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Todo comenzó hace seis años, allá por el 2002, cuando en quinto de carrera 

decidí coger la asignatura Proyecto, en aquellos momentos sentía la curiosidad de 

conocer lo que era trabajar en un laboratorio de Investigación. Lo recuerdo como 

si fuera ayer cuando Araceli me fue presentando a cada una de las personas que 

en  este  laboratorio  trabajaban,  explicándome  en  todo momento  que  hacia  cada 

uno y que técnica empleaba. Todo me sonaba rarísimo, pero a su vez me suponía 

un gran reto, debía aprender cada una de esas técnicas que se empleaban, utilizar 

cada uno de esos aparatos que parecían tan distintos, y diseñar unos dispositivos 

que  fueran  capaces  de medir  concentraciones muy  bajas  con  el  fin  de  obtener 

buenos resultados, que en un futuro podrían publicarse. Era como un juego, en el 

que  si  llegabas  al  final  tenías  la  posibilidad  de  volverte más  o menos  famoso 

dependiendo de un “tal” índice de impacto.  

En  estos momentos  parece  como  si  el  juego  que  comencé  hace  seis  años 

llegará  a  su  final,  sintiendo  por  un  lado  una  gran  alegría  porque  por  fin  veo 

reflejado  todo  el  esfuerzo  realizado  durante  este  tiempo,  y  por  otro  miedo  e 

incertidumbre por las decisiones que ahora he de tomar. 

Durante este tiempo han sido muchos los momentos buenos que he vivido, 

pero también ha habido momentos de desesperación y de agobio, sintiéndome en 

ocasiones  como  en  un  tiovivo  con  los  altibajos  que  ello  conlleva. Aún  así, 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 parecían  imposibles. Por este motivo, me gustaría 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. 



 

 

Por ello, me gustaría agradecer a mis directores de Tesis  la Dra. Araceli 

González,  la Dra Paloma Yánez y.  el Dr.  J.M. Pingarrón,  toda  su ayuda y  su 

dedicación  durante  este  tiempo,  sin  la  cual  no  hubiera  sido  posible  sacar  esta 

Tesis adelante. 

También me  gustaría mencionar  a  todas  aquellas  personas  que  durante 

este  tiempo han pasado  o  aún  se  encuentran  en  el  laboratorio,  especialmente  a 

Ana, Bea, Loli, Susana, María,  Javi, Vane, Oscar  y Marcos,  por  toda  vuestra 

ayuda y comprensión porque sin duda sois  los que mejor entendéis  los altibajos 

que  una Tesis  conlleva,  y  sobretodo  por  haberme  demostrado  que  no  sólo  sois 

compañeros de trabajo, sino amigos con los que siempre podré contar. ¡¡Muchas 

gracias a todos!! 

A  Lourdes,  por  aportar  sus  toques  de  creatividad  a  esta  Tesis,  por  sus 

ánimos  en  los  momentos  de  desesperación  y  por  estar  siempre  dispuesta  a 

ayudarme. 

A  Jesús,  por  el  toque  de  humor  que  da  cuando  llega  al  laboratorio,  por 

sacarme siempre una sonrisa y por hacerme ver lo positivo de las cosas. 

A  Gema  y  a  Vanesa,  las  orgánicas,  compañeras  y  amigas  desde  que 

empezamos la carrera. Las tres hemos seguido caminos idénticos, por lo que casi 

nos hemos vuelto inseparables. Juntas hemos compartido momentos inolvidables 

y seguiremos compartiendo ya que desde hace apenas unos meses sois testigos de 

todos mis pasos, ggg. 

A mis amigos del pueblo, especialmente a David (el chirri), Asun, Alberto 

(tamayito),  Esther  (ricillos)  y  a  Juanje  (mi  cuñaooo)  por  todos  los  buenos 
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I.1. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO 

El OBJETIVO principal de este trabajo ha sido aprovechar las ventajas del 

empleo  de  superficies  electródicas  nanoestructuradas  para  el  desarrollo  de 

biosensores  electroquímicos  con  características  analíticas  mejoradas  con 

respecto  a  otros  diseños  y  la  aplicación  de  los mismos  a muestras  reales  de 

interés. 

Dicho  objetivo  se  encuadra  dentro  de  los  previstos  en  los  siguientes 

Proyectos de Investigación subvencionados: “Desarrollo de nuevos biosensores 

para  la  detección  rápida  de  microorganismos  patógenos  en  alimentos”, 

BQU2003‐00365; “Desarrollo de biosensores basados en electrodos de superficie 

nanoestructurada  para  la  determinación  de  parámetros  de  calidad  en 

alimentos”, PR27/05‐13860 y “Diseño de superficies nanoestructuradas para  la 

detección 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  electroquímico  de  los  biosensores 

enzimáticos  e  inmunosensores  empleando  superficies  nanoestructuradas  con 

nanopartículas de oro. 

Con  objeto  de  evaluar  el  efecto  de  las  nanopartículas  de  oro  sobre  el 

comportamiento  electroquímico  de  los  biosensores,  se  utilizarán  diferentes 

técnicas  electroquímicas  como  voltamperometría  cíclica  o  amperometría  en 

disolución agitada, comparándose  los resultados con  los obtenidos empleando 

biosensores  preparados  en  idénticas  condiciones  pero  en  ausencia  de 

nanopartículas. Las mejoras obtenidas en sensibilidad, reproducibilidad de  las 

medidas, así como en la estabilidad de los dispositivos preparados, permitirán 
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demostrar  las  excelentes  propiedades  conductoras  y  catalíticas  de  este 

nanomaterial, así como su adecuación para inmovilizar moléculas biológicas sin 

producirse pérdidas apreciables de su bioactividad. 

2.‐  Desarrollo  de  biosensores  enzimáticos  y  amperométricos  para  la 

determinación de compuestos fenólicos. 

Con el  fin de preparar biosensores enzimáticos amperométricos para  la 

determinación  de  compuestos  fenólicos,  se  emplearán  diferentes  superficies 

electródicas y distintas estrategias de modificación de  las mismas, empleando 

siempre  nanopartículas de  oro. Así,  se preparará un  biosensor  basado  en un 

electrodo  de  carbono  vitrificado  modificado  con  nanopartículas 

electrodepositadas, y se construirán biosensores enzimáticos compósitos, donde 

las  nanopartículas  se  incluirán  dentro  de  la  propia  matriz  electródica 

tridimensional. 

En ambos casos se optimizarán las variables experimentales que afecten 

tanto  a  la  modificación  de  la  superficie  electródica,  como  a  las  respuestas 

amperométricas.  Asimismo,  se  calcularán  los  parámetros  cinéticos  de  la 

reacción  enzimática  sobre  las  superficies  de  los  biosensores  para  varios 

compuestos  fenólicos,  y  se  evaluarán  las  características  analíticas  de  los 

métodos  desarrollados  con  ellos,  lo  que  implica  establecer  los  intervalos  de 

linealidad de  los  calibrados,  la  evaluación de  la precisión  y  el  cálculo de  los 

límites de detección y cuantificación para los compuestos estudiados. 

Además,  se  caracterizarán  las  superficies  mediante  métodos 

electroquímicos y no electroquímicos. 
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3.‐  Desarrollo  de  inmunosensores  amperométricos  basados  en  una matriz 

compósita nanoestructurada. 

Los  electrodos  compósitos  son  adecuados  para  la  preparación  de  una 

gran variedad de configuraciones electródicas, presentando ventajas tales como 

la  obtención de una mayor  relación  señal/ruido,  la posibilidad de  incorporar 

especies para mejorar la selectividad o sensibilidad del material electródico, así 

como  la  regeneración  de  su  superficie  por  simple  pulido.  Por  otro  lado,  la 

presencia de  las nanopartículas de  oro  en  la  superficie del  electrodo permite 

inmovilizar material  biológico  sin  pérdida  de  su  bioactividad, mejorando  las 

características analíticas así como el tiempo de vida útil de los inmunosensores. 

En esta parte del  trabajo  se prepararán varios  inmunosensores basados 

en el empleo de electrodos compósitos conteniendo nanopartículas de oro, con 

el fin de aprovechar las ventajas de este nanomaterial, estudiándose para cada 

uno  de  ellos  la  influencia  que  ejercen  las  distintas  variables  experimentales 

sobre  la  respuesta  amperométrica.  En  cada  caso,  se  llevará  a  cabo  un 

seguimiento, mediante espectroscopia de impedancia faradaica, de cada una de 

las  etapas  implicadas  en  la  preparación  del  inmunosensor,  así  como  de  las 

relacionadas con la realización del inmunoensayo correspondiente. Finalmente 

se  estudiará  la  estabilidad  y  las  características  analíticas  de  los  diferentes 

inmunosensores. 

4.‐  Aplicación  de  los  biosensores  enzimáticos  e  inmunosensores 

desarrollados al análisis de muestras reales. 

Tanto  los  biosensores  como  los  inmunosensores  desarrollados  se 

aplicarán a la determinación de analitos de interés en muestras reales. 
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Por  lo que  se  refiere a  los biosensores enzimáticos,  se  llevará a  cabo  la 

estimación  del  contenido  de  compuestos  fenólicos  en  diferentes  tipos  de 

muestras, con el fin de proporcionar un “índice” del contenido total de fenoles, 

que permita estimar de una forma rápida y fiable si dicho contenido es superior 

al  valor  establecido  en  la  legislación  y,  si  es  así,  poder  tomar  decisiones 

oportunas en el menor tiempo posible. 

El  biosensor  basado  en  la  modificación  de  un  electrodo  de  carbono 

vitrificado, se aplicará a la determinación de polifenoles en vinos, mientras que 

el  biosensor  compósito  se  aplicará  a muestras  de  aguas  procedentes  de  una 

refinería de petróleo y  a muestras de  alpechín. La validez de  la metodología 

empleada se verificará mediante comparación de  los resultados obtenidos con 

los proporcionados por un método de referencia. 

En  cuanto  a  los  inmunosensores,  éstos  se  emplearán  para  la 

determinación  de  analitos  de  interés  en  la  industria  ganadera  y  en  análisis 

clínico. Así,  se  llevará a  cabo  la determinación de progesterona en  leche y de 

inmunoglobulina G  en  suero.  En  ambos  casos  las muestras  ensayadas  serán 

previamente enriquecidas con los compuestos estudiados, con el fin de evaluar 

la exactitud de los métodos, así como la existencia de efecto matriz. 
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1.2. CARACTERÍSTICAS  GENERALES  DE  LAS 

NANOPARTÍCULAS DE ORO  

Las  nanopartículas  de  metales  nobles,  especialmente  las  de  oro,  han 

despertado un gran interés debido a las interesantes propiedades estructurales, 

electrónicas,  magnéticas,  ópticas,  y  catalíticas  de  estos  materiales.  Estas 

propiedades dependen en gran medida de su tamaño y de su forma, los cuales 

vienen  determinados  por  las  condiciones  experimentales  empleadas  en  su 

obtención. Así, se producen cambios considerables en  las propiedades ópticas 

del material  al  disminuir  el  tamaño  de  partícula  a  escala  nanométrica.  Por 

ejemplo,  las  disoluciones  coloidales  de  nanopartículas  de  oro  presentan  un 

color  rojo  característico,  color  rubí,  derivado  de  las  dimensiones  de  las 

partículas del metal. 

Cuando un haz de radiación incide sobre nanopartículas de metales como 

el oro se produce una oscilación colectiva de  los electrones de conducción del 

metal, lo que se traduce en la absorción de radiación electromagnética por parte 

de  las  nanopartículas  en  una  determinada  zona  del  espectro  visible,  dando 

lugar  a  espectros  con  bandas de  resonancia  conocidas  como plasmones. Este 

fenómeno,  conocido  como  absorbancia  de  plasmón  superficial,  es  una 

propiedad  característica de  superficies de un  tamaño determinado;  así, no  se 

observa en partículas de  tamaño  inferior a 1‐2 nm  (dimensiones quantum), ya 

que sus electrones están en niveles de energía discretos; por otra parte, el oro 

metálico presenta una absorción continua en la región UV/Vis/IR. En el caso de 

las nanopartículas de oro, esta absorción continua decae drásticamente, excepto 

en una zona concreta denominada banda de absorción del plasmón. 
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El comportamiento plasmónico de las nanopartículas de oro viene también 

determinado  por  su  funcionalización,  pudiendo  emplearse  la  medida  de  la 

absorbancia del plasmón para caracterizar las nanopartículas. 

Uno de los problemas asociados a las nanopartículas de oro es la elevada 

tendencia  que  presentan  a  flocular  en  presencia  de  electrolitos.  Por  tanto,  es 

necesario  tomar  las  precauciones  necesarias  en  su  preparación,  con  el  fin  de 

evitar la formación de agregados o su precipitación. 

La  preparación  de  nanopartículas  de  oro  generalmente  implica  la 

reducción química de una sal de oro en medio acuoso u orgánico, en presencia 

de un agente estabilizante o protector adecuado, el cual se une a la superficie de 

las  nanopartículas  aumentando  su  estabilidad  y  neutralizando  las  fuerzas 

electrostáticas. Las dispersiones de  las nanopartículas preparadas en presencia 

de un estabilizador son estables a temperatura ambiente durante largo tiempo, 

no observándose precipitación del coloide al cabo de varios meses. 

Se  han  empleado  una  gran  variedad  de  agentes  estabilizantes.  Sin 

embargo,  el  procedimiento  de  obtención  de  nanopartículas  más  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  actúa  de 

estabilizante, impidiendo la formación de agregados [Cai, 2001]. Además, es de 

gran  importancia  destacar  que  las  partículas  sintetizadas  por  reducción  con 

citrato  pueden  considerarse  esferas  monodispersas,  cuyo  tamaño  puede  ser 

controlado  fijando  la  concentración de  citrato  empleada. Así,  en  la Tabla  1  se 

recoge  el  tamaño  de  nanopartícula  obtenido  para  diferentes  volúmenes  de 

disolución de citrato al 1% adicionado en la síntesis. 

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.‐  Variación  del  diámetro  de  las  nanopartículas  en  función  del  volumen  de 
citrato sódico adicionado. 

Volumen de disolución de 
citrato sódico al 1%, mL 

Diámetro, nm 
(medidos por SEM) 

1.0 
0.75 
0.5 
0.3 
0.21 
0.16 

16 
25 
41 
72 
98 
147 

SEM: microscopia electrónica de barrido 

En  la Figura 1 se esquematiza el proceso de reducción del oro  iónico que 

tiene lugar cuando se añade el reductor. 

 

Figura 1‐ Reducción de oro iónico para formar partículas de oro 

Antes  de  añadir  el  reductor,  sólo  hay  iones  oro  en  la  disolución. 

Inmediatamente después de adicionar  el  reductor,  se produce un  crecimiento 

brusco  en  el  número  de  átomos  de  oro  en  disolución,  hasta  alcanzar  una 

situación de sobresaturación. Después de este proceso tiene lugar el crecimiento 

Adición del reductor 

Sobresaturación 

Nucleación 

Tiempo

Crecimiento de partículas
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de  las  partículas  formadas  en  el  proceso  de  nucleación,  dando  lugar  a  la 

aparición de agregados. 

La cantidad de reductor adicionada determina el número y el  tamaño de 

las partículas de oro obtenidas. Así, una cantidad elevada de reductor da lugar 

a  la  formación de un gran número de átomos de oro  (núcleos)  iniciales y, por 

tanto,  a  la  obtención  de  un mayor  número  de  partículas  de  oro  de menor 

tamaño. 

Las  condiciones de preparación  óptimas  implican  la  formación  rápida  y 

simultánea  de  las  partículas  iniciales,  de  modo  que  su  crecimiento  es 

exactamente  el  mismo,  obteniéndose  así  nanopartículas  de  oro  del  mismo 

tamaño (monodispersas). 

El color de la suspensión obtenida, rojo rubí, es señal de la calidad de las 

partículas  obtenidas  en  cuanto  a  forma  esférica  y  tamaño  nanométrico 

reproducible,  de  la  suspensión  de  oro  coloidal  obtenida. Una  suspensión  de 

color  púrpura  es  señal  de  que  se  ha  producido  la  agregación  de  partículas, 

obteniéndose partículas de  forma y  tamaño  irreproducible. Como veremos,  la 

uniformidad en el tamaño es esencial en la fabricación de dispositivos basados 

en  el  empleo de nanopartículas de  oro que proporcionen medidas  estables y 

reproducibles. 

Las nanopartículas así preparadas poseen carga superficial negativa como 

consecuencia de la débil unión al citrato, empleado como reductor. Debido a la 

carga,  las  partículas  se  repelen  entre  sí,  manteniéndose  en  suspensión 

indefinidamente. 

Como ya se ha comentado, la longitud de onda del máximo de absorción 

del plasmón depende  tanto del tamaño como de  la forma de  la nanopartícula. 
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Por otra parte, la posición de la banda del plasmón varía con la funcionalización 

de  las  nanopartículas.  Este  fenómeno  puede  aprovecharse  para  la 

caracterización  de  las  nanopartículas  sintetizadas.  Así,  por  ejemplo,  las 

partículas de 15 nm de diámetro presentan un máximo a 520 nm. 

Otros procedimientos para la obtención de nanopartículas de oro implican 

el  empleo  de  derivados  de  tioles,  que  permiten  la  preparación  de 

nanopartículas funcionalizadas con una gran variedad de ligandos orgánicos 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 adsorción ocurre por  la formación de enlaces covalentes Au‐S, 

según la reacción:  

Au + RSH → Au‐SR + ½ H2  

La  fortaleza  de  estos  enlaces  viene  determinada  por  la  alta  afinidad 

química del grupo tiol por los átomos de oro. 

Otras  posibilidades  implican  la  encapsulación  de  las  nanopartículas  en 

fase acuosa, en el interior de micelas inversas presentes en microemulsiones o la 

dispersión de las mismas en matrices poliméricas. 

A pesar de  los grandes progresos en  la síntesis de nanopartículas de oro, 

aún se están diseñando nuevos procedimientos que permitan un mayor control 

del  tamaño,  forma  y  reactividad  química  de  las  nanopartículas  preparadas, 

habida cuenta de sus numerosas aplicaciones en campos tan importantes como 

la obtención de los nanosensores, biosensores, catálisis y nanoelectroquímica. 

