-HRP-SPCE ; 0.0025 actividad ~ después | [Chang, 2002]
62.3 mA M de 60 dias
Tir-GT 280 mA M1 0.09 7.76 x 10° 30 dias [Serra, 2002]
; , [Onnerfjord
— (-, -1
Tir-C-epoxy 0.794 mA M 1.0 30 dias 1995]
Tir-CPE 0.810 mA M1 15 [Wang, 1994]
Tir-Auco-CPE 23 mA M1 0.0061 5.36 x 10 2 semanas [Liu, 2003c]
) [Carralero-
. - -1 -4 ’
Tir-nAu-GCE 82 mA M 0.21 1.4 x 10 18 dias Sanz, 2005]
540 mA M1
Tir-Auco-GT 0.02 8.9 x 10°¢ 39 dias Este trabajo
7643 mA M cm?

*Expresada como pendiente del calibrado; GCE: electrodo de carbono vitrificado; PEDT:

poli(3,4-etilendioxitiofeno);

MPA:

dcido  3-mercaptopropionico;

GDH. Glucosa

deshidrogenasa; RVC: carbono wvitreo reticulado; SPCE: electrodo de carbono
serigrafiado; CPE: electrodo de pasta de carbono; GT: grafito-Teflon.
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Es de destacar como el biosensor de Tir-Aucol-GT permite conseguir una
mejora significativa en la sensibilidad para la deteccion del fenol, tal y como se
deduce del valor obtenido para la pendiente del calibrado de dicho compuesto,
que es, como minimo, un orden de magnitud mas elevada que las reportadas
para otros biosensores de tirosinasa. Es interesante senalar que el segundo
biosensor mas sensible es el de Tir-GT. Si se comparan estas configuraciones
electrodicas mas sensibles, puede deducirse que la presencia del oro coloidal en
la matriz composita es el responsable del marcado incremento que se produce

en la sensibilidad.

En cuanto al limite de deteccion, sdlo dos de los biosensores recogidos en
la Tabla poseen un valor algo inferior al obtenido con el electrodo Tir-Auco-GT
desarrollado, a pesar de poseer ambos una sensibilidad muy inferior (62.3 y 23

mA M frente a 540 mA M™1).

Por otra parte, si se comparan los valores de la constante aparente de

Michaelis-Menten calculados para cada uno de los biosensores de tirosinasa
recogidos en la Tabla, el obtenido con el biosensor Tir-Aucl-GT es

aproximadamente un orden de magnitud menor que los calculados para otras
configuraciones, lo que indica una mayor afinidad de la enzima por el sustrato
utilizando esta configuracion y, por tanto, una mayor sensibilidad. Este hecho
pone de manifiesto la existencia de una mayor cantidad de enzima activa
inmovilizada sobre la superficie electréddica, como consecuencia de la mejor

inmovilizacioén de la biomolécula sobre las nanoparticulas de oro.

Otro parametro de gran relevancia que aparece reflejado en la Tabla 11,
es el tiempo de vida 1util del biosensor. Como puede observarse, el tiempo de
vida de los distintos biosensores que aparecen en la Tabla varia mucho de unas

configuraciones a otras, siendo el biosensor de Tir-Auw-GT uno de los que
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mayor tiempo de vida util presenta. Esto puede atribuirse, por una parte, a la
posibilidad de regenerar la superficie electrodica por simple pulido y, por otra,
a la incorporacion de las nanoparticulas de oro a la matriz tridimensional que
mejora la inmovilizacion de la enzima reteniendo su actividad bioldgica [Pan,

2003].

Con el fin de verificar el efecto catalitico que ejercen las nanoparticulas
de oro en la respuesta del biosensor, se han comparado las medidas de la

intensidad de corriente en estado estacionario obtenidas empleando el
biosensor composito desarrollado (Tir-Aucl-GT), con las correspondientes al

biosensor preparado de forma andloga pero en ausencia del nanomaterial
[Serra, 2002]. En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos para tres de

los compuestos fenolicos estudiados con ambos biosensores.

Tabla 12.- Caracteristicas analiticas obtenidas para diferentes compuestos fendlicos
con los biosensores compositos de Tirosinasa en presencia y ausencia de oro

coloidal.
) Intervalo o Limite de
Biosensor Lineal (uM) Sensibilidad (mA/M) Deteccién (uM)
Fenol

Tir-Aucl-GT 0.025-4.0 540 0.02

Tir-GT 0.1-25 280 0.099
3,4-Dimetilfenol

Tir-Aucol-GT 0.05-2.0 563 0.011

Tir-GT 0.1-6 520 0.1
4-Cloro-2-Metilfenol

Tir-Aucol-GT 10-275 9 3.3

Tir-GT 50-100 3 23

Como puede apreciarse, la modificacion del biosensor composito con las

nanoparticulas de oro mejora las caracteristicas analiticas alcanzadas con el
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biosensor de Tir-GT, consiguiéndose una mayor sensibilidad y menores limites de

deteccion para la determinacidn de los diferentes compuestos fenolicos.

Una vez comprobado el efecto catalitico de las nanoparticulas de oro y
con el fin de conocer si la catdlisis afecta a la reaccion electroquimica de
reduccion de la quinona en la superficie electrddica y/o a la reaccion enzimatica
de oxidacion del catecol a quinona, se han realizado medidas de la intensidad
de corriente en estado estacionario para una disolucion de 2,4-benzoquinona 5
uM empleando un electrodo de grafito-Teflén en presencia y en ausencia de
nanoparticulas de oro. Asimismo, se han realizado medidas correspondientes a
disoluciones de fenol de concentraciéon 5 uM empleando un biosensor de
grafito-Teflon modificado con oro coloidal y sobre otro en ausencia de las
nanoparticulas metdlicas. En la Tabla 13 se recogen los valores obtenidos para

las intensidades en cada caso.

Tabla 13.- Efecto de la presencia de nanoparticulas de oro sobre la intensidad de
corriente de 2,4- benzoquinona y fenol.

ELECTRODO 2,4-BENZOQUINONA FENOL
5uM, uA 5 uM, uA
GT (0.0464 +0.002) -
Auco-GT (0.106 = 0.008) -
Tir-GT - (0.94 +0.10)
Tir-Auco-GT - (2.1+£0.3)

Como puede observarse, la intensidad de corriente en presencia de oro
coloidal es superior a la obtenida en ausencia del nanomaterial, tanto para el
electrodo de grafito-Teflén como con el biosensor de tirosinasa. La respuesta del
biosensor es aproximadamente 2.5 veces mayor con el biosensor que contiene
las nanoparticulas de oro que con el que no las contiene. Estos resultados
permiten deducir que la presencia de oro coloidal en la matriz compdsita de

grafito-Teflon es responsable del aumento tanto de la cinética de la reaccion
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enzimatica de los sustratos fenodlicos, como de la cinética de la reaccién de

reduccion electroquimica de la correspondiente o-quinona [Liu Y., 2003].

En cuanto a la aplicacion del biosensor desarrollado al andlisis de
muestras reales, la sencillez en el procedimiento de medida y el poco tiempo
requerido para el andlisis ha permitido la determinacion de compuestos
fenolicos en distintos tipos de aguas, asi como en muestras de alpechin. En
ambos casos, los resultados obtenidos se compararon con los proporcionados

por otros métodos analiticos de uso comun.

Con el fin de comprobar si la metodologia desarrollada podia ser
utilizada para proporcionar la informacion necesaria acerca del contenido de
compuestos fendlicos, se analizaron varias muestras de agua de diferentes
caracteristicas. La primera de ellas consistio en una muestra sintética preparada
en el laboratorio, que fue enriquecida con tres compuestos fenolicos diferentes,
fenol en concentracion 1 uM, 3,4-dimetilfenol 2.5 uM y 4-cloro-2-metilfenol 1
uM. Estos compuestos se eligieron debido a la distinta sensibilidad con la que
son detectados con el biosensor de tirosinasa, y por su diferente polaridad. Las
otras tres muestras de agua analizadas proceden de una refineria y han sido
tomadas en diferentes dias y en distintas etapas del proceso de purificacion. El
procedimiento llevado a cabo para la determinacion amperométrica del
contenido fendlico se describe en el apartado 11.2.6, aplicandose el método de

adiciones estandar y expresandose el indice fenélico como mol/L de fenol.

Los resultados correspondientes a las diferentes muestras se compararon
con los obtenidos al aplicar el método espectrofotométrico de la 4-
aminoantipirina. En la Tabla 14 puede observarse como el indice de fenoles
obtenido por ambos métodos para una misma muestra proporciona un valor

numérico diferente, lo que se debe a la diferente sensibilidad que presentan

137



Resultados y discusion integrada

estos métodos hacia los diferentes compuestos fendlicos. En el caso del método
espectrofotométrico, la diferencia en la respuesta se debe a que la estructura del
compuesto fendlico influye en la interaccion con la 4-aminoantipirina. Asi, por
ejemplo, compuestos fendlicos sustituidos en posicion para- como 3,4-
dimetilfenol y 4-cloro-2-metilfenol, no dan practicamente respuesta, por tener
impedida la posicion madas activa para la interaccion con el reactivo
derivatizante. Tampoco reaccionan los fenoles muy desactivados como los
cloro- o nitrofenoles muy sustituidos. Este hecho puede explicar la baja
concentracion de fenol obtenida por el método espectrofotométrico para las
muestras que contienen estos compuestos. Por otro lado, las muestras que
contienen compuestos fenodlicos con la posicion orto- sustituida presentan una
menor sensibilidad cuando se emplea el biosensor, debido, como se ha
comentado anteriormente, a que la enzima tirosinasa no responde a los

compuestos fenolicos que presentan ocupada la posicion orto-.

Tabla 14.- Estimacién del contenido de compuestso fendlicos en muestras de aguas
procedentes de una refineria.

Tir-Aucol-GT Meétodo espectrofotométrico
MUESTRA ) .
(mol L fenol) | 4-aminoantipirina (mol L fenol)
Enriquecida | (3.9 +0.4) x 10 ¢ (1.1+0.2) x 10 ©
Mi (10+2)x10° (1.5+04) x 10 °
M2 (6+1)x10°° (1.20 £ 0.04) x 10 ©
M3 (1.1+0.2) x 10 * (5.5+04)x10°

A pesar de las diferencias en los valores numéricos que se obtienen por
ambos métodos, se observa una buena correlacién (r’=0.9997) entre ambas

metodologias cuando se representan dichos valores, lo que pone de manifiesto

la aplicabilidad del biosensor desarrollado para la estimacion del contenido
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fendlico en este tipo de muestras, con la ventaja adicional de un tiempo de

analisis considerablemente menor respecto al método espectrofotométrico.

Como ya se ha comentado, el biosensor composito se ha aplicado a la
determinacién del contenido total de fenoles en muestras de alpechin. El
alpechin es un liquido negruzco originado en las almazaras como subproducto
en la obtencion del aceite de oliva, que se caracteriza por ser altamente
contaminante debido al elevado contenido de materia orgdnica (polifenoles
entre otros compuestos) y a la gran cantidad de sustancias disueltas que posee.
Su degradacion en la naturaleza o en plantas depuradoras es dificil, por lo que
su efecto medioambiental puede ser muy danino. Al tratarse de un producto
natural, su composicion no es constante, variando segtin el tipo de aceituna, la
estacion, tipo de recogida y sobre todo con el proceso industrial empleado en la

obtencion del aceite.

Con respecto a las muestras analizadas, las denominadas Martos 2 y
Martos 2 a, b y ¢ proceden de una almazara en la que la obtencion de aceite de
oliva se realiza empleando un sistema por presion, siendo el contenido de
compuestos fendlicos superior que en las muestras resultantes del empleo de un
sistema por centrifugaciéon. El resto de las muestras, Martos 1, Almendralejo
(Badajoz) y Villarejo de Salvanés (Madrid), proceden de un sistema de
extraccion por centrifugacion, de dos fases en la primera y de tres fases en las

dos tiltimas muestras.

En la Tabla 15 se muestra la estimacion del contenido fenolico de estas
muestras empleando el biosensor compdsito de tirosinasa desarrollado.
Asimismo, se muestran los resultados obtenidos con un biosensor de lacasa
preparado en el laboratorio [Mena, 2005b], asi como los proporcionados por el

método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. En todos los casos el
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contenido fendlico se expresa como g/L de acido cafeico. Cada uno de los
valores corresponden al valor medio de 5 determinaciones de cada una de las

muestras, indicandose el intervalo de confianza para un nivel de significacion

de 0.05.

Tabla 15.- Estimacion del contenido de compuestos fendlicos en alpechin

BIOSENSOR METODO
L1 dc. Cafeico ESPECTROFOTOMETRICO
MUESTRA ® feico) FOLIN- CIOCALTEAU
Tir-Auco-GT Lac-NSTP-AuE (g L1 dc. Cufeico)
Badajoz 0.255+0.002 | 0.063 +0.008 0.270+0.009
Martos 1 0.416 +0.002 0.13+£0.01 0.352 + 0.005
Martos 2 3.5+0.7 1.7+0.2 72+05
Villarejo 0.22 £0.03 0.083+0.005 0.58 +£0.02
Martos 2a 1.5+0.1 0.77 £0.04 3.6+0.2
Martos 2b 1.7+0.3 0.56 + 0.07 24+0.2
Martos 2¢ 0.7+0.1 0.50 +0.03 1.8+0.1

El empleo del biosensor de tirosinasa desarrollado implica la medida de
la corriente tras adicionar una alicuota de la muestra a 10 mL de disolucion
reguladora de fosfato 0.1 M de pH 7.4 aplicando un potencial de medida de -0.1
V. En el caso del biosensor de lacasa se empleo6 regulador citrato 0.1 M de pH

5.0 aplicandose un potencial de 0.0 V [Mena, 2005b]. En ambos casos se aplicé el

método de adiciones estandar.

En la Figura 23 se muestra la representacion grafica correspondiente a los

resultados obtenidos utilizando ambos biosensores.
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Lac-NSTP-AuE (g/L ac. cafeico)

v —— —— T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Tir-Au_-GT (g/L ac. cafeico)

Figura 23.- Correlacion entre los resultados obtenidos para la estimacion del contenido
de compuestos fendlicos en muestras de alpechin empleando los biosensores

de Tir-Auco-GT y de Lac-NSTP-AuE.

Se observa una correlacion aceptable empleando ambos tipos de
biosensores, obteniéndose una ordenada en el origen que incluye el cero, lo que
indica la no existencia de errores sistematicos. Sin embargo, el valor de la
pendiente, 0.44 + 0.04, difiere significativamente de la unidad. Esto se debe
principalmente a la distinta sensibilidad que presentan los biosensores
enzimaticos empleados, por los diferentes compuestos fenolicos. De hecho, hay
que tener en cuenta que la Tirosinasa presenta una especificidad limitada a
compuestos monofenodlicos y catecoles con una posicion orto- del anillo
aromatico libre o bien ocupada por un grupo -OH. Ademds, no muestra
actividad para la oxidacion de los para- y los meta- bencenodioles ni sus
derivados sustituidos, ni para los clorofenoles multisustituidos y nitrofenoles.
Sin embargo, el biosensor de Lacasa presenta una mayor sensibilidad para
compuestos fenodlicos sustituidos por grupos dadores de electrones y grupos

con dobles enlaces conjugados como es el caso del acido cafeico. Este hecho
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justifica el valor de la pendiente obtenida cuando se comparan los resultados

obtenidos con ambos biosensores.

Por otra parte en la Figura 24 se representan los valores obtenidos con el
biosensor composito de tirosinasa desarrollado frente a los resultados

proporcionados por el método de Folin-Ciocalteau.

Tir-Au_-GT (g/L ac. cafeico)

00 T T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Folin-Ciocalteau (g/L ac. cafeico)

Figura 24.- Correlacion entre los resultados obtenidos para la estimacion del contenido
de compuestos fenolicos en muestras de alpechin empleando el biosensor

Tir-Auco-GT y el método espectofotométrico de Folin-Ciocalteau.

Como puede observarse, no existen errores sistematicos dado que la
ordenada de la recta pasa por el origen de coordenadas. En cuanto a la
pendiente, su valor diferente de la unidad (0.54 + 0.09) es, de nuevo,
consecuencia de la distinta sensibilidad existente entre ambas metodologias.

Finalmente cabe destacar la buena correlacion (r=0.996) entre el biosensor
de tirosinasa y el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, lo que pone

de manifiesto la aplicabilidad del método desarrollado.
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II1.1.3. COMPARACION DE LOS BIOSENSORES Tir-nAu-GCE Y Tir-Aucol-

GT

En esta Memoria se han preparado dos biosensores basados en la enzima
tirosinasa para la determinacion de compuestos fenodlicos en diferentes tipos de
muestras. Como ya se ha comentado, en cada uno de ellos se ha empleado un
procedimiento diferente de inmovilizacion de las nanoparticulas de oro
dependiendo de la matriz electrédica empleada, que presentan algunas ventajas

asi como también algunos inconvenientes.

En cuanto al biosensor de tirosinasa que utiliza un electrodo de carbono
vitrificado, la incorporacion de las nanoparticulas de oro en la superficie
electrédica se ha llevado a cabo mediante electrodeposicion. Este procedimiento
de modificacion de la superficie con el nanomaterial resulta ser bastante simple
y rapido, comparado con otros procedimientos que requieren la preparacion de
una disolucion de oro coloidal, en los que las nanoparticulas metdlicas forman
parte de la matriz electrodica o bien se adsorben sobre su superficie tras
sumergir el electrodo durante un periodo de tiempo, siempre superior al
necesario en la electrodeposicion. Una de las principales ventajas que presenta
este procedimiento de modificacion es que basta con fijar el potencial y el
tiempo necesario de aplicacion para controlar el tamafno deseado de las
nanoparticulas, obteniéndose resultados muy reproducibles. La principal
desventaja frente al biosensor de tirosinasa basado en la inclusion de las
nanoparticulas de oro junto con la enzima en el interior de la matriz electrddica
es un menor tiempo de vida util, ademas de no existir la posibilidad de

regenerar la superficie electrodica por simple pulido.

A continuaciéon se comparan las caracteristicas analiticas para la

detecciéon de dos compuestos fenolico, fenol y catecol, empleando los dos
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biosensores desarrollados en esta Memoria. La eleccion de estos dos
compuestos se debe a que son los mas empleados en la realizacion de los
diferentes estudios de optimizacion. En la Tabla 16 se recogen el intervalo lineal,

la pendiente del calibrado, asi como los limites de deteccion obtenidos en cada

caso.

Tabla 16-. Comparacion de las caracteristicas analiticas para la deteccion
amperométrica de fenol y de catecol empleando los biosensores
desarrollados.

ELECTRODO Tir-nAu-GCE | Tir-Auc-GT
Fenol

Intervalo lineal, uM 1-40 0.025-4.0

Sensibilidad, A/ M 0.082 0.540
Limite de deteccion, uM 0.21 0.020

Catecol

Intervalo lineal, uM 0.5-50 0.010 - 8.0

Sensibilidad, A/ M 0.107 0.746
Limite de deteccion, uM 0.15 0.003

Los resultados obtenidos, tanto para el fenol como para el catecol,
empleando el biosensor compodsito revelan una mayor sensibilidad que la
obtenida con el biosensor basado en el electrodo de carbono vitrificado
modificado con nanoparticulas electrodepositadas. Esta alta sensibilidad se
debe fundamentalmente a dos factores. Por un lado, a la rdpida cinética de la
reaccion enzimatica, obteniéndose con el biosensor composito valores de la
constante de Michaelis-Menten un orden de magnitud menor que con el
biosensor que emplea el electrodo de carbono vitrificado. Esta cinética

enzimatica mas rapida lo es también cuando se compara el biosensor
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compdsito, con otros disefios de biosensores encontrados en la bibliografia,
como ya se ha comentado. Por otro lado, la presencia del oro coloidal en la
matriz composita aumenta también la cinética de la reaccion de reduccion
electroquimica de la correspondiente o-quinona. En cuanto a los limites de
deteccion obtenidos con el biosensor composito éstos son, como minimo, un
orden de magnitud inferior que los alcanzados con el biosensor basado en el
empleo del electrodo de carbono vitrificado modificado con nanoparticulas

electrodepositadas.

Finalmente destacar que ambos biosensores presentan una elevada
estabilidad operacional, asi como proporcionan una excelente repetibilidad de

las medidas y una elevada reproducibilidad en su fabricacion.

Todas estas caracteristicas operacionales favorables han permitido
aplicar ambos biosensores a la determinacion de compuestos fenolicos en

muestras reales con resultados satisfactorios.
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II1.2. DESARROLLO DE INMUNOSENSORES BASADOS EN
SUPERFICIES COMPOSITAS NANOESTRUCTURADAS

El empleo de inmunosensores electroquimicos como herramienta
analitica constituye una excelente alternativa para el analisis de alimentos,
clinico y medioambiental. El empleo de anticuerpos proporciona la
especificidad necesaria para este tipo de analisis, mientras que el procedimiento
de medida electroquimica permite una alta sensibilidad en la deteccion y un

bajo coste de la instrumentacién y en la fabricacion de los biosensores.

En este trabajo se ha hecho uso de un electrodo composito de grafito y
Teflon estructurado con nanoparticulas de oro, Aucol-grafito-Teflon, como

matriz electrodica para la preparacion de diferentes inmunosensores. De esta
forma se combinan las ventajas conocidas del empleo de un electrodo
composito y la incorporacién de nanoparticulas de oro en la matriz para la
inmovilizacion de las biomoléculas, proporcionando unas excelentes

caracteristicas, de sensibilidad, selectividad y de estabilidad operacional.

Se han preparado tres inmunosensores haciendo uso de electrodos
compdsitos de grafito-Teflon modificados con nanoparticulas de oro, dos de
ellos para la determinacion de progesterona y uno para la determinacion de
inmunoglobulina G, habiéndose aplicado al andlisis de leche y suero,

respectivamente.
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I11.2.1. INMUNOSENSORES COMPOSITOS PARA LA DETERMINACION
DE PROGESTERONA

La importancia del desarrollo de dispositivos que permitan obtener bajos
limites de deteccion para la monitorizacion diaria de progesterona en leche se
debe principalmente al gran interés existente en la prediccion de los periodos
de fertilidad de las vacas, ya que tras la ovulacion los niveles de progesterona
decaen bruscamente a concentraciones comprendidas entre 1 y 5 ng mL. La
necesidad de mejorar los métodos existentes implica la disminuciéon de los
limites de deteccion, asi como el aumento de la sensibilidad. Con el fin de
alcanzar estos objetivos, se han desarrollado dos inmunosensores

electroquimicos para la determinacion de esta hormona, uno de ellos basado en

el empleo del electrodo compdsito Aucol-grafito-Teflon y el otro en la utilizacion

de un biosensor de Tir-Aucol-grafito-Teflon como transductor amperométrico.

A continuacion se comentan los aspectos que se han considerado mads
relevantes de cada uno de estos inmunosensores, asi como los resultados de
algunos otros estudios que no aparecen recogidos en las publicaciones

correspondientes.

I11.2.1.1. INMUNOSENSOR BASADO EN EL EMPLEO DE UN ELECTRODO
COMPOSITO DE  GRAFITO-TEFLON  MODIFICADO CON
NANOPARTICULAS DE ORO

I11.2.1.1.1. Estudio de la oxidacion electroquimica del naftol sobre
electrodos de grafito-Teflon y grafito-Teflon modificado con

nanoparticulas de oro

El naftilfosfato fue escogido como sustrato de la enzima fosfatasa alcalina
empleada en el marcaje de los anticuerpos utilizados en el desarrollo del

inmunosensor de progesterona. Dado que el producto de la reaccion enzimatica
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es el naftol, se considerd6 conveniente realizar estudios sobre la oxidacion

electroquimica del naftol sobre las superficies electrédicas empleadas.

Con objeto de comprobar el efecto catalitico que ejercen las
nanoparticulas de oro sobre la oxidacion de dicho compuesto, se evaluo la
influencia de la velocidad de barrido de potencial sobre la intensidad y el
potencial de pico mediante voltamperometria ciclica empleando un electrodo
de grafito-Teflon modificado con nanoparticulas de oro. Con fines
comparativos, se llevd a cabo el mismo estudio sobre un electrodo sin modificar

con el nanomaterial.

En la Figura 24 se muestran los voltamperogramas ciclicos a diferentes
velocidades de barrido para una disolucion de naftol 5 x 10 * M en medio

dietanolamina 0.1 M de pH 10.0 sobre ambas superficies electrodicas.

@) (b)

|10HA | 10 ua

030201 0 0102 03 04 05 06 03-02-01 0 01 02 03 04 05 06
E/V E/V

Figura 24.- Voltamperogramas ciclicos para una disolucion de naftol 5 x 10% M en
medio DEA 0.1 M de pH 10.0, sobre un electrodo de grafito-Teflon (a) y

un electrodo de Aucol-grafito-Teflon (b) a diferentes velocidades de barrido,
—5, —20, — 50, —100, —200, —300 mV7s.

Como puede observarse, el potencial de pico aumenta ligeramente a

medida que aumenta la velocidad de barrido de potencial sobre ambos
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electrodos. Ademas, sobre el electrodo modificado con nanoparticulas de oro
los picos de oxidacion del naftol son mas estrechos y aparecen a potenciales
menos positivos que en ausencia del nanomaterial, lo que se atribuye al efecto
catalitico que ejercen las nanoparticulas de oro en la oxidacion del compuesto

fenolico.

Asimismo, se aprecia un aumento de la intensidad de pico con la
velocidad de barrido, siendo superior para el electrodo de grafito-Teflon
modificado con nanoparticulas de oro, atribuible igualmente al efecto catalitico

que ejercen las nanoparticulas del metal.

En la Figura 25 se muestran las representaciones del logaritmo de la
intensidad de pico frente al logaritmo de la velocidad de barrido para ambas
superficies electrodicas, observandose un ajuste lineal en ambos casos. Cuando
se empled un electrodo de grafito-Teflon modificado con nanoparticulas de oro
la pendiente de la recta obtenida fue de 0.67, lo que indica que se trata de un
sistema que no esta totalmente controlado por difusion, sino que presenta una
cierta componente catalitica. Por otro lado, cuando se trabaj6 con un electrodo
de grafito-Teflon se obtuvo un valor de la pendiente de la recta muy proxima a

0.5, lo que indica que en este caso el proceso si esta controlado por difusion.
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Figura 26.- Representacion del logaritmo de la intensidad de corriente frente al
logaritmo de la velocidad de barrido para una disolucion de naftol 5 x 10

M empleando un electrodo de grafito-Teflon (o) y Aucol-grafito-Teflon(e).

Otros parametros calculados empleando estas superficies electrodicas han

sido los coeficientes de difusién del naftol y el coeficiente de transferencia de carga.

Los valores obtenidos para los coeficientes de difusion del naftol calculados

mediante cronoamperometria (apartado 11.2.4.) son 3.87 x 10¢ cm?/s y 2.75 x 10 ©

cm?/s para los electrodos de grafito Teflon y de Aucol-grafito-Tefléon
respectivamente. Como era de esperar, los coeficientes de difusion del naftol
obtenidos son muy similares para ambos electrodos dada la ausencia de
especies bloqueantes sobre la superficie que pudiera dificultar el acceso del

compuesto fenolico al electrodo.

El valor de ana, calculado mediante las correspondientes pendientes de
Tafel, es de 0.53 y 0.45 para el electrodo de grafito-Teflon y de grafito-Teflon
modificado con nanoparticulas de oro, respectivamente. Estos valores,
proximos a 0.5, indican que se intercambia un unico electrén en la etapa
limitante de la velocidad. En el caso del electrodo de grafito-Teflon, como ya se

ha demostrado anteriormente, el proceso de transferencia electronica esta
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controlado por difusion, por lo que dicho pardmetro también puede calcularse a
partir de la pendiente de la representacion de la intensidad de corriente frente a
la raiz cuadrada de la velocidad de barrido 6 a partir de la diferencia entre los

potenciales de pico y semipico correspondientes a la oxidacion del naftol,
obteniéndose unos valores de oana de 049 y 041 por ambos métodos

respectivamente, proximos al valor de 0.53 obtenido a partir de la pendiente de

Tafel.

I11.2.1.1.2. Aspectos mas relevantes del inmunosensor basado en un

electrodo Aucol-grafito-Teflon

El inmunosensor de progesterona desarrollado hace uso de una matriz
compdsita modificada con nanoparticulas de oro (Aucol-grafito-Teflon) sobre la

que se inmoviliza directamente el anticuerpo, anti-Progesterona. El empleo de
nanoparticulas de oro como modificador de la superficie electrodica
proporciona una serie de ventajas para el desarrollo de este tipo de dispositivos.
Por un lado, permite la inmovilizaciéon directa de los anticuerpos sin necesidad
de efectuar ningn tipo de reacciéon quimica, manteniéndose la actividad
biologica de la biomolécula, y por otro, el efecto catalitico que ejerce sobre la
oxidacion electroquimica del naftol permite aplicar un potencial de deteccion
menor que en ausencia de nanoparticulas de oro, con lo que se minimizan

posibles interferencias.

Con fines comparativos, y para corroborar las ventajas del empleo de las
nanoparticulas de oro, se prepard un inmunosensor construido de forma
andloga pero en ausencia del nanomaterial. En este caso se observo un
decrecimiento paulatino de la respuesta amperométrica atribuido a una
deficiente inmovilizacion del anticuerpo sobre la superficie electrodica dando
lugar a una respuesta menos estable. Este hecho pone de manifiesto la ventaja

ya conocida del empleo de este nanomaterial para llevar a cabo la
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inmovilizacion de moléculas biologicas. Ademds, en ausencia de las
nanoparticulas de oro se comprobd que, para una misma concentracién de
progesterona, la respuesta del inmunosensor era menor, dando lugar a una

disminucion en la sensibilidad.

En cuanto a los resultados alcanzados con el inmunosensor desarrollado,
es importante resaltar la buena linealidad obtenida para bajas concentraciones
de progesterona y la alta sensibilidad alcanzada con respecto a otros
inmunosensores de progesterona encontrados en la bibliografia, citando como
ejemplo el basado en el empleo de un electrodo serigrafiado de carbono [Xu F.,
2005]. En muchos de los dispositivos la determinacion de progesterona a bajas
concentraciones se ve dificultada por el denominado efecto hook, no
pudiéndose apreciar diferencias en la respuesta correspondiente a bajas
concentraciones progesterona. Por otra parte, es de destacar que la sensibilidad
obtenida con el inmunosensor composito presentado en este trabajo es tres
veces superior a la del inmunosensor serigrafiado. Por ultimo, la buena
repetibilidad de las medidas y la aceptable reproducibilidad en la fabricacion
del inmunosensor permite detectar pequefios cambios de concentracién de

progesterona a niveles fisiologicos relacionados con los controles de fertilidad.

El inmunosensor desarrollado se ha utilizado para la determinacion de
progesterona en leche. El procedimiento experimental llevado a cabo fue
extremadamente sencillo, consistente unicamente en diluir la muestra
enriquecida con la concentracidon de progesterona adecuada, hasta un volumen
final de 1000 uL con la disolucién reguladora. Para realizar el inmunoensayo, 3
puL de la muestra diluida se mezclan con 5 uL de progesterona marcada con
fosfatasa alcalina y se depositan sobre la superficie del inmunosensor. Tras
dejar secar la superficie durante dos horas a temperatura ambiente, se realiza el

Inmunoensayo.
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La existencia de efecto matriz debido probablemente a la presencia de
sustancias como proteinas, grasas, etc., que ensucian la superficie del

inmunosensor, hizo necesario realizar un calibrado en leche. Como era de

esperar, el intervalo de concentraciones util fue menor, de 0 a 15 ng mL",

siendo también menor la pendiente del calibrado de -0.9 nA ng' mL. No
obstante, dicho intervalo de concentracion es suficiente para determinar
progesterona en leche a las concentraciones requeridas para llevar a cabo el
seguimiento de los periodos de fertilidad de las vacas necesario para su

posterior fecundacion.
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111.2.1.2. INMUNOSENSOR BASADO EN UNA SUPERFICIE DE GRAFITO-
TEFLON MODIFICADA CON NANOPARTICULAS DE ORO Y
TIROSINASA

Una alternativa al método de deteccion de la interaccion antigeno-
anticuerpo descrito anteriormente para la determinacion de progesterona, es el
empleo como transductor electroquimico de un biosensor composito de
tirosinasa modificado con nanoparticulas de oro (Tir-Aucol-grafito-Teflon). La
incorporacion de dicha enzima en la matriz tridimensional permite la oxidacion
catalitica del fenol generado en la reaccion enzimatica de la fosfatasa alcalina a
la correspondiente quinona, cuya reduccion electroquimica puede
monitorizarse sobre la superficie electrddica. Este nuevo disefio del
inmunosensor produce ademas de una amplificacion de la respuesta, una

disminucion del potencial de deteccion.

A continuacion se comentan algunos aspectos relacionados con la
preparacién del inmunosensor, como es el seguimiento de cada una de las
etapas de modificacidon de la superficie electrodica mediante espectroscopia de

impedancia electroquimica, asi como otros aspectos relevantes de su desarrollo.

I11.2.1.2.1. Caracterizacion de las superficies electrodicas mediante

espectroscopia de impedancia electroquimica

Se registraron los espectros de impedancia electroquimica
correspondientes a cada una de las etapas implicadas en la preparacion del
inmunosensor, asi como los correspondientes a la superficie electrodica tras la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo. Asimismo, con fines comparativos
se han obtenido los diagramas de Nyquist correspondientes a las mismas etapas

en ausencia de nanoparticulas de oro en la matriz comp0sita.

En la Figura 27 se muestran los espectros de impedancia electroquimica

obtenidos para ambos casos.
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Figura 27.- Espectros de impendacia electroquimica para los inmunosensores de anti-
Prog-grafito-Teflon (a) y anti-Prog-Auci-grafito-Teflon (b). (e) biosensor,

() + anti-progesterona, () + BSA, (

) + progesterona 50 ng mL7, (e) +

progesterona-AP. Medidas realizadas en medio Ks(Fe (CN)s] / K«(Fe(CN)s

5 Mm en KCI1 0.1 M.

Como puede observarse, a medida que se van incorporando diferentes

biomoléculas a la superficie electrodica, va aumentando el didmetro del

semicirculo que aparece en la zona de altas frecuencias del diagrama de

Nyquist. Ello se debe a una dificultad creciente en el proceso de transferencia

de carga debido a un bloqueo cada vez mayor de la superficie electrédica. Estas

experiencias ponen de manifiesto que se produce la inmovilizacion del

anticuerpo sobre ambas superficies electrodicas, asi como la reaccién de

interaccion antigeno-anticuerpo que tiene lugar.

En la Tabla 16 se recogen los valores de la resistencia a la transferencia de

carga correspondientes a los diagramas de Nyquist de la Figura 27.
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Tabla 16.- Comparacion de la resistencia a la transferencia de carga en las diferentes
etapas de modificacion de los inmunosensores con ambas superficies

electrodicas.
Superficie | Bioelectrodos | + anti-prog + BSA +Prog + Prog-AP
sensora 50 ng/mL
Ret(Tir-Au co-GT), | (1045 +95) (1215 +60) | (1280 +110) | (1555 +100) | (1770 +160)
02
Ret (Tir -GT), 2 (1500 + 80) (1615 + (1950 +£70) | (2185+90) | (2435+90)
200)

Por otro lado, estos resultados confirman nuevamente que el empleo de

electrodos modificados con nanoparticulas de oro favorece la transferencia
electronica, obteniéndose en todos los casos un menor valor de la Rct. Estos
resultados son coherentes con los obtenidos mediante amperometria, donde se

obtiene una importante mejora de la sensibilidad cuando se incorpora el

nanomaterial a la matriz.

111.2.1.2.2. Aspectos mas relevantes del inmunosensor basado en un electrodo

Tir-Aucol-grafito-Teflon

El hecho de emplear el biosensor de tirosinasa como transductor para
monitorizar electroquimicamente la reaccion antigeno-anticuerpo ha permitido
emplear un potencial de deteccion tan bajo como -0.1 V. Ademas, se ha
demostrado que la presencia de las nanoparticulas de oro en la matriz
electrodica origina un aumento de la cinética de la reaccion enzimatica de
oxidacion del compuesto fendlico, asi como de la reaccion de reduccion de la
quinona sobre la superficie del electrodo, dando lugar a un aumento

considerable de la sensibilidad.

Para el disefio del nuevo inmunosensor de progesterona se optimizaron

cada una de las etapas implicadas en su preparacidn, asi como las variables
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experimentales que estan implicadas en el inmunoensayo competitivo

secuencial propuesto.

Es de destacar la eleccion de fenilfosfato como sustrato de la fosfatasa
alcalina en lugar de naftilfosfato, debido a que la oxidacion del naftol por accion
de la tirosinasa para dar origen a la quinona correspondiente no es favorable;
no observandose sefial de reduccion sobre la superficie electrédica para valores

de potencial comprendidos entre 0 y -0.2 V.

Otra variable importante es el pH del medio, ya que su valor influye de
manera decisiva en la actividad de las enzimas empleadas, asi como en la
reaccion electrodica. Ademas, el pH optimo de las enzimas fosfatasa alcalina y
tirosinasa no es el mismo, siendo basico para la primera y neutro o ligeramente
acido para la segunda. Las medidas amperométricas con el inmunosensor
bienzimatico a diferentes pHs permiten obtener una mayor sensibilidad a pH 7,
lo que sugiere que la reaccidon catalizada por la enzima tirosinasa condiciona
mas la respuesta de corriente obtenida que la reaccion de hidrolisis del sustrato

de la fosfatasa alcalina.

Al igual que para el disefio anterior del inmunosensor, se compar6 la
respuesta amperométrica obtenida con este nuevo disenio, con la proporcionada
por un inmunosensor preparado en idénticas condiciones pero en ausencia de
nanoparticulas de oro en la matriz electrddica. En este tiltimo caso, se observo
que la inmovilizaciéon del anticuerpo, anti-progesterona, sobre la superficie del
electrodo es menos estable, ya que la respuesta decae un 25 % hasta su
estabilizacién con respecto a la primera medida. Ademads la intensidad de
corriente es un 58% menor que la obtenida con el inmunosensor en presencia de

las nanoparticulas de oro.

A modo de ejemplo en la Figura 28 se muestran los amperogramas

obtenidos para una concentracién de 10 ng mL! de progesterona empleando el
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inmunosensor construido con de las nanoparticulas de oro, asi como en

ausencia de las mismas una vez alcanzada la estabilizacion de la senal.

@ e

=

Figura 28.-Amperogramas obtenidos para una concentracién de 10 ng mL?l de
Progesterona empleando como transductores un biosensor de Tir-grafito-

Teflon (a) y un biosensor Tir-Aucol-grafito-Teflon (b).

Por otra parte, los graficos de control construidos para ambos
inmunosensores (Fig. 29) muestran como el tiempo de vida util es mayor

cuando el transductor es el biosensor modificado con el nanomaterial.
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Figura 29.- Grificos de control para los inmunosensores construidos empleando como
transductores un biosensor de (a) Tir- GT y (b) Tir- Auco-GT, para la
determinacion de progesterona 10 ng mL! en medio TRIS 0.1 M de pH 7.0
yMgCl2 1 mM. Ex=-0.1V
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El inmunosensor desarrollado permite la obtencion de calibrados lineales

hasta una concentracién de 50 ng mL, siendo el limite de deteccion de 0.43 ng

mL1,

En cuanto a su aplicabilidad, hay que destacar que el inmunosensor
desarrollado ha permitido llevar a cabo la determinacion de progesterona en
muestras de leche entera sin necesidad de realizar ningn pretratamiento a la
muestra. La existencia de efecto matriz hace necesario realizar un calibrado

para progesterona empleando leche como matriz.

Es de destacar, la buena linealidad obtenida para bajas concentraciones
de progesterona, a diferencia de los resultados obtenidos empleando otros
disefios del inmunosensor encontrados en la bibliografia, los cuales, presentan
una curvatura a bajas concentraciones (efecto hook) [Xu Y.F., 2005]. Asimismo
cabe resaltar el aumento de sensibilidad observado respecto del mismo

dispositivo en ausencia de nanoparticulas del metal.

II1.2.1.3. COMPARACION DE LOS INMUNOSENSORES BASADOS EN UNA

SUPERFICIE ELECTRODICA Auc-GRAFITO-TEFLON Y Tir-Auco-GRAFITO-

TEFLON

En esta Memoria se han preparado dos inmunosensores que hacen uso
de una matriz compdsita de grafito-Teflon modificada con oro coloidal como
transductor electroquimico para la determinacion de progesterona. Los
resultados demuestran que ambos disefios resultan adecuados para Ia
determinacién de esta hormona en leche. Como ya se ha comentado, la
incorporacion de las nanoparticulas metdlicas a la matriz electrodica
proporciona notables ventajas resultantes en aumento de la sensibilidad,
menores limites de deteccién, asi como en la obtencion de una superficie
adecuada para la inmovilizacion de biomoléculas sin pérdidas de su

bioactividad.
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En cuanto al segundo inmunosensor desarrollado, destacar que la
incorporacion de Tirosinasa a la matriz compdsita ha dado lugar a un nuevo
disefio de inmunosensor con una mayor sensibilidad y mejores limites de
deteccion. Ademas, el potencial de deteccion disminuye de +0.3 V a -0.1V, lo

que conduce a un aumento de la selectividad en la determinacion.

A modo de comparacion se recogen en la Tabla 18 las caracteristicas

analiticas obtenidas para ambos inmunosensores.

Tabla 18.- Comparacion de las caracteristicas analiticas de ambos biosensores para la
determinacion de progesterona.

Inmunosensor anti-prog-Tir-Aucol-GT | anti-prog-Aucol-GT
Intervalo lineal, ng/mL 0-40 0-50
Sensibilidad, nA mL/ ng (-82.3 £0.4) (-1.197 + 0.008)
Coeficiente de correlacion 0.995 0.98

Limite de deteccion, ng/mL 0.37 0.84

Como puede observarse, el empleo del biosensor como transductor
amperométrico produce un aumento de la sensibilidad de aproximadamente un
80%, asi como una disminucion del limite de deteccion obtenido, de 0.84 ng mL-

! en ausencia de tirosinasa, a 0.37 ng mL" en presencia de la misma.
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I11.2.2. INMUNOSENSOR COMPOSITO PARA LA DETERMINACION DE
INMUNOGLOBULINA G

El empleo de matrices compdsitas de grafito-Teflon modificadas con oro
coloidal y tirosinasa, ha demostrado ser una herramienta muy util para el
desarrollo de inmunosensores, reuniendo las propiedades iddneas para la
monitorizacion de la reaccidon antigeno-anticuerpo. Entre ellas cabe destacar, la
capacidad de mantener la actividad bioldgica de las biomoléculas
inmovilizadas, asi como facilitar los sitios de biorreconocimiento de manera que

la superficie proporcione un reconocimiento rapido y eficaz.

Este hecho se ha aprovechado para llevar a cabo el desarrollo de un
inmunosensor basado en un ensayo tipo sandwich para la determinacion de
inmunoglobulina G habiéndose aplicado a la determinacion de dicho analito en
suero. La importancia de la determinacién de este tipo de inmunoglobulinas se
debe, por un lado, a que se trata de la tnica inmunoglobulina capaz de
atravesar la placenta y, por otro, a que las reacciones alérgicas que no se
manifiestan de manera inmediata tras la ingesta del alimento, son mediadas por

esta inmunoglobulina.

A continuacién se comentan los aspectos mas relevantes del inmunosensor

desarrollado.

II1.2.2.1.  Aspectos mds relevantes del inmunosensor basado en un

biosensor Tir-Aucol-grafito-Teflon como transductor

El empleo del biosensor compdsito modificado con nanoparticulas de oro
para la determinacion de inmunoglobulina G presenta excelentes caracteristicas
analiticas, en cuanto a sensibilidad y estabilidad, comparado con otros

inmunosensores encontrados en la bibliografia.
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Por un lado, la presencia del nanomaterial permite una inmovilizacion
mas eficiente las moléculas bioldgicas, manteniendo su bioactividad, y por
otro, la incorporacion de la tirosinasa en la matriz compdsita permite llevar a
cabo la deteccion amperométrica a un valor del potencial de -0.1 V para la
determinacién de la inmunoglobulina, lo que implica minimizar posibles

interferencias electroquimicas.

La modificaciéon de la superficie electrodica con Proteina A constituye una

etapa crucial en el desarrollo del inmunosensor, ya que esta proteina posee una
alta afinidad por los aminoacidos de la regién Fc de las inmunoglobulinas,

consiguiéndose, de este modo, una perfecta orientacion del anticuerpo

facilitando posteriormente el inmunoensayo. La union de la proteina A con la
region Fc de la inmunoglobulina implica la formacion de enlaces no covalentes,

tales como puentes de hidrdgeno, interacciones electrostaticas, interacciones
hidrofdbicas y fuerzas de Van der Waals. Estos enlaces son débiles si se
consideran por separado, sin embargo la totalidad de las interacciones
producen una energia de unidon que equivale o supera a un enlace covalente.
Esta proteina ha sido empleada en otras configuraciones electrodicas
encontradas en la bibliografia para la inmovilizacion de inmunoglobulinas,
consiguiéndose igualmente una perfecta orientacion del anticuerpo [Zacco,

2004].

En este caso el inmunoensayo realizado es de tipo sandwich, donde el
primer anticuerpo (anti-inmunoglobulina G) se inmoviliza sobre la superficie
solida previamente modificada con proteina A. El anticuerpo secundario,
conjugado con la fosfatasa alcalina, se une al antigeno (inmunoglobulina G) tras
una etapa de incubacidn, quedando el analito, de este modo, entre los dos
anticuerpos. A la hora de llevar a cabo el inmunoensayo es necesario tener en

cuenta que ambos anticuerpos han de estar en exceso; el primero de ellos para
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permitir una adsorcion completa del antigeno y el segundo, para asegurar la

marcacion completa del inmunocomplejo.

Mediante espectroscopia de impedancia electroquimica se realizo un
seguimiento del desarrollo del inmunosensor, asi como del inmunoensayo,
observandose un aumento de la resistencia a la transferencia de carga a medida
que se va modificando la superficie electrédica como consecuencia de un mayor

bloqueo de la misma.

Con fines comparativos se llevo a cabo la preparacion de otro
inmunosensor de inmunoglobulina G, siguiendo el mismo procedimiento
experimental, pero sin utilizar proteina A. En este caso, y como era de esperar,
se obtuvieron peores resultados que con el inmunosensor disenado con
proteina A ya que no se consigue la orientaciéon adecuada de la anti-
inmunoglobulina, dificultdndose la posterior interaccion antigeno-anticuerpo.
Asi, se obtuvo una desviacion estandar relativa del 14.3% (n=5) para las
medidas realizadas con inmunosensores sin proteina A, mientras que en
presencia de dicha proteina el valor de RSD fue del 4.8% (n=5), lo que pone de
manifiesto una mayor reproducibilidad con los inmunosensores construidos

con electrodos modificados con proteina A.

De forma andloga, se preparo un inmunosensor sin nanoparticulas de oro,
comprobandose como la presencia del oro coloidal permite una mejor
inmovilizaciéon del material proteico, obteniéndose, ademds de mejores
caracteristicas analiticas, una mayor estabilidad del inmunosensor. En la Tabla

19 se muestran los resultados obtenidos con ambas configuraciones.
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Tabla 19.- Comparacion de las caracteristicas analiticas de ambos biosensores para la
determinacion de inmunoglobulina G.

Inmunosensor anti-IgG-Tir-Aucol-GT | anti-IgG-Tir-GT
Intervalo lineal, ng/mL 5-100 10-65
Sensibilidad, nA mL/ ng (11.8 £0.5) (4.6 £0.4)
Coeficiente de correlacion 0.992 0.990
Limite de deteccion, ng/mL 2.6 4.1

Tiempo de vida 1til, dias 16 5

Por tanto, se empleo el biosensor Tir-Aucol-grafito-Teflon como superficie

electrodica para el desarrollo del inmunosensor, modificAndose dicha superficie
con proteina A para la posterior inmovilizacion del anticuerpo. Una vez
realizado el inmunoensayo se llevo a cabo la determinaciéon de IgG en muestras
de suero previamente enriquecidas, asi como en una muestra de suero

certificada siguiendo los procedimientos descritos en el apartado 11.4.3.

En cuanto a la determinacién de IgG en muestras de suero certificado fue
necesario llevar a cabo una dilucion 1:1000 de la muestra, debido al alto
contenido de inmunoglobulina presente en el suero (3118 mg dL? de IgG). En
ambos casos se obtuvieron resultados satisfactorios, obteniéndose en el caso del
suero enriquecido una recuperacion de (104 = 6) % y del (103£3) % para la

muestracertificada.
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Abstract

The preparation of a tyrosinase biosensor based on the immobilization of the enzyme onto a glassy carbon electrode modified with
electrodeposited gold nanoparticles (Tyr-nAu-GCE) is reported. The enzyme immobilized by cross-linking with glutaraldehyde retains a
high tioactivity on this electrode matenial. Under the optimized working vaniables (2 Au electrodeposition potential of —200mV for 605, an
enzyme loading of 457U, a detection potential of —0.10V and a 0.1 mol =" phosphate buffer solution of pH 7.4 as working medium) the
biosensor exhibited a rapid response to the changes in the substrate concentration for all the phenolic compounds tested: phenol, catechol,
caffeic acid, chlorogenic acid, gallic acid and protocatechualdehyde. AR.S.D. of 3.6% (n=0) was obtamed from the slope values of successive
calibration plots for catechol with the same Tyr-nAu-GCE with no need to apply a cleaning procedure to the biosensor. The useful lifetime
of one single biosensor was of at least 18 days, and a R.5.D. of 4 8% was obtaned for the slope values of catechol calibration plots obtained
with five different biosensors. The kinetic constants and the analytical characteristics were calculated for all the phenolic compounds tested.
The Tyr-nAu-GCE was applied for the estimation of the phenolic compounds content in red and white wines. A good correlation of the results
(r=0.990) was found when they were plotted versus those obtained by using the spectrophotometric method involving the Folin—Ciocaltean
reagent.
© 2004 Elsevier B.V. All nights reserved.
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1. Introduction on gold [4]. Clark’s electrodes [5-7]. reticulated vitreus car-

bon (RVC) [8). screen-printed [9] carbon paste [10-13] and

As 1t 15 well known, tyrosinase (Tyr) 15 a monophenol
mono-oxygenase which catalyzes the oxidation of the phe-
nol group to o-quinone, thus allowing a varety of phenolic
compounds to be used as substrates of this enzyme. Several
amperometric biosensors based on the immobilization of Tyt
at different electrode material have been described in the liter-
ature. Glassy carbon electrodes modified with polymers [1],
sol-gel materials [2,3], self-assembled monolayers (SAMs)
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other composite electrodes [14.15] have been used to pre-
pare Tyr electrochemical biosensors. Some of the analytical
characteristics of these bioelectrodes for the determination of
phenolic compounds are summarized in Table 1.

On the other hand, the use of gold nanoparticles 1s playing
an increasing important role for the preparation of biosensors
[16]. Among other properties, they provide a stable surface
for enzyme immobilization, and allow the electrochemical
sensing to be performed without the need of external
electron-transfer mediators. Gold nanoparticles can act as
nanoscale electrodes that electrically communicate between
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Table 1

Some analytical characrerdstics of Tyt amperometric biosensors for phenolic compounds

Biosensor Egoftechnique K307 (WD) Avslyte/sample Linsarrange (=107 M)  Slope 4 () LOD (107 M) Fepeambility Usefil lifetime Beferences

B5D. (%)
T/ PEDT-GCE —200mW - Phenol herbicides - 0.1412*, Quo420* sk - 30% activity after  [1]
(5=0.07068 cm?®) 12 days

Tyr-Til,;-sol-zel-FCE —130mV 28 x 104 Phenol 1.2-2800% 0.103% 10 18 (n=9) 30 days [2]

Tyr-510;-s0l—2el-GCE QW - Phenols 1.0-10000 0.0596 0.4 1.8 (n=8) 110 days 31

Ty AP AUE —100mWV/FI 3345 10-*  Phenols/waste waters 2-1000%, 2-2000" 0,054, 0LO014= 1.1+, 0.88% 28 (n=50), 5days [4]
1484 5 105t 36" (n=50)

Tyr/GDH/ClarkE —G00mV - Catecholanupes, phenals  01-7 - o1 I (n=m VErions months [5]

Tyrpolyacrlamide ClarkE  —700miV - Polyphenols E. coli - - - T (n=3) T days [6]

Ty/ClarkE — 600 nW’ - Polyphenalz'wins - 0.073" - - [71

Tyw-FENCE —0.20mV/FI - Phenol berbicides 5-300F 0.0082 14 14 (n=5) 20 days []

PCE(Twr)-HPP-SECE — 50w - Phenols fwarers 025430 0.0623% 0.025 45 &0 days [#

Tyr-Au-CFE —130mV 53.6 = 106k Phenol, catechol dopamine 40480 0.023 0.081 312 (n=4) 2 weeks [10

Tyr-P5 0B5-CPE —200mWVHPLC - Phenols Up o 1000 0.093 - - - [11]

Tyr-Fu-CPE — 100w - Polyphenals‘wins 50-3530 (gallic acid) - 50 <5 i4h [12]

Tyr-Fu-CPE DmWV/FI - Fhenol Up to £000 0.00081 150 14 (n=40) - [13]

Tw/C-EED —150mV 583 % 107 Dhenols 0.5-80%, 05600 0.68%, 0.67% 028t 026" 43 e=100" 5days (14
§.28 = 10~

Tyr-C-Taflon —150mV 4995 1075 DPhenols 1-150¢, 1-250% 0,304, 0.28% 10¢, 100 - - [14]
7.76 % 10-5®

Tyr-C-epoxi —100mVI/FI - Phenols 1.0¢ - - <2 (n=100) 30 days [15]

81 (G0C) 826 DI vomanyy pogfouy

NEA: 3-mercaptoproplonic acid; C-EPDY. graphite-ethylens propyvlens diens; PEDT: poly(3, 2-ethvlepedionyibiophens);

carbon electrode; FI: fow injection.