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

preparación de bioconjugados, basados en la modificación de las nanopartículas 

http://www.monografias.com/Quimica/index.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/dinamica-grupos/dinamica-grupos.shtml
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de oro por unión  a moléculas biológicas, ya que  en  estos materiales híbridos 

pueden  conjugarse  las  propiedades  inherentes  a  las  partículas  metálicas 

coloidales  con  las  de  reconocimiento  molecular  propias  de  este  tipo  de 

moléculas.  Así,  se  han  desarrollado  procedimientos  de  síntesis  de 

nanopartículas de oro de tamaño y forma controlados que, además, pueden ser 

funcionalizadas  fácilmente  con  biomoléculas  como  péptidos,  enzimas, 

anticuerpos, ADN, etc. 
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I.3.  ELECTRODOS  MODIFICADOS  CON  NANOPARTÍCULAS 

DE ORO 

La preparación y el empleo de superficies electródicas nanoestructuradas 

constituye  una  línea  de  investigación  de  gran  interés  y  actividad  en 

electroanálisis.  De  los  diferentes  tipos  de  nanomateriales  existentes,  cabe 

destacar  el  empleo de nanotubos de  carbono y nanopartículas de oro para  la 

preparación  de  sensores  y  biosensores  electroquímicos.  En  la  naturaleza 

podemos  encontrar  materiales  nanoestructurados  metálicos,  óxidos  y 

semiconductores.  En  cuanto  a  las  nanopartículas  metálicas,  éstas  poseen 

excelentes propiedades  conductoras  y  catalíticas, permitiendo  la  construcción 

de  “nanoarrays”,  con  una  relación  señal/ruido  varios  órdenes  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 nanopartículas de oro para  la modificación de superficies 

electródicas es aplicable tanto a  la construcción de sensores químicos como de 

biosensores. En el primer caso, las nanopartículas, funcionalizadas o no, actúan 

como  fase  sensora,  catalizando  los  procesos  redox  de  algunas moléculas  de 

interés,  como  peróxido  de  hidrógeno,  oxígeno  o  NADH,  que  participan  en 

reacciones bioquímicas útiles desde el punto de vista analítico, y que además 

pueden monitorizarse empleando técnicas electroquímicas [Hernández‐Santos, 

2002  y  Rashid,  2006].  En  el  caso  de  los  biosensores,  el  acoplamiento  de 

nanopartículas de oro con los elementos de reconocimiento biológico, permiten 

construir fases sensoras con propiedades mejoradas. 

En  la  bibliografía  se  han  encontrado  diversas  estrategias  para  la 

modificación de diferentes  superficies  electródicas  con nanopartículas de oro, 

entre  las  que  cabe  destacar:  a)  la  unión  de  las  nanopartículas  a  los  grupos 
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activos  de  monocapas  autoensambladas  (SAMs),  b)  la  adsorción  de  las 

nanopartículas  de  oro  sobre  la  superficie  electródica  por  inmersión  del 

electrodo en una disolución de oro coloidal durante un tiempo determinado, c) 

la  inmovilización directa de  las nanopartículas  sobre  la  superficie  electródica 

mediante  electrodeposición  del  nanomaterial,  para  lo  cual  se  sumerge  el 

electrodo en una disolución de ácido  tetracloroaúrico y se aplica un potencial 

durante  un  tiempo  determinado.  La  variación  del  potencial  aplicado  y  del 

tiempo  de  aplicación  permiten  controlar  el  tamaño  de  las  partículas 

electrodepositadas  y  d)  la  incorporación  a  la matriz  en  el  caso  de  emplear 

electrodos compósitos.  

En  los últimos años,  los diseños electródicos basados en nanopartículas 

metálicas, especialmente de oro, están  siendo ampliamente utilizados por  sus 

atractivas características físico‐químicas. Además, la facilidad de preparación y 

la posibilidad de  funcionalización,  las hace muy apropiadas para el desarrollo 

de  electrodos  modificados  para  la  determinación  tanto  de  macromoléculas 

como  proteínas,  ácidos  nucleicos  o  carbohidratos  [Hernández‐Santos,  2002], 

como de sustancias tóxicas [Renedo, 2007].  

Como  consecuencia  de  esto,  son  numerosos  los  sensores 

nanoestructurados encontrados en la bibliografía, donde se aprovecha el efecto 

electrocatalítico  que  ejercen  las  nanopartículas  de  oro,  disminuyendo  el 

potencial de detección de  los analitos de  interés, así como,  las mejoras que se 

presentan en cuanto a las características analíticas del sensor [Cai, 2001]. 

Así, por ejemplo, en nuestro grupo de  investigación  se ha desarrollado 

un sensor para la determinación de metionina, en el que las nanopartículas de 

oro  son  inmovilizadas  sobre  un  electrodo  de  pasta  de  carbono  previamente 

modificado con una monocapa de cisteamina. La modificación de la superficie 

electródica con este nanomaterial permite obtener un bajo  límite de detección, 
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0.59  μM,  y  llevar  a  cabo  un método  selectivo  de  detección  de metionina  en 

presencia de otros aminoácidos o vitaminas [Agüí, 2004]. 

Otros  autores  han  preparado  un  electrodo  de  carbono  vitrificado 

modificado  con una película de metiltrimetoxisilano y nanopartículas de oro, 

para la obtención de un sensor de peróxido de hidrógeno. Es de destacar el bajo 

límite  de  detección,  3.15  nM,  sin  el  empleo  de  mediador  ni  de  enzimas 

inmovilizadas [Maduraiveeran, 2007]. 

Otro diseño reportado por Jena y colaboradores para la determinación de 

glucosa, se basa en el empleo de nanopartículas de oro autoensambladas a  los 

grupos  tioles de una matriz  tridimensional sol‐gel. Las propiedades catalíticas 

de  las  nanopartículas  de  oro  han  hecho  posible  la  medida  de  la  señal  de 

oxidación de  la glucosa  a potenciales  tan bajos  como  0.16 V, obteniéndose  al 

mismo  tiempo una  excelente  sensibilidad  y un  límite de detección de  50 nM 

[Jena, 2006]. 

Recientemente  el  grupo  de  Li  M.  ha  preparado  un  sensor  para  la 

determinación  de  dopamina  empleando  un  electrodo  de  oro modificado  con 

ditiocarbamato  sobre  el que  se  electrodepositan nanopartículas de  oro. Es de 

destacar  la  gran  estabilidad  de  la  superficie  sensora,  así  como  la  elevada 

eficiencia  catalítica  hacia  la  oxidación  de  la  dopamina,  lo  que  da  lugar  a  un 

aumento de la sensibilidad, reproducibilidad y tiempo de vida útil con respecto 

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

Uno  de  los  principales  problemas  que  presenta  la  determinación  de 

dopamina  es  la  interferencia de  sustancias  como  el  ácido  ascórbico, presente 

comúnmente  en  concentraciones  elevadas  en  la mayor parte de  las muestras 

biológicas.  El  empleo  de  superficies  electródicas  modificadas  con 

nanopartículas  de  oro  ha  permitido  llevar  a  cabo  la  detección  selectiva  de 

dopamina  en  presencia  de  ácido  ascórbico,  basándose  en  el  efecto 
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electrocatalítico  que  ejercen  las  nanopartículas  de  oro  sobre  el  proceso  de 

oxidación  del  ácido  ascórbico.  Las  nanopartículas  de  oro  han  sido 

inmovilizadas  sobre  un  electrodo  de  oro  previamente  modificado  con  una 

monocapa de cisteamina. Los resultados obtenidos mediante voltamperometría 

cíclica  y  voltamperometría  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, alcanzándose un  límite de detección de 

0.13 μM. [Raj, 2003]. 

El  empleo de un  electrodo de  carbono  vitrificado modificado  con una 

película polimérica de poli (3,4‐etilendioxitiofeno) (PEDOT) y nanopartículas de 

oro  constituye  una  nueva  estrategia  para  la  determinación  de  dopamina  en 

presencia de ácido ascórbico. En este dispositivo, la dopamina, más hidrofóbica, 

interacciona preferentemente con la región no conductora del polímero (forma 

reducida), mientras que el ácido ascórbico, más hidrofílico,  interacciona con  la 

región conductora  (forma oxidada), dando  lugar a un notable desplazamiento 

de  la señal de oxidación del ácido ascórbico hacia valores de potencial menos 

positivos,  observándose  así  una  separación  de  230  mV  entre  los  picos  de 

oxidación de ambos compuestos. Por otra parte,  la adsorción de  la dopamina 

sobre las nanopartículas de oro, a través del débil enlace de los grupos amino, 

da lugar a un significativo aumento de la corriente de oxidación, obteniéndose 

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

Otro ejemplo de sensor nanoestructurado para  la determinación de este 

compuesto,  desarrollado  por  Wang  P.  y  colaboradores,  consiste  en  la 

inmovilización  covalente  de  las  nanopartículas  de  oro  sobre  un  electrodo  de 

carbono  vitrificado  modificado  con  una  monocapa  de  colina.  El  efecto 

electrocatalítico diferenciador que ejerce la monocapa de colina modificada con 

nanopartículas  de  oro  sobre  las  señales  de  oxidación  de  dopamina,  ácido 
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ascórbico y ácido úrico, permite, por una parte, un aumento de la sensibilidad 

de  las  señales  de  oxidación  y,  por  otra,  la  resolución  de mezclas  de  los  tres 

componentes  permitiendo  su  determinación  conjunta  en  una misma muestra 

[Wang P., 2007]. 

Un  ejemplo  de  sensor  nanoestructurado  para  la  determinación  de 

biomoléculas  de  interés  clínico  es  el  desarrollado  por  Goyal  y  col.  La 

preparación del sensor implica el empleo de una superficie electródica de óxido 

de titanio e indio (ITO) modificada con nanopartículas de oro quimisorbidas. El 

sensor  ha  sido  aplicado  a  la  determinación  de  un  corticoide  sintético  con 

propiedades antiinflamatorias en muestras de orina y  sangre. Las medidas  se 

llevan a cabo por voltamperometría diferencial de impulsos, comparándose los 

resultados  obtenidos  con  los  conseguidos  con  un  electrodo  de  oro  y  un 

electrodo  de  ITO  sin  modificar  con  las  nanopartículas  de  oro.  Los 

voltamperogramas  registrados ponen de manifiesto  la  ventaja del  empleo de 

superficies nanoestructuradas, ya que el efecto electrocatalítico ejercido por las 

nanopartículas  de  oro  da  lugar  a  una  disminución  del  potencial  del  pico  de 

oxidación  del  analito,  así  como  a  un  aumento  de  la  sensibilidad  de  la  señal 

[Goyal, 2007].  

Jin y colaboradores han desarrollado un sensor para la determinación de 

epinefrina  en  presencia  de  ácido  ascórbico.  Para  ello,  han  empleado  como 

superficie electródica un  electrodo de  carbono vitrificado  sobre  el que  se han 

electrodepositado nanopartículas de oro. El efecto electrocatalítico ejercido por 

el  nanomaterial  sobre  la  corriente  de  oxidación  del  ácido  ascórbico,  ha 

permitido llevar a cabo la determinación de ambas especies de forma selectiva, 

observándose una separación de 183.5 mV entre ambos picos de oxidación [Jin,  

2002]. 
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Se han encontrado en la bibliografía diferentes sensores modificados con 

nanopartículas de oro para  la determinación de  sustancias  tóxicas de  interés. 

Así, los electrodos serigrafiados (“screen‐printed”), carbono vitrificado, platino, 

y de grafito han sido ampliamente empleados para la determinación de especies 

tales como arsénico [Song, 2006], antimonio [Renedo, 2007], óxido de nitrógeno 

e hidrazina. 

Como  ejemplo  de  sensor  nanoestructurado  para  la  determinación  de 

óxido  nítrico,  el  grupo  de  Zhu  M.  y  col.  ha  desarrollado  un  microsensor, 

empleando  microelectrodos  de  platino  modificados  con  una  monocapa  de 

cisteína sobre la que se unen covalentemente las nanopartículas de oro. En este 

caso  se  observa  el  efecto  electrocatalítico  que  ejerce  el  nanomaterial  sobre  la 

oxidación del óxido de nitrógeno, disminuyendo  el potencial de detección  en 

250 mV respecto de la señal obtenida sobre el microelectrodo sin modificar. La 

interferencia de nitrito y nitrato en  la determinación del óxido nítrico se evita 

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

En otro  trabajo realizado por  Jena y colaboradores se ha empleado una 

superficie  tridimensional sol‐gel modificada con nanopartículas de oro para  la 

determinación  de  hidrazina.  En  este  caso  se  obtiene  una  disminución  del 

potencial de oxidación de la hidrazina de aproximadamente 800 mV, así como 

un aumento en  la corriente de pico con  respecto a  la  señal obtenida sobre un 

electrodo de oro convencional,  lo que permite alcanzar un  límite de detección 

de 200 pM [Jena, 2007]. 
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I.4.  BIOSENSORES  ELECTROQUÍMICOS  BASADOS  EN  EL 

EMPLEO DE NANOPARTÍCULAS DE ORO (nAu) 

I.4.1 . Biosensores enzimáticos 

Como  ya  se  ha  dicho,  la  importancia  de  los  sistemas  electroanalíticos 

basados  en  nanopartículas  de  oro  se  debe  a  las  propiedades  superficiales, 

electrónicas  y  catalíticas  únicas  de  este material  [Liu  S.,  2003a  y Katz,  2004]. 

Además  presentan  la  ventaja  de  que  las  enzimas  adsorbidas  retienen  su 

actividad biológica,  lo que no ocurre sobre otros materiales electródicos, como 

superficies metálicas  pulidas,  debido  probablemente  a  la mayor  libertad  de 

orientación que poseen las biomoléculas inmovilizadas sobre las nanopartículas 

[Liu S., 2003b]. 

Por  otra  parte,  las  nanopartículas  actúan  como  medio  de  conducción 

electrónico entre el grupo prostético de las enzimas y la superficie del electrodo, 

facilitando  la  transferencia electrónica. Esta ventaja se ha aprovechado para  la 

preparación  de  biosensores  enzimáticos  sin  necesidad  de mediador,  también 

llamados de tercera generación, en los que las nanopartículas de oro posibilitan 

la  transferencia  de  carga  directa  entre  el  grupo  redox  de  la  proteína  y  la 

superficie  del  electrodo,  alcanzándose  elevados  niveles  de  estabilidad  y 

sensibilidad [Yánez‐Sedeño, 2005 y Liu S., 2003a]. 

En  la Tabla 2  se  recogen  los biosensores  enzimáticos  encontrados  en  la 

bibliografía  basados  en  el  empleo  de  nanopartículas  de  oro, mostrándose  el 

procedimiento  de  inmovilización  empleado,  así  como  las  características  de 

funcionamiento y las características  analíticas obtenidas en cada caso. 

Uno de  los diseños más simples consiste en  la deposición directa de  las 

nanopartículas  sobre  la  superficie  electródica.  Esta  configuración  permite 

obtener biosensores  estables, de  respuesta  rápida y  elevada  sensibilidad. Así, 
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por  ejemplo, Zhang y  col. prepararon un biosensor para  la determinación de 

glucosa  en  el  que  la  enzima  glucosa  oxidasa  (GOx)  se  inmoviliza  por  unión 

covalente  sobre  un  electrodo  de  oro  previamente  modificado  con 

nanopartículas  de  oro  [Zhang  S.,  2005].  En  otro  trabajo,  Shulga  y  col. 

demuestran  que  la  electrodeposición  de  nanopartículas  de  oro  sobre  un 

electrodo  de  oro  proporciona  una  superficie  electródica  adecuada  para  la 

inmovilización de la enzima acetilcolinesterasa. El biosensor obtenido se utilizó 

para  la  determinación  de  carbofuran  a muy  bajos  niveles  de  concentración 

[Shulga, 2007]. 

En un trabajo realizado en nuestro grupo de investigación, se inmoviliza 

la enzima xantina oxidasa (XOD) por entrecruzamiento con glutaraldehído. La 

preparación del biosensor implica la electrodeposición previa de nanopartículas 

de  oro  sobre  la  superficie  de  un  electrodo  de  pasta  de  carbono  y  posterior 

inmovilización de la enzima por entrecruzamiento con glutaraldehído y BSA. El 

biosensor se empleó para  la determinación de hipoxantina  (Hx) en sardinas y 

carne  de  pollo  [Agüí,  2006].  La  detección  de  Hx  se  lleva  a  cabo  a  +0.6  V 

aproximadamente,  sobre  electrodos  convencionales.  Sin  embargo  con  la 

configuración  del  biosensor  desarrollado  con  las  nanopartículas  de  oro,  es 

posible  realizar  dicha  detección  a  un  potencial  de  0  V,  minimizando 

interferencias como el ácido ascórbico. El límite de detección obtenido al aplicar 

este potencial es de 0.22 μM, siendo del mismo orden que los encontrados en la 

bibliografía, con biosensores que operan a potenciales mucho más elevados. 

El  empleo  de  superficies  electródicas  modificadas  con  monocapas 

autoensambladas de  tioles permite  la  incorporación de  enzimas, mediadores, 

agentes  de  entrecruzamiento  o  nanopartículas metálicas.  Esta  posibilidad  de 

modificación,  junto  con  la variedad de  cadenas hidrocarbonadas de diferente 

longitud  de  que  se  dispone,  permite  una  gran  versatilidad  en  el  diseño  del 
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sensor  para  diferentes  aplicaciones.  Además,  los  dispositivos  basados  en  el 

empleo de monocapas autoensambladas proporcionan, en general, una elevada 

relación señal / ruido y una buena reproducibilidad de las medidas realizadas,  

así como de los procedimientos de fabricación. 

Como ejemplos, cabe destacar  la preparación 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  diseño  de  este  tipo,  es  la 

preparación de un  biosensor de peroxidasa  basado  también  en  el  empleo de 

monocapas  de  cisteamina  y  nanopartículas  de  oro  para  el  estudio  de  la 

transferencia  electródica  directa  de  la  enzima  inmovilizada,  observándose  la 

aparición  de  un  par  de  picos  en  el  voltamperograma  cíclico  correspondiente 

atribuidos  a  la  reacción  enzimática.  El  biosensor  muestra  una  excelente 

respuesta electrocatalítica para la reducción de H2O2 sin necesidad de mediador 

[Yi, 2000]. Recientemente, Lin y col. han preparado un biosensor amperométrico 

de peroxidasa basado  en  la modificación de un  electrodo de  oxido de  indio‐

titanio  (ITO)  con  una  monocapa  de  (3‐mercaptopropil)  trimetoxisilano  y 

nanopartículas de oro y posterior coinmovilización de la enzima peroxidasa y el 

mediador tetrametilbencidina [Lin, 2007b]. 

Es  de  destacar  otra  configuración  basada  en  la  unión  de  las 

nanopartículas de oro a nanoesferas porosas funcionalizadas con grupos tioles 

de poli(divinilbenceno‐co‐ácido acrílico) para la preparación de un biosensor de 

peroxidasa, consiguiéndose buenas características analíticas [Xu S., 2007]. 