* Carechol.
¥ Phenol.

PCS: poly(carbamovlsulfonate); FRP: borseradish percoddase; SPCE: screen-printed

T [P ZUB GUIFBE T
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enzymes and bulk electrode materials. The conductivity prop-
erties of such matenals allow to design simple, sensitive
and stable electroanalytical procedures based on enzyme 1m-
mobilization [17]. Thus, colloidal gold deposited on SAMs
modified-gold electrodes has been used for the immobiliza-
tion of HRP [18]. More recently, colloidal-gold modified car-
bon paste electrodes have been employed to develop glucose
oxidase [19] and tyrosinase [10] biosensors. On the other
hand, gold nanoparticles-modified glassy carbon electrodes
(nAu-GCEs) have been characterized [20] and used for the
formation of self-assembled monolavers [21]. These nAu-
GCEs have demonstrated to exhibit high catalytic activity
towards some electrooxidation reactions [22]. Conceming
biosensors based on the use of nAu-GCEs. the only refer-
ence found in the literature was the preparation of an elec-
trode based on xanthine oxidase adsorbed to colloidal gold
and evaporated onfo the surface of glassy carbon [23].

In this work, we report on the preparation of a tyrosi-
nase biosensor based on the use of a glassy carbon electrode
modified with electrodeposited gold nanoparticles (Tyr-nAu-
GCE). The immobilized enzyme retains a high bioactivity
on this electrode material, giving rise to fast, stable and sen-
sitive responses to various phenolic compounds. Moreover,
and considering the nutritional importance of phenolic com-
ponents, due to their antioxidant power, in wines, particu-
larly in red wines [7], we have applied the Tyr-nAu-GCE to
the amperometric estimation of the total content of phenolic
compounds in this tvpe of samples.

1. Experimental
2.1 Apparatus and electrodes

Voltammetric measurements were carried out with a BAS
100B potentiostat provided with a BAS C2 EF-1080 cell
stand. A Metrohm 6.084.010 glassy carbon electrode (GCE)
and a Metrohm 6.1204.140 gold electrode (3.0mm diam-
eter each) were used as working electrodes. A BAS MF
2063 Ag/AgCl 3 M reference electrode and a Pt wire counter
electrode were also employed. Amperometric measurements
in stirred solutions were carried out using a PGSTAT 12 po-
tentiostat from Autolab to control the potential values ap-
plied. The electrochemical software was the general purpose
electrochemical system (GPES) (EcoChemie B.V). A HP
8453 UV-vis spectrophotometer was also used to apply the
reference spectrophotometric method involving the use of
Folin—Ciocalteau reagent [24].

4
&

2. Reagents and solutions

An agqueous 1% HAuCly-3H;0 selution (Sigma, =49%
as Au) was used for the pregaration of gold modified
GC electrodes. Stock 1.0 x 10> mol1~! solutions in water

of catechol (Sigma, 99%), phenol (Scharlab, 99.5%), 3.4-
dihydroxybenzaldehyde, caffeic acid, gallic acid and chloro-

genic acid (Sigma, 99%) were also used. The solutions used
for the enzyme inmobilization were a 91.4 U pl~! solution
of tyrosinase (Sigma, EC 1.14.18.1 from Mushroom sp..
2590 Umg™") prepared in a 0.1 mol 1! phosphate buffer so-
lution of pH 74, and a 25% glutaraldehyde {Aldrich) so-
lution. All other solvents and chemicals were of analytical
reagent grade. The water used was obtained from a Millipore
Milli-Q system.

2.3, Samples

The samples analysed were commercial bottled wines pur-
chased in a local market. Three white wines with alcohol
contents of 11vol.% (sample 1), 12vol.% (sample 2) and
15vol % (sample 3). and three red wines with alcohol con-
tents of 12.5vol.% (sample 4), and 12 vol.% (samples 5 and
6) were analvzed.

2.4. Procedures

2.4.1. Preparation of the tyrosinase-gold
nanocrystal-modified GCE (Tyr-ndu-GCE)

A l{)C'mgl'1 HAuCly solution was prepared in Milk-
(Q water previously filtered through a 0.45 pum nylon filter
(Whatman), and deaerated by passing a N stream. The GCE
was polished with 0.3 pm alumina for 1 min Then 1t was
rinsed with ethanol and water, alternatively, three times each,
and dried vsing a nitrogen stream. Modification with gold
nanocrystals was performed by immersion of the electrode
into the 100 mgl_1 HAuCly solution and applying a poten-
tial of =200 mV during 1 min. Then, 5 pl (437 umits) of Tyr
solution were deposited on the nAu-GCE. Once the electrode
surface had dried out at room temperature, the electrode was
immersed in a 25% (v/v) glutaraldehyde solution for 30 min.
The bioelectrode was washed with Milli-Q water and kept in
0.1 mol1-! phosphate buffer of pH 7.4 until using.

Amperometric measurements in stired solutions were
performed by applying the desired potenfial and allowing
the steady-state current to be reached.

242 Measurement of a biselectrachemical palyphenals
index in wines using the Tyr-ndu-GCE biosensor

A 270 pl wine aliquot was directly added to 10ml of a
0.1mol1-! phosphate buffer solution of pH 7.4, which was
confinuously stirred at a constant rate in the electrochem-
ical cell. Then, amperometric measurements at —100mV
were carried out, and the estimation of the phenolic com-
pounds content was performed by applying the standard ad-
ditions method, which implied the addition of sucessive 20 pl
aliquots ofa 2.5 = 10~ mot 1~ phenol stock solution.

For comparison purposes, wines were also analyzed
by the spectrophotometric method involving the use of
Folin—Ciocalteau reagent [24]. In this method, 4.2ml of
detonized water and 0.5ml of Folin—Ciocalteau reagent
(phosphotungstic—phosphomolybdic acid) were added to
0.5 ml of sample (in the case of red wines a 1:8 dilution was
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Fig. 1. Cyclic voltammograms for 2.0 x 10~ mol 1-! solutions of catechol () and caffeic acid (b), at: (1) Tyr-nAu-GCE: (2) Tir-GCE: (3) Au-GCE; (4) GCE:

v=23mVs~! Supporting electrolyte: 0.03mol1~! phosphate buffer (pH 7.4).

carried out). The mixture was stirred for about 1 min, and
1.0ml of an 80% sodium carbonate solution and 4.2 ml of
detonized water were added. The resulting solution was al-
lowed to stand for 2 h at ambient temperature in darkness. The
absorbance 15 then read at 730 nm_ The same procedure was
used to construct a calibration plot with standard solutions of

caffeic acid.

3. Results and discussion

Fig. 1 shows a comparison of cyclic voltammograms for
catechol (Fig. 1a) and caffeic acid (Fig. 1b) obtained at a
Tyr-nAu-GCE, at a biosensor in which Tvr was immobilized,
under strictly identical conditions that those used for the Tyr-
nAu-GCE, at a bare GCE (Tyr-GCE), and at a conventional
naked GCE. As expected, no reduction signal was observed
at the electrode with no enzyme. Moreover, although a slight
reduction wave can be observed at the Tyr-GCE, the phenolic

compound catalytic responses were remarkably higher at the
Tyr-nAu-GCE, showing fairly well the advantages predicted
for this tvpe of biosensor configuration, commented in Sec-
tion 1. Obviously, the enzyme reaction involves the catalytic
oxidation of the phenolic compounds to their corresponding
o-quinones, at the expense of reducing oxygen to water [25].
The electrochemical reduction of these quinones, by transfer-
ring two electrons and two protons, was emploved to monitor

this reaction.

3.1. Optimization of the biosensor preparation

Concerning experimental variables mvolved in the elec-
trodeposition of gold nanoparticles on the GCE surface, the
concentration of the HAuCly solution from which the modi-
fied electrodes were prepared, was the same, 100 mg l‘l._ that

the optimized previously for the construction of the nAu-
GCEs [26].

All other working variables were optimized taking the
highest value of the slope obtained for catechol calibration
plots in the (1.0-5.0) » 107" mol 1! concentration Tange asa
criterion of selection. Thus, the effect of the Au electrodepo-
sition potential was checked by batch amperometry in stirred
solutions, using a Tyr-nAu-GCE biosensor constructed by
immobilisation of 457 units tyrosinase. Fig. 2a shows that
the slope of the calibration graph for catechol increased as
the electrodeposition potential became more negative up to

0.12
0.10
T .08
=
< 0,064
& oo
9 0021

0.00 T T
-1000 -800

(a) E, mV

L=
L
o

_Q—-._’

Slope, AM™
e s o
E 8 &

400 600 800

Tyrosinase, U

0 200

Fig. 2. Effect of the applied potential (a) and of the tyrosinase loading (b) on
the slope ofthe calibration graph for catechol inthe (1.0-5.0) » 10— moll-!
concentration range. Supperting electrolyte: 0.1moll~" phosphate buffer

(pH 7.4).
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Fig. 3. Scaming electronic micrographs of a nAu-GCE (2) and a Tyr-nAu-GCE (b).

—200mV. However, a decrease in the slope value was ob-
served for more negative potential values. This can be at-
tributed to the larger amount of gold electrodeposited as the
potential was more negative [20]. As it has been reported
for a colleidal-gold-modified carbon paste electrode [10]. a
large amount of gold can produce a decrease i the catalytic
response as a consequence of an increase in the resistance
and double layer capacitance of the modified electrode. Us-
ing —200 mV as electrodeposition potential, an electrodepo-
sition time of 60 s showed to be sufficient for the obtention
of analytically useful calibration graphs for catechol Con-
sequently, Tyr-nAu-GCEs were constructed by using gold
nanocrystal-modified GCEs prepared by electrodeposition at
—200mV for 60s.

Under these conditions, the enzyme loading influence was
also evaluated over the 160-720 units range (Fig. 2b). The
slope of the catechol calibration graph increased with the
enzyme loading up to 457U of Tyr, after which the slope
value exhibited a slight decrease which can be attributed to
effects such as an increase of the resistance, making the elec-
tron transfer more difficult, and concentration-dependent de-
naturation at the interface. Therefore, the above mentioned
enzyme loading was selected for further work.

Scanning electronic micrographs of the nAu-GCE and
Tyr-nAu-GCE are displayed i Fig. 3. Gold nanoparticles
deposited had a mean size of around 80nm. The surface
area covered by gold was calculated from the charge cor-
responding to the reduction of gold oxides formed by cyclic
voltammetry at 100mVs~! between —0.35 and 1.5V in
0.1moll~ Hy504 [20]. From the theoretical charge transfer
of 482 u.Cc:m_J for the reduction of a monolaver of diva-
lent oxygen from a gold surface [27], a gold surface area of
0.0074 4 0.0003 cm? was obtained. Taking into account that
the geometric area of the GCE 15 0.071 cm?, the percentage
of this area covered by gold was of 10.4%.

The enzyme immobilization with glutaraldehyde can the
observed by a change in topology to a speckled, grainy image
(Fig. 3b). showing clusters of protein cross-linked on the sur-
face of the nAu-GCE. Tlus immobilization method produced
a three-dimensional matrix in which the enzyme s closely

trapped with the electrode matersal, thus improving both the
retention of the biomolecule on the electrode surface and 1ts
electrical communication.

32 Optimization af variables affecting the
amperomenic detection at the Hir-ndu-GCE

The influence of the potential applied to the biosensor
on the amperometric responses from different phenolic com-
pounds is shown in Fig. 4. In general, a similar shape was
observed for all of them, with an increase of the steady-state
current from +0.15V up to approximately —0.10V. A de-
crease in the current was produced at more negative poten-
tials, probably due to the polymerization of the corresponding
o-quinone at these negative potentials [8,28]. The behaviour
shown in Fig. 4 indicates that the 1 2-quinone formed in the
enzyme reaction for each of the tested substrates 1s reduced
at similar potential values. Consequently, a potential value
of —0.10V was chosen for subsequent work. The big differ-
ences in sensitivity for the different phenolic compounds, asa
consequence of their different structure, can also be observed
inFig. 4.

i, A T
0.34 ./'./r._-,,"/.
',/.. -
v Vo
0.2 e
,’-' - O
0.14
0.0 T r T r T T T T T
-0.4 0.3 0.2 01 0.0
E.V

Fig. 4. Influence of the applied potential on the steady-state current for
1.0x '_3‘:: mol1-! phenol (% ), chlorogenie zcid (7)), catechol (@), and
5.0 % 10~Fmol 1! caffeic acid ((T) at a Tyr-nAu-GCE.
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Fig. 3. Control chart constructed for a Tyr-wAn-GCE. Data shown cor-

respond to the mean values of the slopes from three successive calibra-

fion pots for catechol in the (1.0-5.0) x 109 moll~! concentration range.

Eupp=—0.10V: 0.1 mol 1! phosphate buffer of pH 7.4.

Concerming the effect of pH on the amperometric re-
sponse, as expected, the higher steady-state currents were
obtatned between pH 6.5 and 7.5, and therefore, a 0.1 mol 1!
phosphate buffer of pH 7 4 was selected as working medium.

Under these conditions, the biosensor exlubited a rather
rapid response to the changes in the subsirate concentra-
tion for all the phenolic compounds tested, the steady-state
current being reached in less than 2mun for the pheno-
lic compound exhibiting the slowest kinetics (chlorogenic
acid).

3.3 Stability of the ir-ndu-GCE

Different aspects regarding the stability of the biosensor
were considered. First, the repeatability of the measurements
was evaluated by constructing successive calibration plots
for catechol in the (1.0-5.0) = 10~ M concentration range
with the same Tyr-nAu-GCE. A relative standard deviation
(R.SD.) value of 3.6% (n=10) was obtained from the slope
values of such calibration graphs, which indicated a good
repeatability of the measurements with no need to apply a
cleaning or pretreatment procedure to the Tyr-nAu-GCE.

The useful lifetime of one single biosensor was checked
by performing repetitive calibration graphs for catechol in
the above mentioned concentration range, the bioelectrode
being stored after use in phosphate buffer of pH 7.4 at 4 °C.
Fig. 5 shows the control chart constructed, taking the mean
value of the slopes of 10 successive calibration plots obtamed
the first day of thus study as the central valve. The upper and
lower limits of control were set at £3 x S.D. of this target
value (0.11343 2 0.006). The valves shown in this figure
corresponded to the mean values from the slopes of three
successive calibration plots. As can be observed, these values

Table 2
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remained within the control limits for at least 18 days, no data
being recorded for larger times.

Finally, the reproducibility of the responses obtained with
different Tyr-nAu-GCEs was also evalvated. Results from
five different biosensors vielded a R.S.D. of 4.8% for the
slope values of the corresponding catechol calibration plots.
This result demonstrated the reliabality of the Tyr-nAu-GCE
fabrication procedure, allowing reproducible electroanalyti-
cal responses to be obtained with different biosensors con-
structed 1n the same manner.

34 Kinetic constants and analytical characteristics

Under the experimental conditions optimized above, the
kinetic parameters and the analytical charactenistics of the
tyrosinase reaction were calculated for the following pheno-
lic compounds: phenol, catechol, caffeic acid, chlorogenic
actd, gallic acid and 3 4-dihydroxybenzaldehyde (protocat-
echualdehyde) (Table 2). The kinetics of the enzyme reac-
tion fitted 1n all cases into a Michaelis—Menten type kinetics,
as demonstrated by calculation of the parameter x from the
Hill’s plot (log[(imax/f) — 1] versus the log of the substrate
concentration), ndicating that the immobilization procedure
did not alter the Michaelis—Menten behaviour. Then, calcula-
tion of the apparent Michaelis—Menten constants (K ;_]EPJ and
the maximum rate values of the reaction (Fy,) was accom-
plished from the corresponding Lineweaver-Burk plots. As
1t was expected, the lower R??P and the higher Iy, values were
obtained for catechol and phenol. Moreover, they are similar
to those reported 1n Table 1 for other tyrosinase biosensor
designs, thus revealing a good affinity of the enzyme immo-
bilized on gold nanoparticles for these substrates.

Table 2 also summarizes the characteristics of the calibra-
tion plots obtained for the phenolic compounds tested. The
corresponding limits of detection were calculated according
to the 3sy,/m criterion, where m 1s the slope value of the respec-
tive calibration graph, and s, was estimated as the standard
deviation (= 10) of the amperometric signals from different
solutions of the substrates at the concentration level corre-
sponding to the lowest concentration of the calibration plot.
Asitis theoretically predicted, the sensitivity of the biosensor
for each phenolic compound 1s higher as the corresponding
K ?ﬁp 1s lower. Moreover, when the analytical charactenstics
(range of lineanty, sensitrvity, and limit of detection) of the
Tyr-nAu-GCE are compared with those shown m Table 1
for other tyrosinase biosensor designs, 1t can be observed

Kinetic parameters of the tyrosinase reaction and calibration data for different phenolic compounds obtamed at Tyr-nAu-GCEs

Compound X K;F {mb) P (&) Linear range (x 104 M) ¥ Slope. 4 o-h LOD (=107 M)
Phenal 1.01 014 37 00104 09993 0.082 21

Catechol 1.01 012 283 000505 09998 0107 1.3

Caffeic acid 0.99 .22 39 0.02-20 0.998 0.014 6.6
Chlorogenic acid 101 0.18 49 0.01-210 09904 0.017 6.2

Gallic acd 099 044 0.30 0.25-9 0998 23107 0
Protocatechualdehyde 110 0.37 0.71 0.06-6 0.998 83107 20
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that they are also similar to those of the bioelecirodes ex-
hibiting a better performance for the amperometric detection
of these compounds. It 1s inferesting to compare the perfor-
mance of the Tyr-nAu-GCE with that reported for tyrosinase
colloidal-gold-modified carbon paste electrodes [10]. As it
can be deduced from Tables 1 and 2, the linear range for
phenol (it 1s the only phenolic compound for which quanti-
tatively data are given in Ref [10]) is wider, the sensitivity
15 higher and the vseful Lifetime longer with the Tyr-nAu-
GCE. Moreover, 1t must be noted that the preparation of gold
nanocrystal-GCEs by gold electrodeposition 1s a much more
rapid, simple, reproducible and easy to be controlled process
than the preparation of colloidal-gold-modified carbon paste
electrodes by mixing a colloidal gold suspension, prepared
previously by a time-consuming and delicate procedure [10],
and carbon paste.

3.5, Measurement of a bioelectrochemical polyphenols
index in wines using the Dyr-ndu-GCE

The practical usefulness of the Tyr-nAu-GCE was evalu-
ated by estimating the “poal” of palyphenols in wines, which
is of interest because of the correlation between wines antiox-
idant capacity and their polyphenol content. Red and white
wines were analyzed following the extremely simple proce-
dure described in Section 2, i which the direct addition of a
wine aliquot to the electrochemical cell, and the application
of the standard additions method using phenol as the substrate
to perform the successive standard additions, were involved.
The content of phenolic compounds was then obtained as a
phenol concentration, which was further expressed mmgl™
of caffeic acid [7]. The estimation of this content must be con-
sidered as a bicelectrochemical polvphenol mdex, because
of the different sensitivity observed for each phenolic com-
pound, depending on their structure, with the Tyr-nAu-GCE.
This 15 a common approach to that used with other analytical
methadologies [7]. although 1t 1s obvious that this type of
indexes will provide different absolute values depending on
the particular analytical methodology applied.

The results obtained with the Tyr-nAu-GCE for three local
white wines and three red wines are summarized 1n Table 3.
the values given corresponding to the mean value of five de-
terminations. The same wine samples were also analysed
using the spectrophotometric method involving the use of

Table 3
Estimatien of the content of phenclic compounds m wines by using a Tyr-
nAu-GCE

Wine Caffeic acid Folin-Crocaltean method
(mgl~!) (mg =" caffeic acid)

White “Emparrada” 16104 25TL£9

White “Sofille” 18£3 LT3

White “Alvear, . Ora™ 1B+3 M4+ 15

Fed “Afiadas de Ore” 4714 1790 £ 61

Red “San Asensio” Nt4d 2266 £ 53

Fed “Sotillo” IFLx2 1112 £ 78
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Fig. 6. Cormelation between the results obtained for the estimation of the
content of phenolic compounds m wines by using the Tyr-nAu-GCE and the
Folin—Ciocaltean method.

Folin—Ciocalteau reagent [24]. This reagent by reacting with
the phenol —OH group, produced a blue coloured complex
whose absorbance is read at 730nm. The total amount of
polyphenols 1s estimated tn this method by comparison with
a standard solution of caffeic acid. The results obtamned are
also shown in Table 3.

In spite of the big differences observed for these two
polyphenol ndex values, as a consequence of the completely
different analytical methodologies emploved, a good correla-
tion was found (r=0.990) when the results obtained with the
biosensor were plotted versus the results achieved with the
Folin—Ciocaltean method (Fig. 6). Thus good correlation ob-
tained with different types of wines, which 1s also kept when
caffeic acid was used in the standard additions method in-
stead of phenol as the enzyme substrate_ allows the use of the
Tyr-nAu-GCE for a rapid and in situ measurement of a bio-
electrochemical polyphenol index able to give an estimation
of the content of phenolic compounds m wines. Moreover, as
expected, important differences in the polyphenol content of
red and white wines were found by both methods, which sup-
ports the claimed higher antioxidant capacity of red wines.

4. Conclusions

Immohbilization of tyrosinase by cross-linking onto glassy
carbon electrodes modified with electrodeposited gold
nanoparticles permits the construction of biosensors which
exhibit a good analytical performance (concerning repeata-
bility of the measurements with no need of cleaning pretreat-
ment, stability with time, reproducibility in the construction
of different biosensors, and sensitivity) for the amperometric
detection of phenolic compounds. These analytical charac-
teristics are similar to those reported 1n the literature for the
tyrosinase bioelectrodes with a claimed better performance
for these compounds. The practical nsefulness of the Tyr-
nAu-GCEs has been demonstrated by the rapid estimation
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of the content of phenolic compounds in wines, using an ex-
tremely simple procedure mvolving the direct addition of a
sample aliquot to the electrochemical cell.
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Abstract

The design of a new tyrosinase biosensor with improved stability and sensitivity is reportad. The biosensor design is based on the con-
struction of a graphite-Teflon composite electrode matrix in which the enzyme and colloidal gold nanoparticlzs are incorporated by sim-
ple physical inclusion. Experimental variables such as the celloidal gold loading inte the composite matrix, the enzyme loading and the
potential applied to the bicelectrode were optimized. The Tyr-Augy—graphite—Teflon bicsensor exhibited suitable amperometric responses
at —0 10V for the different phenolic compounds tested (catechol, phenol; 3. 4-dimethylphenol; 4-chloro-3-methylphenol; 4-chlorophenol; 4-
chloro-2-methylphenol; 3-methylphenol and 4-methylphenol). The limits of detection obtained were 3nM for catechol, 3.3 pM for 4-chlaro-
2-methylphenol, and approximately 20nM for the rest of phenolic compounds. The presence of colloidal gold into the composite matrix
gives rise to enhanced kinetics of both the enzyme reaction and the electrochemical reduction of the corresponding o-quincnes at the elec-
trode surface, thus allowing the achievement of a high sensitivity. The bicsensor exhibited an excellent renewability by simple polishing,
with a lifetime of at least 39 days without apparent loss of the immobilized enzyme activity, The usefulness of the bicsensor for the
analysis of real samples was evaluated by performing the estimation of the content of phenolic compounds in water samples of different
characteristics.
© 2006 Elsevier BV, All rights reserved,

Keywords: Tyrosinase biosensor; Gold nanoparticles: Composite electrodes; Phenolic compounds

1. Introduction 1997 Campanella et al., 2004, reticulated vitreus carbon (RVC)

(Pefia et al., 2001a), screen-printed electrodes (Chang et al..

The use of electrochemical biosensors prepared from phe-
nol oxidases has been shown to be a suitable alternative with
respect to conventional well established analytical techniques
for the monitoring of phenolic compounds of environmental
significance. Advantages such as their simplicity of use, relative
low cost and high selectivity and stability have been claimed
as reasons for the wse of this type of devices for such a pur-
pose (Nistor et al., 1999). In this context, a plethora of enzyme
biosensors based on the immobilization of tyrosinase on differ-
ent electrode materials can be found in recent literature. Thus,
glassy carbon electrodes modified with polymers (Védrine et
al.. 2003}, sol—gel materials (Yu et al., 2003: Wang et al., 1994),
self-assembled monolayers {SAMs) on gold {Campuzano et al.,
2003), Clark’s electrodes (Streffer et al., 2001; Hasebe et al..

* Comesponding author. Tel.: +34 91 304431 5, fax: +34 91 30443249,
E-mail addvesa: pingarmo @quim.ucm.es (1M, Pingamdn).

0956- 536645 — soe front matter © 2006 Elsevier BV, All rights reserved.
doi: 10,1016/ bios 2006 02012

2002), and carbon paste and other composite materials (Serra
et al., 2002; Onnerfjord et al., 1995; Wang et al., 2000) have
been used to prepare tyrosinase electrochemical biosensors.

In spite of the big amount of literature on tyrosinase electro-
chemical biosensors, two general limitations need to be solved
yet in order to improve their practical usefulness. One of them
concemns the stability of the biosensors. Although many efforts
have been made to improve the wseful lifetime and reusability
of tyrosinase electrodes, searching for appropriate microenvi-
ronments for retaining the biological activity of the enzyme.
its inherent instability provokes that this useful lifetime is too
short for practical applications In many cases. On the other
hand, the low concentration levels of phenolic compounds that
should be detected due 1o their classification as priority pol-
lutants, requires that the tyrosinase biosensors are capable to
achieve a high sensitivity. These two analytical characteris-
tics for the above-mentioned biosensors reported previously are
summarized in Table 1. The aim of this work is the design of a

179



Resultados y discusion integrada

Vo Carralere et al. ¥ Biosenzors and Bioelecrronics 22 {2006) 730736 Tal
Table 1
A comparison of the analytical characteristics of different elscrochemical tyrosinase biosensors
Electrode Sensitivity® LoD () K;gp (M) Lifetime Reference
Tyw-PEDT-GCE a08 mAM-! om—2 005 Retains 3% of activity after 12 days Wédrine et al. (2003)
Tyr—sol-gel-TiCk 103 mAM-—! 0.1 28 10—+ Retains %4% of activity after 80 days u et al. (2007%)
Tyr—sal-gel-SiCk 23] mAM—! 0.l Retains 73% of activity after 3 wesks Wang et al. (20007
Tyr—MPA-AuE 139 mAM~! 0088 15= 10~ 5 days Campuzanc et al, (200%)
Tyr/GDH-Clark a6 mAM-! (catechali o0l Streffer et al. (2001
Tyr—RNC 52 mAM-! 0.26 20 days Pefia et al. (2000 a)
Ty—HRP-5PCE 1300 mAM ! cm =2 00025 Retains 92% of activity after 60 days Chang et al. {2002
Tyr—graphite—Teflon 280 mAM-! 009 T.76 ¢ 107 30 days Serract al. (2002
Tyr—C-epoxy 1.0 (catechaly 30 days Onnerfjord et al. (1995)
Tw—CFE 0810 mAM-" 15 Wang et al. (19945
Tyr—Aucu—CPE 23 mAM-! 0.0061 53631077 2 weeks Liu et al. (200%¢)
Tyr—nAu-GCE E2mAM-! 0.21 14 04 18 days Carralero-Sanz et al. (2005)
Tyr—Aloii-graphite-Teflon 540 mAM—! 002 5.9 105 39 days This wark

Unless it is specified. data are given for phenal.

& Expressed as the slope of the calibration plot, GCE: glassy carbon electrode; PEDT: poly 3. 4-ethylenedioxythiophene): MPA: - mercaptopropionic acid; GDH:
glucose dehydrogenase: BVC: reticulated vitreous carbon: SPCE: scree printed carbon electrode; CPE: carbon paste electrode.

new tyrosinase bioelectrode able to improve significantly these
important analytical characteristics with respect to previous
designs.

The new bioelectrode design is based on the combination
of the advantageous properties of a graphite-Teflon compos-
ite electrode matrix for the immobilization of enzymes. and the
use of colloidal gold nanoparticles. In this new design, both the
enzyme tyrosinase and gold nanoparticles are incorporated into
the composite electrode matrix by simple physical inclusion.
The use of graphite-Teflon composite pellets for the construc-
tion of enzyme electrodes has been extensively reported by our
group (Serraet al., 2001 Guzmin-Viazquez de Prada et al., 2003;
Penia et al., 2001b). The resulting bicelectrodes are easily renew-
able by polishing and allow incorporation of biomolecules and
other modifiers with no covalent attachments, thus making the
electrode fabrication procedure easy, fast and cheap.

On the other hand. electrochemical biosensors created by
coupling biological recognition elements with electrochemical
transducers based on or modified with gold nanoparticles are
playing an increasingly important role in biosensor research
over the last few vears ( Yiiiez-Sedenio and Pingarrdn, 2005). So,
colloidal gold allows proteins to retain their biological activity
upon adsorption (Doron et al., 1995; Brown et al., 1996; Mena
et al.. 2005), and modification of electrodes with this type of
nanoparticles provides a microenvironment similar to that of
the redox proteins in native systems, reducing the insulating
effect of the protein shell for the direct electron transfer through
the conducting tunnels of gold nanocrystals (Liu et al., 2003b).
Surface morphology of gold nanoparticles, and the interaction
between the nanoparticles and the electrode surface, are signif-
icant factors which contribute to improve the electrical contact
between the redox protein and the electrode material (Shipway
et al., 2000}, In this context, biosensors based on the immobi-
lization of enzymes on gold nanoparticles for the determination
of hydrogen peroxide. nitrite. glucose and phenols (Tang and
Jiang, 1998: Xiao et al., 2000; Gu et al., 2001 Liu and Ju, 2002:
Jia et al., 2002; Liv and Ju, 2003a; Liv et al., 2003¢; Xiao et al.,
2003:; Carralero-Sanz et al., 2005) have been recently reported.

2. Experimental
2.1. Reagents and solutions

Tyrosinase (from mushroom. EC. L 14.18.1, activity of 2590
units per mg of solid). was purchased from Sigma (5t. Louis,
MO, USA) and vsed as received. Graphite powder (Ultra Car-
bon, Bay City, ML USA) and Teflon powder ( Aldrich) were used
for the fabrication of the composite electrode. An agueous | %
HAuCly-3H20 solution (Sigma, >49% as Au) and 1% sodium
citrate solution were used for the preparation of colloidal gold.

1.0 % 1072 mol 17! solutions of catechol {Sigma, 99%), phe-
nol (Sigma, 99%), 34-dimethylphencl (Aldrich), 4-chloro-3-
methylphenol {(Aldrich). 4-chlorophenol (Aldrich), 4-chloro-
2-methylphenol (Aldrich, 99%), 3-methylphenol (Aldrich,
99%) and 4-methylphenol (Aldrich, 99%) were prepared in
0.1mol 1=! phosphate buffer of pH 7.4, or in methanol {Schar-
lab} depending on the solubility of these compounds in water.
More diluted standards were prepared by suitable dilution
with the 0.1moll™" phosphate buffer solution. All chemi-
cals were of analytical-reagent grade and the water used was
obtained from a Milli-Q) purification system ( Millipore, Bedford,
NA, USA).

2.2, Apparatus and electrodes

Amperometric measurements in stirred solutions were car-
ried out using a PGSTAT 12 potentiostat from Autolab to
control the potential values applied. The electrochemical soft-
ware was the general-purpose electrochemical system (GPES)
(EcoChemie B.V.). A three-glectrode cell (a BAS VC-2 |0-
ml glass electrochemical cell) equipped with a platinum wire
counter electrode, a BAS MF-2063 Ag/AgCl3M KCI refer-
ence electrode and a tyrosinase—colloidal gold—graphite-Teflon
(Tyr—Augp—graphite-Teflon) biosensor as the working elec-
trode, was used. All experiments were performed at room tem-
perature in phosphate buffer (0.1 mol 1=, pH 7.4} as the back-
ground electrolyte.
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2.3. Procedures

2.3.1. Preparaiion of tyrosinase—colloidal
gold-graphite-Teflon biosensors

Colloidal gold was prepared according to the procedure
described earlier (Mena et al., 2005) by adding 2.5 ml of sodium
citrate solution to 100ml of a beoiling aquecus solution con-
taining 1ml 1% (w/w) HAuCly. The diameter of colloidal
gold nanoparticles was 164 2 nm. Preparations were stored in
dark glass bottles at 4°C until use. Tyr—Aug)—graphite—Teflon
biosensors were fabricated in the form of cylindrical pellets as
follows. Graphite, 150mg. and 900 pl of colloidal gold pre-
pared as described above, were thoroughly mixed by mechanic
stirring for 2 h and water was evaporated under air current. Then,
34.75 mg tyrosinase and 400l of 0.1 mol 1! phosphate buffer
solution of pH 7.4 were incorporated to the mixture by stirring
during 2h in an ice bath. The resulting mixture was dried and
415.25mg of Teflon were added and thoroughly hand mixed.
The final Teflon percentage (70%) was that shown in earlier
works to provide suitable mechanic and conducting character-
istics to the composite material (Serra et al., 2002). Then, the
mixture was pressed into pellets, by means of a Carver pellet
press (Perkin-Elmer. Norwalk. CT, USA) at 10,000 kg em™? for
10 min. These pellets were 1.3 cm diameter and around 0.4 cm
thick. From this mother pellet, several {five or six) 3.0 mm diam-
eter cylindrical portions of each pellet were bored, and each
portion was press-fitted into a Teflon holder. Electrical contact
was made through a stainless steel screw.

2.3.2. Determination of tyrosinase loading at the electrode
surface

Different solutions containing tyrosinase between 0 and 200
enzyme units and 5.0 x 10~4 mol 17! L-tyrosine in (.05 mol 1!
phosphate buffer of pH 6.5 were prepared. After [0min, the
absorbance of each solution was measured at 280nm and a
calibration graph was constructed. The enzyme loading at the
electrode surface was calculated by immersing the biosensor in
a L-tyrosine solution prepared as described above for 10 min.
The absorbance was then measured and imerpolated into the
calibration graph.

2.3.3. Monitoring of phenolic compounds in water samples
The total content of phenolic compounds was estimated in
two different water sample matrices. A spring water spiked
with 1.0 pmol I-! phenol. 2.5 pmol -3 A4-dimethylphenol and
1.0 pmol 171 4-chloro-2-methylphencl, and three wastewater
samples from a refinery, taken in different days and at differ-
ent stages of the water effluent purification process. containing
unknown amounts of different phenolic compounds. Aliquots of
200 pl of undiluted samples were directly added to the electro-
chemical cell containing 10ml of 0.1 moll~! phosphate buffer
solution of pH 7.4, used as supporting electrolyte. Amperometric
measurements under constant stirring solutions were performed
with the Tyr-Auvg—graphite-Teflon biosensor by applying a
potential of —0.10V and allowing the steady-state current to be
reached. The analysis of samples was carried out by applying
the standard additions method by injecting appropriate volumes

of 1.0 % 10~ mol 17! phenol stock solutions prepared in the
above-mentioned phosphate buffer. In order to compare the
obtained results, the samples were also analysed by applying
the standard colonmetric method based on the reaction of phe-
nolic compounds with 4-aminoantipyrine in the presence of
potassium ferricyanide to form a coloured compound (APHA,
1981). A calibration plot for phenol ranging between 0.05 and
20mg 1! was constructed. Each phenol solution was treated
with 1.2ml of 0.5mol1~" NH; aqueous solution, and then the
pH was adjusted to 7.9 £ 0.1 with 0.1 mol 1! phosphate buffer
and diluted to 50ml. The prepared solutions were transferred
to 100 ml extraction funnels, and 3.0ml of 4-aminoantipyrine
solution were added. Then. after mixing thoroughly, 3.0ml of
K;Fe(CN)g solution were added and the reaction was developed
for 3min. The vellow coloured compound formed was immedi-
ately extracted in 5ml CHCI;. The organic phases were filtered
through a glass-frit filter containing a layver of 5 g of anhydrous
MNapS0y. The absorbance of these solutions was then read at
460nm n a 1cm optical path cell. The same procedure was
applied to water samples. [.2ml of 0.5 mol1~" NH; agquecus
solution were added to 15 ml of sample and the above described
procedure was followed. The concentration of phenolic com-
pounds was estimated by interpolation into the calibration plot.

3. Results and discussion

As it has been widely described earlier (Nistor et al., 1999),
the enzyme reaction with the phenolic compounds involved
their catalytic oxidation to the corresponding o-quinones, at the
expense of reducing oxyvgen to water. Thus, the electrochemical
reduction of these quinones at the Tyr—Aug—graphite—Teflon
electrode was used to monitor the enzyme reaction.

Since the fabrication of the modified composite bioelec-
trode involved the mixture of four components { graphite powder,
colloidal gold, Teflon and the biological recognition element),
preliminary experiments using phenol as the enzyme substrate
were carried out in order to ascertain the appropriate order of
incorporation of these components to the electrode matrix. The
fabrication procedure described in Section 2 was found to be the
most appropriate to get the best analytical performance of the
composite biosensor.

3.1, Oputimization of experimental variables

The effect of colloidal gold loading into the composite elec-
trode matrix was checked by constructing blosensors using dif-
ferent volumes of the colloidal gold dispersion ranging between
225 and 2700 pl. The slope valve of the corresponding calibra-
tion graphs for phenol in the {(1.0-5.0) = 1075 molI=T concen-
tration range obtained with the different biosensors was taken as
the selection criterion. Fig. 1 shows that the slope value increased
with increasing the volume of the colloidal gold solution up to
Q00 pul, thus suggesting an improvement of the electron transfer
kinetics in the presence of gold nanoparticles. However, larger
colloidal gold volumes than 900l produced a decrease of the
phenol calibration graph slope value, which is attributed to an
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Fig. 1. Effect of the collaidal gold loading into the graphite—Teflon compos-
ite electrode matrix on the slope value of the calibration graph for phenol in
the (10510 3 10~F mol 1= concentration range. Eypp =—0.10%; 0.1 mol -1
phosphate buffer of pH 7.4.

increase in the resistance and double laver capacitance of the
modified electrode. as a consequence of the decrease in the ratio
of carbon sensing sites in the electrode material similarly to
that reported recently for a colloidal gold-modified carbon paste
electrode (Liu et al., 2003¢).

Conceming tyrosinase loading, the amounts reported in Sec-
tion 2, yielded 90,000 U per mother pellet, which had been
previously optimized for tyrosinase-graphite—Teflon biosensors
(Serra et al., 2002). As indicated in Section 2, from one mother
pellet. five or six 3.0mm diameter cylindrical portions were
bored: each portion being one working tyrosinase electrode.
Assuming that the enzyme is uniformly distributed in the bulk
of the electrode material, we calculated the active tyrosinase
loading at the bioelectrode surface. Following the procedure
described in Section 2.3.2, involving the reaction between tyrosi-
nase and L-tyrosine and the spectrophotometric monitoring of
the reaction product (dopachrome), a mean value of 104 1 units
was obtained. It should be remarked that this enzyme loading at
the electrode surface is more than one order of magnitude lower
than that used for the construction of other alternative tyrosinase
biosensor designs (Carralero-Sanz et al., 2005; Campuzano et
al., 2003),

Fig. 2 shows the effect of the potential applied to the bioelec-
trode on the amperometric responses from some of the phenolic
compounds tested. Ascanbe seen, a similar behaviour was found
for all of them, showing an increase of the current from +0.05V
up to —0.10V and a further decrease for more negative poten-
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Fig. 2. Influence of the applied potential on the steady-etate  current
for 500 10-%mol 1=! 4-chlorophenol (M), 20 10-% moll-! phencl (@),
1.0 % 10~ mal 1= 3 4-dimethylphenal (), and 3.0 % 10-% mol 17! 4-chloro-
3-methylphenal (O) at a Tyr—Au,q—graphite—Teflon biosensor.

tials. This decrease can be attributed to polymerization reactions
of the corresponding o-quinones at these negative potentials
(Pena et al., 2001a). According to the results shown in Fig. 2. a
potential value of —0.10V was selected for subsequent work.

Under the optimized conditions, the Tyr—Augg —graphite—
Teflon biosensor exhibited suitable amperometric responses
for the different phenolic compounds tested (phencl, cate-
chol, m-cresol, p-cresol. 4-chloro-3-methylphenol. 4-chloro-
2-methyl phenol. 4-chlorophenol and 2.4-dimethylphenol).
The steady-state current was reached in approximately 25s
for all these compounds except for 3.4-dimethylphenol. 4-
chloro-3-methylphencl and 4-chloro-2-methylphenol, which,
as expected. showed a much slower kinetics (approximately
3min for 3.4-dimethylphenol and 4-chloro-3-methylphenol and
almost 9 min for 4-chloro-2-methylphenol).

3.2, Analytical characteristics

The analytical characteristics of the calibration plots con-
structed for the phenolic compounds tested are summarized
in Table 2. The limit of detection (LODY) values were calcu-
lated according to the 3sp/m criterion, where m is the slope of
the respective calibration graph. and s, was estimated as the
standard deviation {n= 10} of the amperometric signals corre-
sponding to different solutions of the phenolic compound at the
lowest concentration level of the respective calibration graph.

Tablz 2

Analytical characteristics of the calibration graphs for different phenolic compounds obtained at Tyr—Au g —graphite—Teflon bicsenzors

Compound Linear range (phd) ~ Slope (mAM) LoD i i) LOG (i)
Catechal Q.010-8.0 0.9%4 T46 0003 0.0l
Phenol 002540 0.995 540 0.020 .06
3.4-Dimethrylphenol 0.05-2.0 0.990 563 00l 0,06
4-Chloro-3-methylphenol 003100 0.996 350 0012 004
4-Chlorophenol 0.08—4 0991 630 0019 007
4-Chloro-2-methylphenol 10-275 0.992 9 33 11
3-Methylphenal 0.025-13 0.9995 163 0014 0.05
4-Methylphenal 002512 0.998 184 0012 004

182



Resultados y discusion integrada

T34 ¥ Carmalere et al. / Biosensors and Fioelectronica 22 (2006) T30-736

The limits of quantification (LOQ) were caleulated according
to the criterion of 103 standard deviation values. As it can be
observed, the LODs obtained for all the phenolic compounds
except 4-chloro-2-methylphenol and catechol, were 20nM or
below it. 4-Chloro-2-methylphenol, exhibited the poorest sen-
sitivity due to the hindrance of the enzyme reaction as a con-
sequence of the substitution in the 2-position. On the contrary.
catechol exhibited an excellent sensitivity with a LOD value
of 3nM.

The sensitivity achieved with the Tyr—Auvgy—graphite-Teflon
biosensor was compared with the data reported for other
tyrosinase biosensor configurations (see Table 1). As can be
observed, the sensitivity, expressed as the slope of the cormre-
sponding calibration plot for phenol, was remarkably higher
for the Tyr—Augg—graphite-Teflon configuration (a value of
T643mAM=!em=2 is obtained by using the geometric sur-
face area of the electrode). It is interesting to remark that the
Tyr—graphite—Teflon configuration (Serra et al., 2002) 1s the sec-
ond biosensor exhibiting a higher sensitivity. Comparing these
two bioglectrode configurations, it can be deduced that the pres-
ence of colloidal gold in the composite matrix gave rise to a
remarkable increase in the sensitivity. An enhancement in sen-
sitivity provoked by the presence of gold nanoparticles was also
observed for tyrosinase biosensors constructed using glassy car-
bon (Carralero-Sanz et al., 2005) or carbon paste (Lio et al..
2003¢) electrodes.

The possibility of that the enhanced sensitivity was due to
an improved electrochemical quinone reduction at the elec-
trode surface was evaluated. So, the amperometric response
at —0.10V from 2.4-benzoquinone was measured using a
Augg—graphite-Teflon electrode (ie. with no enzyme) and
compared with that obtained at a graphite-Teflon elec-
trode (i.e. unmodified with gold nanoparticles). The quinone
reduction current was approximately 2.5-fold larger at the
Alggy—graphite—Teflon electrode, thus demonstrating that gold
nanoparticles enhanced the electrochemical response of the
enzyme reaction products.

In order to ascertain whether the biosensor design also pro-
duced an increase in the efficiency of the catalytic reaction
to form o-quinone, we calculated the kinetic parameters of
the enzyme reactions for the different phenolic compounds,
and the value for phenol was compared with those reported
in the literature using other tyrosinase biosensor designs. The
enzyme reactions fitted well into a Michaelis-Menten kinet-
ics, as demonstrated by the parameter “x" calculated from the
corresponding Hill's plots ([logiipg /iy — 1] versus the log of
the substrate concentration) (Table 3). Therefore, the appar-
ent Michaelis—Menten constants [Kigp] and the maximum rate
values of the reaction (Vi) were calculated from the cormre-
sponding Lineweaver-Burk plots (see Table 3). As expected.
lower Kf_?p values were obtained for the phenolic compounds
exhibiting a higher sensitivity at the Tyr—Augap—graphite-Teflon
bicelectrode. More interestingly. a comparison of the Kﬁ'p
value for phenol with respect to other values reported in the
literature (see Table 1) shows that the Michaelis—Menten con-
stant obtained with the Tyr—Augy—graphite-Teflon biosensor
is approximately one order of magnitude lower, thus indicat-

Table 3
Kinetic parameters of the tyrosinase reaction ai Tyr—Aueq—graphite—Teflon
biosensors

Compound x ERIF (M) Vinax (ILA)
Catechol 0.9 a6 11.3
Phenol 1.0 89 10.%
3. 4-Dimethylphenal 1.0 10.2 8.9
4-Chloro-3-methylphenal 0.98 113 10.5
4-Chlorophenal 0.5 40 52
4-Chloro-2-methylphenol .08 TEA4 1.7
3-Methylphenal 1.11 185 4.5
4-Methylphenaol 1.00 22 7.2

ing a higher affinity of the enzyme for the substrate using this
bioelectrode configuration and. consequently. allowing a higher
sensitivity.

In conclusion, the presence of colloidal gold into the
araphite-Teflon matrix is responsible of an enhanced kinet-
ics both for the enzvme reaction with the phenolic substrates
and the electrochemical reduction of the corresponding o-
quinones at the electrode surface. This combined effect allows
the achievement of a remarkably high sensitivity for the pheno-
lic compounds using the Tyr—Augqy—graphite-Teflon biosensor
design.

3.3, Stability and reproducibility

An inherent advantage of the biosensor designs based on the
use of rigid composite electrodes is their rengwability by simple
polishing (Serra et al., 2001). Different aspects regarding the
stability of the biosensor were considered. Successive amper-
ometric measurements without regeneration of the electrode
surface for ten different 6.0 10~®mol1=! phenol solutions,
vielded a relative standard deviation (R.5.D.) value of the steady
state current of 4.8%. Furthermore, the reproducibility of the
amperometric response was evaluated after regeneration of the
electrode surface by polishing for approximately 5s on a 150
arit SiC paper. In order to do that, various electrodes were con-
structed, and measurements of 6.0 x 1073 mol 17! phenol were
carried out with the electrodes, each one subjected five times to
the regeneration procedure. The R.5.D. values obtained for the
steady state currents ranged between 2.8 and 3.6%, thus demon-
strating that fresh electrode surfaces were achieved by simple
polishing,

The lifetime of one single Tyr-Augg—graphite-Teflon
biosensor was checked by performing daily three measurements
of a 6.0 107° mel1~! phenaol solution prepared also daily.
Fig. 3 displays the control chart constructed, taking the mean
value of the 10 successive measurements carried out without
regeneration of the electrode surface mentioned above as the
central valve. The upper and lower limits of control were set
al £33 the standard deviation of this target value. As can be
observed. the mean values remained inside the control limits
for approximately 25 days with no need to regenerate the elec-
trode surface. After this period of time, when a mean value was
below the lower limit of contral, the bioelectrode was polished
and the signal could then be restored inside the control limits.
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Pelishing days

Fig. 3. Control chart constructed for a Tyr—Augg—graphite—Teflon elec-
trode. Data show the mean values of three measurements from different
6.0 10* mal1=! phenol solutions. Eyp=—0.10%; 0.1moll~' phosphate
buffer of pH 74.

This regeneration ability allowed the biosensor to be used for a
period of time of at least 39 days without apparent loss of the
immobilized enzyme activity.

Finally, the reproducibility of the responses obtained with
different Tyr—Awgg—graphite-Teflon electrodes was also evalu-
ated. Amperometric measurements for 6.0 x 106 mol 1~ phe-
nol (n=2>5) were carried out with five different biosensors con-
structed from the same mother pellet. Each biosensor was sub-
jected to the regeneration procedure and used again to measure
other five different 6.0 > 10~® mol1~! phenol solutions. The
R.5.D. value obtained for the mean values of the 10 sets of steady
state current measurements was of 6.8%. Moreover, when a sim-
ilar study was performed with two groups of five biosensors,
each group constructed from a different mother pellet, the R.5.D.
value obtained was of 8.0%. All these results show fairly well
that the fabrication procedure of the Tvi—Aug—graphite-Teflon
bicelectrodes is reliable. allowing reproducible amperometric
responses to be obtained with different biosensors constructed
in the same manner.

The comparison of the lifetime of the Tyr—Aug—graphite—
Teflon biosensor design with other confizurations reported in
the literature is also made in Table 1. As it can be seen, and
although the data relative to the stability of the different biosen-
sors are obtained using methodologies sometimes very different,
the lifetime of the Tyr—Aug—graphite-Teflon electrode is one
of the largest. This can be attributed to the combined effect of the
regeneration ability of the bicelectrode surface as aconsequence
of the rigid composite electrode matrix., and to the proved capa-
bility of gold nanoparticles to adsorb proteins retaining their
biological activity.

the detection limit of the method. and three wastewater sam-
ples from a refinery. where these compounds are formed as
by-product during the crude refining process. These wastew-
ater samples contained unknown amounts of different phenolic
compounds (see below). The spring water sample was spiked
with 1.0 umol 17! phenol. 2.5 pmol 17! 3 4-dimethylphenol and
1.0 pmol1=! 4-chloro-2-methylphenol. As described in Section
2, the samples were analysed in all cases by applying the stan-
dard additions method using phenol as the substrate to carry out
the successive standard additions. Consequently. the content of
phenclic compounds is always expressed as a concentration of
phenol that is a phenol index.

The results obtained for the different water samples are sum-
marized in Table 4, the confidence intervals corresponding to
a signification level of 0.05. These results were compared with
those obtained by applying the standard colorimetric method
based on the reaction with 4-aminoantipyrine (APHA, 1981).
Moreover, the phenolic compounds present in the water sam-
ples were identified by GC-MS. As it is obvious, both methods
of analysis gave a different phenol index as a consequence of
the different sensitivity achieved for each phenolic compound
with each of these methods. So. the phenolic compounds sub-
stituted in the para-position {such as 3.4-dimethylphenol and
4-chloro-2-methylphenol) react in a smaller extent or even do
not react with 4-aminoantipyrine, as well as the substituted
chloro- or nitrophenols (Box., 1983 ). This can explain the lower
concentration of phenol obtained by application of the col-
orimetric method to samples containing this type of pheno-
lic compounds. On the other hand. the phenolic compounds
which have an ortho-position occupied are remarkably less sen-
sitive than the others at tyrosinase biosensors (Serra et al.,
2002).