La  incorporación  de  nanomateriales  a matrices  compósitas  constituye 

una  estrategia  muy  útil  para  la  preparación  de  biosensores  con  excelentes 

características  analíticas.  Los  dispositivos  obtenidos  no  solo  presentan  las 
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ventajas  propias  de  los  nanomateriales,  sino  también  las  derivadas  de  los 

electrodos  compósitos,  tales  como baja  corriente de  fondo y gran versatilidad 

como  consecuencia de  la posibilidad de  incorporar  diferentes  sustancias  a  la 

matriz electródica sin necesidad de enlaces covalentes. Además, constituyen un 

depósito tridimensional de enzima cuya superficie puede renovarse por simple 

pulido. 

Como  ejemplo  de  este  diseño  cabe  citar  la  incorporación  de 

nanopartículas de oro a una mezcla compósita de grafito en polvo y aceite de 

parafina  utilizada  para  fabricar  electrodos  de  pasta  de  carbono,  así  como  de 

distintas enzimas. Con este diseño 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 monitorización de  fenol 

[Liu S., 2003a],  todos ellos preparados mezclando  la enzima, el oro coloidal y 

los  componentes  de  la  pasta  de  carbono.  Un  diseño  similar  se  obtiene 

modificando micropartículas de carbono vitrificado con nanopartículas de oro y 

la enzima XOD para  la detección de xantina e hipoxantina. Este dispositivo se 

empleó para la determinación de hipoxantina en atún [Çubukçu, 2007]. 

Una tendencia novedosa para la preparación de biosensores es el empleo 

de superficies nanoestructuradas de nanotubos de carbono (CNT) modificadas 

con  nanopartículas  de  oro,  ya  que  se  obtienen  dispositivos  que mejoran  su 

capacidad  para  la  inmovilización  estable  de  biomoléculas. De  este modo,  se 

obtienen  materiales  híbridos  con  una  elevada  estabilidad  y  capacidad  de 

biosensorización.  Los  electrodos  modificados  con  nanotubos  de  carbono 

exhiben efectos electrocatalíticos intensos hacia la oxidación de moléculas tales 

como NADH y peróxido de hidrógeno. En este contexto, en nuestro grupo de 

investigación,  se  ha  preparado  un  biosensor  compósito  oro  coloidal‐CNT 

empleando Teflón como aislante, que proporciona una respuesta más sensible 
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hacia  el  peróxido  de  hidrógeno  que  la  obtenida  empleando  otros  electrodos 

compósitos,  incluyendo  los  basados  en CNT  solamente.  La  incorporación  de 

glucosa  oxidasa  a  esta matriz  permite  preparar  un  biosensor  de  glucosa  sin 

necesidad de mediador,  alcanzándose una  sensibilidad muy  superior  a  la de 

otros  biosensores  de  glucosa  encontrados  en  la  bibliografía.  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 nanopartículas de oro  [Manso, 2007]. Otra configuración semejante se basa 

en la inclusión de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en la misma matriz 

compósita, observándose un marcado incremento en la respuesta de oxidación 

de NADH  comparada  con  la  de  otros  biosensores. Así,  la  incorporación  de 

ADH  en  el material  electródico permite  la obtención de un biosensor para  la 

determinación de etanol con un límite de detección de 4.7 μM [Manso, 2008]. 

Otra posibilidad es inmovilizar selectivamente las nanopartículas de oro 

a  la  superficie  de  nanotubos  previamente  funcionalizados.  Por  ejemplo,  el 

empleo  de  agentes  dispersantes,  bien  catiónicos,  como  polietilenamina,  bien 

aniónicos,  como  el  citrato,  cambia  las  propiedades  ácidas  o  básicas  de  la 

superficie [Jiang, 2003]. De este modo, las nanopartículas de oro pueden unirse 

a  los nanotubos por  atracción  electrostática. Un nanohíbrido de  este  tipo  fue 

empleado  por  Liu  y  col.  [Liu  Y.,  2005]  para  la  inmovilización  covalente  de 

microperoxidasa  (MP‐11).  La  modificación  de  un  electrodo  de  carbono 

vitrificado  con  una  película  del  nanomaterial  permite  la  transferencia 

electrónica directa entre la enzima y el electrodo, sin observarse pérdida de su 

actividad  biológica,  proporcionando  una  respuesta  electrocatalítica  para  la 

reducción de peróxido de hidrógeno. Otra  configuración  consiste  en  la unión 

covalente de nanotubos de carbono y nanopartículas de oro a un electrodo de 

carbono  vitrificado  modificado  con  poli(tionina).  El  efecto  sinérgico  del 
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nanomaterial híbrido, unido a  la excelente capacidad mediadora del polímero 

redox,  permite  el  diseño  de  biosensores  que  proporcionan  una  rápida 

transferencia  electrónica,  además  de  una  inmovilización más  eficiente  de  la 

enzima  en  comparación  con  otras  configuraciones  basadas  en  el  empleo  de 

nanotubos  de  carbono  o  nanopartículas  de  oro  de  forma  individual  [Feng, 

2007]. 

La  tecnología  sol‐gel permite  la preparación de  redes  tridimensionales 

adecuadas para  la  encapsulación de una  gran variedad de biomoléculas. Los 

materiales sol‐gel inorgánicos son particularmente atractivos para la fabricación 

de  biosensores  enzimáticos  debido  a  las  adecuadas  condiciones  ambientales 

empleadas en  su preparación,  su porosidad, alta estabilidad  térmica e  inercia 

química,  y  a  que  este  tipo  de material,  a  diferencia  de muchos  otros,  no  se 

hincha  apreciablemente  en disolución  acuosa. Los materiales  híbridos  sol‐gel 

obtenidos  por  encapsulamiento  de  nanopartículas  de  oro  en  la  matriz  son 

ampliamente  utilizados  para  la  preparación  de  biosensores.  Como  ejemplo, 

cabe  citar  la preparación de un biosensor de acetilcolinesterasa basado  en un 

sol‐gel  tridimensional de  silicato y nanopartículas de oro que proporciona un 

microambiente biocompatible, de  forma que  la enzima mantiene  su actividad 

biológica, y se garantiza  la  inmovilización estable en  la matriz. Este biosensor 

ha  permitido  la  determinación  sensible  de  pesticidas  como  metilparation  y 

carbaril. Otras  características  de  interés  de  este  diseño  es  la  exactitud  de  las 

medidas, la sencillez del procedimiento empleado, así como su bajo coste [Du, 

2008]. 

Otra  posibilidad  consiste  en  combinar  la  tecnología  sol‐gel  y  las 

monocapas autoensambladas empleando alcóxidos de  silicio  tiolados. De esta 

forma,  las nanopartículas pueden ensamblarse en el  interior y en  la superficie 

del  sol‐gel,  incrementándose, de  esta  forma,  el  área  activa del  electrodo.  Las 
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nanopartículas  pueden  actuar  como  centros  de  conducción  y  facilitar  la 

transferencia electrónica  [Jia, 2002]. Un diseño de biosensor nanoestructurado, 

que permite determinaciones de gran sensibilidad basado en el empleo de una 

configuración  similar,  es  el  que  consiste  en  inmovilizar  una  enzima 

deshidrogenasa y nanopartículas de oro  en una matriz  sol‐gel  funcionalizada 

con una monocapa. Las nanopartículas 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 nanopartículas 

de oro catalizan la oxidación del NADH, lo que ha permitido la obtención de un 

límite de detección de 5 nM en ausencia de mediador. El electrodo muestra una 

excelente estabilidad operacional y se aplicó a la detección 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  formación de una doble capa 

bidimensional de mercaptopropiltrimetoxisilano  (MPS)  sobre un  electrodo de 

oro. Para su preparación se sumerge el electrodo de oro en una disolución de 

MPS  en  etanol,  formándose  una  monocapa  sobre  la  superficie  electródica; 

seguidamente  se  sumerge  en  una  disolución  de  NaOH,  teniendo  lugar  la 

polimerización de  las unidades silano dando  lugar a  la  formación de una  red 

bidimensional. Una  segunda  capa  silano  se  forma  sumergiendo  la  superficie 

nuevamente en una disolución de MPS durante una noche. Las nanopartículas 

de  oro  fueron  posteriormente  quimisorbidas  sobre  los  grupos  silano  de  la 

segunda  capa  y  finalmente  la  glucosa  oxidasa  se  adsorbe  sobre  las 

nanopartículas  de  oro.  El  biosensor  proporciona  una  excelente  respuesta 

electrocatalítica  para  la  glucosa  empleando  +3
3)byp(Co  como  mediador, 

obteniéndose un intervalo lineal de 4.0x10‐10 a 5.3x10‐8 M [Zhong, 2005]. 

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

obtención  de  biosensores  enzimáticos,  habiéndose  encontrado  diseños  muy 
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reproducibles,  estables y muy  sensibles. Así, Wu y  colaboradores prepararon 

un biosensor amperométrico de glucosa basados en la formación de multicapas 

de glucosa oxidasa, chitosan y nanopartículas de oro empleando la técnica LBL. 

El dispositivo obtenido proporcionó una excelente actividad catalítica hacia  la 

glucosa, demostrándose que las nanopartículas 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 diseño similar que emplea la técnica LBL se 

basa en la formación de multicapas de glucosa oxidasa / nanopartículas de oro 

sobre una superficie de oro modificada con cisteamina. En este caso se observó 

una  correlación directa  entre  la  respuesta  bioelectrocatalítica  y  el  número 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  dendrímeros  de  poli(amidoamina)  (PAMAM)  con  nanopartículas  de  oro 

modificadas  con  hexacianoferrato  de  cobalto,  alternadas  con  capas  de  ácido 

polivinilsulfónico  sobre  electrodos  de  óxido  de  indio‐titanio  (ITO). 

Seguidamente  se  inmovilizó  la  enzima  glucosa  oxidasa  en  presencia  de 

albúmina  de  suero  bovino  y  glutaraldehído  como  agente  entrecruzante.  La 

detección amperométrica de glucosa se llevó 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 nanopartículas de oro/tionina 

basándose  en  interacciones  de  tipo  electrostático  y  covalente.  Estas 

superestructuras proporcionan una matriz ideal para la fabricación de sensores 

bienzimáticos, donde  las moléculas de  tionina actúan  como mediador para  la 

transferencia electrónica. 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  electrocatalítica  hacia  la  glucosa,  que 

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

A continuación se describen de forma esquemática algunas aplicaciones 

de  biosensores  que  emplean  superficies  electródicas  modificadas  con 

nanopartículas de oro. 
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Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ENZIMA/ 
ELECTRODO

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS DE 

FUNCIONAMIENTO 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

GOx / Oro 
Inmov. covalente. de GOx 
oxidada-IO4

- y nAu y 
entrecruz. con cisteamina 
mediante la técnica LBL 

Amperom. 
(Eap: +0.25 V 

vs. SCE) 

Reg. Fosfato 0.1 M, pH 6.8 
+ ferrocenometano 0.25 
mM 
trespuesta = 4s 

Glucosa 

Inter. Lineal: 1.0x10-5-1.3x10-2 M 
Sensibilidad: 5.72 µA mM-1cm-2 

LD: 8 µM 
Tiempo de vida útil: 4 semanas 

(85% respuesta inicial) 

[Yang., 
2006a] 

GOx / Oro 

Adsorc. de GOx sobre 
multicapas de 
(PDDA/nAus)n/PDDA 
depositadas sobre superf. de 
Au mediante la técnica LBL

Amperom. 
(Eap: +0.3 V) 

Reg. Fosfato 0.1 M, pH 7.0 Glucosa 

Au/(PDDA/nAu)3/PDDA/GOx 
Sensibilidad: 5.2 µA mM-1cm-2 
Au/(PDDA/nAu)6/PDDA/GOx 

Sensibilidad: 13.6 µA mM-1cm-2 
Au/(PDDA/nAu)9/PDDA/GOx 

Sensibilidad: 22.6 µA mM-1cm-2 

[Zhang S., 
2006] 

GOx / Oro Inmov. covalente de GOx 
a superf. mod. con  nAu  

CV y EIS 
Amperom. 

(Eap: 0.3V vs 
SCE) 

m
appK = 4.3 mM 

Reg. Fosfato pH 7.0 
Glucosa 

Inter. lineal: 2.0x10-5–5.7x10-3 M 
Sensibilidad:8.8 µA mM-1 cm-2 

LD: 8.2 µM 
Tiempo de vida útil: 1 mes 

[Zhang S., 
2005] 

GOx / Oro  Inmov. nAu y GOx sobre 
MPTS 

EIS y CV vs. 
SCE 

Reg. Fosfato 0.05 M + 1 
mM +3

3)byp(Co como 
mediador 

Glucosa 
Inter. Lineal: 4.0x10-10-5.0x10-8 M 

LD: 1x10-10 M 
Tiempo de vida útil: 21 días 

[Zhong, 2005] 

GOx / Oro 
Dep. electroquímica de 
biocompósito: Chitosan-
GOx-nAu 

Amperom.  
(Eap: 0.7 V) Reg. fosfato 0.1M pH 7.4 Glucosa / 

Suero 
Inter. lineal: 0.005 - 2.4 mM 

LD.: 2.7 µM [Luo, 2004] 

GOx / Oro 

Inmov. covalente de GOx 
modif. con peryodato 
(IO4−-GOx) y HRP sobre 
multicapas de nAu/Thi 

Amperom. 
(Eap:−0.18 V)

m
appK  = 1.21mM Glucosa y 

H2O2 

H2O2:  
Inter. lineal : 6.0×10−6 - 1.1×10−3M 
Sensibilidad:22.8 µA mM−1 cm−2 
LD: 58 µ M 
Glucosa: 
Inter. lineal : < 3 mM 
Sensibilidad:3.8 µA mM−1 cm−2 
LD: 35 µM 

[Sun, 2007] 

GOx / Oro 

Técnica LBL para prep. 
multicapas de 
nAu/MWNT/GOx unidas 
por atracción electrostática a 
capas intercaladas de PDDA

Amperom. 
(Eap: -0.2 V) 

m
appK = 10.6 mM Glucosa Inter. Lineal: < 9.9 mM 

LD: 128 µM [Liu Y., 2007] 
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Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ENZIMA/ 
ELECTRODO

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS DE 

FUNCIONAMIENTO 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

GOx / ITO  

Inmov. de GOx por 
entrecruzm. con GA y BSA 
sobre superf. mod. con nAu 
mod. con dendrimeros de 
PANAM con hexaciano-
ferrato de Co alternando 
capas de PVS 

Amperom. 
(Eap: 0.0 V 
vs. SCE) 

m
appK  = 2.03mM 

Reg. Fosfato 0.1 M + NaCl 
0.05 M, pH 7.0 

Glucosa 
Inter. Lineal: < 1.5 mM 

Sensibilid.: 33.6 ± 0.2 nA mM cm-2 

LD: 17 µM 
[Crespilho, 

2006] 

GOx / ITO 

Inmov. de GOx por 
entrecruzam. con GA 
sobre superf. mod. con 
PVS y dendrimeros de 
PAMAM con hexaciano-
ferrato de cobalto como 
mediador  

Amperom. 
(Eap: 0.0 V vs. 
SCE) 

m
appK  = 2.03 mM Glucosa 

Inter. lineal : Hasta 1.5 mM 
Sensibilidad:33.6 ± 0.2 nA mMcm-2

LD: 17 µM 
[Brett, 2006] 

GOx / GCE 

Inmov. de GOx y TTF 
(mediador) por 
entrecruzamiento con GA 
sobre superf. mod. con 
cisteamina ó MPA y nAu. 

Amperom. 
(Eap: 0.2 V) Reg. fosfato 0.05 M  pH 7.4 Glucosa 

Inter. lineal : 0.01 – 10 Mm 
Sensibilidad: 1.02 ± 0.06 mA/M 

LD.: 0.7 x 10-5M 
Tiempo de vida útil: 28 días 

[Mena, 2005a] 

GOx / GCE 

Inmov. mezcla de GOx-
Chitosan-nAu sobre 
superf. mod. con película 
de azul de prusia. 

Amperom. 
(Eap: -0.05 V) 

Repetib.: 8.3% (RSD) 
Reg. fosfato 0.05 M pH 

7.0+ 0.1 M KCl 

Glucosa / 
Suero humano 

Inter. lineal : 1.0x10-6 - 1.6x10-3 M 
Sensibilidad: 69.26 μA mM-1 cm2 

LD: 6.9x10-7 M 
[Xue, 2006] 

GOx / GCE 
Inmov. de GOx  sobre superf. 
mod. con nAu. y 
recubrimiento con Nf. 

CV 
Amperom. 

(Eap: 0.27 V 
vs. Ag/AgCl) 

m
appK = 4.6 mM 

Reg. fosfato 0.1 M pH 6.82 
+ 0.25 mM 
ferrocenometanol (como 
mediador) 

Glucosa 

Inter. lineal : ≥ 6 mM 
Sensibilidad: 6.5 μA mM−1 cm−2 

LD. 3.4×10−5 M 
Tiempo de vida útil: 2 semanas 

[Zhao, 2006] 

GOx / GCE 

Inmov. de GOx mediante 
composito de nAu y n-
fibras conductoras de 
polyanilina. 