However, when the results obtained with the biosensor
were plotted versus the results achieved with the colorimet-
ric method. a linear graph with a good correlation coeffi-
cient (2 = 0.9997) was obtained, independently of the different
nature of the water samples coming from a refinery or from

Phenolic compounds identified by GC-MS

Table 4
Estimation of the content of phenclic compounds in water samples by using a Tyr—Au, —graphite—Teflon electrode (n=5)
Water sample FPhenol (M)

Bicsensor Standard method

Spiked spring water (3.9+£0.4)% 100

Waste water [ (102 x 10-%

(G£1)x 107"
(11 £0.2)% 10~

Waste water [T
Waste water [T

(11 %0.2) % 10-%

(1.5 20.4) % 10-%

Phenol: 3 4-dimethylphenol,
4-chloro-2-methylphe nol

Phenol: 2 4-dimethylphenol,
34-dimethyphenal; 2.6-dimethyl-phenol;
3, 5-dimethylphenaol;, 3-ethylphenol

{1.20 20.04) x 105
(5504 1077

Phenol: 3 4-dimethylphenol,
2 6-dimethyl phenal
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a natural source. This good correlation allows the use of the
Tyr—Auggy—graphite—Teflon biosensor for a rapid and in situ
estimation of the content of phenolic compounds in this kind
of samples.

4. Conclusions

The combination of the advantageous properties of compos-
ite graphite-Teflon electrode matrices for the immobilization of
enzymes, and of colloidal gold nanoparticles incorporated into
such a matrix allows the development of a tyrosinase biosen-
sor with an improved analytical performance with respect to
previous tyrosinase bioelectrode designs. The presence of col-
loidal gold enhances the kinetics of the reactions involved in
the biochemical recognition process and in the electrochemi-
cal transduction, and permits to achieve a high sensitivity for
the detection of phenolic compounds. Furthermore, the sim-
ple renewability of the electrode surface by polishing (when
needed), that is an inherent characteristic of the rigid compos-
ite bioelectrodes, together with the ability of gold nanoparticles
to attach proteins retaining their biological activity. allow the
construction of reusable and reproducible biosensors with high
stability and long lifetimes.
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The use of a robust tyrosinase biosensor, fabricated from graphite-Teflon rigid electrode
matrices modified with gold nanoparticles, for the estimation of the total phenols content
in olive oil mill wastewaters (OMW), is proposed. The performance of this bioelectrode
using both continuous stirring and flow-injection amperometry was studied. A potential value
of —0.10V was selected for the sensitive and stable detection of various phenolic compounds
present in OMW samples: catechol, 3,4-dihydroxycinnamic acid (caffeic acid), 3,4-dihydroxy-
phenylacetic acid (DOPAC), 4-hydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxyphenylethanol (tyrosol),
and 4-hydroxyphenylpropionic acid. Using catechol as the target phenol, linear calibration
graphs were obtained in the 1.0x10™°—8.0x10"%molL™" (batch) and 1.0x 107" —
1.0 x 10~5mol L™" (FI) concentration ranges, with slope values of 750mALmol™" and
103 mA L mol ™", respectively. Batch amperometry was chosen for the analysis of real samples
because of its higher sensitivity. For example, the limit of detection for caffeic acid was 80 nM.
The ‘pool’ of phenolic compounds was estimated in OMW obtained from different extraction
systems and containing phenols at diverse levels of concentration. A comparison of these results
with those obtained by applying the Folin—Ciocalteau spectrophotometric reference method
was carried out.

Keywords: Phenols; Olive oil mill wastewaters; Tyrosinase biosensor; Gold nanoparticles
H

1. Introduction

Biosensors nowadays constitute versatile analytical tools with more and more
applications in environmental analysis [1]. This is probably due to the great impact
of pollution on human health, and the increasing demand for sensitive and selective
methods for the quantitative determination of target analytes [2]. Amperometric
biosensors satisfy most of the requirements of modern environmental analytical
chemistry, such as low cost, fast response, reliability, simplicity, and stability.
An additional advantage resides in their use for in sitfw monitoring. So, for example,

*Corresponding author. Fax: +34-91-3944329, Email: pingarro@quim.ucm.es
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many applications of amperometric enzyme biosensors for water analysis have
been focused on real-time detection of compounds with environmental relevance [3, 4].

Olive oil mill wastewater (OMW) is produced by the olive oil extraction industry and
is a strong pollutant mainly because of the high concentration of phenolic compounds,
which are phytotoxic and also resistant to biological degradation treatments [5].
Environmental contamination from OMW can be produced when the liquid from the
extraction process is discharged to the soil or into a water stream. This becomes a major
environmental problem in the main olive-producing countries of the Mediterranean
region [6]. Several analytical methods involving techniques such as HPLC [7, 8], LC-MS
[9], GC-MS [10, 11], and capillary electrophoresis [12] have been reported for the
determination of phenolic compounds in olive oil and related products, including
residues. However, there is still a demand for relatively simple analytical devices suitable
for screening and rapid assays of the total content of this type of compound in complex
real samples. In this work, we propose the use of a robust tyrosinase amperometric
composite biosensor for the evaluation of the polyphenols content in OMW.

Tyrosinase carbon paste electrodes have been prepared since the early 1990s [13-16].
The analytical performance of these biosensor designs can be improved by using rigid
composite electrode matrices, such as matrices composed of graphite and Teflon,
into which the enzyme.is incorporated by simple physical inclusion [17]. The resulting
bioelectrodes are easily renewable by polishing and permit the incorporation of
modifiers to the electrode matrix to enhance the analytical properties of the biosensors.
In this context, we recently described a new tyrosinase biosensor design based on the
construction of a graphite-Teflon composite electrode matrix in which the enzyme and
colloidal gold nanoparticles were incorporated by physical inclusion [18]. The analytical
performance of this new biosensor design was checked for catechol, phenol, 3.4-
dimethylphenol; 4-chloro-3-methylphenol; 4-chlorophenol, 4-chloro-2-methylphenol;
3-methylphenol and 4-methylphenol. Gold nanoparticles allow proteins to retain their
biological activity upon adsorption, and improve the kinetics of the reactions involved
in the biochemical recognition process and in the electrochemical transduction, thus
yielding a high sensitivity for the detection of phenolic compounds.

In this work, we describe an application of the tyrosinase—colloidal gold—graphite—
Teflon biosensor for a bioelectrochemical evaluation of the total phenolic compounds
content in a complex real environmental sample such as OMW. In order to do this, the
operational performance of the biosensor for different phenolic compounds, which
are currently present in OMW (catechol; 3,4-dihydroxycinnamic acid (caffeic acid),
3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), 4-hydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxyphe-
nylethanol (tyrosol), and 4-hydroxyphenyl-propionic acid) is evaluated both in
batch amperometry and flow injection with amperometric detection. Furthermore,
the results obtained were compared with those achieved by applying the reference
Folin—Ciocalteau method.

2. Experimental

2.1 Apparatus and electrodes

Amperometric measurements under batch conditions (i.e. in stirred solutions) were
carried out with an ECO Chemie Autolab PGSTAT 10 potentiostat using the software
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package GPES 4.7 (General Purpose Electrochemical System). A P-Selecta Agimatic
magnetic stirrer was also used. A three-electrode cell (a BAS VC-2 10-mL glass
electrochemical cell) equipped with a platinum wire counter electrode, a BAS MF-2063
Ag/AgCl/3M KCl reference electrode and a tyrosinase—colloidal gold—graphite-Teflon
(Tyr—Auco—graphite-Teflon) biosensor as the working electrode, was used. The
flow-injection arrangement consisted of a Gilson Minipuls-2 peristaltic pump and
a Rheodyne 7725i valve. Electrode potentials were controlled by means of a u-Autolab
(ECO Chemie) potentiostat, using the GPES 4.7 software. A Metrohm EA 1096 wall-jet
cell equipped with an Ag/AgCl/3MKCI reference electrode and a gold counter
electrode was also used.

2.2 Reagents and solutions

Tyrosinase (from mushrooms, EC.1.14.18.1, activity of 2590 units per mg of solid) was
purchased from Sigma (St. Louis, MO) and used as received. Graphite powder
(Ultra Carbon, Bay City, MI) and Teflon powder (Aldrich) were used for the
fabrication of the composite electrode. An aqueous 1% HAuCl,.3H,0 solution
(Sigma, >49% as Au) and 1% sodium citrate solution were used for the preparation
of colloidal gold.

Stock 0.1molL™" solutions of phenolic compounds from Aldrich: catechol,
3,4-dihydroxycinnamic acid (caffeic acid), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC),
4-hydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxyphenylethanol (tyrosol), and 4-hydroxyphenyl-
propionic acid were prepared daily by dissolving the appropriate amount in
a 0.1 mol L~' phosphate buffer of pH 7.4, or in methanol (Scharlab), depending on
the solubility of these compounds in water. More diluted standards were prepared
by suitable dilution with the 0.1 mol L' phosphate buffer, which was also used as the
supporting electrolyte in batch amperometric measurements, and as the carrier solution
under flow-injection conditions.

2.2.1 Samples. OMW samples containing phenolic compounds at diverse concentra-
tion levels came from three olive oil cooperatives in Spain (Almendralejo, Badajoz;
Martos, Jaén and Villarejo de Salvanés, Madrid). Olive oil was extracted using
a centrifugation process in the case of Martos (sample 1), Villarejo, and Almendralejo
samples, and a pressing discontinuous process in the case of Martos 2 and 2a—c samples.
All samples corresponded to the 2004-2005 harvest season.

2.3 Procedures

2.3.1 Preparation of tyrosinase—colloidal gold-graphite-Teflon biosensors. Prior to the
fabrication of the biosensor, colloidal gold nanoparticles of 16 &2 nm in diameter were
prepared by adding 2.5mL of sodium citrate solution to 100 mL of a boiling aqueous
solution containing 1 mL 1% (w/w) HAuCly. Tyr—Auco—graphite-Teflon biosensors
were fabricated in the form of cylindrical pellets as described earlier [18]. Briefly,
graphite, 150 mg, and 900 uL of colloidal gold were thoroughly mixed by mechanic
stirring for 2h, after which water was evaporated under air current. Then, 34.75mg
of tyrosinase and 400 uL of 0.1molL~" phosphate buffer solution, pH 7.4, were
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incorporated to the mixture by stirring for 2h in an ice bath. The resulting mixture
was dried, and 415.25mg of Teflon was added and thoroughly hand-mixed. Then, the
mixture, which contained 70% Teflon, was pressed into pellets, by means of a Carver
pellet press (Perkin-Elmer, Norwalk, CT) at 10000kgcm ™ for 10min. Five or six
3.0 mm cylindrical portions of this main pellet were bored, and each portion was press-
fitted into a Teflon holder. Electrical contact was made through a stainless steel screw.

2.3.2 Evaluation of the phenols content in OMW. An appropriate aliquot of
homogenized sample was diluted to 10 mL with phosphate buffer solution of pH 7.4
and transferred to the electrochemical cell. Amperometric measurements in stirred
solutions at —0.1 V using the Tyr-Au.o—graphite-Teflon were carried out by recording
the current and allowing the steady state to be reached. The content of phenolic
compounds was estimated by applying the standard additions method, which implied
the addition of five successive 20 uL aliquots from a caffeic acid stock solution.

As a reference method, the samples were also analysed by means of the spectro-
photometric method involving the use of Folin-Ciocalteau reagent [19]. In this method,
4.2mL of deionized water and 0.5 mL of Folin-Ciocalteau reagent (phosphotungstic-
phosphomolybdic acid) were added to a 0.5mL aliquot of sample previously diluted
with deionized water. The mixture was stirred for 1 min, and 1.0 mL of an 80% sodium
carbonate solution and 4.2mL of deionized water were added. The resulting solution
was allowed to stand for 2 h at room temperature in darkness, and then the absorbance
was read at 730nm. The absorbance value was interpolated into a calibration plot
for caffeic acid constructed with standard solutions of this compound in the
20x107°— 1.0 x 10~*mol L™" concentration range, which were subjected to the
same procedure.

3. Results and discussion

As has been widely reported, the tyrosinase enzyme reaction with phenolic compounds
involved the catalytic oxidation of these compounds to their corresponding o-quinones
[20]. The electrochemical reduction of these quinones at the modified electrode by
transferring two electrons and two protons was used to monitor the enzyme reaction.

3.1 Operational performance of the Tyr—Au,,,—graphite—Teflon biosensor
for phenolic compounds currently present in OMW

The composition of the Tyr—Aug—graphite-Teflon bioelectrodes, as well as the
potential value to be applied for the amperometric detection of the different phenolic
compounds which are currently present in OMW, were the same than those used
for other phenolic compounds in reference [18]. The analytical characteristics of the
calibration plots constructed by batch amperometry for catechol, 3,4-dihydroxycin-
namic acid, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxyphenylacetic acid, 4-hydroxy-
phenylethanol, and 4-hydroxyphenylpropionic acid, are summarized in table 1. The
limits of detection were calculated according to the 3sy,/m criterion, where m is the slope
value of the corresponding calibration graph, and s, was estimated as the standard
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Table 1. Analytical characteristics of the calibration graphs and kinetic parameters for different
phenolic compounds currently present in OMW, obtained by amperometry in stirred solutions at 0.1V
with Tyr—Au.y—graphite-Teflon biosensors.

Phenolic compound Slope (MAM™')  Linear range (uM) LOD* (uM)  K5° (UM}  Voon
Catechol T46 £ 42 0.01-8.0 0.003 6.6 11.3
3 4-Dihydroxycinnamic acid 43E6 0.2-70 0.08 64 53
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid 946 0.2-100 0.09 250 14
4-Hydroxyphenylacetic acid 5616 01=100 .05 9 8
4-Hydroxyphenylethanol 4342 0.2-100 0.08 45 9
4-Hydroxyphenylpropionic acid 31+5 0.5-7 0.02 215 16

* 3mgfm

deviation (n=10) of the amperometric signals from different solutions of the
compounds at the lowest concentration level of the respective calibration plot.
As expected for a tyrosinase biosensor, the highest sensitivity observed was for catechol,
whereas the presence of carboxylic or hidroxy- substituents in the fourth position of the
aromatic ring resulted in a considerable decrease in sensitivity for the other phenolic
compounds tested. Nevertheless, it should be remarked that the detection limits
obtained for these compounds are considerably better than those achieved for the same
compounds with other biosensor configurations using phenol oxidases [21, 22]. For
example, the detection limit for caffeic acid, 80nM, is sevenfold lower than that
obtained using a laccase biosensor constructed by adsorption of the enzyme on
a graphite electrode, even though this compound is one of the most sensitive substrates
of laccase [23].

. All the enzyme reactions for the different phenolic compounds obeyed a Michaelis—
Menten type kinetics, as demonstrated by calculating the ‘x’ parameter from the
corresponding Hill plots [log(ima/i) — 1] vs. the log of the substrate concentration,
which ranged between 0.995 and 1.12. Consequently, the apparent Michaelis-Menten
constants (K3?¥) and the maximum rate values of the reaction (V) were calculated from
the corresponding Lineweaver—Burk plots (see table 1), As expected, the lowest K"
value was obtained for catechol, which exhibited the highest sensitivity at the
Tyr-Augy—graphite-Teflon bioelectrode. This value was remarkably lower than
those reported previously in the literature [18]. Furthermore, the K};" value obtained
for caffeic acid was also one order of magnitude lower than that reported in the
literature [22].

“The performance of the enzyme electrode was also evaluated under flow-injection
conditions. In this case, the influence of the applied potential on the amperometric
response was checked by injection of 160 uL of a 1.0 x 107" mol L™ catechol solution
into the carrier solution consisting of 0.1 mol L' phosphate buffer of pH 7.4. As can be
observed in figure |, the peak current increased from +0.20V up to —0.10 V, following
which a decrease was observed for more negative potentials, which can be attributed to
polymerization of the corresponding o-quinones at these negative potentials [24].
Therefore, according to these results, a potential of —0.10V was selected again for the
amperometric detection.

Characteristic flow-injection parameters, such as flow rate and sample volume
injected, were also optimized. Concerning flow rate, its influence on peak current
signals was investigated in the 0.30-1.35mLmin™' range. The results showed a peak
current maximum at 0.4mL min~" and then a slight decrease in the response with flow
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Figure 1. Influence of applied potential on the steady-estate current for 1.0 x 10~ mol L™ catechol at a
Tyr—Augg~graphite-Teflon biosensor.
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Figure 2. Response to successive 160 pL. injections of 6.0 x 107*mol L™ catechol solution in 0.1 molL™"
phosphate buffer solutions of pH 7.4 at a Tyr—Auggraphite-Teflon biosensor. Eyy, = —0.10V,

rate. A similar behaviour was observed for a graphite laccase biosensor using the
same wall-jet flow cell configuration, which agrees with a highly kinetic control
of the response [23]. Further studies were carried out at a flow rate of 0.4mL min~",
On the other hand, a sample volume of 160 pL was chosen as the injection volume
taking into account the i,/ W ; ratio, where W) is the peak width at half height. Using
these experimental conditions, a good repeatability of the FI responses was observed.
As an example, figure 2 shows amperometric signals from 30 successive injections
of 6.0 x 107" mol L™ catechol solutions, yielding a RSD value for i, of 3.7%.

Linear calibration graphs were obtained for both catechol and caffeic acid over the
concentration ranges 1.0x 1077 =1.0x 107> molL™" (r=0.996) and 2.0x 107~
6.0 x 107 *mol L™" (r=0.998), respectively, with slope values of 103mAM™" and
7.5mAM™!, respectively. As expected, the sensitivity obtained for these compounds
was notably lower than that achieved using batch amperometry at the same detection

potential (see table 1).
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3.2 Evaluation of the total phenols content in OMW

The developed Tyr-Augy—graphite-Teflon biosensor was used for the rapid
bioelectrochemical evaluation of the phenols content in OMW. This complex type of
sample contains a variable number of organic compounds which are present at different
concentration levels, and exhibit different properties such as volatility, solubility, etc.
Moreover, OMW contain high concentrations of salts, lipids, pectins and polysacchar-
ides, and show high BOD and COD levels. All these characteristics make evident the
difficulties associated with the analysis of these samples.

Batch amperometry in stirred solutions was used for the analysis of OMW due to the
extremely simple experimental procedure needed, which involved the direct addition of
a diluted sample aliquot to the electrochemical cell and the application of the standard
additions method using caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid) as the standard
(see section 2). This compound was selected to express the total phenols content,
as it is made in the Folin-Ciocalteau reference method [20], thus allowing a direct
comparison of the results obtained by both methods. Table 2 summarizes the results
obtained from five replicates of each sample, the confidence intervals being calculated
for a significance level of 0.05. As can be observed, samples Martos 2 and Martos 2a, b
and ¢, which corresponded to an olive oil extraction process by pressing, exhibited
a higher phenols content. This type of extraction process provides a dry solid residue,
and a mixture of oil and water which is introduced into decantation wells until phase
separation occurs. The samples analysed were waters from this type of well. In contrast,
samples obtained from a three-phases centrifugation system (Villarejo and Badajoz),
involving the addition of water during the extraction process, thus generating high
volumes of OMW, vyielded lower phenolic compound contents. Finally, the sample
called Martos 1, which was obtained from a two-phase centrifugation system,
producing olive oil and wet solid residue without water addition, gave an intermediate
concentration of phenols. The latter is an ecologically attractive process [7] because
of the lower volume of waste. Tt is important to point out that, in spite of the differences
in the origin and concentration levels of phenolic compounds between the samples
analysed, similar slope values, ranging between 13 and 17mA M™!, were obtained in all
cases from the calibration plots constructed by applying the standard additions
method. The existence of a matrix effect was demonstrated by compatison of these
slope values with that given in table 1 for caffeic acid (43mA M™1), using standard

solutions.
1

Table 2. Estimation of the content of phenolic compounds® in OMW
samples by batch amperometry using a Tyr-Au.qy-graphite-Teflon

biosensor.
Sample Biosensor Folin-Ciocalteau
Badajoz 0.2554=0.002 0.270 £ 0.009
Martos 1 0.416 £ 0.002 0.352 £0.005
Martos 2 35£0.70 72405
Villargjo 0.22 £0.03 0.58 £0.02
Martos 2a 1.540.1 36402
Martos 2b 1.7+0.3 24402
Martos 2o 0.7+£0.1 1.8+0.1

® As caffeic acid in gL™" x £ {15/ /1) (n = 5)
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As commented above, the results obtained using the biosensor were compared with
those achieved by applying the reference spectrophotometric method involving the use
of Folin—Ciocalteau reagent (table 2). Both sets of results must be considered as phenols
indexes since both methods yield responses for these compounds whose sensitivity
depends markedly on their structure. Therefore, it was expected that the values given
in table 2 as ‘estimations of the content of phenolic compounds® will be different to
some extent, as a consequence of the completely different analytical methodologies
employed. Nevertheless, from a rough comparison of the indexes for both methods,
it can be deduced that the values are rather similar for a given sample. When the
results obtained with the biosensor were plotted vs. the results obtained with the
Folin—Ciocalteau method, a linear plot with a remarkably good correlation coefficient
(r=0.996) and an intercept including zero (0.1 £0.3gL~" of caffeic acid) were found.
These results indicated that no systematic errors exist in any of the two methods.
Although, as expected considering the different values for the phenolic compounds
indexes obtained by the two methods, the slope of such a linear plot was far from
the unity (m=0.54 £0.09), the correlation results reveal that the Tyr-Aug,—graphite-
Teflon biosensor can be used for the rapid and easy evaluation of the total phenolic
compounds content in this type of complex sample.

4, Conclusions

This study has demonstrated the possibility of using a robust tyrosinase composite
biosensor, into which colloidal-gold nanoparticles have been incorporated, for rapid
and i sifu bioelectrochemical evaluation of the phenolic compounds content in a
complex real environmental sample such as olive oil mill wastewaters. The proposed
analytical methodology, which can be implemented using both batch amperometry
in stirred solutions and flow injection with amperometric detection, exhibits several
important practical advantages with respect to the Folin—Ciocalteau reference method.,
The most important is the simplicity of the sample treatment, involving only the direct
addition of a diluted sample aliquot to the electrochemical cell, which dramatically
reduces the time required for the analysis. Thus, by applying the batch amperometric
method, the time of analysis for an OMW sample is of approximately 5 min, in contrast
to the 2.5h needed when the Folin-Ciocalteau method is used. Dark and cloudy
samples containing oil residues can also be directly analysed. Moreover, the use of an
enzyme biosensor ensures a high selectivity, in contrast to the Folin-Ciocalteau method
where other compounds can produce positive interferences.
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Abstract

A novel amperometric immunosensor for the determination of progesterone, based on direct attachment of
antiprogesterone on a gold nanoparticles-modified graphite-Teflon composite electrode is reported. Competitive
assay involving progesterone labeled with alkaline phosphatase (AP). and l-naphtyl phosphate as the enzyme
substrate, was employed. The product of the enzyme reaction, 1-naphtol was detected amperometrically at +0.3 'V vs
Ag/ApClL Variables involved in the immunoesensor preparation such as the colloidal gold loading and the amount of
anti-Prog immobilized, as well as in the immunosensing event (pH, Prog/Prog-AF ratio and volume) were optimized.
A calibration plot was obtained for progesterone with a linear range between 0 and 30 ng mL ™", and a slope value,
—12nA ng' mL, which is remarkably higher than that reported for other progesterone biosensors. A pood
repeatability of the amperometric measurements, RS0 =3.5% (n=10). and an acceptable fabrication reproducicility,
RSD =82% (n =3), were obtained. The developed anti-Prog- Aug-graphite-Teflon immunosensor was applied to the
progesterone determination in milk. Recovery at the 3.5 ng mL™" progesterone concentration level was of 101 £6%

(n=17).

Keywords: Electrochemical immunosensor, Gold nanoparticles, Composite electrodes, Progesterone
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L. Introduction

Voltammetric detection methods for immunoassays have
been developed since more than 20 years [1,2]. Inparticular,
electrochemical immunosensors combine selectivity of the
antibody-antigen recognition processes with the excellent
capabilities of electrochemical transduction such as sensi-
tivity, low cost, speed of analysis and possibility of portable
screening. Of course, immobilization of immunoactive
compounds on the electrode surface without significant
losses of their activity and stability 1s an important goal to
achieve in the preparation of immunosensors. In this
context, the use of gold nanoparticles has demonstrated to
be an useful tool for the development of electrochemical
immunosensors. As 1t 15 well known, biological molecules
retain their activity when adsorbed on gold nanoparticles
[3]. Modification of electrodes with these nanoparticles
provides a microenvironment similar to that of the proteins
in native systems, with gold nanocrystals acting as conduct-
ing tunnels and facilitating electron transfer [4, 5]. In fact,
very recently, various configurations of electrochemical
immunosensors using gold nanoparticles have been report-
ed. Amperomeiric enzyme immunosensors have been
developed for the detection of a-1-fetoprotein based on
layer-by-layer assembly of gold nanoparticles and thionine
on a Nafion modified electrode by electrostatic adsorption
[6]. Gold nanoparticles supported on a glassy carbon
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electrode modified with toluidine blue-polysulfanilic acid
have been alsoused for the construction of an amperometric
immunosensor for determination of carcinoembryonic
antigen |7]. Furthermore, an electrochemical immunoassay
for carcinoma antigen-125 based on antigen immobilization
on colloidal gold stabilized with cellulose acetate membrane
on a glassy carbon electrode has been reported [R]. More-
over, various immunosensor designs prepared from hybrid
materials such as sol-gel and/or self-assembled monolayers
and gold nanoparticles, which exhibit high sensitivity and
long-termstability, have been also recentlyreported [9-12].
On the other hand, colloidal gold-graphite-Teflon compo-
sites have demonstrated to be an excellent material for the
preparation of bwsensors [13]. Gold nanoparticles and
biomolecules can be incorporated into the graphite-Teflon
matrix by simple physical inclusion, thus making the electrode
fabrication procedure easy, fast and cheap, and giving rise to
bioelectrodes easily renewable by polishing. Until now, no
electrochemical immunosensors based on this type of config-
uration are found in the literature, although an immunosensor
based on a thionine and gold nanoparticles-modified carbon
paste electrode has been reported very recently [14].
Monitoring of progesterone levels in cow’s milk has a
great interest because it constitutes a reliable approach to
predict ovulation, and to detect pregnacy and fertility
problems[15]. Electrochemical biosensors for progesterone
using screen-printed carbon electrodes (SPCE) coated with
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immunoglobulin G (IgGG) to capture and orientate antipro-
gesterone antibodies, and using competitive iImmunoassay
with alkaline-phosphatase-labeled progesterone have been
described [15, 16-18].

In this paper, a novel electrochemical immunosensor for
the determination of progesterone is reported. The ap-
proach combines the use of gold nanoparticles and graphite-
Teflon composite electrodes with the direct attachment of
anti-Prog to the electrode surface.

2. Experimental

2.1. Reagents and Solutions

Monoclonal antiprogesterone (anti-Prog) was purchased
from Sigma. Progesterone labeled with alkaline phospha-
tase (AP-prog) was obtained from Ridgeway Science Ltd.
(Alvington, Gloucestershire, UK). Unlabeled progesterone
(Aldrich, 98% ) and 1-naphtyl phosphate monosodium salt
monohydrate (Fluka, = 98% ) were also used. Bovine serum
albumin (BSA) (97%), 1-naphtol (99% ), magnesium chlo-
ride (99% ) and diethanolamine (DEA) (98% ) were all from
Merck. A stock 1mM solution of progesterone was
prepared in methanol and stored at 4°C. More diluted
solutions were prepared daily by dilution with 0.1 M
diethanolamine — HCI (pH 72) buffer solution. 0.01 M
solutions of 1-naphtol were also prepared daily in 0.1 M
diethanolamine - HCI (pH 7.2) buffer solution.

Colloidal gold was prepared by adding 2.5 mL of 1%
sodium citrate solution to 100 mL of a boiling aqueous
solution containing 1 mL 1% (w/w) HAuCl, (Sigma, =49%
as Au) [19]. The diameter of gold nanoparticles was 16 +
2nm. Graphite powder (Ultra Carbon, Bay City, MI,
USA) and Teflon powder (Aldrich) were also used for the
preparation of the composite electrode.

2.2, Apparatus and Electrodes

All electrochemical measurements were carried out using a
PGSTAT 12 potentiostat from Autolab. The electrochemical
software was the general-purpose electrochemical system
(GPES) (EcoChemie B. V.). A three-electrode cell (a BAS
V-2 10-mL glass electrochemical cell) equipped with a
platinum wire counter electrode, a BAS MF-2063 Ag/AgCl
3M KCI reference electrode, and the anti-Prog-colloidal
gold-graphite-Teflon (anti-Prog-Augrgraphite-Teflon) im-
munosensor as the working electrode, were used. All experi-
ments were performed at room temperature.

2.3 Procedures

231 Preparation of the Au_-Graphite-Teflon Elecirode

The composite gold nanoparticle electrode was fabricated
as described previously [13]. Briefly, 150 mg of graphite and

Electroanalysis 19, 2007, No. 7-8, 853858
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900 pL of colloidal gold were thoroughly mixed by mechanic
sturing for 2 h. Then, water was evaporated under air
current at room temperature. Next, 450 mg of Teflon
powder were added and thoroughly mixed by hand. Then,
the mixture was pressed into pellets, by means of a Carver
pellet press (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA ) at 10 000 kg
cm™ for 10 min. These pellets were 1.3 em diameter and
around (0.4 cm thick. From this main pellet, several (five or
six) 3.0 mm diameter cylindrical portions of each pellet were
bored, each portion of them constituting a different
composite electrode. Each electrode was press-fitted into
a Teflon holder, and the electrical contact was made through
a stainless steel screw.

2.3.2 Immunosensor Preparation

5 pl of a 0.5 pg mL ™! anti-Prog solution was deposited on
the Au_g-graphite-Teflon electrode surface and allowed to
dry at air under room temperature. Then, the modified
electrode was immersed for five minutes into a 2% (wiw)
BSA solution prepared in (1.1 M diethanolamine (DEA) -
HCI buffer solution of pH 7.2, and washed carefully with a
DEA buffer solution of pH 1040,

2.3.3. Progesterone Electrochemical Detection

The electrochemical detection of progesterone was carried
out by depositing 8 pL. of the appropriate 5:3 (viv) Prog AP:
Prog solution on the immunosensor surface. After drying for
two hours at room temperature (or overnight at 4°C), the
immunosensor with the immunoconjugate layer was im-
mersed into the electrochemical cell which contained 1 mM
MgCl, and 0.1 M diethanolamine - HCI buffer solution of
pH 10.0. Then, 500 pL. of 0.1 M 1-naphtyl phosphate were
added and the amperometric measurements of the oxida-
tion current from 1-naphtol were carried out at +0.3 V vs.
AgiApCL

3. Results and Discussion

Asitis depicted in Scheme 1, the immunosensor was based
on a competitive assay in which the analyte Prog and the
antigen labeled with the enzyme alkaline phosphatase (AP),
compete for the binding sites of the immobilized antibody.
Different enzymatic hydrolysis products, phenol, p-nitro-
phenol and 1-naphtol, from their respective phosphate
dernvatives used as AP substrates, were firstly checked to
monitor the antibody-antigen binding. Figure 1 shows the
effect of the applied potential on the amperometric
oxidation responses of phenol, p-nitrophenol and 1-naphtol
at the Au_,-graphite-Teflonelectrode. Asit can be seen, the
1-naphtol oxidation occurred at less positive potentials and
with a similar sensitivity that those observed for the other
compounds. Consequently, 1-naphtyl phosphate was select-
ed as the enzyme substrate for further work.

Figure 2 shows cyclic voltammograms registered for 1-
naphtol at the colloidal gold modified electrode and at a
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Fig.1. Effect of the applied potential on the amperometric

oxidation of 1.0 x 10~ mol L' (@) l-naphtol; (o) phenol: (a) p-
nitrophenol at a Augg-graphite-Teflon electrode.
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Fig.2. Cyclic voltammograms of 1.0 % 107*M 1-naphtol at (—)
Aug-graphite-Teflon and () graphite-Teflon electrodes;
(- - - -) background voltammogram at the Aug-graphite-Teflon
electrode. Supporting electrolyte, 0.1 mol L™ diethanolamine-
HCI buffer solution of pH 10.0.

graphite-Teflon electrode. As can be observed, 1-naphtol
exhibited an oxidation peak with E,=+0312V vs. Agf
AgCl atthe gold nanoparticles-modified electrode, where as,

Electroanalysis 19, 2007, No. 7-8, 853858 www.electroanalysis.wiley-veh.de

at the unmodified electrode, the peak current was approx-
imately the half and appeared at E,=+0370 V. These
results suggested the existence of an electrocatalytic effect
promoted by gold nanoparticles towards the oxidation of 1-
naphtol. From the results shown in Figures | and 2, a
potential value of +0.3V vs. Ag/AgCl was selected to
monitor amperometrically the antibody-antigen interac-
tion. This potential value agrees with that recommended by
Pemberton etal. for the electrochemical biosensing of
progesterone using SPCE 1n order to avoid signal interfer-
ences from electroactive species present in milk [17]. These
authors stated that is preferable to work at operating
potentials below 400 mV.

The influence of 1-naphtyl phosphate substrate concen-
tration on the current response was checked over the 5 x
107°-10?mol L™ range. An increase in the current
occurred when the substrate concentration also increased,
showing a region of saturation from 2.5 » 10~ mol L™ A
5 mM 1-naphtyl phosphate concentration, which was placed
in the region of constant current of the curve, was selectedin
order to assure that the enzyme reaction rate only depends
on the enzyme concentration [20].

3.1. Optimization of the Experimental Variables Involved
on the Immunosensor Preparation

Graphite-Teflon composite pellets containing a 70% Teflon
were employed as electrode matrices due to ther appropriate
mechanic and conducting characteristics [21]. The amount of
colloidal gold incorporated into these pellets was optimized.
The amperometric signal for 1 mM 1-naphtol increased with
the colloidal gold loading up to 900 pL of the colloidal gold
dispersion (see Experimental), as it is displayed in Figure 3,
asaconsequence of the improved electron transferkineticsin
the presence of gold nanoparticles. From such a volume
value, a level off and even aslight decre ase of the signals were
observed due to the increase in the resistance and double
layer capacitance of the modified electrode, produced by the
lower ratio of carbon sensing sites in the electrode material
[13], similarly to that reported for a colloidal gold-modified
carbon paste electrode [22].
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Fig. 3. Effect of the colloidal gold leading on the amperometric
response of 1 mM 1-naphtol at Au_-graphite-Teflon electrodes
Eap=+030V.

On the other hand, the amount of antibody adsorbed onto
the electrode surface plays an important role in the linear
range and sensitivity of the immunosensor. The effect of the
anti-Prog amount on the immunosensor response was
evaluated by immobilizing each time 5 pl. of anti-Prog
solutions prepared in the 0.33 to 2.0 pg mL~' concentration
range, using SmM l-naphtyl phosphate as the enzyme
substrate, and various progesterone concentrations in the
range of 5 to35 ng mL~". Each experiment was carried out
by depositing 8 pL. of a 5:3 Prog-AP: Prog mixture (see
below) on the electrode surface. As can be observed in
Figure 4, the current firstly increased with the concentration
of anti-Prog, indicating the lower antibody loadings were
not enough to bind the antigen and the AP-labeled antigen.
However,from (.5 pgmL ™" anti-Prog, the current decreased
suggesting blocking of the electrode surface by the biomol-
ecule. The current tended to level off at a concentration
which probably corresponds to the saturation of the gold
nanoparticle adsorbing sites [9]. So, a concentration of
0.5 pg mL™" anti-Prog was selected in order to achieve the
best sensitivity. Once the antibody was immobilized, BSA
was employed to minimize nonspecific adsorption. The time
of immersion of the bioelectrode in BSA solution, 5 min,
was alsooptimizedin order to attain the best reproducibility.

It should be noted that, as expected, similar experiments
carried out with a graphite-Teflon electrode without gold
nanoparticles, provide continuously decreasing ampero-
metric responses due to the inappropriate immobilization of
the antibody onto the electrode surface.

3.2, Optimization of Immunosensing Conditions

The influence of pH on the amperometric oxidation
response of l-naphtol generated through the enzyme
reaction was tested in the 6.0 to 11.0 range. As expected,
the highest currents were obtained at pH values ranged
between Y and 10, which coincides with those reported for
the optimum alkaline phosphatase activity [23].

Inorder to perform the competitive assay, a low volume of
progesterone (Prog) mixed with progesterone-alkaline
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Fig. 4. Effect of the amount of immobilized anti-Prog on the
determination of (—) SngmL ™ (----) W0 ng mL ™" ( ) 3 ng
mL"% (o) 35 ng mL progesterone; 5 pl. anti-Prog solution;
SmM l-naphtyl phosphate; 0.1 mol L™ diethanolamine -HCl
buffer solution of pH 1040, £ =+030V.

phosphatase conjugate (Prog-AP) was deposited each
time onto the immunoelectrode surface. Both the volume
of this mixed solution and the Prog-AP/Prog ratio were
optimized. The electrochemical response of the immuno-
sensor increased with the volume of the mixture as a
consequence of a higher labeled antigen loading for a
constant amount of immobilized antibody. Nevertheless,
volumes higher than 8 pL., did not produce a further increase
in the amperometric current. Using a volume of 8 pl, the
highest amperometric signal for the detection of progester-
one was obtained for a 5:3 Prog-AP/Prog ratio, which
coincides with that used for screen-printed biosensors for
progesterone [15].

3.3 Determination of Progesterone

Figure 5 shows some amperometric responses of the anti-
Prog-Au,-eraphite-Teflon immunosensor to progesterone
standard solutions prepared with Prog concentrations
ranging between 0 and 50 ng mL™". As can be observed,
the steady state current decreased as progesterone concen-
tration increased, this decrease being related with the
analyte concentration. Moreover, the amperomefric re-
sponses were obtained remarkably fast, the steady state
current being reached in 30-40s from the addition of 1-
naphtyl phosphate. The corresponding calibration plot for
progesterone is displayed in Figure 6. Each depicted point
corresponds to the mean value of three amperometric
measurements of progesterone. Similarly to that observed
for other immunosensors, a curvature n the calibration
eraph occurred for the higher progesterone concentration,
because of the smaller current decreases measured for such
concentration levels. A linear range (0.991) for progester-
one was obtained in the 0—30 ng mL~' concentration range.

@ 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co, KGaA, Weinheim
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Fig. 5. Amperometric responses at the anti-Prog-Augg-graphite-Teflon immunosensor for different progesterone concentrations.
Arrows denote the addition of 1-naphtyl phosphate. Other conditions as in Figure 4.

This linear range 1s appropriate for the analysis of Prog in
real milk samples, where the analyte is about 5 ng mL™.
Furthermore, it should be remarked that the good linearity
obtained for low Prog concentrations using this immuno-
sensor design, improves the results reported for SPCE
progesterone biosensors coated with IgG [18], where a hook
effect, that 1s, a curvature of the cahbration graph at the
lowest antigen concentrations, was observed. The slope of
the linear portion of the calibration graph displayed in
Figure 6is — 1.2 nA ng']m L, which is approximately 8-fold
higher than that reported for the SPCE progesterone
biosensors. The limit of detection calculated according to
the AS/N =3 criterion was 0.84 ng mL™",

The repeatability of the immunosensor was checked for a
Prog concentration of 20 ng mL™", and measuring repeat-
edly the signal (n=10) after the addition of 1-naphtyl
phosphate. The RSD value obtained, 3.5%, demonstrated a
eood repeatability of the amperometric measurements
using the same immunosensor. Interassay reproducibility

i, nA %o ifiy
140
100
120 -
— 80
100
50
60
0 20 40 80
Progesterone, ng ml!
Fig. 6. Calibration plot for progesterone obtained with the anti-

Prog-Au.ggraphite-Teflon immunosensor. gy =+ 030V,
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was evaluated by measuring the above mentioned Prog
concentration with immunosensors prepared in three differ-
ent days. A R5D wvalue of 8.2% shows an acceptable
fabrication reproducibility of the sensors.

34. Determination of Progesterone in Milk

The developed anti-Prog-Aug-graphite-Teflon bioelec-
trode was applied to the determination of progesterone in
milk samples, which were spiked with the analyte at a3.5 ng
mL™" concentration level. The analytical procedure was
extremely simple involving only the dilution of 285 pL. of
spiked milk up to a final volume of 1000 pL. A 3-pL aliguot
of this diluted sample solution was added to 5 pl of the
Prog-AP solution, and the whole solution was deposited on
the electrode surface. Following the experimental proce-
dure described in Section 2.3.3, amperometry at 0.30 V was
then applied. A calibration graph for progesterone follow-
ing this procedure was needed to be constructed as a
consequence of the remarkable matrix effect observed,
probably due to some blocking effect from the proteins, fats
and other components of milk samples [17]. This calibration
graph exhibited a linear range (r=0.993) over the 0-15 ng
mL~! concentration range, with a slope value of —09 nA
ng ' mL. Using this calibration graph, the analysis of seven
milk samples yielded a mean progesterone concentration of
354 0.2 ngmL™!, which signifies a mean recovery of 101 +
6%, thus demonstrating fairly well the usefulness of the
immunosensor for the determination of progesterone at the
concentration levels required in this type of analysis.

4. Conclusions

The novel amperometric immunosensor for the determi-
nationof progesterone, based on the immobilization of anti-
Prog on gold nanoparticles onto the surface of a colloidal
gold graphite-Teflon composite electrode, offers remark-
able analytical advantages with respect to previous proges-
terone immunosensors designs. So, both the range of
linearity and the sensitivity obtained for progesterone are

2007 WILEY-VCH Verdag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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considerably improved with respect to screen printed
carbon electrode progesterone immunosensors, which can
be attributable to the combination of the use of gold
nanoparticles and graphite-Teflon composite electrodes.
Furthermore, a goodrepeatability of the measurements and
an acceptable reproducibility of the immunosensor fabrica-
tion were obtained. The biosensor analytical performance
would permit the detection of changes in the progesterone
concentration at the physiological level related with fertility
tests.
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Abstract

A novel progesterone immunosensor using a colloidal gold—graphite—Teflon—tyrosinase composite biosensor as amperometric transducer is
reported. A sequential competitive configuration between the analyte and progesterone labelled with alkaline phosphatase (AP) was used. Phenyl
phosphate was employed as the AP-substrate and the enzyme reaction product, phenol, was oxidized by tyresinase to o-quinone, which is
subsequently reduced at —0.1'V at the biocomposite electrode. Variables such as the concentration of phenyl phosphate, the amount of antibody
attached to the electrode surface, immersion time in a 2% BSA solution, working pH and incubation times in progesterone and AP conjugate
were optimized. A linear calibration graph for progesterone was obtained between 0 and 40ng mL~" with a slope value of —82.3 nAng~' mL, and
a detection limit of 0.43 ng mL~", The time needed to reach the steady-state current from the addition of phenyl phosphate was 30-40s. These
analytical characteristics improve substantially those reported for other progesterone immunosensors. A lifetime of 14 days with no need to apply
any regeneration procedure was also achieved. The usefulness of the immunosensor was evaluated by determining progesterone in milk samples
spiked with the analyte at 5.0 and 1.5ngmL™=" concentration levels. Following a very simple procedure, involving only sample dilution, mean
recoveries (n="7) of Y8 & 3% and 99+ 3%, respectively, were obtained.

@ 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Electrochemical immunosensor; Progesterone; Colloidal gold: Tyrosinase biosensor

1. Introduction

The use of electrochemical immunosensors as efficient
analytical tools in fields such as clinical diagnosis and envi-
ronmental monitoring is nowadays well established [1.2]. This
kind of immunosensors gathers excellent analytical capabil-
ities as sensitivity, reproducibility, simplicity of construction
and use, and feasible miniaturization. These important advan-
tages become more evident insofar as the immobilization of
immunoreagents and the transduction event are more efficient.
Thus, the preparation of bioelectrodes combining immobiliza-
tion methods capable of improving stability with no significant
loss of the biological activity of biomolecules, with electro-
chemical transducers that enhance electron transfer, constitutes
a challenge in modern bioanalytical chemistry. Related to this
goal, electrochemical biosensors involving the use of gold

* Corresponding author. Tel.: 434 1 30443 15; fax: +34 | 3944329,
E-mail address: yseo@ quim.uem.es (P, Yifez-Sedefio).

0003-2670/5 - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/].a¢a.2007.05.046

nanoparticles have demonstrated to possess infteresting fea-
tures [3]. The ability of gold nanoparticles to adsorb biological
molecules with no loss of activity as well as to promote elec-
tron transfer between redox proteins and electrodes, is an
extremely useful characteristic for the preparation of reliable
biosensors [4,3]. In particular, some examples of electrochemi-
cal immunosensors using gold nanoparticles have been reported
recently in the literature. Modified glassy carbon electrodes sup-
porting gold nanoparticles were used to prepare amperometric
immunosensors for determination of paraoxon [6] and carci-
noembryonic antigen [7]. A flow-injection immuno-bioassay
for interleukin-6 in humans using gold nanoparticles-modified
screen-printed graphite electrodes has been also reported [8].
Immunosensors for hepatitis B prepared from hybrid materials
using sol—gel fabrication and gold nanoparticles have been also
described [9.10]. A carbon paste electrode modified with gold
nanoparticles and thionine has been used for the design of an
immunosensor for carcinoma antigen 125 [11] Very recently, we
have reported on an amperometric immunosensor for the deter-
mination of progesterone using a colloidal gold—graphite-Teflon
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composite electrode [12]. The immunosensor functioning was
based on a competitive assay involving progesterone labelled
with alkaline phosphatase [13-15]. Monitoring of the affinity
reaction was carried out by the amperometric detection of the
electrochemical oxidation of the alkaline phosphatase enzyme
reaction product.

In this article, a novel progesterone immunosensor with
improved analytical performance is reported. The determination
of this hormone has a high interest in order to achieve arapid con-
trol of pregnancy and fertility periods for artificial insemination
of cows [16]. The proposed immunosensor design makes use of
acolloidal gold-graphite-Teflon-tyrosinase biosensor as amper-
ometric transducer. This biosensor combines the advantageous
properties of composite graphite-Teflon electrode matrices for
the immobilization of enzymes [17]. and of gold nanoparticles
incorporated into such a matrix by simple physical inclusion, to
achieve a high analytical performance for the detection of dif-
ferent phenolic compounds [18]. These advantages are profited
to enhance the electrochemical transduction event of the affin-
ity reaction. Furthermore, the immunosensor design allows the
direct attachment of the antibodies involved in the immunologi-
cal reaction on the composite tyrosinase bioelectrode surface,
which improves the simplicity of the design as well as the
renewability of the biosensing surface.

2. Experimental
2.1. Reagents and solutions

Monoclonal anti-progesterone (anti-Prog) and tyrosinase
{Tyr, from mushroom, EC 1.14.18.1, activity of 2590 units per
mg of solid) were purchased from Sigma. Progesterone labelled
with alkaline phosphatase ( AP—prog), prepared by reacting 9 mg
of AP with 0.5 mg progesterone glucuronide ina 2 mL final vol-
ume and diluted 1/40,000, was obtained from Ridgeway Science
Ltd. (Alvington, Gloucestershire, UK ). Unlabelled progesterone
(Aldrich, 98%) and phenyl phosphate disodium salt dihydrate
(Sigma, 98%) were also used. Bovine serum albumin (BSA)
(97%), phenol (99%) and magnesium chloride (99%) were
all from Merck. TRIS (tris(hydroxymethyljaminomethane)
(Sigma, 99%) was also used. A stock | mM solution of proges-
terone was prepared in methanol and stored at4 °C. More diluted
progesterone and 0.01 M phenol solutions were prepared daily
by dilution with 0.1 M TRIS (pH 7.0) buffer solution.

Colloidal gold was prepared as reported before [19]. Briefly,
2.5mL of 1% sodium citrate solution was added te 100 mL of
a boiling aqueous solution containing 1 mL 1% (w/w) HAuCly
(Sigma, >49% as Au). The diameter of gold nanoparticles, mea-
sured by electron scanning microscopy, was 16 £ 2 nm. Graphite
powder (Ultra Carbon, Bay City, MI, USA) and Teflon powder
{Aldrich) were also used for the construction of the composite
electrode.

2.2, Apparatus and electrodes

Electrochemical measurements were performed using a
PGSTAT 12 potentiostat from Autolab, with the general-purpose

electrochemical system (GPES) (EcoChemie B.V.) electro-
chemical software. A three-electrode cell (a BAS VC-2 10-mL
glass electrochemical cell) equipped with a platinum wire
counter electrode, a BAS MF-2063 Ag/AgCl/3 M KCl reference
electrode, and the immunosensor as the working electrode, was
used. All experiments were performed at room temperature.

2.3. Preparation of the Tvi-Au —graphite-Teflon
biosensor

Tyrosinase-colloidal  gold-graphite-Teflon bioelectrodes
were constructed as described previously [18]. Briefly, 150 mg
graphite and 900 pL of the colloidal gold suspension prepared
as described above were thoroughly mixed by mechanic
stirring for 2h. Then, water was evaporated under air current
at room temperature. Next, 34.75 mg tyrosinase and 400 pL
of 0.1molL~" phosphate buffer solution of pH 7.4 were
incorporated to the mixture by stirring for 2h in an ice bath.
The resulting mixture was dried and 415.25mg of Teflon
powder was added and thoroughly mixed by hand. Then, the
mixture was pressed into pellets, by means of a Carver pellet
press (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) at IO,GIOOIEgcm_2
for 10min. These pellets were 1.3 cm in diameter and approxi-
mately 0.4 cm thick. From this main pellet, several (five or six)
3.0 mm diameter cylindrical portions of each pellet were bored,
each portion constituting a different composite electrode. Each
electrode was press-fitted into a Teflon holder, and the electrical
contact was made through a stainless steel screw.

2.4. Immunosensor preparation

A 5.2-pL aliquot of 2 0.01 mgmL ™" anti-Prog solution was
deposited on the surface of the tyrosinase composite biosensor
and allowed to dry in air under room temperature. Then, the
bioelectrode was immersed for 10 minin a 2% (w/w) BSA solu-
tion and washed carefully with 0.1 M TRIS buffer solution of
pH 7.0. The resulting anti-Prog—Tyr—Aucon—graphite—Teflon)
immunosensor was immersed in 10mL of the analvte pro-
gesterone solution for 30 min. Then, the immunosensor was
incubated in 10 mL of the AP-prog solution during 40 min.

2.5. Electrochemical detection of progesterone

The electrochemical detection of progesterone was carried
out by immersion of the immunosensor in the electrochemical
cell containing 10 mLof 2 0.1 mol L™ TRIS bufferof pH 7.0 and
I mM MgCl,. Then, 20 pL of 0.01 mol L=! phenyl phosphate
was added and the amperometric measurement of the reduc-
tion current from o-quinone was carried out at —0.1'V versus
Ag/AgCl.

3. Results and discussion

The immunosensor functioning is shown in Scheme 1. It
is based on a sequential competitive assay between the ana-
lyte Prog and the antigen labelled with alkaline phosphatase
(AP—prog) for the binding sites of the anti-Prog immobilized
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Scheme 1. Schematic diagram of the progesterone immunosensor based on electrochemical detection at a Tyr—Augg—graphite-Teflon electrode using sequential

competitive assay: AP, alkaline phosphatase: Prog, progesterone: ArOH, phenol.

antibody. Considering the ability of gold nanoparticles to adsorb
proteins with no loss of biological activity, it is assumed that
antibodies were preferentially linked to gold nanoparticles at
the electrode surface. Phenyl phosphate was employed as the
AP-substrate in order to generate phenol, which is catalytically
oxidized by Tyr to the o-quinone and this quinone is electro-
chemically reduced at —0.1'V at the tyrosinase—colloidal gold
composite electrode. The use of this biosensor as amperomet-
ric transducer permits the obtention of sensitive responses for
phenol at a potential such as —0.10V. The presence of gold
nanoparticles in the electrode matrix gives rise to enhanced
kinetics of both the enzyme reaction with Tyr and the electro-
chemical reduction of the o-quinone at the electrode surface, thus
allowing the achievement of a high sensitivity for the detection
of phenol. In fact, a limit of detection of 20 nM was obtained
using this biosensor design [18].