Amperom. 
(Eap: +0.5 V)

Repet.= 4.8 % (n=7) 
Reg. fosfato 0.1 M pH 6.9 

Glucosa/ 
Suero y 
sangre 

Inter. Lineal: 1.0x10-6-8.0x10-4 M 
Sensibilidad: 2.3 mA/M 

LD: 5.0x10-7 M 
Tiempo de vida útil: 2 semanas 

[Xian, 2006] 
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Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ENZIMA/ 
ELECTRODO

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS DE 

FUNCIONAMIENTO 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

GOx /Electrodo 
microporoso de 

Au 

Co-inmov. de GOx y nAu 
sobre superf. mod. con 
DL-Tiorfan/1,8octanoditiol

Amperom. 
(Eap: +0.45 V)

Reg. fosfato 0.05 M pH 7.0 Glucosa Inter. Lineal: < 22.0 mM [Zhang F.H., 
2006] 

GOx / PC Adsor. de GOx  sobre superf. 
mod. con  Au col. CV 

Const. de transferencia de 
carga: (38.9±5.3)/s 
Reg. fosfato  0.1M  pH 5 

Glucosa / 
Suero 

Inter. Linel : 0.04-0.28 mM 
Sensibilidad: 8.4 µA/mM 

LD: 0.01 mM 

[Liu S., 
2003b] 

GOx / CNT-
Teflon 

compósito/ 

Incorp. de GOx y Au col. 
en la matriz compósita 

Amperom. 
(Eap:+ 0.5 V)

m
appK = 14.9 mM 

Reg. fosfato 0.05 M pH 
7.4 

Glucosa/ 
Bebidas 
isotónica 

Inter. Linel: 0.05–1 mM 
Sensibilidad: 2.6 mA/M 

LD.: 17 μM 
Tiempo de vida útil: 3 meses 

[Manso, 2007] 

GOx / Pt 
Inmov. de GOx sobre Au 
dep. sobre 
polivinilferroceno (PVF) 

Amperom. 
(Eap: +0.5 V 

vs. SCE) 

Rep. = < 5% (RSD) 
m
appK  (PVF-Au-GOx)= 

30.40 mM 
Reg. fosfato 0.1 M pH 7.4 

Glucosa/ 
Suero 

Inter. Lineal: < 36 mM 
Sensibilidad: 4.17 mA M-1 cm-2 

Tiempo de vida útil: 15 días 
[Sulak, 2006] 

GOx / Pt  

Inmov. de GOx sobre 
capas de chitosan y nAu 
dep. sobre superf. mod. 
con polianilina mediante la 
técnica LBL 

Amperom. 
(Eap: +0.6 V 
vs. Ag/AgCl)

m
appK = 10.5 mM 

Reg. fosfato 0.1 M pH 6.8 

Glucosa/ 
Suero 

humano 
Inter. Lineal: 0.5-32 mM 

Tiempo de vida útil. 1 mes 
[Wu B.Y., 

2007] 

HRP / Oro 
Inmov. de HRP sobre 
superf. mod. con pelíc. de 
chitosan electrodep. y nAu 

CV y EIS 
Amperom. 

(Eap = -0.25V) 

Mediador: Azul de 
metileno. H2O2 

Inter. lineal: 0.008 - 15 mM 
LD: 2.4 µM 

Tiempo de vida útil: 4 semanas 
[Luo, 2005] 

HRP / Oro 
Inmov. de HRP sobre 
superf. mod. con Au col. y 
cisteamina 

Amperom. 
(Eap: -0.3 V) 

m
appK  = 2.3 mM. 

RSD: 3% (n=10) 
Reg. fosfato 0.1 M pH 7 

H2O2 
Inter. lineal: 0.0014 - 2.8 mM 

LD.: 0.58 µM [Yi, 2000] 

HRP / Oro 

Inmov. de HRP sobre 
superf. mod. con Au col. 
inmov. sobre cisteamina-
GA-cisteamina 

Amperom. 
(Eap: - 0.1V 

vs SCE) 

m
appK  decrece cuando 

disminuye el diametro de 
Au col/ 
Reg. fosfato 0.1 M pH 6.9 

H2O2 
Inter. lineal: 0.39 µM-0.33 mM 

LD.: 0.15 µM [Xiao, 1999] 
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Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ENZIMA/ 
ELECTRODO

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS DE 

FUNCIONAMIENTO 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

HRP / Oro 

Inmv. HRP sobre nAu 
quimisorbidas sobre 
nanoesferas  tioladas 
funcionarizadas con 
poli(estireno-co-ácido 
acrilico) 

Amperom. 
(Eap: -0.1 V 

vs. SCE) 

Repetib.= 1.7 % (n=9) 
Reprod.: 4.0 % 
Reg. fosfato 0.1 M pH 7.0 

H2O2 
Inter. Lineal: 8.0 µM-7.0 mM 

LD: 4 µM 
Tiempo de vida útil: 60 días 

[Xu S., 2006] 

HRP / Oro 
Adsorc. de HRP sobre nAu 
enlazadas a grupos tiol de 
película sol-gel  

Amperom. 
(Eap= -0.25 V)

RSD: 2.1 % (n=9) H2O2 
Inter. lineal: 5 µM-10 mM 

LD: 2 µM 
Tiempo de vida útil 120 días. 

[Jia, 2002] 

HRP / Pt 

Politionina embebida en 
película de Nf sobre 
superf. de Pt. HRP inmov. 
sobre nAu y gelatin sobre 
Nf. 

Cronoamper. RSD: 2.2% (n=5) H2O2 Inter. lineal: 0.05-30.6 mM 
LD: 0.02 mM [Zhu, 2006] 

HRP / Oro  

Inmov. de HRP sobre nAu 
quimisorbidas sobre 
superf. mod. con 
nanoesferas 
funcionarizadas 
poly(DVB-co-AA) 

Amperom. 
(Eap: -0.15 V)

Repetib.: 1.8 % (n=9) 
Reprod.: 4.7 % 
Reg. fosfato 0.1 M, pH 7.0 

H2O2 
Inter. Lineal: 1.0 µM- 8.0 mM 

LD: 0.5 µM 
Tiempo de vida útil: 60 días 

[Xu S., 2007] 

HRP / ITO 
Atrapam. de HRP sobre 
superf. mod. con chitosan –
Au col. 

Amperom. 
(Eap: -0.51 V)

Repetib.: 1% (RSD) 
(n=34) H2O2 

Inter. lineal : 0.01-0.5 mM 
LD: 5 μM 

Tiempo de vida útil: 7 días 
(almacenamiento) 

[Lin J., 2007a] 

HRP / GCE 

Inmvo. HRP sobre superf. 
mod. con matriz sol-gel que 
contiene nanocomposito de 
carboximetil chitosan y 
nAu 

Amperom. 
(Eap: +0.4 V 

vs. SCE) 

m
appK = 0.57 mM 

Repetib.: 1.87% (n=6) 
Reproducib.: 6.8% (n=6) 
Reg. Fosfato 0.1 M, pH 7.0

H2O2 
Inter. lineal: 5 µM- 1.4 mM 

Sensibilidad: 6.24 x10-4 A/M 
LD: 0.401 µM 

[Xu Q., 2006] 

HRP / PC Inmov. HRP sobre superf. 
mod. con Au col. 

Amperom. 
(Eap:-0.4 V 
vs. SCE) 

Const. velocidad transf. de 
carga: 6.04 ± 0.18s-1 

m
appK =(3.7±0.7) mM 

Reg. fosfato 0.1 M pH 7.4 

H2O2 

Inter. Linel : 0.48-50 µM 
LD.: 0.21 µM 

Tiempo de vida útil: 40 días 
(almacenamiento) 

[Liu S., 2002] 
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Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO/ 
ENZIMA 

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS 

DE FUNCIONAMIENTO 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

HRP / Screen 
Printed-grafito  

Incorp. de nAu y HRP en 
matriz de chitosan e inmov. 
sobre SPCE 

Amperom. 
(Eap: -0.4 V) 

m
appK = 1.3 mM 

Reprod.: 4.9 % (n=30) 
Reg. citrato 0.1 M, pH 6.5  

H2O2 
Inter. lineal: 0.01-11.3 mM 

Sensib.: 0.176 nA/ µM 
LD: 0.65 µm 

Tiempo de vida útil: 30 días 

[Tangkuaram, 
2007] 

HRP / ITO 
Inmov. de HRP sobre superf. 
mod con APTMS y Au col. 

Amperom. 
(Eap: -0.25 V) 

Repetib.: 2.4% (RSD) 
(n=8) 

Reg. fosfato 0.05 M  pH 7.0 
H2O2 

Inter. lineal : 0.020 - 8 mM 
LD: 8.0 µM 

Tiempo de vida útil: 90 días 
[Wang L. 2004] 

HRP / ITO 
Inmov. de HRP y TMB 
(mediador) sobre superf. mod. 
con MPTS y nAu 

CV 
Amperom. 

(Eap:-0.7 V) 

m
appK = 2.2 mM 

Repetib.: 2.7% (RSD) 
(n=8) 

H2O2 
Inter. lineal : 0.005 - 1.5 mM 

LD: 1 μM [Lin, J., 2007b] 

HRP / GCE 

Inmov. de HRP sobre superf. 
mod. con nanocompósito 
L-cisteina–nAu sobre 
membrana de Nf. 

CV 
Repetib.: 4.7% (RSD) 
(n=5) 
Reg. fosfato 0.1 M pH 7 

H2O2 
Inter. lineal : 1.60×10−5 -

1.10×10−3 M 
LD: 5.50×10−6 M 

[Li X., 2006a] 

HRP / GCE 

Unión covalente de CNTs y 
nAu sobre película de 
politionina electropolim. sobre 
GCE. Inmov. de la enzima por 
incub. en disolución 15 mg/mL 
de HRP durante 12 h. a 4 °C.  

Amperom.  
(Eap:+0.4 V vs. 

SCE) 
Reg. Fosfato 0.1 M, pH 7.0 H2O2 Inter. lineal: 5µM-7.0 mM 

LD: 3 µM [Feng, 2007] 

HRP / GCE 
Electropolim. de p-ABSA 
sobre GCE. Adsor. de tionina y 
nAu e inmov. de HRP 

Cronoamperom.
(Eap: -0.45 V) 

Repet.: 2.8 % 
Reproducib.: 3.9 % 
Regulador acetato pH 7 

H2O2 Inter. lineal: 2.6 µM-8.8 mM 
LD: 0.64 µM [Gao, 2007] 

LDH / Oro  
ADH / Oro 

nAu enlazada a grupos tiol de 
MPTS sol-gel. e inmov. de 
biocomposito de MPTS sol gel 
–HRP sobre superf. 

Amperom. 
(Eap: -0.05 V) 

m
appK  (Lactato) = 0.91 mM 
m
appK  (Etanol)= 2 mM 

Reg. Fosfato 0.1 M pH 7.2 

Lactato, 
etanol 

Lactato:    Sensib.: 446.8 nA/mM
                 LD.: 0.1 µM 
Etanol:      Sensib.: 47 nA/mM 
                  LD: 20 µM 

[Jena, 2006] 
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Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO/ 
ENZIMA 

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS DE 

FUNCIONAMIENTO 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

AChE / GCE 
Inmov. de AChE sobre superf. 
mod. sobre compósito de silica 
sol–gel con nAu ensambladas.  

CV RSD: 1.7 – 2.3 % 
Pesticidas: 
monocrotophos, 
metilparation y 
carbaril) 

Tiempo de vida útil: 30 días  [Du, 2008]

GOx,Cit.C ó Tyr 
/ GCE 

Immov. de Cit. C, GOx ó Tyr 
sobre nanocompósito de Au mod. 
con polipirrol  

Amperom. 
Tyr: Eap: -0.15V 
GOx: Eap: +0.7V 

m
appK (Tyr) = 48 µA 

Reg. fosf. 0.1 M pH 6.5 
m
appK (GOx) = 43 µM 

Reg. fosf. 0.1 M pH 7.4 

Fenol y 
glucosa 

Fenol:  Inter. Lineal: 1.0 – 20 µM 
Sensibilidad: 497.1 mA/M 
LD: 3×10−8 M 

Glucosa: 
Inter. Lineal: (0.05 – 0.6) mM 
Sensibilidad: 1.089mA/M 
LD: 2×10−6 M 

[Nagy, 
2007] 

AChE / Oro Adsorc.de AChE sobre superf. 
mod. con Au col. electrodep. 

Amperom. 
(Eap: +0.68V) 

m
appK = 0.18 ± 0.02 mM 

Reg. fosfato  0.1 M pH 8 

Tiocolina 
Carbofuran 

Inter. lineal: 10–135 nM 
LD: 33 nM  

Tiempo de vida útil: 7 días 

[Shulga, 
2007] 

ADH / CNT-
teflon compósito  

Incorp. de ADH y Au col en la 
matriz compósita  

Amperom. 
(Eap:+ 0.3 V) 

m
appK = 4.95 mM 

Reg. fosfato 0.05 M pH 7.4 
Etanol/ 
Cerveza 

Etanol 
Inter. Lineal: 0.02-1.0 mM 
Sensibilidad: 2.27 μA/mM 

LD:  4.7 μM 
Tiempo de vida útil: 1 mes (almac.) 

[Manso, 
2008] 

XOD/GCPE-nAu
Atrapam. de XO en superf. 
compósita GCPE (80:20 % w/w) 
mod. con nAu 

CV y Cronoamp. 
+0.7V 

Rep. (X): 6.31% (RSD) 
5 µM (n = 5) 
Rep.(Hx): 3.57% (RSD) 
80 µM (n=5)  

Hipoxantina 
(Hx) y 
Xantina (X)/ 

Atún 

X: Inter. Lineal: 5.0×10−7 -1.0×10−5M 
Sensibilidad: 0.24 µA / µM 

Hx: Inter. Lin.: 5.0×10−6 - 1.5×10−4M 
Sensibilidad: 0.14 µA / µM  

[Çubukç
u, 2007] 

ADH / Oro 
Inmov. de ADH sobre superf. 
mod. con Au col. adsorb. sobre 
monocapas de 1,6-hexanoditiol  

PCQ 
CV 
EIS 

m
appK =6.03 ×10−4 M 

Reg. fosfato 0.1 M pH 7.4 
+ 0.1 M NaCl 

Etanol Inter. Lineal: 1.0x10-5-1.3x10-2 M 
LD: 8.0x10-6 M 

[Liu Y., 
2003] 

XOD / PC 
Inmov. de XOD por entrecruzam. 
con GA y BSA sobre superf. 
mod. con nAu. 

Amperom. 
(Eap: +0.6 y 0.00 V 

vs. Ag/AgCl) 
m
appK = 18×10−6 M 

Hipoxantina / 
Sardina y 

pollo 

Inter. Lineal: 0.5–10 µmol L−1 

Sensib.: (2.29 ± 0.03)×104 µA / M 
LD: 2.2×10−7 M 

[Agüí, 
2006] 

 

 



Introducción 

 

34 

Tabla 2.‐ Biosensores enzimáticos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO 
/ENZIMA 

TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN 

DETECCIÓN CARACTERÍSTICAS DE 
FUNCIONAMIENTO 

ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS 

REF. 

XOD / Oro 
Atrapam. de XOD en pPy por 
electrooxidación y adsorc. de 
nAu sobre superf. mod. Azul de 

Amperom. 
(Eap: -0.15 V) 

m
appK =43.2 µM 

Mediador: Azul de Prusia 
Xantina Inter. Lineal: 1-20 µM [Liu, Y., 

2004] 

Tir / PC  Immov. de Tyr sobre superf. 
mod. con Au col.   

CV y 
Amperom. 

(Eap:-0.15 V) 

m
appK = (54 ± 3) μM 

Reg. fosfato 0.1 M pH 7 
Fenol 

Inter. Lineal : 4 - 48 µM 
Sensibilidad:12..3 µA cm-2 µM-1 

LD: 6.1 nM 

[Liu S. 
2003a] 

 
 
Abreviaturas: AChE: acetilcolinesterasa, ADH: alcohol deshidrogenasa, ASV: voltamperometría de stripping anódico, Cit C: citocromo C, 
CNT:  nanotubo  de  carbono, CPE:  electrodo  pasta  de  carbono, CV: Voltamperometría  cíclica, DPV: Voltamperometría  diferencial  de 
impulsos,  EIS:  espectroscopia  de  impedancia  electroquímica, GA:  glutaraldehído, GC:  carbono  vitrificado, GCE:  electrodo  de  carbon 
vitrificado, GCPE: electrodo pasta de carbono vitrificado, GA: glutaraldehído, Hb: hemoglobina, HRP: peroxidasa, ITO: óxido de indio y 
titanio,  m

appK :  constante  aparente  de  Michaelis–Menten,  LBL:  layer‐by‐layer,  LD:  limite  detección,  MPTS:  (3‐

mercaptopropil)trimetoxisilano, MWNT: nanotubos de carbono de pared múltiple, nAu: nanopartículas de oro, p‐ABSA: p‐aminobenzene 
sulfonic acid, PCQ: piezoelectric quartz cristal, PDDA: cloruro de poli(dialildimetilammonio), pPy: polipirrol, PVB: polivinil butiral, PVS: 
ácido poli(vinilsulfonico), SCE: electrodo saturado de calomelanos,TMB: tetrametilbencidina, TTF: tetratiafulvaleno; Tir: tirosinasa, XOD: 
xantina oxidasa. 
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I.4.2. Inmunosensores electroquímicos 

Hoy  en  día,  los  inmunosensores  electroquímicos  constituyen  una 

importante herramienta analítica en diferentes campos, tales como el análisis de 

alimentos, clínico y medioambiental [Lei, 2003]. Las diversas configuraciones de 

inmunosensores electroquímicos constituyen excelentes alternativas por su alta 

sensibilidad, bajo coste y facilidad de miniaturización. 

El  desarrollo  de  inmunosensores  se  basa  en  la  inmovilización  del 

biomaterial  anticuerpo  o  antígeno  sobre  una  superficie  transductora,  siendo 

esta  la etapa crucial a  la hora de  llevar a cabo  su preparación. Los materiales 

electródicos  empleados  más  comúnmente  para  la  fabricación  de  los 

inmunosensores  son  platino,  oro,  carbono  vitrificado,  pasta  de  carbono,  así 

como electrodos serigrafiados (“screen printed”). En cuanto a la inmovilización 

de  las  biomoléculas,  los  procedimientos  más  utilizados  implican  unión 

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

Generalmente  la  adsorción  directa  de  biomoléculas  sobre  superficies 

electródicas  genera  su  desnaturalización  o  pérdida  de  su  bioactividad.  Sin 

embargo,  se  ha  demostrado  que  macromoléculas,  tales  como  anticuerpos, 

antígenos  y  enzimas,  retienen  su  actividad  cuando  son  inmovilizadas  sobre 

superficies  modificadas  con  nanopartículas,  ya  que  éstas  proporcionan  un 

ambiente similar a su entorno natural. Además  las partículas metálicas actúan 

como medio de conducción electrónico, facilitando  la transferencia electrónica, 

permitiendo  alcanzar  elevados  niveles  de  estabilidad  y  sensibilidad  [Luo, 

2004a]. 

Se  han  encontrado  en  la  literatura  reciente  numerosos  ejemplos  de 

inmunosensores  electroquímicos  basados  en  el  empleo  de  nanopartículas  de 

oro. Un ejemplo significativo es el  inmunosensor amperométrico desarrollado 

para  la detección del virus de  la hepatitis B. Para  su preparación, 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 electroquímica de  impedancias  (EIS), permitieron 

demostrar  que  el  empleo  de  nanopartículas  de  oro  dio  lugar  a  una mayor 

superficie específica del biosensor, consiguiéndose mejores límites de detección.  

La determinación de este mismo antígeno 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 antígeno‐anticuerpo  fue  también monitorizada por EIS  [Wang 

M., 2004]. 

Más  recientemente,  Tang  y  col.  utilizaron  diferentes  superficies 

electródicas  y  diseñaron  nuevas  estrategias  para  la  preparación  de 

inmunosensores para la detección del antígeno de la Hepatitis B. En la primera 

de  ellas,  el  anticuerpo  fue  adsorbido  electrostáticamente  sobre multicapas de 

nanopartículas de oro y  +3
3

)(bpyCo consiguiéndose buenos  límites de detección 

tanto  por  amperometría  como  por  potenciometría  [Tang,  2005b].  Cuando  el 

anticuerpo  de  la  Hepatitis  B  se  inmovilizó  sobre  una  superficie  de  oro, 

modificada con nanopartículas de oro unidas a los grupos tioles de una película 

sol‐gel previamente modificada, se obtuvieron mejores características analíticas 

[Tang,  2006a].  Este  último  diseño  está  basado  en  un  inmunosensor 

amperométrico previamente preparado por el grupo de Liang y col. en el cual 

las  nanopartículas  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 días sin observarse 

pérdida  apreciable  de  sensibilidad.  El  mismo  inmunosensor,  preparado  en 

ausencia del material nanoestructurado, muestra una disminución de  la  señal 

del  30%,  por  lo  que  la  buena  estabilidad  se  atribuyó  a  la  presencia  de  las 

nanopartículas [Liang, 2005]. Otro diseño encontrado en  la bibliografía para  la 
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preparación de un  inmunosensor de Hepatitis B, se basa en  la  inmovilización 

del anticuerpo sobre un electrodo de oro modificado con nanopartículas de oro 

y peroxidasa (HRP) [Zhuo, 2005a]. Este inmunosensor emplea HRP en lugar de 

albúmina de  suero  bovino  (BSA)  como  bloqueante de  los  sitios  activos de  la 

superficie electródica, consiguiéndose de este modo, además de evitar posibles 

adsorciones  inespecíficas,  la  amplificación  de  la  respuesta  de  la  reacción 

antígeno‐anticuerpo. 

La  técnica de  autoensamblaje  y  la metodología de  la  adsorción  se han 

combinado para la inmovilización del anticuerpo de la difteria y la preparación 

de  un  inmunosensor  para  la  determinación  del  antígeno  correspondiente.  El 

anticuerpo  anti‐difteria  se  inmovilizó  sobre una mezcla de nanopartículas de 

oro  y  nanopartículas  de  sílice  depositadas  sobre  una  superficie  de  platino 

previamente  modificada  con  polivinilbutiral.  La  detección  se  basa  en  la 

diferencia  de  la  respuesta  potenciométrica  antes  y  después  de  la  reacción 

antígeno‐anticuerpo, poniendo de manifiesto que el inmunosensor basado en el 

empleo de nanopartículas de oro y nanopartículas de sílice exhibe una mayor 

sensibilidad, mejor  reproducibilidad, así  como una mayor estabilidad que  los 

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

Se  han  diseñado  inmunosensores  para  la  determinación  de  α‐1‐

fetoproteína  (AFP). La  importancia de  la determinación de este  compuesto  se 

debe  a  su  interés  en  diagnósticos  clínicos,  ya  que  es  empleado  comúnmente 

como marcador de células tumorales. En la primera de la estrategias utilizada, 

el  anticuerpo  α‐1‐fetoproteína  se  inmoviliza  sobre  una  superficie  de  oro 

modificada con una mezcla compósita de  tionina y Nafion con nanopartículas 

de oro. Seguidamente,  el  inmunosensor  se  incuba  en una disolución de AFP, 

midiéndose,  la disminución de corriente al aumentar  la concentración de AFP 

mediante  voltamperometría  cíclica.  Empleando  esta  configuración  se  alcanzó 
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un  límite  de  detección  del  orden  de  nanomolar  [Zhuo,  2005b].  Más 

recientemente,  estos  mismos  autores  diseñaron  un  nuevo  inmunosensor 

amperométrico basado en el empleo de multicapas de nanopartículas de oro y 

tionina para  la  inmovilización de  los anticuerpos  sobre una  superficie de oro 

previamente modificada  con Nafion.  En  esta  configuración,  se  emplea HRP 

como  agente  bloqueante  de  la  superficie  electródica  para  evitar  adsorciones 

inespecíficas [Zhuo, 2006]. 

Los electrodos de  carbono vitrificado han  sido extensamente utilizados 

para  la preparación de  inmunosensores amperométricos. Su modificación con 

nanopartículas  de  oro  proporciona  una  superficie  adecuada  para  la 

inmovilización de anticuerpos  sin producirse pérdida de  su  actividad. Así,  la 

modificación  de  la  superficie  electródica  con  ácido  polisulfanílico  y  azul  de 

toluidina  permite  la  unión  de  nanopartículas  de  oro  y  la  posterior 

inmovilización del anticuerpo, para llevar a cabo la determinación del antígeno 

carcinoembriónico [Li X., 2006b]. 

Otro ejemplo de  inmunosensor preparado con un electrodo de carbono 

vitrificado  modificado  con  nanopartículas,  es  el  empleado  para  la 

determinación  del  antígeno  carcinoma  125.  En  este  caso,  el  anticuerpo  se 

inmoviliza  sobre  oro  coloidal  estabilizado  con  una membrana  de  acetato  de 

celulosa. La combinación de las nanopartículas de oro y la membrana de acetato 

de  celulosa  hace  posible  la  inmovilización  del  anticuerpo,  obteniéndose  un 

inmunosensor sensible y selectivo para este tipo de antígeno [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 nanopartículas de oro y  tionina 

obteniéndose buenos resultados. [Tang, 2006b]. 

Entre  los  materiales  inorgánicos  empleados  para  la  fabricación  de 

inmunosensores, cabe destacar los derivados sol‐gel. Las ventajas que presentan 
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este tipo de superficies están relacionadas con su porosidad, su alta estabilidad 

térmica  y  baja  reactividad  química,  así  como  la  práctica  ausencia  de 

hinchamiento  en  medios  acuosos.  El  empleo  de  estas  matrices  electródicas 

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 nanopartículas de oro, ya que,  como  se ha  comentado 

anteriormente, su presencia proporciona un ambiente similar al estado natural 

de la molécula biológica, manteniéndose sus propiedades. Además, la presencia 

de  las nanopartículas proporciona una mayor área 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  preparación  de  un 

inmunosensor  de  inmunoglobulina G  y  su  determinación  en  suero  humano, 

consiguiéndose un amplio  intervalo  lineal y una buena  selectividad  [Wu Z.S, 

2005]. 

Un  ejemplo  en  el  que  se  combina  el  empleo de  nanopartículas de  oro 

para  la  inmovilización  de  biomoléculas  y  su  utilidad  como  marcador 

electroquímico,  es  el  inmunosensor  desarrollado  por  Chen H.  y  col.  para  la 

determinación  de  inmunoglobulina  G  humana.  La  técnica  de  detección 

empleada  fue  la  espectroscopia  de  impedancia  electroquímica  (EIS), 

consiguiéndose  una  amplificación  de  la  señal  por  deposición  secuencial  de 

inmunoglobulina G e  inmunoglobulina G marcada con nanopartículas de oro. 

Para  la  preparación  del  inmunosensor  los  anticuerpos  fueron  inmovilizados 

sobre una superficie de oro previamente modificada con una monocapa de 1,6‐

hexanoditiol  (HDT)  y  con  nanopartículas  de  oro  alcanzándose  un  límite  de 

detección de 4 ng mL‐1 [Chen H, 2006]. 

En  la Tabla  3  se  recogen  los  ejemplos más  significativos de diseños de 

inmunosensores basados en el empleo de nanopartículas de oro, mostrándose 
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de forma esquemática aspectos relevantes como su preparación y su aplicación 

a la determinación de diferentes analitos de interés. 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Platino 
Inmov. del Ab de difteria 
sobre Pt mod. con Au col. 
y PVB y bloqueo con BSA 

CV y EIS 
Potenciom. 

Reg. fosfato pH 7 + KCl 
0.1 M 

Antígeno 
Difteria 

Interv. concentrac.: 24-1280 ng mL -1 
LD: 7.8 ng mL -1 

[Tang 
2005a] 

Platino 

Inmov. de antisuero de 
encefalitis Japanese B 
sobre Pt mod. con PDA y 
nAu y azul de Prusia 
(mediador). Bloqueo con 
BSA 

Amperom. Ensayo directo/ Reg. 
fosfato 25 mM pH 7.4 

Japanese B 
encephalitis 

vaccine 

Interv. concentrac.: (1.1-190) x 10-8 

lg pfu mL-1 
LD: 6 x 10-9 lg pfu mL-1 

[Yuan, 
2005] 

Platino 
Inmov. del Ab de la 
difteria sobre Pt mod. con 
Au col. y. PVB  

CV y EIS 
Potenciom. 

Reg. fosfato pH 7.0 + 
KCl 0.1 M 

Antígeno 
Difteria/ Suero 

humano 

Interv. concentrac.:4.4-960 ng / mL 
LD: 2.4 ng  mL-1 

Tiempo de vida útil: 4 meses 

[Tang, 
2004a] 

Platino 
Inmov. del Ab de difteria 
sobre Pt mod. con Au col. 
y PVB 

CV y EIS 
−− 3/4

6)CN(Fe  en reg. 
fosfato pH 7.4 

Antígeno 
Hepatitis B/ 

Suero humano 

Interv. concentrac.: 20-160 ng mL-1 
LD: 7.8 ng  mL-1 

Tiempo de vida útil: 1 mes 

[Tang, 
2004b] 

Platino 
Inmov. del Ab de Hepatitis 
B sobre superf. mod. con 
nAu, Nf y gelatina 

Potenciom. Ensayo directo/ Reg. 
fosfato 0.1 M pH 7.4 

Hepatitis B/ 
Suero humano 

Interv. concentrac.: 4-800 ng mL-1 
LD: 1.3 ng  mL-1 

[Tang, 
2004c] 

Platino 
Adsorc. de Ab sobre 
mezcla de nAu-nSiO2 y 
atrapam. en PVB sol-gel 

Potenciom. Reg. fosfato, pH 7.0 Toxina de la 
diphteria  

Interv. concentr.: 5.0x10-3-1.2 µg mL-1 

LD: 1.1x10-3 µg mL-1 
[Tang 
2005a] 

Platino 
Inmov.del Ab de Hepatitis 
B sobre superf. mod, con 

))bpy(Co( 3
3
+ , nAu y Nf 

Potenciom. 
Amperom. Reg. fosfato pH 7.0 Hepatitis B/ 

Suero humano 

Interv. concentrac.: 0.05-4.5 µg mL1 
LD (Amperom.): 0.005 µg mL-1 
LD (Potenciom.): 0.015 µg mL-1 

Tiempo de vida útil: 1 mes 

[Tang 
2005b] 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Platino 

Inmov. del Ab sobre 
superf. mod. con DTSP, 
poli(amido-amina) 
dendrimero y nAu ó 
nanopartículas de sílica ó 
SiO2/nAu 

CV Reg. fosfato10 mM pH 
7.0 

IgG / Suero 
humano 

Interv. concentrac.: 
5.0-9600 µg mL-1 

LD: 0.8 ng mL-1 
[Tang 2005d] 

Platino 

Adorc. del Ab de difteria 
sobre mezcla de nAu-SiO2 
y atrapam. en sol-gel de 
PVB 

Potenciom. Reg. Fosfato, pH 7.0 Difiero toxina Interv. concentrac.: 4.4-960 ng mL-1 
LD: 1.1x10-3 µg mL-1 

[Tang y Ren, 
2005] 

Oro 
Inmov.del Ab de Hepatitis 
B sobre superf. mod. con 
MPS-sol gel y Au coloidal 

Potenciom. Reg. fosfato pH 7.4 Antígeno Hepatitis 
B/ Suero humano 

Interv. concentrac.: 4-960 ng mL-1 
LD:1.9 ng mL-1 

Tiempo de vida útil: 1 mes 
[Tang, 2006a] 

Oro 
Inmov. anti-IgG sobre 
superf. mod. con 
mercaptoetilamina y nAu 

Potenciom. Repet.: 5.9 % 
Reg. Fosfato pH 7 IgG/ Suero Interv. concentrac.: 12-800 ng mL-1 

LD: 3.4 ng mL-1 [Fu, 2005] 

Oro 

Inmov. anti-AFP sobre 
superf. mod. con n-Au 
membrana de Nf y Thi. 
Bloqueo de super. con BSA

CV y 
Amperom. 

HAc-NaAc 0.1 M 
pH 5.5 + KCl 0.1 M 

α-fetoproteína/ 
Suero humano 

Interv. concentrac.: 5.0-200 ng mL-1 
LD: 2.4 ng mL-1 

[Zhuo, 
2005a] 

Oro 

Inmov. del Ab de Hepatitis 
sobre superf. mod. con Au 
col. Thi y Nf. Bloqueo 
superf. con BSA ó HRP 

Amperom. 
Repet.: 3.8 % (n=50) 

HAc-NaAc 0.1 M 
pH 6.5 + 0.27 mM H2O2

Hepatitis B 

Interv. concentrac. (con BSA): 
5.12 – 512 ng mL-1 

Interv. concentrac. (con HRP): 
2.6-563 ng mL-1 
LD: 0.85 ng mL-1 

[Zhuo,  
2005b] 

Oro 
Adsor. electrost. de n-Au y 
Thi sobre membrana de Nf 
y HRP 

Amperom. HAc-NaAc 0.1 M 
pH 5.5 + 0.1 M KCl 

α-1-fetoproteína/ 
Suero Humano 

Interv. concentrac.: 1-250 ng mL-1 
LD: 0.56 ng mL-1 

Tiempo de vida útil: 3 meses 
[Zhuo, 2006] 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Oro 

Inmov. del Ab sobre 
Au  modif. con Au col. 
y 1,6-hexaneditiol. 
Bloqueo de superf. con 
BSA 

EIS 
Amplific. señal 
por dep. 
secuenc. de IgG 
y antiIgG-Au 

Ensayo tipo sándwich/ 
20mM PBS + 0.1M KCl, 

5 mM K3[Fe(CN)6] 
/K4[Fe(CN)6], pH 7.4 

IgG humana Interv. concentrac.:15.3-328.3 ng L-1 
LD: 4.1 ng L-1 

[Chen H, 
2006] 

Oro 

Inmov.del Ab de 
Hepatitis B sobre 
superf. mod. con MPS 
sol-gel y nAu 
quimisorbido 

DPV y 
Amperom. 

K3Fe(CN)6 5 mM+ KCl 
0.1 M + Reg. Fosfato 

0.05 M 

Antígeno 
Hepatitis B/ 

Suero humano 

Interv. concentrac.: 2-360 ng mL-1 
LD: 0.2 ng mL-1 

Tiempo de vida útil: 30 días 
[Liang, 2005] 

Oro 
Anti-CEA inmov. 
sobre nAu-MPTS sol-
gel  

Potenciom. Reg. fosfato pH 7.4 
Antígeno 

Carcinoembrio
nico (CEA) 

Interv. concentrac.: 4.4-85.7 ng mL-1 

LD: 1.2 ng mL-1 
[An, 2007] 

Oro 

Inmov. de Ab de 
Hepatitis sobre sup. 
mod. con 4-amino-
tiofenol y Au col. 

CV y EIS 
−− 3/4

6)CN(Fe 2.5 mM+ 
Reg. fosfato 0.02 M 

pH 7.4 
Hepatitis B Interv. concentrac.: 0.5-200 µg L-1 

LD: 50 ng L-1 
[Wang M., 

2004] 

Oro 

Inmov. de Ab de IgG 
humano sobre superf. 
mod con MPTS sol-gel 
y nAu. Bloqueo con 
BSA 

CV y 
EIS 

Ensayo directo / Reg. 
Fosfato 10 mM pH 7.4 + 

−− 3/4
6)CN(Fe  5mM 

IgG/ Suero 
humano 

Interv. concentrac.: 8.3-2128 ng mL-1 
LD: 3.3 ng mL-1 

[Wu Z.S, 
2005] 

Oro 

Inmov. anti-PSA sobre 
superf. mod. con 
pelicula de Al2O3 sol-
gel y nAu  

Potenciom. Ensayo directo / Reg 
 fosfato pH 7.4  

PSA/ Suero 
humano 

Interv. concentrac.: 4.0-13 ng mL-1 
LD: 3.4 ng mL-1 

[Liu Y., 2008] 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Microelectrodos 
Au  

Inmov. anti-AFP sobre 
superf. Au mod. con Cys 
/ 1,6-Hexaneditiol y Au 
col. Bloqueo superf. con 
BSA 

Cronoamperom
. 

(Eap: -0.4 V) 

Ensayo tipo sándwich 
Reg. fosfato 10 mM pH 

7.4 

α-fetoproteína (AFP) / 
Suero 

Interv. concentrac.: 15-350 ng mL-1 
LD: 5 ng mL-1 

Tiempo de vida útil: 90 días 

[Xu Y, 
2006] 

Superficie de Oro

Incub. anti-CEA sobre 
superf. mod. con MPA, 
hidroxil-amina y nAu, e 
incub. en BSA 

QCM Reg. fosfato 0.1 M pH 
7.0 

Antígeno 
Carcinoembrió-nico 

(CEA) / Suero 

Interv. concentrac.: 3-50 ng mL-1 
LD: 1.5 ng mL-1 

[Tang, 
2006c] 

Carbono 
vitrificado 

Inmov.CA125 sobre Au 
col. estabilizado con 
membrana de acetato de 
celulosa 

DPV 
Ensayo competitivo/ 

Reg. Fosfato 0.1 M pH 
5.5 

Carcinoma 125/ 
Suero humano 

Interv. concentrac.: 0-30 U mL-1 
LD: 1.73 U mL-1 

[Wu L., 
2006] 

Carbono 
vitrificado 

Incub. de anti-IgG sobre 
sup. mod. con película de 
Au electrodep. e incub en 
BSA 

EIS 
Ensayo tipo sándwich 

/ −− 3/4
6)CN(Fe  10 mM en 

KCl 0.1 M 
IgG Interv. concentrac.: 0.011-11 ng mL-1 

LD: 0.009 ng mL-1 
[Chen Z., 

2005] 

Carbono 
vitrificado 

Inmov. del Ab de 
paraoxon sobre GCE 
mod. con Au col y 
película de Nf 

CV 
Potenciom. 