As expected, the concentration of phenyl phosphate used
as AP-substrate affected the amperometric response obtained.
It was tested over the 10-200umolL~! range. The current
increased with the substrate concentration with a region of
saturation from 50 wmol L', Although the use of a substrate
concentration in the zone of saturation is desirable in order to
ensure that the enzyme reaction rate depends only on the enzyme
concentration [20], in this case, high concentrations of phenyl
phosphate produced significant background currents attributed
to traces of free phenol in the reagent employed [14]. Therefore,
the concentration of phenyl phosphate was selected by con-
sidering the ratio between the amperometric response obtained
with the immunosensor and the current observed from phenyl
phosphate solutions at the tyrosinase—colloidal gold composite
electrode. The best signal-to-background currentratio was found
for 20 pM pheny] phosphate and, accordingly, this concentra-
tion was chosen for further work. Moreover, this concentration
value ensures 4 sufficient AP-substrate excess for an adequate
monitoring of the affinity reaction.

3.1. Optimization of the variables involved in the
immunosensor performance

Since the composition of the Tyr-Augg—graphite-Teflon
electrode was optimized previously [18], only the amount of

anti-Prog attached to the electrode surface was checked with
respect to the immunosensor construction. This was accom-
plished by depositing on the surface (see Section 2} 5pL
of 0.1-0.01 mg mL~" anti-Prog solutions so that the antibody
loading adsorbed ranged between 0 and 520 ng. The resulting
imunosensors were tested against a 10ngmL~! progesterone
solution with 40 min incubation in 10 mL of the AP—prog stock
solution. Fig. 1 shows a fast increase in the measured current
with the antibody loading for low amounts of anti-Prog. How-
ever, from 52 ng anti-Prog (which corresponded to 5.2 pL of a
0.01 mgmL‘l anti-Prog stock solution), the current decreased
slightly which suggested that high antibody concentrations pro-
duced a decrease in the immunosensor response which can be
related with the inactivation of antibody binding sites by steric
hindrance. The antibody concentration at which the current
reached the highest value probably is related with saturation
of the gold nanoparticles adsorbing sites at the electrode sur-
face [21]. Therefore, the above mentioned anti-Prog loading was
selected for further work.

After antibody immobilization, the bioelectrode was
immersed ina2% BSA solution to minimize nonspecific adsorp-
tion. The time of immersion was also optimized. Practically
constant currents were obtained for incubation times between
5 and 15 min, a noticeable current decrease being observed for

4.0 4

3.0 1

i 2.0 -

0.0 + T T T T T ]
0 01 01 03 04 05 06

anti-Prog. pg

Fig. L. Effect of the anti-Prog amount immebilized onto a Tyr—Augg—
graphite-Teflon electrode on 10ngmlL=" progesterone; 20 uM phenyl phos-
phate: 0.1 M TRIS buffer solution of pH 7.0; Eypp = =010V n=5.
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Fig. 2. Effect of pH on the amperometric response measured at a
Tyr-Auggy—graphite-Teflon electrode incubated in the AP—prog solution; n=5.

longer incubation times. Therefore, an immersion time of 10 min
was used for subsequent studies.

The immunosensor functioning implies the coupling of two
enzyme reactions, the one involving AP to generate phenol, and
the catalytic oxidation of phenol by tyrosinase. However, the
optimum working pH for these enzy me reactions is not the same.
It is well known that basic media are the most appropriate for
AP reaction, while neutral pH is optimum for tyrosinase biosen-
sors [20,18]. Fig. 2 shows the effect of pH on the amperometric
current measured with a Tyr-Au,y—graphite-Teflon electrode,
which was incubated in the AP-prog solution, after adding
1.0 x 10~*mol L~! phenyl phosphate. As can be observed, the
highest response was obtained around pH 7, thus suggesting
that the enzyme reaction with tyrosinase is more limiting for the
obtention of an appropriate current monitoring than that of the
AP-substrate hydrolysis.

Incubation times of the imunosensor in progesterone solu-
tion and in the AP conjugate (AP—prog) solution were also
optimized. Fig. 3 shows the results obtained. Firstly, the effect
of the incubation time in the AP—prog solution was checked
after immersion of the immunosensor in a 10ngmL™" pro-
gesterone solution for 30min. As can be seen, the current
increased as the incubation time was longer with a level-off
after approximately 40min, this period of time being chosen
for further work. Then, the effect of the incubation time in a

404

ri

304 g-.

Incubation time, min

Fig. 3. Effect of the incubation time in: (—) the AP-prog solution after immer-
sion of the immunosensor in a 10ng mL™! Prog solution for 30min; (——) a
10ng mL~! progesterone before incubation for 40 min in the AP-prog sclution.
Other conditions as described in Fig. 1: m=5.

10ngmL~" progesterone solution was tested, before incuba-
tion for 40 min in the AP-prog solution. The current measured
showed a slight decrease with incubation time up to approxi-
mately 35 min, and a sharper decrease for longer times. This
behavior is consistent with the competitive configuration used,
since as the incubation with progesterone was longer, the pos-
sibility of AP—prog molecules to compete efficiently for the
antibody binding sites was lower and, consequently, smaller
amperometric signals were obtained. Furthermore, the ampero-
metric response in the absence of progesterone (blank response)
did not change significantly with the incubation time. Accord-
ingly, 30 min was selected as the incubation time in the antigen
solution.

The response obtained with the immunosensor under these
optimized conditions was compared with that found using a
Tyr—graphite-Teflon electrode (i.e. without gold nanoparticles),
which was incubated in the immunoreagents solutions exactly
under the same conditions. Repetitive amperometric measure-
ments showed a continuous decrease of the amperometric
response, with a 25% lower steady-state current for the seventh
measurement, which remained more or less constant for further
measurements. However, as commented below, no decrease in
the amperometric response was observed when working with
the Tyr—Augp—graphite-Teflon electrode. This behavior can be
explained as a consequence of the more stable immobilization
of the antibody onto the electrode surface prepared with gold
nanoparticles, due to their ability to adsorb proteins retaining
the biological activity. Furthermore, the amperometric response
obtained at the Tyr—Auy—graphite-Teflon biosensor was 58%
higher than that found at the biosensor with no colleidal gold,
demonstrating the enhanced kinetics of the reactions in the pres-
ence of gold nanoparticles.

3.2, Analyiical characteristics of the elecirochemical
immunosensor

Once the variables involved both in the immunosensor prepa-
ration and in the immunosensing event were optimized, a
calibration curve for progesterone was constructed. This cali-
bration graph shows a decrease in the steady-state amperometric
current when increasing progesterone concentration, which cor-
responds to a sequential competitive immunosensing approach
(Fig. 4). The range of linearity (r>=0.991) ranged between
0 and 40ng mL~! with a slope value of —82.3nAng™' mL.
Furthermore, the time needed to reach the steady-state current
from the addition of phenyl phosphate was approximately 30—
40s.

Several important analytical advantages can be deduced when
the immunosensor performance is compared with that of the few
other progesterone immunosensors reported in the literature.
Firstly, the response shows a good linearity for low proges-
terone concentrations (itshould be noted that usual progesterone
concentration in cow's milk is around 5 ng mL~1. Conversely,
some of the progesterone immnunosensors described previously
[13,15] exhibited a hook effect, i.e. a curvature of the calibra-
tion graph, for low antigen concentrations. Although this hook
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Fig. 4. Calibration plot for progesterone obtained with the anti-Prog—{Tyr—
Auigo—graphite-Teflon) immunosznsor. Other conditions as described in Fig. 11
n=3.

effect was not observed for the calibration graph constructed
with the immunosensor using a colloidal gold-graphite-Teflon
composite electrode [12], the monitoring of the affinity reac-
tion was accomplished in this case at +0.30'V. On the contrary,
the use of a Tyr—Au.qy—graphite-Teflon biosensor as transducer
allows a detection potential such as —0.1 V to be applied, thus
minimizing the impact of potential interferences from elec-
trochemically active compounds that may be present in real
samples.

Concerning sensitivity, the slope value of the proges-
terone calibration plot is almost 100-fold higher than that
obtained with the immunosensor design using the colloidal
gold—graphite-Teflon electrode [12], and more than 3-fold
higher than that achieved with screen-printed amperometric
biosensors in which the antibody was immobilized by interac-
tion with a layer of [¢G coated previously ontothe screen-printed
carbon electrode [16]. The limit of detection calculated for
progesterone with the anti-Prog—(Tyr—Au,—graphite-Teflon)
immunosensor was of 0.37 ng mL~!, according to the proges-
ferone concentration which was three-times the noise mean
value (n=10). If the concentration corresponding to the y value
abtained by subtracting 3 x 5.D. of zero point (no analyte) from
the mean of the zero standards measurements (1= 10), is used
io calculate the limit of detection, a value of 0.43ngmL~! is
obtained. These values are approximately one order of magni-
tude lower than that reported with an immunoassay using the
BIACORE™ surface plasmon resonance (SPR) biosensor [21].
In summary, the analytical characteristics of the immunosen-
sor constructed using the Tyr—Au,gy—graphite-Tetlon electrode
demonstrate an improved performance with respect to other
immunosensors for the determination of low concentrations of
progesterone.

The inherent advantage of stability that the biosensors based
on the use of composite electrodes modified with gold nanopar-
ticles possess [ 18] leads also to an improved operational stability
of the progesterone immunosensor. Different aspects concern-
ing stability were evaluated. Firstly, repetitive amperometric
measurements (n=10) for a progesterone concentration of
10ngmL~! were carried out after the addition of phenyl phos-
phate. The relative standard deviation (R.S.D.) value calculated

Fig. 5. Control chart constructed for one anti-Prog—Tyr—Augall-graphite—
Teflon) immunosensor. Data show the mean values of three measurements from
10 ng mL~! progesterone solutions. Eypp = =010V n=5.

for the steady-state current, 2.6%, showed a good repeatability
of the amperometric responses with the same immunosensor.
Furthermore, the amperometric responses obtained with nine
different immunosensors, prepared in three different days, for
the same progesterone concentration level (10ngmL ™!} gave a
R.S.D. value of 2.8%, which demonstrated the excellent repro-
ducibility achieved in the construction of the nanostructured
immunosensors.

Finally, the lifetime of the anti-Prog—Tyr—Au.gp—graphite—
Teflon) immunosensor was evaluated by performing daily
three measurements of 10ngmL~' progesterone. After use,
the immunisensor was stored under dry conditions at 4°C.
The control chart constructed (Fig. 5) shows that the mean
initial response remained inside the control limits (X3 x the
standard deviation of the measurements performed in the first
day) for 14 days with no need to apply any regeneration pro-
cedure to the immunosensor surface as well as any further
incubation step. This very good immunosensor stability can be
attributed to the demonstrated capability of gold nanoparticles
to adsorb proteins retaining their biological activity. Further-
more, after the useful lifetime mentioned, the preparation of
a new immunosensor was extremely simple, involving only
polishing for 5s on a [50 grit SiC paper of the rigid compos-
ite bicelectrode to obtain a fresh Tyr—Au.,y—graphite-Teflon
surface [18]. onto which the antibody can be deposited
again.

3.3. Analysis of progesterone in spiked milk samples

The usefulness of the immunosensor for the analysis of real
samples was evaluated by determining progesterone in milk
samples which were spiked with the analvte at two ditferent
concentration levels, 5.0 and 1.5 ngmL_l. It should be noted
that the onset of cestrus in dairy cattle is indicated by a con-
centeation of milk progesterone below 2-5ngmL~" [14]. The
analytical procedure involved was extremely simple, with no
sample treatment. After immobilization of the antibody onto the
Tyr—Augg—graphite—Teflon biosensor, and following the proce-
dure described in Section 2, the immunosensor was immersed in
the milk sample for 30 min and then incubated in the AP-prog
solution during 40 min. Amperometry at —0.10V was used to
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monitor the affinity reaction. The unspiked samples did not con-
tain detectable amount of progesterone as it was verified by
performing successive 2-and 3-fold dilutions of the sample. No
significant difference in the amperometric current was observed
with respect to the undiluted sample, thus indicating the absence
of endogenous progesterone in the analysed milk. A noticeable
matrix effect was observed when the slope value of the cal-
ibration plot for progesterone constructed with milk samples
spiked with the analyte inthe (~20 ng mL~" concentration range
(r=0997), —41nA ng“ mL, was compared with the slope
value mentioned above for the calibration graph constructed
with progesterone standard solutions. Therefore, the calibration
graph obtained with spiked milk which did not contain detectable
endogenous progesterone was employed for progesterone quan-
tification. According to the zero mean value minus 3 x S.D. of
zero point criterion, a limit of detection of 0.48ng mL™" was
calculated relative to this calibration graph in milk. The analy-
sis of fourteen different milk samples, seven of them spiked at
the 5.0ngmL~" concentration level, and the other seven sam-
ples spiked at the 1.5 ng mL™! level, yielded progesterone mean
concentrations of 4.9 +0.2ng mL™" and 1.49+£0.05ngmL™",
respectively. These concentrations imply mean recoveries
of 984+ 3% and 99+ 3%, respectively. These results show
fairly well the usefulness of the developed immunosensor
for the determination of low progesterone concentrations in
milk.

4. Conclusion

The synergic combination of the advantages provided by
nanostructured biosensors with gold nanoparticles and the use
of a composite bioelectrode matrix, into which the nanopar-
ticles are incorporated by simple physical inclusion, permits
the development of robust immunosensors in which the anti-
body is directly attached to the electrode surface. Furthermore,
the detection approach of the affinity reaction involving a
tyrosinase—colloidal gold-graphite-Teflon electrode implies
a significant improvement of the analytical characteristics
achieved for the determination of progesterone with respect to
previous immunosensor designs, and permits the immunosensor
application for the analysis of real samples.
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Abstract: An [gG immunosensor using a colloidal gold-Tyrosimase-graphite-Teflon
composile biosensor as an amperometne transducer is reported. Protein A was used
o immobilize the antibody on the biosensor surface and a sandwich-type conliguration
using alkaline phosphatase (AP) labeled anti-1g0 was employed. Phenyl phosphate was
used as the AP-substrate, and the enzyme reaction product, phenol, was catalytically
oxidized by tyrosinase w the e-quinone, which is subsequently reduced at —0.1 V at
the biocomposite electrode. Variables such as the concentration of phenyl phosphate,
the amount of antibody attached w the electrode surface, the immersion lime ko a
2% BSA solution and the meubaton tme into IgG, protein A and AP conjugate
solutions, were opumized. Electrochemical impedance spectroscopy was used
monitor all the steps involved in the preparation of the immunosensor. A near cali-
bration graph for 1g(G was obtained between 5 and 100 ng ml™' 1gG, with a slope
value of 11.8nAng "ml, and a detection himit of 2.6 ng ml™'. These analytical
characteristics are competitive with other 1gl electrochemical  immunosensor
designs. The developed ant-lgG o (Tyr-Au,g-graphite-Tellon) immunosensor was
applied o lgG determination in a spiked serum sample with a recovery of
103 + 6% fora 10 ng ml ! concentration level.
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mmmunoglobulin G

Received 6 September 2007 ; accepted 12 October 2007

Financial support from the Ministerio de Educacion y Ciencia ( Projects CTQ2006-
02905 and CTQ2006-02743), and PR27 /05-13860-BSCH is gratefully acknowledged.

Address correspondence 1o 1. M. Pingarron, Faculty of Chemistry, Department of
Analytcal Chemistry, Umversity Complutense of Madnd, 28040 Madnd, Spain.
E-muil: pingarmo @ guim.ocm.es

244

217



Resultados y discusién integrada
]

Amperometrie IglG Immunesensor 245
INTRODUCTION

Electrochemical immunosensors combine excellent analvtical capabilities
such as sensitivity, reproducibility, simplicity of construction and use, low
cost, speed of analysis, and feasible miniaturization, with the inherent selec-
fivity of the antibody-antigen recognition processes. Ditterent strategies
have been used (Hernandez-Santos et al. 2002; Vijavavardhara et al. 2002)
to achieve efficient immobilization of the immunoreagents on the electrode
surface. Among them, the use of gold nanoparticle-modified electrodes have
demonstrated to be a usetul tool for the preparation of immunosensors (Fu
et al. 2005, Carralero et al. 2007). Converselv to direct adsorption of
proteins onto metal electrode surfaces, which usually leads to denaturation,
gold nanoparticles cannot only enhance the amount of antigen or antibody
immobilized onto electrode surface but also preserve the activity of these
immobilized biomolecules (Chen et al. 2006).

Various configurations of immunosensors using gold nanoparticles have
been recently described in the literature. Amperometric Immunosensors
prepared with glassy carbon (Hu et al. 2003; Li et al. 2006) or screen-
printed (Liang and Mu 2006) electrodes modified with gold nanoparticles
have been used for the determination of paraoxon, carcincembryionc
antigen, and interleukin-6. An amperometric immunosensor constructed by
a layer-by-layer assembly of gold nanoparticles/thionine/Nafion-modified
gold electrode for the determination of o-l-fetoprotein has been also
described (Zhuo et al. 2006). Multilayer films of gold nanoparticles/
tris(2,2"-bipyridyljcobal(III) onto a platinum electrode have been used for
the construction of an immunosensor for hepatitis B antigen (Tang et al.
2005). Gold nanoparticles were also assembled into a three-dimensional sol-
gel matrix for amperometric human chorionic gonadotrophin immunosensing
i(Chen et al. 2006). We have recently reported an amperometric immunosensor
for progesterone based on the direct attachment of the antibodies onto the
surface of a colloidal gold-graphite-Teflon composite electrode and using a
competitive assay Involving progesterone labeled with alkaline phosphatase
iCarralero et al. 2007a). A more sensitive configuration based on the incorpor-
ation of tvrosinase to the composite electrode has been also developed
(Carralero et al. 2007h).

As a typical model analyte, many different strategies for the preparation
of electrochemical immunosensors for [gG have been described. The analvti-
cal characteristics of some recent developments are summarized in Table 1.
Screen-printed electrodes (SPEs) have often been used for these applications
{Darain et al. 2003; Diaz-Gonzalez 2005; Messina et al. 2007). Metal-oxide
matrices have been also used for developing of IgG Immunosensors
(Wilson and Rauh 2004: Wang et al. 2006). An amperometric immunoelec-
trode constructed by antibody loading in an iridium oxide matrix has also
been reported (Wilson and Rauh 2004). Moreover, a sequential sandwich
immunoassay based on a ZnO/chitosan composite-modified GCE was
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Table 1. Electrocherical immunosensors for the determination of immunoglobulin G
: Analvte/ Linear range, LOD,
Electrode Imiunosensor preparation Technigue Assay mode sample ng ml~! ng ml™? Ref.
Anti-lgG-biotin-  Covalent bonding of HRP and  Amperom. Competitive; lgG-G0x; Ha0y  rlgG S00-2 000 330 (Heméandez-
avidin-HRP- streptavidin on TCAP: E=-035V detection Santos et al.
TCAP-SPCE immobilization of biotyni- 2002)
lated anti-IgG
Anti-IgG-biotin-  Adsorption of streptavidin on - CV: SWY Competitive: [gG-AF: rlgG T-140 T (Hu et al. 2003}
avidin-5PCE pre-oxidized SPCE; immo- Jeindoxyl-phosphate a5 AP
bilization of biotynilated substrate
anti-1gG

Hopy-lgli GSPE  H py-l1glG immob, onto preoxi- FLIA-SWV Competitive; anti-hlgG-AP; Hopy-1gG/ 0-100 05 UmL™" (Liet al 2006)
dized GSPE E=-015V p-APP as AP substr, Seriim U mL™!

Anti-Ig G-IrE Anti-1gl immobilization on AT peroin. Sandwich: anti-1gG-AP: hilgG, 10 200(1gGy 8 (Liang and Mu
electrochemically growth E=+4+ 042V HQDP as AP substr.; HO) transferrin 2006}
oxide matrix detection

Anti-IgG-Zn0/  Anti-1gG immobilization onto Amperom. Sandwich: anti-lgG-HEF: hlg( 2.5-500 1.2 (Liu et al.

chitosan-GCE 2 chitos an- modi fied E=-015V Has detection: HO) as 2006)
GCE medigtor
CNTs-pSt-lplG/  Incorp. of IpG ot the CNTs—  Amperom. Competitive: anti-1pG-HEP: Anti-1gG (2-5) = 10° 1660 (Mena et al.
SPE paf composite membrane E=-010¥ Hy O detection:HO) as 2005)

mediator

ol
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Anti-mlgG- CNTggpetivation; EDCNHS EIS Incub. in mlgG mlg(s Upto 100 = 0 200 (Messina et al. -
CINTs array m@lent immobilization of 2007 _E
antginlg (G =
Anti-IpG-Aug-  Prep. Al AET (SAM) ELS: CV: Measurement of potential [/ serum 12800 34 (Pemberton g
AET-AunE ified AuE: adsorption of  potentiom. changes in the presence of et al. 2001} 1
antglgG 1gG =
Anti-hlgG- Prep, B Al -HDT (SAM) EIS Incub, in: &) hlgls, by goat anti- hlgG 15.3-328.3 4.1 [Sénchez et al. =
A y- HDT- mc@ﬁed AnE; adsorption of hlgG-Auy. Amplif, by 20057y =y
AnE m]lfn_»it anti-hlg( imimers, in rabbit anti-glg(- 'E_'
& Al iy E
Anti-hlgG-CPE  Anti-BloG adsorption onto ASY Sandwich: incub. in a)hlgG, b} hilgG 10— 500 4 (Tang et al. E
ele%m-midlmd CPE anti-hlg(G- Au, gy oxidation 2005} E
surface at +1.30 V: voltammetry z
Anti-IpGiCdBRes  im . anti-lgl by cross- Amperom. Sandwich; anti-hlg G-HEFP: hlg( S510-30170 (i 180 (Vijavavard- e
(51004 -CPE linking with GH on AFTES- E= —-030Y Hy (O detection: HO) as va log C) hana et al.
pretreated CdFes 0510, mediator 20023
particles; attach bioparticles
to CPE surface

AET, mercaptoethvlamine:; CPE, carobn paste electrode: GH, glutaraldehvde; GSPE, graphite screen-printed electrode; HDT, 16-hexanedithiol; i gy, Helicobacier
prlord: HQ), hyvdrquinone; pSt, poly sulfone; SPCE, screen-printed carbon electrode; TCAF, 5,252 terthiophene-3"-carboxvlic polvimer.

Lye
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reported (Wang et al. 2006). Regarding the use of nanomaterials, carbon
nanotubes /polysulfone-modified screen printed electrodes have been used as
a matrix for the incorporation of IgG and amperometric detection by competi-
five assay using HRP as the anti-1g(G label (Sdnchez et al. 2007). A CNT-array
immunosensor has been constructed tor the determination of mouse-1gG using
Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) (Yun et al. 2007). Immobiliz-
ation of anti-IgG on Au-colloid-modified mercaptoethylamine SAMs was
investigated, and the change that occurs in the presence of the corresponding
antigen was potentiometrically monitored (Fu et al. 2005). Colloidal gold has
been also used as a label to enhance sensitivity. For example, a highly
sensitive electrochemical impedance immunosensor for human IglG with
signal amplification based on a colloidal gold labeled anti-1eG complex was
developed (Chen et al. 2006). This strategy has been also used for the
preparation of a carbon paste immunoelectrode based on adsorptive voltamme-
try of the adsorbed AuCl; (Chen et al. 2007). Other nanoparticles, such as
core-shell magnetic nanoparticles (CdFe,0y-510%) modified with surface
amino groups have also been used for immobilization of anti-1gGG on carbon
paste electrodes and amperometric sensing of [gG by a sandwich assay using
the anti-IgG-HRP conjugate and hvdroguinone as the mediator (Lin et al.
2006).

In this article, colloidal gold nanoparticles were incorporated into a
Tyrosinase-graphite-Teflon composite electrode, which constitutes both an
appropriate matrix for the immobilization of anti-IgG and a sensitive ampero-
metric transducer. A sandwich-type configuration using alkaline phosphatase
i AP)-labeled anti-lgG (anti-1gG-AP) was used to determine Ig(. Phenvl
phosphate was emploved as the AP substrate, and the enzyme reaction
product, phenol, was catalvtically oxidized by tvrosinase to the e-guinone,
which was electrochemicallv reduced at the biocomposite electrode.

EXPERIMENTAL
Reagents and Solutions

Antirabbit immunoglobuline G (anti-1gG), rabbit immunoglobulin (1gG),
antirabbit Immunoglobulin G labeled with alkaline phosphatase (anti-lgG-
AP), and protein A (5 aureus) were obtained from Sigma. Tyrosinase (Tyr,
from mushroom, EC 1.14.18.1, activity of 3370 units per mg of solid)
(Sigma) and phenyl phosphate disodium salt dihvdrate (Sigma, Y3%) were
also used. Bovine serum albumin (BSA) (97%) and magnesium chloride
(99%) were all from Merck. Phenol (Scharlab, 99%), and TRIS (tristhvdroxy-

methyljaminomethane) (Sigma, 99%) were also used. | mg ml™" stock
solutions of antilgG and IgG were prepared in (0.135 M NaCl and (0.150 M
Nall solutions, respectively. More diluted solutions, and 0.13 mgl_I anti-

lgG-AP were prepared daily by dilution with 0.1 M TRIS (pH 7.0)-1 mM
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MgCl, butfer solution. Solutions of 2% protein A, 2% BSA, (.01 M phenol,
and 0.01 M phenyl phosphate were prepared in 0.1 M TRIS (pH 7.0)-1 mM
MgCl; buffer solution.

Colloidal gold was prepared as reported earlier (Mena et al. 2005). Brieflv,
2.5 mlof 1 % sodium citrate solution was added to 1{0 ml of a boiling aqueous
solution containing | ml 1% (w/w) HAuCl, (Sigma, =49% as Au). The
diameter of gold nanoparticles, measured by electron scanning microscopy,
was 16 + 2 nm. Graphite powder (Ulira Carbon, Bay Citv, MI, USA) and
Teflon powder (Aldrich) were also used for the construction of the
composite electrode.

Apparatus and Electrodes

Electrochemical measurements were performed using a PGSTAT 12 potentio-
stat from Autolab, with the general-purpose electrochemical system (GPES)
(ECOChemie B.V.) electrochemical sottware. A three-electrode cell (a BAS
V(-2 10 ml glass electrochemical cell) equipped with a platinum wire
counter electrode, a BAS MF-2063 Ag/AgCl/3M KCl reference electrode,
and the immunosensor as the working electrode, was used. All experiments
were performed at room temperature. Electrochemical impedance measure-
ments were performed using a p-Autolab type III with FRA2 software
(Ecochemie).