Directa/ Reg. fosfato 
0.01 M pH 7 + NaCl 

0.05 M 
Paraoxon/ Aguas Interv. concentrac.: 24-1920µg L-1 

LD: 12 µg L-1 
[Hu, 
2003] 

Carbono 
vitrificado 

Atrapamiento de HRP-
anti-hCG/nAu en 
membrana sol-gel 

DPV 
EIS 

Reg. fosfato 0.1 M 
pH 7.1 

Gonadotropina 
coriónica humana 

(hCG) / Suero 

Interv. concentrac.: 0.5-5.0 mIU mL-1 
                              5.0-30 mIU mL-1 

LD:0.3 mIU mL-1 

[Chen J., 
2006] 

Carbono 
vitrificado 

Adsorc. de Ag de Sj 
sobre pocillo de 
poliestireno e inmov. de 
Ab de Sj 

Det. de Ag+ 

mediante ASV 
sobre GCE 

Directo / 0.6 M KNO3 + 
0.1 M HNO3 

Schistosoma 
japonicum (Sj) / 

Suero conejo 

Interv. concentr.: 6.4 ng mL-1-100 µg mL-1 
LD: 3 ng mL-1 

[Chu, 
2005a] 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Carbono 
vitrificado 

Adsorc. de anti-IgG 
sobre pocillo 
(microwell) de 
poliestireno  

Det. de Ag+ 
mediante ASV 

sobre GCE 

Ensayo tipo Sándwich: 
incub. IgG+anti-IgGnAu  
Ads. de Ag+ sobre nAu, 
redisol.  

IgG/ Suero 
humano 

Interv. concen.:1.7 ng mL-1-27.2 µg 
mL-1 
LD: 1 ng mL-1 

[Chu, 
2005b] 

Carbono 
vitrificado 

Incub de anti-CEA, 
sobre GCE mod. con 
PSAA, TB y nAu col. 
Bloqueo con HRP ó 
BSA 

Amperom. Reg. fosfato 0.1 M pH 6.5 + 
0.1 M KCl 

CEA 
(analito modelo)

Interv. concentrac. (con BSA): 
0.5-5.0 ng mL-1 y 5.0-120 ngmL-1 

Interv. concentrac. (con HRP): 
0.5-5.0 ng mL-1 y 5.0-120 ng mL-1 

LD: 0.2 ng mL-1 

[Li X, 
2006b] 

Carbono 
vitrificado  

Inmov. del Ag de los 
alergénicos de los 
ácaros del polvo sobre 
superf. mod. con nAu 
electrodepositadas. 

EIS 

Inc. en el anticuerpo murine y 
medida de EIS en 2.5 mM 
K4[Fe(CN)6] + 2.5 mM 
K3[Fe(CN)6] +0.1 M KCl en 
20 mM pH 7.4 PBS. 

Alergénicos de 
los ácaros del 

polvo 
- [Huang, 

2007] 

Carbono 
vitrificado  

y oro 

Dep. del Ab modific. 
con sales de diazonio 

Cronoamp. 
(Eap:0V) 

Ensayo tipo sándwich / Dep. 
de citosina y del Ab 
biotinilado. Inc. en 
ExtraAvidina-HRP Empleo 
de 3,3,5,5-tetrametibencidina 
como mediador 

cytokine Interv. concentrac.: 0.1-100 ng mL-1 

LD.: 46 pg mL-1 
[Polsky, 

2008] 

Carbono 
vitrificado 

Inmov de anti-CA15-3 
sobre superf. mod. con 
nAu, RBC y película 
de Au 

CV 
Ensayo Competitivo/ Reg. 
fosfato pH 7.4 + 1.0 mM 

H2O2 

CA15-3/ Suero 
humano 

Interv. concentrac.: 2.5-120 U mL-1 
LD: 0.5 U mL-1 

[Tang, 2007] 

Carbono 
vitrificado 

Inmov. del Ab de 
CA125 sobre superf. 
mod. con microesferas 
porosas y PTH 

Amperom. 
2.5 mM de −− 3/4

6)CN(Fe  
+ 0.1 M KCl en 20 mM de 
reg. fosfato de pH 7.4 

Antígeno 
Carbohidrato 

CA 125 

Interv. de concentr.: 4.5-36.5 U mL-1 
LD: 1.3 U mL-1 [Fu, 2007] 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Pasta de carbono
Adsorc. Ab sobre sup. e 
incub. en BSA 
Au col. como marcador  

ASV Ensayo tipo Sándwich/ Reg.
fosfato 0.05 M  pH 7.4  

hIgG/ Suero 
humano 

Interv. concentrac.: 10-500 ng mL-1 
LD: 4.0 ng mL-1 

[Chen Z., 
2007] 

Pasta de carbono

Atrapam. de nAu en 
matriz de chitosan sobre 
el electrodo y mod. con 
SjAb 

Amperom. 
(Eap : -0.3 V) 

Ensayo Competitivo 
secuencial/ Reg. fosfato 

0.067M pH 6.98 

Schistosoma 
japonicum 

(analito modelo)

Interv. concentrac.: 0.11-22.4 µg mL-1 
LD: 0.06 µg mL-1 [Lei, 2003] 

Pasta de carbono Incorp. de Ab y nAu a la 
matriz CV, EIS y DPV

Medida disminución 
corriente de pico por la 

interac. Ag-Ab/ PBS pH 7.0

CA19-9/ Suero 
humano 

Interv. concentrac.: 2-30 U mL-1 
LD: 1.37 U mL-1 

Tiempo de vida: 10 días 
[Dan, 2007] 

Pasta de carbono
Inmov. de anti-IgG 
sobre un pocillo e inc. 
en IgG durante 1 h a 37 
ºC 

ASV para 
determinar el 
contenido de 

oro 

Ensayo tipo Sándwich / 
antiIgG secundario marcado 

con dethiobiotina. Post. 
reacción con biotina modif. 
con partículas magnéticas 

sobre Avidina-nAu 
Dis. del Au en HBr/Br2 

hIgG Interv. concentrac.: 0.2-5 ng mL-1 
LD: 0.1 ng mL-1 

[Mao, 2007] 

Microelectrodo 
Au (digitalizado)

Incub. de anti-AFB1 
sobre superf. mod. con 
nAu y AET, bloqueo 
superf. con HRP 

Conductim. 
Reg. Fosfato 0.02M pH 7.0 
+ 0.05 M KI, 80 µM H2O2 
+ 0.15 M NaCl 

AFB1 
Interv. concentrac.: 0.5-10 ng mL-1 

LD:0.1 ng mL-1 
[Liu Y., 
2006] 

Screen-Printed 
de grafito 

Ab inmov. sobre un 
pocillo de una placa CV 

Ensayo tipo sándwich / Ab 
secundario marcado con 
nAu. Oxidación electroq. 
del oro con HBr/Br2 

Mioglobina, 
troponina y 

creatina quinasa 
- [Piras, 2005] 
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Tabla 3.‐ Inmunosensores electroquímicos basados en el empleo de nanopartículas de oro. 

ELECTRODO MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA DETECCIÓN PARAMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Scren-Printed de 
grafito 

Inmov. de anti-IgG 
sobre un pocillo, incub. 
en IgG, y unión del 
conjugado anti-goat-IgG 
marcado con Au col.  

ASV 

Ensayo tipo Sándwich/ 
Ab secundario marcado 
con nAu. Oxidación 
electroq. del oro con 
HBr/Br2 
Reg. fosfato, pH 7.4 

IgG de cabra Interv. concetrac.: 0.5-100 ng mL-1 
LD: 3 pM 

[Dequaire, 
2000] 

Electrodos de Ag 
serigrafiados sobre 
nitrocelulosa mod. 

con polianilina 

Inmov. cov. de anti-
HSA sobre superf. mod. 
con nAu con polianilina 

Conductim. 
Ensayo tipo sándwich / Ab 
secundario marcado con 
Au. Cuantif. del oro 

Albúmina suero 
humano - [Kim, 2000] 

Abreviaturas:  BSA:  albúmina  de  suero  bovino,  CPE:  electrodo  pasta  de  carbono,  DTSP:  3‐3´‐Ditio‐bis(ácido  propionioco/N‐
hidroxisuccinimida),  Fc‐CHO:  ferrocenocaraldehído,  GCE:  electrodo  carbono  vitrificado,  HAsAb:  Anticuerpo  Hepatitis  B.,  HbsAg: 
antígeno del Hepatitis B., MPS: mercaptopropiltrimetoxilano, MPTS: mercaptopropiltrietoxisilano, Nf: nafion, nAu: nanoparticulas de 
oro,  PDA:  o‐fenilenidiamina,  PSA:  antígeno  específico  de  la  próstata,  PTH:  politionina,  PVB:  polivinilbutiral,  SAM:  monocapa 
autoensamblada, TRIS: tris(hidroximetil)aminometano, Thi: tionina 
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I.5 ANALITOS Y ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS 

I.5.1  Compuestos fenólicos 

Los fenoles son compuestos aromáticos que se caracterizan por tener uno 

o  varios  grupos  hidroxilo  unidos  directamente  al  anillo  aromático. 

Generalmente  se  nombran  como  derivados  del miembro más  sencillo  de  la 

familia, el fenol [Serra, 2002]. 

Son  compuestos  altamente  tóxicos,  carcinogénicos  y  alergénicos.  Su 

toxicidad  varía  con  el  número  de  sustituyentes  y  su  posición  en  el  anillo 

aromático. 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  están  incluidos  en  la  lista  de 

sustancias peligrosas  y  contaminantes prioritarios de  la Comunidad Europea 

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

La presencia de  fenoles en el medio ambiente es consecuencia  tanto de 

acciones  naturales  como  del  aporte  antropogénico,  generalmente  de  carácter 

industrial. Desde el punto de vista de la contaminación, 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, 

plásticos, colorantes,  tintas, medicamentos, antioxidantes, polímeros sintéticos, 

resinas,  pesticidas,  detergentes,  etc.  [Soares‐Rosatto,  2001].  Por  tanto,  es 

necesario  prestar  interés  al  origen,  migración  y  distribución  de  estos 

compuestos en el medio ambiente, así como contar con métodos fiables para su 

determinación 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 aromático con uno o más grupos hidroxilo como sustituyentes.  

En el ser humano, tras su  ingesta, parte de  la actividad biológica de  los 

polifenoles  se  debe  a  su  capacidad  de  formar  parte del  sistema  antioxidante 

celular,  proporcionando  importantes  beneficios  para  la  salud.  Entre  sus 

propiedades más relevantes cabe destacar su capacidad para inhibir los procesos 

oxidativos de  lipoproteínas de baja densidad  (LDL)  reduciendo  los  riesgos de 

enfermedades  cardiovasculares,  su  actividad  antioxidante,  protegiendo  los 

tejidos  del  daño  oxidativo  y  del  envejecimiento  celular,  su  acción 

antiinflamatoria,  reduciendo  la  actividad  de  la  enzima  hialuronidasa,  y  sus 

propiedades  anticancerígenas.  Todo  ello,  hace  que  los  polifenoles  sean 

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

De hecho, actualmente se están 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 

concentración  y  tipo  de  compuesto  polifenólico  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 descomposición 

de  aceites  y  grasas.  De  ahí  que  la  determinación  de  estos  compuestos  sea 

importante a  la hora de evaluar  la calidad del aceite, ya que son parcialmente 

responsables  de  su  estabilidad  a  la  autooxidación  y  de  sus  características 

organolépticas [Capannesi, 2000]. 
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I.5.2  Antecedentes  bibliográficos  sobre  la  determinación  de 

compuestos fenólicos con biosensores amperométricos 

La necesidad de hacer frente a  los problemas analíticos que se plantean 

hoy  en  día,  requiere  disponer  de  técnicas  rápidas  y  fiables  que  permitan  la 

detección  “in  situ”  de  sustancias  contaminantes,  como  es  el  caso  de  los 

compuestos fenólicos 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 cromatográficas, que generalmente implican un 

mayor tiempo de análisis. 

El empleo de enzimas, como elemento de reconocimiento biológico, y la 

detección amperométrica como sistema de transducción, para la fabricación de 

biosensores, proporciona numerosas ventajas desde un punto de vista analítico. 

En  este  apartado  se  va  a  dar  una  visión  general  de  los  diferentes métodos 

desarrollados  en  los  últimos  años  basados  en  la  utilización  de  biosensores 

enzimáticos amperométricos para la detección y determinación de compuestos 

fenólicos. 

En  la  Tabla  4  se  resumen  las  características  de  diferentes  biosensores 

electroquímicos  encontrados  en  la  bibliografía  para  la  determinación  de 

compuestos  fenólicos.  Los  biosensores  han  sido  agrupados  atendiendo  al 

material enzimático empleado,  indicándose  la enzima utilizada y  la  forma de 

inmovilización,  el  potencial  de  medida,  sus  parámetros  experimentales,  así 

como  las características analíticas 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  enzimáticos  modificando  electrodos  de  pasta  de  carbono  y  de 

carbono  vitrificado.  La  mayoría  de  los  métodos  se  basan  en  la  reducción 

electroquímica  de  los  productos  de  la  reacción  enzimática.  Sin  embargo,  en 

algunos casos se utiliza una sustancia mediadora, cuya oxidación o reducción 

sobre  el  electrodo  sirve  para monitorizar  la  concentración  de  los  fenoles  en 

disolución. 

También se han encontrado ejemplos en los que se emplea un electrodo 

de  Clark  [Campanella,  2006].  En  estos  casos,  la  monitorización  de  los 

compuestos  fenólicos  se  lleva  a  cabo mediante  la  detección  del  consumo  de 

oxígeno, lo que conlleva la desventaja de la necesidad de aplicar un potencial de 

medida bastante negativo, aumentando así el número de interferencias.  

La  inmovilización  de  las  enzimas  en  los  electrodos  de  oxígeno  suele 

realizarse colocando la enzima sobre la superficie de la membrana permeable al 

gas del electrodo de oxígeno y recubriéndola con una membrana de diálisis 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 preparación de biosensores, hay que  tener 

en  cuenta  que  la  inmovilización  de  la  enzima  en  la  superficie  electródica 

depende del tipo de material electródico empleado. Así, en los biosensores que 

utilizan materiales compósitos, el método de inmovilización más utilizado es el 

atrapamiento  del  material  proteico  en  la  matriz  electródica  [Serra,  2002], 

aunque en ocasiones la enzima se inmoviliza después de haberse mezclado con 

otras partículas [Liu S., 2003a]. Otra alternativa es el empleo de una fina capa de 

sol‐gel para la inmovilización de la enzima sobre la superficie del electrodo. 
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Una  gran  parte  de  los  diseños  que  utilizan  electrodos  de  carbono 

vitrificado  llevan a  cabo  la  inmovilización 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 unión covalente con carbodiimida [Freire, 

2002a].  En  algunos  casos,  se  emplean  conjuntamente  dos  métodos  de 

inmovilización,  por  ejemplo,  unión  covalente  con  glutaraldehído  en  la 

superficie  del  electrodo  y  posterior  encapsulamiento  con  una membrana  de 

diálisis, o unión covalente a un hidrogel que posteriormente se deposita sobre la 

superficie del electrodo [Freire, 2002b]. 

En el caso de emplear un electrodo de grafito sólido la inmovilización de 

la enzima es similar a la de los electrodos de carbono vitrificado, si bien es más 

frecuente  la  adsorción,  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  comúnmente  acuoso  o 

predominantemente acuoso, empleándose en la mayoría de los casos regulador 

fosfato a pHs entre 5.0 y 7.4. En algunos casos, se añade un cierto porcentaje de 

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

A  pesar  del  gran  número  de  sensores  enzimáticos  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 aplicación de los biosensores desarrollados puede 

atribuirse a la dificultad de llevar a cabo medidas en matrices complejas, en las 

cuales el límite de detección puede aumentar considerablemente, la estabilidad 

de  la  enzima  suele  disminuir  y  la  pasivación  electródica  es  habitualmente 

mucho más acusada. 
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Tabla 4 .‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN 

TÉCNICA 
DETECCIÓN

PARÁMETROS 
EXPERIMENTALES 

ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Pasta de 
Carbono 

Atrapam. físico de Tir en la 
matriz compósita 

Amperom. 
(Eap: -0.15 V) 

Reg. fosfato 0.1 M pH 
6.5 

Bisfenol A/ 
Agua 

Interv. lineal : 0.1-12 µM 
Sensib.:138 µA mM−1  

LD: 0.02 µM 
[Mita, 2007]

Pasta de 
carbono 

Incorp. de Tir en la matriz 
junto al grafito y 
monómero de polipirrol 

Amperom.  
(Eap: -0.2 V vs. 

SCE) 

Reg. fosfato 0.1 M pH 
7.0 + NaClO4 0.1 M 

Fenol, catecol y 
p-cresol/ 
Salmón 

Fenol   Interv. lineal : 0-7 µM 
             Sensib.:24.02 A M-1cm-2 
Catecol   Interv. lineal : 0-10µM 
               Sensib.: 18.6 A M-1cm-2

p-Cresol  Interv. lineal : 0-12µM 
               Sensib.: 5.57 A M-1cm-2

[Tingry, 
2006] 

Pasta de 
carbono 

Inmov. de Tir junto con Ru 
en la matriz electródica 

Amperom. 
(Eap.: -0.1 V 
vs. Ag/AgCl)

Reg. fosfato 10 mM,  
pH 7.4 
Reprod.: < 5% 

Ác. gálico/ 
Vinos 

Interv. Lineal: 1-60 mg L-1 
LD: 0.1 mg L-1 
Tiempo de vida útil: 3-4 horas 

[Jewell, 
2001] 

Pasta de 
carbono 

Incorporación de Tir en la 
matriz electrónica con 
copolímero PS 086 

Amperom. 
(Eap: -0.2 V 

vs. Ag/AgCl)

Reg. fosfato 50 mM, pH 
6.5 Fenol, catecol 

Inter.. lineal:  0-100 µM 
Catecol    Sensib.: 0.093 AM-1 
Fenol        Sensib.: 0.077 A M-1 

[Rogers, 
2000] 

Pasta carbono 
vitrificado 

Inmov. de Tir por 
atrapamiento físico en la 
matriz electródica 

Amperom. 
(Eap: -0.1 V) 

Reg. fosfato 0.05 M, pH 
7.4 

Polifenoles / 
Vinos y te 

Catecol    Interv. lineal: <35µM 
              Sensib.: 2.4x107 nA M-1 
               LD: 0.41 µM 
Fenol      Interv. lineal: <70 µM 
                Sensib.: 9x106 nA M-1 
                LD: 1.7 µM 
Tiempo de vida útil: 4 meses 
(90% de la respuesta inicial) 

[Rodríguez, 
2002] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN PARÁMETROS 

EXPERIMENTALES
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Carbono 
vitrificado 

Inmov. de Tir sobre 
superf. de bioreactor 
modif. con 3-
aminopropilo, 
entrecruz. con GA. 