Procedures
Preparation of the Tvr-Au_,-graphite-Teflon Electrode

Tyrosinase-colloidal gold-graphite-Teflon bioelectrodes were constructed as
described previously (Carralero et al. 2006). Briefly, 150 mg graphite and
G900 pl of the colloidal gold suspension prepared as described above were
thoroughly mixed by mechanic stirring for 2 h. Then, water was evaporated
under air current at room temperature. Next, 3475 mg tyrosinase and
400 pl of 0.1 mol ! phosphate butter solution of pH 7.4 were incorporated
to the mixture by stirring for 2 h in an ice bath. The resulting mixture was dried
and 415.25 mg of Teflon powder was added and thoroughly mixed by hand.
Then, the mixture was pressed into pellets by using a Carver pellet press
(Perkin-Elmer, Norwalk, CT) at 10,000 kg em ™2 for 10 min. These pellets
were 1.3 cm in diameter and approximately (0.4 cm thick. From this main
pellet, several (five or six) 3.0 mm diameter cylindrical portions were bored,
each portion constituting a different composite electrode. Each electrode
was press-fitted into a Teflon holder, and the electrical contact was made

through a stainless steel screw.
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Immunosensor Preparation

The tyrosinase composite biosensor was Incubated mnto a 2% solution of
Protein A for 20 min. Then, 2.6 pl of a 0.11 mg ml " anti-IglG solution was
deposited on the bioelectrode surface and allowed to dry in air at room temp-
erature. The resulting anti-1gG-(Tyr-Augp-graphite-Teflon) electrode was
immersed for 15 min in a 2% (w/w) BSA solution and washed carefully
with 0.1 M TRIS buffer, pH 7.0. Once prepared, the anti-IgG(Tyr-Au g
graphite-Teflon) immunosensor was immersed in 10 ml of the analvte 1gG
solution for 35 min. Then, it was incubated in 10ml of a 1700 ng ml ™!
antl-lgG-AP solution for 40 min.

Electrochemical Detection of 1gG

The immunosensor was Immersed in the electrochemical cell containing
10ml of a 0.1 mol 17" TRIS buffer, pH 7.0 and 1| mM MgCls. Then, phenvl
phosphate in a 2 pM concentration was added, and the amperometric
measurement of the o-quinone reduction current was carried out at —0.1 ¥
versus Ag/AgCl.

RESULTS AND DISCUSSION

The immunosensor design 1s schematized in Fig. 1. It 1s based on a sandwich
configuration with the antibody (anti-1gG) immobilized onto the Tyr-Augg)-
graphite-Teflon composite bioelectrode. The immunosensor is incubated in
the analyte solution and then in anti-1gG-AP. The addition of phenvylphosphate
as AP-substrate generates phenol, which 1s oxidized by Tvr to the o-quinone.

o

tg & §$ ”-“-E:”ﬂ @ (?j Ar=0 g

g Tyr-Au,-graphite -Taflon gold nanoparticles . TV <>

—'< anti-lgG >_? -

Anti-lgG-AP

* protein A
Figure 1. Schematic diagram of the IgG osandwich-type immunosensor based on

electrochemical detection at a Tyr-Augg-graphite-Teflon electrode: Ar = OH, phenol;
Ar = 0, g-quinone.
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Therefore, monitoring of the affinity reaction was performed by the ampero-
metric detection of the o-quinone.

Optimization of the Variables Involved in the Immunosensor
Preparation

The anti-IglG immaobilization on the Tyr-Augp-graphite-Teflon composite
electrode was accomplished using two different strategies. The antibody was
adsorbed to the electrode surface, making use of the gold nanoparticle’s capa-
bilitv of adsorbing proteins without any loss of activity, and also it was
immobilized by means of its interaction through Protein A. In principle,
when the antibodies are immobilized through Protein A, their Fab binding
sites are mostly oriented away from the solid phase, and so, the binding sites
are more avallable for immunological reactions than when the antibodies are
randomly adsorbed onto the electrode surface (Zacco et al. 2004). In order to
study the effect of the presence of Protein A, various Immunosensors were
prepared by immersion of the bicelectrode in a 2% Protein A solution for
ditterent periods of time in the 10—40 min range. Then, anti-IgG was Immaobi-
lized in each Protein A-Tvr-Au,,p-graphite-Teflon bioelectrode, and the
mmmunoassay was performed as indicated in the experimental section. For
comparison, a configuration was also prepared in absence of Protein A.
Figure 2 shows an increase in the measured current with incubation time in
the Protein A solution, followed by a plateau. Furthermore, it can be
observed as the signal was higher when sufficient incubation in protein A
was accomplished when compared with the direct adsorption of anti-IgG on
the bioelectrode surface. Thus, although this direct adsorption 1s teasible, the
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Figure 2. Effect of the mcubation time in a 2% protem a solution on the ampero-

metne response of an anti-1gG-Tyr Ao -graphite-Teflon immunosensor. Experimen-
tal conditions as in Table 20 E, . = -0.10 V.
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inherent advantages to the use of protein A for the immobilization of antibodies
led to an improvement of the binding efficiency. The reproducibility of the
measurements obtained with 5 different immunosensors incubated 20 min in
protein A was remarkably better than that for the other 5 iImmunosensors con-
structed by the direct adsorption of the antibodies with 5D values of 4.8 and
14.3%, respectively. Accordingly, 200 min were chosen as the incubation time.

Both the amount of anti-IgG attached to the electrode surface and the
immersion time in the BSA solution to minimize nonspecific adsorption
were optimized. Regarding antibody loading, amounts ranging between () to
5 pg were investigated. The resulting immunosensors were tested against an
alng ml™! IgG solution with 40 min incubation in 10 ml of 1700 ng ml ™!
anti-IgG-AP solution. Maximum current was reached at 2.8 pg antibody,
and then the amperometric response decreased which could be attributed to
the mactivation of the antibody binding sites by steric hindrance (Carralero
et al. 2007b). Concerning the incubation in BSA, various Immunosensors
were prepared by their immersion in 0, 2, 5 or 0% BSA solutions for
[5min. The immunosensors were used to measure solufions containing
alng ml™! Iz as well as a blank solution in the absence of IgG. The immu-
nosensor’'s response decreased in both cases as the BSA concentration
increased. A wverv small resulting background signal was observed with
BSA incubation, demonstrating that BSA blocked efficiently the electrode
surface and avolded the non-specific adsorptions of anti-IgG-AP. Thus, a
concentration of 2% BSA was selected for all subssequent experiments.

Figure 3 shows the Myvquist plots obtained for Tvr-Au, g -graphite-Teflon
(a), Prot A-Tyr-Aucgy-graphite-Teflon (b)) anti-IgG-Prot A-Tyr-Augq -
graphite-Teflon (c), BSA-anti-IgG-Prot  A-Tyr-Au,g-graphite-Teflon (d),
lgG-BSA-anti-1gG-Prot A-Tyr-Au-graphite-Teflon (e) and anti-IgG-AP
lgG-B5A-anti-1gG-Prot - A-Tvr-Au_g-graphite-Teflon (f) electrodes. All
measurements  were performed using a 5mM  Ki(Fe(CN)g]/5 mM
K (FeiCN); solution prepared in KCI 0.1 M, with frequencies between (0.1
and 10 kHz. Each curve contains a semicircle portion at higher frequencies
whose diameter increased with the number of components immobilized. It
15 well known that the diameter 1s related to the electron-transfer resistance
of the laver. Obviously, the electron transfer of the redox couple was
hindered by the presence of biomolecule coatings on the electrode surface.
The increasing value of the semicircle diameter with each immobilization
step confirmed that the different coatings of biomolecules were assembled
on the electrode surface. Values of B, were 1040, 1490, 2239, 2462, 2758,
and 2945 (1, respectively.

Optimization of the Immunosensor Performance
The potential and pH values emploved for the detection of the enzymatically

generated o-quinone were the same used as in previous papers. The use of a
composite  Tvr-Au.y-graphite-Teflon biosensor as an  amperometric
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Figure 3. Nyquist plots obtained for: (a) Tyr-Au, g-graphite-Tellon; (b) Prot A-Tyr-
Augy-graphite-Teflon; (¢) anti-IgG-Prot A-Tyr-Au,-graphite-Teflon; (d) BSA-anti-
leGr-Prot A-Tyr-Augg-graphite-Teflon; (e) leG-BSA-anti-lgG-Prot A-Tyr-Aug.-
graphite-Teflon; () anb-lgG-AP-IgG-BSA-ant-1gG-Prot - A-Tyr-Aug g -graphite-
Teflon. 5 mM K (FelCN).] =5 mM K (Fe(CN); in (.1 M KCL

transducer allowed sensitive responses to be obtained at — 0,10V (Carralero
et al. 2006). Moreover, pH 7 was selected as the optimum value to achieve
high amperometric responses and the best performance of both Tyr and AP
enzyme reactions (Carralero et al. 2007h).

The amperomeiric response of the immunosensor depends on the amount
of immobilized anti-1gG-AP. In order to optimize this variable, the immuno-
sensor was Incubated in solutions containing different concentrations of
anti-IgG-AP. As shown in Fig. 4, the current increased up to 1700 ng ml ™!
and then levelled off. A slight decrease of the current was observed for
higher concentrations. Thus, a concentration of 1700 ng ml~" anti-1gG-AP
was selected. The effect of the incubation time in the anti-IgG-AP solution
was also examined in the 5—60 min. range. A fast increase of the iImmunosen-
sor response for 30 ng ml ™" lgG was produced when the incubation time
varied from 15 to 40 min, then levelled off for longer times, whereas the
blank solution did not give a significant signal. Accordingly, 40 min was
selected as the time used for the formation of the immuno complexes.

In order to obtain the highest sensitivity, the effect of the incubation time
in an &0 ng ml -t lgG solution was also investigated. The current increased
sharply with the time of immersion up to 35 min, hence, this period of time
was used for all subsequent experiments. The influence of the concentration
of phenv] phosphate used as the AP substrate, in the 0— 100 wmol 1! range,
on the Immunusensor amperometric response was also evaluated. The
results obtained have beenrepresented in Fig. 5 as well as those corresponding
to the use of an immunosensor incubated in a TRIS buffer solution without
lg(G, and also those obtained at a Tvr-Auy-graphite-Teflon biosensor. In
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Figure 4 Effect of the Ant-1gG- AP concentranon on the amperometne response of
the immunosensor, Other vanables as in Table 2; Egp = 010V,

the presence of Ig(G, the current increased with the AP-substrate concentration
up to a region of saturation which appeared at 60 pmol 1™ ' Without [2(, sig-
nificant currents were also observed, which increased with the phenvl
phosphate concentration. This background current could not be attributed to
unspecific adsorption of anti-IgG-AP, because it 1s avoided by blocking
with BSA. Moreover, a similar response was also observed at the Tyr-
Au_-graphite-Teflon biosensor. Therefore, this fact, which has been also
observed In previous investigations (Pemberton et al. 2001; Carralero et al.
2007b), has been attributed to the presence of traces of free phenol in the
phenyl phosphate reagent. The use of a substrate concentration in the
saturation zone is desirable to ensure that the enzvme reaction rate depends

0 20 40 G0 &0 100
Phenyl phosphate, pu

Figure 5. Influence of the phenyl phosphate concentration on the amperometric
response obtained with an anti-1gG-{ Tyr-Au, -graphite-Teflon) immunosensor incu-
bated in: () 0.1 M TRIS buffer solution of pH 7.0 containing 80 ng ml™ " 1gG: (&)

0.1 M TRIS buffer solution of pH 7.0 without 1gh, and with an (H) Tyr-Auggy
graphite-Teflon biosensor; B, = —0.10V.,
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only on the enzyme concentration (Ferndndez-Sdnchez and Costa-Garcia
1997). In this work, the pheny] phosphate concentration was selected by con-
sidering the ratio between the amperometric response obtained with the immu-
nosensor and the current observed at the Tyr-Au,-graphite-Tetlon biosensor
(Carralero et al. 2007b), with the aim of avoiding high background currents,
the best signal-to-background current ratio was found for 2 pM phenyl
phosphate and, accordingly, this concentration was chosen tor turther work.
Moreover, this concentration value ensures a sutficient AP-substrate excess
for an adequate monitoring of the affinity reaction.

All the experimental conditions optimized in these studies have been
summarized in Table 2.

Analytical Characteristics of the Electrochemical Immunosensor

The amperometric current increases linearly with the Ig(G concentration up to
LX) ng ml ™', and the saturation level was reached at ~ 200 ng ml [g(G. Fur-
thermore, the steadv-state currents were obtained in 2-3 min after the
addition of phenyl phosphate. The analytical characteristics of the calibration
graph are summarized in Table 3. The sensitivity achieved with this configur-
ation compares advantageously with that obtained using other electrochemical
immunosensor designs (see Table 1). For example, the slope of the linear
portion of the calibration graph, m = 1 1.8 nA ng_' ml, 1s approximately 67-
fold higher than that obtained with an anti-IgG-biotin-avidin-HREP-TC AP-
SPCE configuration (Darain et al. 2003 ). The limit of detection was calculated
according to the 3sp/m criterion, where s, was estimated as the standard
dewviation (n = 1)) of the amperometric signals corresponding to different
lgG solutions at the lowest concentration level of the calibration graph. The
obtained value, 2.6 ng ml™!, is remarkably lower than values reported for
the other Ig(G electrochemical immunosensors (see Table 1). For example,
it 1s almost 640-fold lower than the detection limit achieved with the CNTs-
pSf-IgG/SPE immunosensor (Sdnchez et al. 2007). Also for comparison
purposes, a calibration plot for IgG was obtained using an Immunosensor
prepared in the absence of gold nanoparticles. As Table 3 shows, this cali-
bration exhibited both a shorter linear range and an almost three-fold lower

Table 2. Experimental conditions for the preparation of anti-IgG-Tyr-Au
graphite-Teflon) immunosensor and immunoassay

eall”

Anti- FPhenyl
Purameter Prowein A Anti-1g(s BSA lgs 1g(3-AP  phosphate
Incubation tme, 20 15 35 40
Tuin
Concentration 2% 00l mgml™' 2%  Varable 1700 ng 2 pM
(2.6 pul) ml !
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Table 3. Analytical characteristics of the calibration graphs for [gG

Anb-1gG-Tyr- Auggy- Ant-l1gG-( Tyr-
Purameter graphite-Teflon) graphite-Teflon)
Linear range, ng ml~' 5100 10 —-65
Slope, nA ml ng ™! 11.8 £ 05 46+ 04
Intercept, nA (L1538 + 0.003 .13 + 002
r 0.992 0.990
LOD (3sy,/m), ngml ™' 2.6 4.1

slope wvalue than those obtained with the gold nanoparticles-modified
biosensor. This demonstrates that the role of gold nanoparticles for both
efficient immobilization of the biomolecules and improved electrochemical
transduction makes possible an improved performance of the immunosensor
design with respect to other immunosensor configurations for 1gG.

Different aspects related with operational stability of the [gG immunosen-
sor were evaluated. First, repetitive amperometric measurements (n = 10) tor
an [ gG concentration of 80 ng ml™ ' were carried out with the same immunosen-
sor after the addition of phenv] phosphate. The relative standard deviation
(R5D) for the steady state current was 3.3%. The amperomefric responses
obtained with 10 different immunosensors prepared on different davs, for the
same [glG concentration, gave a RSD value of 4 5%, which demonstrated the
good reproducibility achieved in the construction of the nanostructured immu-
nosensors. The lifetime of a single anti-1g G-{Tyr-Aug-graphite-Teflon) immu-
nosensor was evaluated by performing daily three measurements of 10 ng ml ™"
Ie(. After use, the immunosensor was stored under dry conditions at 4°C. The
responses did not vary from 4+ 3 x the standard deviation of the measurements
performed in the first dav, during 16 davs with no need for any regeneration
procedure to the immunosensor surface as well as any further incubation step.
This fairly good immunosensor stability can be attributed to the demonstrated
capability of gold nanoparticles to adsorb proteins with preserved biological
activity. In fact, when a similar immunosensor was prepared in the absence
of gold nanoparticles (anti-IgG-(Tvr-graphite-Teflon), a poorer repeatability,
R5D = 52% (n= 101), and a shorter lifetime, 3 davs, were obtained.

The analytical usetulness of the anti-IgG-Tyr-Augg-graphite-Tetflon
immunosensor was evaluated by determining immunoglobulin G in a rabbit
serum sample (Uptima, Interchim) which did not contain the antibody, and
that was spiked at a 10 ng ml~ " concentration level. The immunosensor was
directly incubated in the spiked serum similarly to that described for
standard 1gG solutions. A calibration graph constructed with serum samples
spiked at different concentration levels was used to interpolate the signal. A
mean concentration (n=5) of 103 4+ (.6bng ml™' was obtained, or a
recovery of 103 4+ 6%, thus demonstrating the good performance of the
immunosensor for the rapid analvsis of serum samples.

229



Resultados y discusion integrada
L]

Amperometric IgG Immunosensor 257
CONCLUSIONS

The use of a composite biosensor modified with gold nanoparticles allows the
development of an IgG immunosensor that exhibits improved analvtical per-
formance, in terms of sensitivity and stability, compared with other [gG elec-
trochemical immunosensor designs. The role of gold nanoparticles has been
demonstrated to be significant for both protein immobilization on the bioelec-
trode surface and to achieve enhanced amperometric responses. This
biosensor design is fairly adaptable for the sensitive detection of other
analvtes based on the use of immunological reactions.
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A partir de los resultados obtenidos y descritos en la Memoria de esta Tesis

Doctoral se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.-  El empleo de superficies electrédicas modificadas con nanoparticulas de oro
permite desarrollar biosensores electroquimicos con mejores caracteristicas
analiticas que en ausencia de las mismas. Los procedimientos de inmovilizacion
de las nanoparticulas bien por electrodeposicion (electrodo de carbono
vitrificado), bien por incorporacion del oro coloidal en la matriz composita
(electrodo grafito-Teflon), han permitido llevar a cabo la modificacion de
diferentes electrodos de una forma rapida y reproducible, obteniéndose el tamafio

de las nanoparticulas deseado.

2.- La combinacion de las ventajas de utilizar una matriz composita de grafito-
Teflon para la inmovilizacién de enzimas y la incorporacidon de las nanoparticulas
de oro en dicha matriz, ha permitido desarrollar un biosensor de tirosinasa con
excelentes caracteristicas analiticas, mejorando los limites de deteccion alcanzados
con otras configuraciones descritas en la literatura. Se ha comprobado que la
presencia de oro coloidal, aumenta tanto la cinética de la reaccion implicada en el
proceso de reconocimiento bioquimico como la de la reaccion base del proceso de
transduccion electroquimica, consiguiéndose una gran sensibilidad en Ia
deteccion de compuestos fendlicos. Ademas, la facil regeneracion de la superficie
sensora mediante simple pulido, junto con la capacidad de las nanoparticulas de
oro de retener la actividad bioldgica de las proteinas, ha permitido construir un

biosensor reutilizable y reproducible con una gran estabilidad en el tiempo.

3.- Las inherentes propiedades ventajosas de los electrodos de grafito-Teflon
modificados con oro coloidal fueron aprovechados para el desarrollo de
diferentes inmunosensores electroquimicos novedosos. El inmunosensor de

progesterona basado en la inmovilizacion de anti-progesterona sobre la superficie
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de grafito-Teflon nanoestructurada, ha ofrecido importantes ventajas analiticas
con respecto a otros inmunosensores encontrados en la bibliografia. De este
modo, se consiguié mejorar tanto el rango de linealidad como la sensibilidad
obtenida para la determinacion de progesterona. La utilizaciéon de un biosensor
compdsito de tirosinasa modificado con nanoparticulas de oro como transductor
amperométrico de la reaccion de afinidad, ha permitido disminuir el potencial de
detecciéon para la determinacion de progesterona, aumentando atn mas la
sensibilidad y mejorando los limites de deteccion alcanzados para Ila
determinacion de dicho analito. Ademas, la buena repetibilidad de las medidas y
la aceptable reproducibilidad alcanzada en su fabricaciéon hace de estos
inmunosensores una perfecta herramienta para llevar a cabo la deteccion de
cambios en la concentracion de progesterona a niveles fisioldgicos de interés para
estudios de fertilidad en las vacas. Por otra parte, el empleo de este biosensor para
desarrollar un inmunosensor de inmunoglobulina G ha permitido alcanzar una
gran sensibilidad y estabilidad comparado con otros inmunosensores reportados
en la bibliografia. La incorporacion de las nanoparticulas de oro ha demostrado
una vez mas su adecuacion para inmovilizar biomoléculas de forma eficiente, asi
como su capacidad para producir una amplificacion de la respuesta

amperométrica.

4.- Todos los resultados obtenidos demuestran la utilidad analitica y la
versatilidad de los biosensores desarrollados. Los valores de las desviaciones
estdndar relativas, tanto para la repetibilidad de las medidas como para la
reproducibilidad entre distintos biosensores, han resultado ser en todos los casos
inferiores al 10%, lo que demuestra la fiabilidad del proceso de fabricacion de

cada uno de los biosensores enzimaticos e inmunosensores.

5.- Finalmente, los biosensores desarrollados se han aplicado a la determinacion

de los analitos correspondientes en muestras reales o en muestras enriquecidas a
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niveles de concentracion de interés. Asi, por lo que respecta a los biosensores
enzimaticos, se ha llevado a cabo la estimacién del contenido total de polifenoles
en vinos y de compuestos fenodlicos en aguas procedentes de una refineria y en
muestras de alpechin. Los resultados obtenidos se compararon con los
proporcionados por otras técnicas habitualmente empleadas para tales fines,

obteniéndose una buena correlacion entre las distintas metodologias.

6.- Con respecto a los inmunosensores, se ha determinado el contenido de
progesterona en muestras de leche enriquecidas, asi como de inmunoglobulina G
en sueros. Los estudios de recuperacion realizados en muestras enriquecidas,
resultaron muy satisfactorios, siendo dichos porcentajes de recuperacion
proximos al 100% en todos los casos. De esta forma, ha quedado demostrado la
aplicabilidad de estos biosensores para la determinacion de los analitos en
muestras reales, proporcionando una serie de ventajas como son la rapidez de
respuesta, el bajo coste, facilidad de la fabricacion y conservacién, minimizacion
del numero de interferencias, asi como la posibilidad de miniaturizacion,
pudiéndose realizar medidas rapidas e "in situ", a diferencia de otras técnicas
analiticas que requieren un mayor tiempo de anadlisis, un mayor coste y un

pretratamiento de la muestra.
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Glosario de abreviaturas
|

e 4-AMPh: 4- Aminotiofenol

e Ab: Anticuerpo

e AChE: Acetilcolinesterasa

e ACN: Acetonitrilo

e ADH: Alcohol deshidrogenasa

e AET: Mercaptoetilamina

. AFB:: Aflatoxina Bs

e AFP: a-1-Fetoproteina

e Ag: Antigeno

¢ Anti-AFP: Anti-fetoproteina

e Anti-CEA: Anticuerpo carcinoembriénico

¢ Anti-hCG: anti- human chorionic gonadotrophin
o AP: Fosfatasa alcalina

e APTS: 3-Aminopropiltrietoxisilano

e ASV: Voltamperometria de stripping anodico

e Aucol: Oro coloidal

e B:Boro

e BSA: Suero de albumina bovino

e CA125: Carcinoma antigeno-125

e CA15-3: Marcador tumoral del cancer mamario
e Cdi: Capacidad de la doble capa

e CE: Comunidad Europea

e CEA: Antigeno carcinoembrionico

e Cit C: Citocromo C

e CNT: Nanotubo de carbono

¢ CPE: Elemento de fase constante

e CV: Voltamperometria ciclica
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e DA: Acido domoico

e DHB: Dihidroxibenceno

¢ DMG: Dimetilformamida

e DMP: Dimetilfenol

e DOPAC: 3,4-Dihidroxifenilacético

e DPV: Voltamperometria diferencial de impulsos

e DTSP: 3-3'-Ditio-bis (acido propionico N-hidroxisuccinimida ester)
e EDC: 1-Etil-3-(dimetilaminopropil) carbodimida

e EIS: Espectroscopia de impedancia electroquimica
e EPA: Agencia de Proteccion Ambiental Norteamericana
e EPD: Etilenpropilendieno

¢ GA: Glutaraldehido

e GCE: Electrodo de carbono vitrificado

e GCPE: Electrodo pasta de carbono vitrificado

¢ GDH: Glucosa deshidrogenasa

¢ GOx: Glucosa oxidasa

e GT: Grafito-Teflon

e H.py-IgG: Helicobacter Pylori

e HbsAg: Antigeno de la hepatitis B

e HDT: 1,6- Hexanoditiol

e HRP: Peroxidasa de rabano

e Hx: Hipoxantina

e IgG: Inmunoglobulina G

e ITO: Oxido de titanio e indio

e K°: Constante de transferencia electronica

e LBL: Layer-by-layer

e LD: Limite de detecciéon

e LDL: Lipoproteinas de baja densidad.
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e lg pfuml - Logaritmo de unidades formadoras de placas. (plaque forming
unit)

e LSV: Voltamperometria de barrido lineal

e mAb: Inmunoglobulina G de ratéon

e MP-11: Microperoxidasa

e MPTS: Mercaptopropiltrietoxisilano.

e n-Au: Nanoparticulas de oro

e Nf: Nafion

e NHS: N-Hidroxi-sulfoxinimida

e ODT: 1- Octanodecanotiol

e PANAM: Poliamidoamina

e PBS: Disolucién reguladora fosfato

e PEDOT. 3,4-Etilenditioxitiofeno

e PLY: Pneumolisina

e PSA: Antigeno especifico de la prostata

e pSf: Polisulfona

e PVB: Polivinilbutiral

e PVS: Acido polivinilsulfénico

e OQMC: Microbalanza cristal de cuarzo

e RBC: Red blood cells of crucian carp

¢ Rct: Resistencia a la transferencia de carga

e rIgG: Inmunoglobulina G de conejo

e Rs: Resistencia de la disolucion

e RVC: Carbono vitreo reticulado

e SAMs: Monocapas autoensambladas

e Screen-Printed: Electrodos serigrafiados

e SEM: Microscopia electronica de barrido

e SH: Salicilato hidroxilasa
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e SjAb: Anticuerpo de Schistosoma japonicum
e SPE: Electrodos de screen printed

e SWYV: Voltamperometria de onda cuadrada

e TAC: Triacetato de celulosa

e TB: Azul de Toluidina

e Thi: Tionina

e Tir: Tirosinasa

e TMB: Tetratiafulvaleno

e XOD: Xantina oxidasa

e Zw: Impedancia de Warburg
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