Amperom. 
(Eap.: -0.15 V 
vs. Ag/AgCl)

Reprod.: < 4.0% (RSD) 
Reg. fosfato 0.1 M pH 
7.0 

Penicilina / Suero 
humano y fármacos 

Interv. lineal : 0.02 – 80 µM 
Sensib.:3.8 µA mM−1 cm−2 

LD: 7 nM 

[Torriero, 
2006] 

Carbono 
vitrificado 

Mezcla de Tir con 
polimeros de agarosa 
y guar e inmov. sobre 

superf. de GCE 

DPV 

Dopamina 
m
appK  = 200 µM 

4-Metil catecol 
m
appK  = 2.28x10-3 M 
Fosfato 0.1 M pH 6.0 

L-Dopa, DL Dopa, 
Dopamian, 4-metil 

catecol/ Suero 

Dopamina    Interv. lineal: 2-10 µM 
                     LD.: 0.9 μM 
4-metilcatecol 
                      Interv. lineal: 30-1200µM 
                      LD.: 17 μM 
Tiempo de vida útil: 2 meses 

[Tembe, 
2006] 

Carbono 
vitrificado 

Inmov. de Tir y 
chitosan sobre superf. 
GCE 

Amperom. 
(Eap.: -0.15 V 
vs. Ag/AgCl)

Reg. fosfato 0.05 M 
pH: 6.52 DOPAC 

Interv. Lineal: 6 nM-0.2 mM 
Sensib.: 40 µA mM-1 

LD: 3 nM 
Tiempo de vida útil: 3 días 

[Liu A., 
2005] 

Carbono 
vitrificado 

Inmov. en película de 
polipirrol modif. con 
p-toluensulfonato 

Amperom. 
(Eap.: +0.05 V 
vs. Ag/AgCl)

Reg. fosfato 0.1 M 
Tiempo de resp.: 40-75 s

Fenol, catecol, p-
cresol/ Medios 

acuosos 

Fenol   Interv. lineal: 3.3-220.3 µM 
      Sensib.: 17.1 µA mM-1, LD: 0.8 µM 

Catecol  Interv. lineal: 5.6-74.3 µM 
      Sensib.: 70.2 µA mM-1 , LD: 1.5 µM 

p-clorofenol   Interv. lineal: 3.8-85.6µM 
      Sensib.: 24.3 µA mM-1 , LD: 2.4 µM 

Tiempo de vida útil: 3 meses 
(almacenamiento 4ºC) 

[Rajesh, 
2004a] 

Carbono 
vitrificado 

Polimerización de Tir 
y matriz de sol-gel 
sobre superf. del 
electrodo 

Amperom. 
(Eap.: -0.2 V 

vs. SCE) 

Reg. fosfato 0.02 M, 
pH 6.0 
Tiempo de respuesta < 
10 s 

Fenol 

Interv.. lineal: 7.5x10-8-6x10-6 M 
Sensib.: 15.78 µA µM-1 cm-2 
LD: 1x10-8 M 
Tiempo de vida útil: 2 meses 

[Zhang T., 
2003] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN PARÁMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Carbono 
vitrificado 

Atrapamiento de Tir en 
matriz de sol-gel de titanio 

Amperom. 
(Eap.: -0.15 V)

Reg. fosfato 0.02 M pH 7.0
Tiempo de respuesta:< 5s 

m
appK =(0.29 ± 0.02)mM 

Fenol 

Inter. lineal: 1.2 x10-7-2.6x10-4 M 
Sensib.: 103 µA mM-1 
LD:  0.1 µM 
Tiempo de vida útil: 80 días (94% de 
respuesta inicial, almacenado a 4º C) 

[Yu, 2003] 

Carbono 
vitrificado 

Atrapamiento de Tir en 
película de sílice/Nf sobre 
superf. del electrodo 

Amperom. 
(Eap: -0.2 V 

vs. Ag/AgCl)

Reg. fosfato 0.05 M, pH 
7.0 
Catecol m

appK : 75 mM 

Fenol     m
appK : 65 mM 

Tiempo de respuesta: 15 s 

Catecol, fenol 

Catecol      Interv. lineal: 1-100 µM 
Sensib.: 200 mA M-1, LD.: 0.35 mM 

Fenol         Interv. Lineal: 5-100 µM 
Sensib.: 46 mA M-1 , LD: 1 µM 

Tiempo de vida útil: 2 semanas (74% 
respuesta inicial, almacenamiento) 

[Kim, 2003] 

Carbono 
vitrificado 

Atrapamiento de Tir en 
polímero conductor poli-3,4-
etiledioxitiofenol 

Amperom. 
(Eap.: -0.2 V 

vs. SCE) 

Reg. fosfato 0.1 M pH 6.5 
Tiempo de respuesta: 20-
40 s 

Compuestos 
fenólicos y 
herbicidas 

Catecol     Interv.. lineal: < 25 µM 
                  Sensib.: 1999 mA M-1 cm-2 
Fenol        Interv.. lineal: < 25 µM 
Sensib.: 608 mA M-1 cm-2, LD.: 50 nM 

[Védrine, 
2003] 

Carbono 
vitrificado 

Coinmov. de Tir y tionina 
(mediador) sobre superf. 
modif. con poli-dicarbazol 

Amperom.  
(Eap: -0.2 V 

vs. SCE) 
Reg. fosfato 0.1 M pH 7 Catecol 

Interv. Lineal: < 10 mM  
Sensib.: 14.57 mA M-1 cm-2 

Tiempo de vida útil: 5 días 
[Cosnier, 

2001] 

Screen printed Inmov. de Tir sobre superf. 
y entrecruz. con GA y BSA 

Amperom. 
(Eap.: -0.2 V) 

Inhibición competitiva 
Reg. fosfato 50 mM pH 

6.5 

Pesticidas /  
Agua de rio 

Interv. lineal:  
Metilparatión: 6-100 ppb 

Diazinona: 19-50 ppb 
Carbofuran: 5-90 ppb 
Carbaril: 10-50 ppb 

Tiempo de vida útil: 15 días 

[Albuquerque, 
2007] 

Screen Printed Inmov. de Tir sobre superf. 
modif. con GA 

Amperom. 
(Eap.: -0.4 V 

vs. Ag/AgCl)
Reg. fosfato pH 7.0 BSA,HSA/ 

Suero humano 

BSA  Interv. lineal: 0.2-0.5 mg mL-1 
         Sensib.: 2523.1 nA mL mg-1 
HSA  Interv. lineal: 0.1-0.4 mg mL-1 
          Sensib.: 1995.3 nA mL mg-1 
Tiempo de vida útil: 5 días 

[Chuang, 
2006] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO
TÉCNICA 

INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN PARÁMETROS 
EXPERIMENTALES 

ANALITO/ 
MUESTRA 

CARACTERÍSTICAS 
ANALÍTICAS REF. 

Screen-Printed 
Inmov. de Tir con BSA y 
ref. fosfato sobre superf. y 
entrecruzam. con GA 

Amperom. 
(Eap.: -0.1 V vs. 

Ag/AgCl) 

p-aminofenol 
               m

appK = 80 µM 
p-cresol  
               m

appK = 71µM 
Fenol     m

appK = 121 µM 
 p-clorofenol: 
               m

appK =89 µM 
Catecol   m

appK = 284 µM 

p-aminofenol,p-
cresol, fenol,p-

clorofenol, 
catecol / Aguas 

residuales 

p-aminofenol   Sensib.:1.3 mA M-1 

                         LD: 2.4 µM 
p-cresol            Sensib.: 9.3 mA M-1 
                         LD: 0.33 µM 
Fenol                Sensib.: 9.7 mA M-1 
                         LD:0.41 µM 
p-clorofenol:    Sensib.: 16 mA M-1 
                         LD: 0.19 µM 
Catecol             Sensib.: 6.9 mA M-1 
                         LD: 0.43 µM 

[Solná, 2005b] 

Screen-Printed: 
Au [1] 
Grafito+Au [2] 
Carbopack 
CAu[3] 

Inmov. de Tir por 
entrecruzam. con polímero 
PV13-dmeOs sobre dif. 
superficies 

Amperom. 
(Eap: -0.05 V 
vs. Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 0.02 M 
 pH 7.0 + KCl 0.1 M Catecol 

[1]   Interv. lineal: 0.5-30 µM 
        LD: 0.18 µM 
[2]  Interv. lineal: 0.5-30 µM 
        LD: 0.14 µM 
[3]   Interv. lineal: 0.5-30 µM 
        LD: 0.16 µM 
Tiempo de via útil: 6 meses 

[Sapelnikova, 
2003] 

Screen-Printed 
Inmov. Tir+copolímero 
PCS sobre superf. de HRP-
SPCE 

Amperom. 
(Eap.: -0.05 V vs. 

Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 50 mM, pH 
7.0 
Tiempo de respuesta: 2.4 
min 

Fenoles/ Aguas 

Fenol Interv. lineal: 0.025-45 µM 
           Sensib.: 1.99 µA µM-1 cm-2 
           LD: 25 nM 
Catecol Interv. Lineal: 0.120-43 µM 
              Sensib.; 1.85 µA µM-1cm-2 
              LD: 5 nM 
Tiempo de vida útil: 60 días 

[Chang, 2002] 

Screen-Printed 
Atrapamiento de Tir en 
matriz polimérica sobre 
screen-printed de grafito 

Amperom. 
(Eap.: -0.2 V 

vs. SCE) 
Reg. fosfato 0.1 M, pH 7.0 Catecol/ 

Cerveza 
Interv. Lineal: 0.025-14 µM 
Sensib.: 5740 mA mol cm-2 

[Cumming, 
2001a] 

Screen-Printed 
Atrapamiento de Tir en 
pirrol sobre la superf. del 
electrodo  

Amperom. 
(Eap.: -0.20V vs. 

Ag/AgCl) 
Reg. fosfato 0.1 M, pH 7.0 

Catecol, 
flavonoides/ 

Cerveza 

Catecol      Interv. lineal: 0.5- 20 µM 
                   Sensib.: 409 mA M-1 

[Cumming, 
2001b] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN PARÁMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Screen Printed 
(Carbopack ó Pt)

Inmov. de Tir, con 
PEGDGE y PV13-
dmeOs 
sobre superf. 

Amperom. 
(Eap: -0.05 V 
vs. Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 50 mM pH 
7 + KCl 0.1 M 

Fenol, catecol/ 
Aguas 

residuales 

Carbopack 
Catecol (En discontinuo)  LD: 0.35 µM 
                          (En FIA): LD: 1.7 µA 
Fenol (En discontinuo) LD: 1.5 µM 
Pt 
Catecol    LD: 0.38 µM 
Fenol       LD: 1.6 µM  

[Solná, 2005a] 

Grafito-Teflón Atrapam. de enzima en 
la matriz compósita 

Amperom. 
(Eap: -0.1 V vs. 

Ag/AgCl) 

Reprod. (n=10): 9.7 %  
Repetib. (n=10): 4.0 % 

Micelas inversas 
formadas con etilacetato 
+ 5% de reg. fosfato pH 

7.4 

PG/ Manteca 

Interv. lineal: 8-200 µM 
Sensib.: 2.10x103 µAM-1 

LD: 1.3 µM 
Tiempo de vida útil: 70 días 

[Morales, 
2005a] 

Grafito-Teflón Atrapam. de enzima en 
la matriz compósita 

En Reg. fosfato
Amperom.  

(Eap: -0.1 V)  
En ACN-Tris 
Amperom. 

(Eap.: -0.2 V) 

En Reg. fosfato 0.05 M 
pH 6.5 

m
appK = 50 µM 

En Acetonitrilo-Tris 
m
appK =0 2.8 x103 M 

PG/ aceite de 
oliva 

En fosfato Interv. lineal: 2-100µM 
                 Sensib.: 15.2 µA M-1 

                 LD: 0.9 µM 
Tiempo de vida útil: 40 días 
En ACN-Tris  Interv. lineal:8-200µM 

               Sensib.:6.5µA M-1 
    LD: 1.1 µM 

Tiempo de vida útil: 50 días 

[Morales, 
2005b] 

Grafito Teflón Atrapam. físico en la 
matriz electródica 

Amperom. 
(Eap: -0.15 V vs. 

Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 0.05 M, 
pH 6.5 

Fenol, catecol, 
2.clorofenol,4-
clorofenol,4-Cl-
2MPh/ Aguas 
residuales de 
refinería 

Interv. Lineal:1.0x10-8-4.0x10-5 M 
Sensib.: 8.5 x104 µA M-1 
LD: 1.0 x 10-8 M 

[Serra, 2003] 

Grafito-Teflón 
Atrapamiento físico de 
Tir en matriz 
electródica 

Amperom. 
(Eap.: -0.15 V 
Vs. Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 0.05 M, 
 pH 6.5 Fenoles 

Fenol  Interv. Lineal: 0.1-25 µM 
      Sensib.: 0.28 A M-1 , LD: 0.1 µM 
Catecol  Interv. Lineal: 0.1-15µM 
      Sensib.: 0.30AM-1 , LD: 0.1 µM 
Tiempo de vida útil: 30 días 

[Serra, 2002] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO TÉCNICA 
INMOVILIZACIÓN DETECCIÓN PARÁMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Grafito- EPD 
Atrapamiento físico de 
Tir en la matriz 
electródica 

Amperom. 
(Eap: -0.15 V vs. 

Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 0.05 M, 
pH 6.5 Fenoles 

Fenol       Interv. Lineal: 0.05-6 µM 
 Sensib.: 0.62 A M-1 , LD: 0.026 µM 
Catecol      Interv. lineal: 0.05- 8 µM 
Sensib.: 0.66 A M-1 , LD: 0.028 µM 
Tiempo de vida útil: 5 días 

[Serra, 2002] 

Diamante 

Inmov. covalente de Tir 
sobre superf. modif. 
con B y con película de 
4-nitrobencenodiazonio 
tetrafluorborato ó 
aminofenilo 

CV y 
Amperom.  

(Eap: -0.15 vs. 
SCE)  

Reg. fosfato 0.1 M ,pH 
6.5 

Fenol 
p-cresol 

4-clorofenol 

Fenol    Interv. lineal: 1-200 µM 
    Sensib.: 232.5 mA M-1cm-2 LD:0.2 µM 

p-cresol  Interv. lineal: 1-200 µM 
   Sensib.: 636.7 mA M-1cm-2 LD: 0.1 µM 

4-Clorofenol Interv.lineal:1-250 µM 
   Sensib.: 385.8 mA M-1cm-2 LD: 0.1 µM 

Tiempo de vida útil: 5 semanas 

[Zhou, 2006] 

Platino 

Dep. de Tir ,GDH y 
HRP homogeneizadas 
en agar-agar sobre 
superf. de Pt modif.con 
membrana de diálisis  

Amperom. 
(Eap: -0.05 V vs. 

SCE) 

Reg. fosfato 0.1 M + 
LiClO4  0.1 M 
Tyr: m

appK =10 mM 
Tyr+HRP: 

m
appK = 55mM 

Tyr+GOx 
m
appK = 14 mM 

Tiempo de respuesta: 1 ó 
2 min. 

Fenol,  
1,2 DHB, 
1,3-DHB, 
1,4-DHB,  
4 clorofenol 

L-Tirosina 
Tyr                Sensib.: 0.01 mA M-1 
Tyr + HRP    Sensib.:0.326 mA M-1 

Tir-GOx        Sensib.: 0.741 mA M-1 
Tiempo de vida útil: 3 meses 

[Stanca, 2003] 

Electrodo de 
oxígeno Clark 

(Oro) 

Atrapam. de Tir y SH 
en membrana de TAC. 
Dep. sobre membrana 
de dialisis e inmov. 
sobre superf. de Au 

Amperom. 
Rep.: < 7% (RSD) 
Reg. fosfato 0.06 M pH 
6.6 

Fenol y ác. 
salicílico/ Orina 

Fenol  Interv. lineal : 2x10-6- 1.5x10-4M 
Ác. Salic.: Interv. lineal : 4x10-6- 1x10-4M
LD: 0.5 µM  
Tiempo de vida: 5 días 

[Campanella, 
2006] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO 
TÉCNICA 

 INMOVILIZACIÓN 
DETECCIÓN PARÁMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

Electrodo Clark 

Inmov. de Tir junto con 
BSA y GA sobre 
membrana pre-activada 
y dep. sobre superf. del 
electrodo 

Amperom. 
Medio n-Hexano 
Medidas en discontinuo 
y FIA 

Oleuropenia, fenol y 
catecol/ Aceite oliva

Fenol (En discontinuo) 
Interv. lineal: 0.5-6 ppm 
Sensib.: 0.2 ppm/ A.U. %, LD: 0.04  
ppm 
            (En FIA) 
Interv. lineal:10-500 ppm,   LD: 4 ppm 
Catecol (En discontinuo) 
               Interv. lineal:0.5-5 ppm 
               Sensib.: 0.1 ppm/ A.U. % 

[Capannesi, 
2000] 

Electrodo Clark 

Inmov. de Tir junto con 
BSA y GA sobre 
membrana pre-activada 
y dep. sobre superf. del 
electrodo 

Amperom. 
Medio n-Hexano 
Medidas en discontinuo 
y FIA 

Oleuropenia, fenol y 
catecol/ Aceite oliva

Fenol (En discontinuo) 
Interv. lineal: 0.5-6 ppm 
Sensib.: 0.2 ppm/ A.U. %, LD: 0.04  
ppm 
            (En FIA) 
Interv. lineal:10-500 ppm,   LD: 4 ppm 
Catecol (En discontinuo) 
               Interv. lineal:0.5-5 ppm 
               Sensib.: 0.1 ppm/ A.U. % 

[Capannesi, 
2000] 

Carbono vitreo 
reticulado 

Inmov. covalente de Tir 
con 1-ciclohexil-3-(2-
morfolinoetil) 
carbodiimida meta-p-
toluensulfonato 

Amperom. 
(Eap: -0.2 V 

vs. Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 0.05 M pH 
6.5 
Tiempo de respuesta < 
10 s 

Fenol,  
2,4-dimetilfenol, 
3-Clorofenol, 
4-Clorofenol, 
4-Cloro-3-metilfenol,
2-aminofenol 

Fenol   Interv.. lineal: 0.5-30 µM 
       Sensib.: 8.2 nA µM-1 , LD: 0.26 µM 

Tiempo de vida útil: 20 días 
[Peña, 2001] 

Oro 
Inmov. de Tir sobre 
superf. modif. con MPA 
y entrecruzam. con GA  

Amperom.  
(Eap: -0.1 V 

vs. Ag/AgCl) 

Reg. fosfato 0.05 M  
pH 7.0 

Fenol, 3,4-
dimetilfenol, 

2,4- dimetilfenol/ 
Aguas residuales de 

refinerías 

Fenol  lInterv. lineal: 0.2-200 µM 
Sensib.: 1.39x10-2 A M-1, LD: 0.88 nM 
3,4-DMP Inter. lineal:0.44-20 µM 
Sensib.: 4.5 x10-2 A M-1, LD: 0.18 µM 
2,4-DMP  Interv. lineal: 1-1000 µM 
Sensib: 7.31x10-4 A M-1, LD: 0.65 µM 
Tiempo de vida útil: 5 días 

[Campuzano, 
2003] 
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Tabla 4.‐ Antecedentes bibliográficos sobre la determinación de compuestos fenólicos con biosensores amperométricos enzimáticos. 

ELECTRODO 
TÉCNICA 

 INMOVILIZACIÓN 
DETECCIÓN PARÁMETROS 

EXPERIMENTALES 
ANALITO/ 
MUESTRA CARACTERÍSTICAS ANALÍTICAS REF. 

ITO Inmov. covalente de Tir 
sobre PAPCP 

Amperom. 
(Eap: -0.2 V 

vs. Ag/AgCl) 
Reg. fosfato pH 7.2 Fenol, catecol, p-

cresol 

Fenol   Interv. Lineal: 1.35-222.3 µM 
Catecol   Interv. Lineal: 5.6-74.3 µM 
p-cresol:  Interv. Lineal: 3.8-85.6 µM 
Tiempo de vida: 4 meses  (80% de la 
actividad enzimática) 

[Rajesh, 
2004b] 

Abreviaturas:  ACN:  acetonitrilo,  B:  boro,  DOPAC:  3,4‐dihidroxifenilacetico,  DHB:  dihidroxibenceno,  DMP:  dimetilfenol, 
EPD:etilenpropilendieno,  GA:  glutaraldehído,  GDH:  glucosa  deshidrogenasa,  MPA:  ácido  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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I.5.3.  Progesterona 

La progesterona es una hormona esteroidea que se encuentra en diferentes 

tejidos y  fluidos biológicos. Esta hormona  es producida principalmente  en  el 

cuerpo  lúteo  de  los  ovarios,  en  el  período  posterior  a  la  ovulación,  aunque 

también puede ser sintetizada en las glándulas adrenales y el hígado. 

La  progesterona  presenta  una  estructura  (Figura  2)  derivada  del  núcleo 

ciclopentanoperhidrofenantreno, también  llamado esterano. Este compuesto es 

un  hidrocarburo  policíclico  que  se  puede  considerar  un  producto  de  la 

saturación del fenantreno asociado a un anillo de ciclopentano. Posee 17 átomos 

de carbono. De esta base estructural derivan los esteroides, que son la molécula 

base  para  multitud  de  moléculas  de  origen  lipídico,  como  los  esteroles 

(colesterol), ácidos biliares y hormonas esteroideas. 

 

Figura 2.‐Estructura de la Progesterona 

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

leche.  

En  el ganado vacuno, para  el que  se utilizan  técnicas de  inseminación 

artificial, la monitorización de los niveles de progesterona en leche constituye el 

método más  eficaz  para  predecir  los  períodos  de  ovulación  y  de  gestación 

[Velasco‐García, 2001]. Su determinación en  leche,  implica el  trabajar con una 

matriz compleja, debido principalmente a la presencia de proteínas y grasas. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Fenantreno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclopentano
http://es.wikipedia.org/wiki/Esteroides
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I.5.4. Antecedentes  bibliográficos  sobre  la  determinación  de 

progesterona empleando inmunosensores electroquímicos  

Es  sobradamente  conocido  el  interés que presenta  la determinación de 

progesterona  en  ganado,  para  predecir  los  periodos  de  ovulación  y,  así 

determinar  los  periodos  de  fertilidad  y  llevar  a  cabo  la  inseminación  en  el 

momento  adecuado. De  ahí  la  necesidad  de  dispositivos  sencillos  y  de  fácil 

manejo que proporcionen resultados rápidos y fiables. 

A  pesar  de  que  los  inmunosensores  constituyen  una  poderosa 

herramienta que puede ser empleada para fines de diagnóstico clínico, control 

de  la presencia de  contaminantes, y monitorización de una gran variedad de 

compuestos biológicos,  son aún escasas  las  configuraciones encontradas en  la 

bibliografía para la determinación de esta hormona. 

La mayor parte de los inmunosensores se basan en la inmovilización del 

anticuerpo de  la progesterona sobre  la superficie electródica y, posteriormente 

la realización de un inmunoensayo de tipo competitivo entre la progesterona de 

la  muestra,  normalmente  leche,  y  la  progesterona  marcada  con  fosfatasa 

alcalina. Así, 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,  llevándose  a 

cabo  la  detección  amperométrica  del  p‐nitrofenol  producido  en  la  reacción 

enzimática [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 determinación de la hormona a 

niveles  de  concentración  inferiores  a  5  ng/mL  [Pemberton,  1998  y  1999]. 

Posteriormente este grupo de  trabajo preparó 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 concentración elevada de sustrato 

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

Velasco  y  colaboradores  desarrollaron  un  sistema  automatizado  para 

predecir  la  ovulación  del  ganado.  Este  dispositivo  incluye  un  inmunosensor 

para  la  determinación  de  progesterona,  así  como  un  sistema  de  muestreo 

automático y un  sistema de  recogida y  comparación de datos. De  esta  forma 

puede monitorizarse  diariamente  la  concentración  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 ovulación y determinar el momento de  la 

preñez [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  electródica  se  deposita  5  μL  de  Progesterona  conjugada  con  BSA, 

seguidamente se trata con anti‐Progesterona y finalmente con inmunoglobulina 

marcada con fosfatasa alcalina. El producto obtenido de la reacción enzimática 

empleando  p‐aminofenilfosfato  como  sustrato,  da  lugar  a  una  respuesta  en 

voltamperometría  diferencial  de  impulsos  que  es  proporcional  a  la 

concentración del analito, obteniéndose un intervalo lineal de 16 a 256 ng mL‐1 

y un límite de detección para progesterona de 3 ng mL‐1 [Kreuzer, 2004]. 
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I.5.5.  Inmunoglobulinas 

El  conjunto  de  glucoproteínas  del  suero  elaboradas  por  las  células 

plasmáticas  en  respuesta  a  una  estimulación  antigénica,  constituyen  las 

denominadas  inmunoglobulinas.  Todas  las  inmunoglobulinas  poseen  una 

estructura  básica  similar  formada  por  cuatro  cadenas  polipeptídicas,  dos  de 

ellas denominadas cadenas pesadas  (cadenas H, heavy) y dos cadenas  ligeras 

(cadenas  L,  light).  Las  cadenas  están  unidas  entre  sí  por  puentes  disulfuro 

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

 

 

 

 

 

 

Figura 3.‐ Estructura básica de una inmunoglobulina 

Cada  cadena  polipeptídica  está  compuesta  por  dominios  o  secuencias 

peptídicas de tamaño uniforme, unidos entre sí por puentes disulfuro dentro de 

la propia cadena. En la estructura de la inmunoglobulina pueden diferenciarse 

dos regiones. La región variable (V), siendo éste el dominio N‐terminal o sitio 

de combinación del anticuerpo, cuya secuencia de aminoácidos es más variada 

que el resto de la cadena polipeptídica, 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  están  compuestas por una  región variable y una 

región  constante  (VL y CL). Sin embargo,  las  cadenas pesadas  constan de una 

región variable y  tres o cuatro regiones constantes  (VH y CH1‐H4). 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 105 Da y es  la única 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 últimos 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  reacción  alérgica  se manifieste  de 

forma inmediata, cuya reacción específica vendría dada por la participación de 

la inmunoglobulina E, ocasionando respuestas tales como, erupciones, catarro o 

hinchazón, o que aparezca pasado un  tiempo de  la  ingesta de dicho alimento, 

en  este  caso,  la  reacción  estaría  mediada  por  la  inmunoglobulina  G,  y  los 

síntomas son  trastornos de sueño,  infecciones e  irritabilidad. La única manera 

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

infección. 

I.5.6. Antecedentes  bibliográficos  sobre  la  determinación  de 

inmunoglobulinas empleando inmunosensores electroquímicos 

La preparación de  inmunosensores electroquímicos, y su aplicación a  la 

determinación de  inmunoglobulinas  se han  resumido  en  la Tabla  5 donde  se 

muestras las diferentes estrategias encontradas en la bibliografía.  

El empleo de electrodos serigrafiados (“screen‐printed”) es frecuente en 

la  preparación  de  inmunosensores.  Así,  Darain  y  col.  han  diseñado  un 

inmunosensor  amperométrico  basado  en  este  tipo  de  superficies  electródicas 

para la determinación de inmunoglobulina G de conejo, alcanzándose un límite 

de detección de 330 ng mL‐1. Del mismo modo, Díaz González y col. diseñaron 

otro  inmunosensor  para  la  determinación  de  esta  misma  inmunoglobulina 

obteniendo un menor  límite de detección,  siendo  en  este  caso de  7  ng mL‐1, 

empleando para su detección voltamperometría de onda cuadrada. 

Wilson y col., utilizaron una matriz de iridio para la construcción de un 

inmunosensor  amperométrico  con  el  fin  de  determinar  inmunoglobulina  G 

humana, basado en un  inmunoensayo  tipo  sándwich  [Wilson, 2004]. Por otro 

lado, Wang Z. y col. emplearon un electrodo de carbono vitrificado modificado 

con  un  compósito  de  ZnO/Chitosan,  consiguiendo  disminuir  el  límite  de 

detección hasta 1.2 ng mL‐1 [Wang, 2006]. 

Actualmente,  el  empleo  de  nanomateriales,  tales  como  nanotubos  de 

carbono y nanopartículas metálicas, supone una importante herramienta para la 
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preparación de inmunosensores, consiguiéndose importantes mejoras en cuanto 

a sus características analíticas. 

Así,  Sánchez  y  col.  llevaron  a  cabo  la modificación  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 electródica con 

una mezcla de grafito y polisulfona, obteniéndose una  sensibilidad  inferior y 

peores características analíticas [Sánchez, 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 determinación de  inmunoglobulina G de 

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

En cuanto al empleo de nanopartículas de oro, cabe destacar el diseño de 

Fu y col. basado en la modificación de un electrodo de oro con una monocapa 

de mercaptoetilamina modificada  con nanopartículas de  oro. La detección  se 

basa en  la medida potenciométrica en presencia de diferentes concentraciones 

del correspondiente antígeno [Fu, 2005]. Chen H. y colaboradores emplearon un 

novedoso procedimiento para amplificar  la señal  impedimétrica obtenida para 

diferentes  concentraciones  del  analito,  inmunoglobulina  G  humana,  que 

implica el empleo de nanopartículas de oro funcionalizadas cada una con varias 

moléculas  de  un  anticuerpo  determinado.  Así,  tras  la  inmovilización  del 

anticuerpo  (Ab  primario)  sobre  la  superficie  de  un  electrodo  de  pasta  de 

carbono y  la unión del  correspondiente antígeno  (hIgG),  se  incuba en primer 

lugar en una disolución de oro coloidal marcado con el anticuerpo primario y 

en segundo lugar en otra disolución 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 electródica,  lo que da 

lugar a un mayor valor de  la  resistencia a  la  transferencia de carga a medida 

que aumenta la concentración del analito [Chen H., 2006].  

Otra estrategia seguida para la determinación 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 disolución de 

anticuerpo marcado con oro coloidal. Tras aplicar al dispositivo un potencial de 

oxidación  de  +1.3  V  se  mide  la  respuesta  voltamperométrica  de  reducción 

[Chen Z, 2007].  

Es  posible  emplear  nanopartículas  magnéticas  (CdFe2O4‐SiO2) 

modificadas  con  3‐aminopropiltrietoxisilano  (APTS),  proporcionando  grupos 

amino  en  su  superficie,  para  modificar  la  superficie  electródica.  La 

inmovilización  del  anticuerpo,  anti‐IgG  sobre  dicha  superficie  se  realiza  por 

entrecruzamiento  con  glutaraldehído.  Este  diseño  se  basa  en  un  ensayo  tipo 

sándwich,  y  la  posterior  detección  amperométrica  de  la  inmunoglobulina G 

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

MATERIAL 
ELECTRÓDICO 

MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA TÉCNICA ENSAYO/MEDIO ANALITO/ 

MUESTRA 
CARACTERÍSTICAS 

ANALÍTICAS REF. 

Screen-Printed de 
grafito 

Inmov. de anti-IgG 
sobre un pocillo, 
incub. en IgG, y 
unión del conjugado 
anti-goat-IgG 
marcado con Au 
col.  

ASV 

Sándwich/ 
Ab secundario
marcado con nAu.
Oxidación electroq.
del oro con HBr/Br2 
Reg. fosfato, pH 7.4 

IgG de cabra Rango concen.: 0.5-100 ng mL-1 
LD: 3 pM 

[Dequaire, 
2000] 

Screen-Printed Inmov. de Ab sobre 
Prot A ó G LSV 

a) Inmov. de rIgG 
sobre superf. modif. 
con Prot. A, b)unión 
de  goat-anti-rIgG 
biotinilado c) 
posterior unión de 
GOx marcado con 
avidina- 

IgG ratón e IgG 
conejo 

LD (mIgG2a): 0.02 µg mL-1 

LD ( rIgG): 0.2 µg mL-1 
[Valat,  
2000] 

Screen-Printed 

Unión cov. de HRP 
y estreptavidina 
sobre TCAP, 
inmov. de anti-IgG  

Amperom.  
(Eap: -0.35 V 
vs. Ag/AgCl) 

Competitivo/ IgG-
Gox, detección de 

H2O2 

IgG conejo 
(analito modelo) 

Rango concen.:500-2000 ngmL-1 
LD: 330 ng mL-1 [Darain, 2003] 

Screen-Printed 

Adsorc. de 
estreptavidina sobre 
SPCE pre-oxidado, 
e inmov. de anti-
IgG biotinilado 

CV,. SWV 
Competitivo, IgG-

AP ; 3-indoxil-fosfato 
como sustrato de AP 

IgG de conejo Rango concen.: 4-140 ng mL-1 
LD: 7 ng mL-1 

[Díaz-González, 
2005] 

Screen-Printed 

Incorp. de IgG a una 
momembrana 
composita de 
CNTs-pSf 

Amperom. 
(Eap :-0.1 V) 

Competitivo/ 
Hidroquinona como 

mediador 
IgG humana Rango concen.: 2 a 5 µg mL-1 

LD: 1.66 µg mL-1 [Sánchez, 2007] 
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Tabla 5.‐ Inmunosensores electroquímicos aplicados a la determinación de Inmunoglobulinas  

MATERIAL 
ELECTRÓDICO 

MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA TÉCNICA ENSAYO/MEDIO ANALITO/ 

MUESTRA 
CARÁCTERÍSTICAS 

ANALÍTICAS REF. 

Pasta de Carbono 
Inmov. de hIgG 
sobre PC y bloqueo 
superf. con BSA. 

AC Voltamp. Directo IgG humana 
Rango concen.:10-10-10-

8  M 
LD: 12.5 µg L-1  

[Fernández-
Sánchez, 

2000] 

Pasta de Carbono 

Inmov. anti-IgG por 
entrecruzam. con 
GA sobre APTES-
partículas de 
CdFe2O4-SiO2. 
sobre CPE 

Amperom. 
(Eap= -0.3 V) 

Sándwich, anti-hIgG-HRP, 
detección H2O2; usando 

hidroquinona como mediador 
IgG humana 

Rango conc.: 510-
30170 ng mL-1  

(i vs. Log C) 
LD: 180 ng mL-1 

[Liu Z.M., 
2006] 

Pasta de Carbono 

Adsorc. de anti-
hIgG sobre 
superf.de CPE 
oxidada e incub. en 
BSA. Au col. como 
marcador  

ASV 

Sándwich/ a) Incub. en hIgG, b) 
Incub. en anti-hIgG-Au col y oxid. 

a + 1.3 V  
Reg. fosfato 0.05 M  pH 7.4  

hIgG/ Suero 
humano 

Rango concen.: 10-500 
ng mL-1 

LD: 4.0 ng mL-1 

[Chen Z., 
2007] 

Grafito-epoxi 

Inmov de IgG. sobre 
Prot A incorporada 
en la matriz de 
grafito-epoxi  

Amperom. 
(Eap=-0.1 V vs. 

Ag/AgCl) 

Competitivo/ a) Inmov. rIgG, b) 
inmunoensayo competitivo anti-
rIgG y anti-rIgG-biotina c) 
Estreptavidina-HRP;H2O2 como 
sustrato, Hidroquinona como 
mediador 

anti-IgG - [Zacco E., 
2004] 

Grafito-epoxi 

Modif. de superficie 
con membrana de 
pSf/DMF e inmov. 
de rIgG  

Amperom. 
(Eap= -0.1  V vs  

SCE) 
Competitivo/ Reg. Fosfato pH 7.0 

anti-rIgG 
(analito 
modelo) 

Rango concen.: 1-6 µg 
mL-1 

LD: 0.77 µg mL-1 

[Sánchez-
Ordoñez 

2007] 

Nanotubos de 
carbono (CNT) 

Activación de CNT 
e inmov. cov. de 
anti-IgG  con 
EDC/NHS 

CV y EIS  Directo IgG ratón 
Rango concen.: < 100 
µg mL -1 
LD: 200 ng mL -1 

[Yun, 
2007] 
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Tabla 5.‐ Inmunosensores electroquímicos aplicados a la determinación de Inmunoglobulinas 

MATERIAL 
ELECTRÓDICO

MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA TÉCNICA ENSAYO/MEDIO ANALITO/ 

MUESTRA 
CARACTERÍSTICAS 

ANALÍTICAS REF. 

Óxido de iridio Inmov. de Ab en  la matriz 
del óxido 

Amperom. 
(Eap= +0.420 V) No competitivo IgG  Rango conc.(IgG):10-200 ng mL-1 

LD (IgG): 8 ng mL-1 
[Wilson, 

2004] 

Carbono 
vitrificado 

Atrapam. de Ab en 
membrana de polipirrol 
sobre GCE  

PED - IgG conejo/ Suero Rango concen.:50-200 µg mL-1 [Gooding 
2004] 

Carbono  
vitrificado 

Incub. de anti-IgG sobre 
sup. mod. con película de 
Au electrodep. e incub en 
BSA 

EIS Sándwich /
−− 3/4

6)CN(Fe  10 
mM en KCl 0.1 M 

IgG Rango concen.: 0.011-11 ng mL-1 
LD: 0.009 ng mL-1 

[Chen Z., 
2005] 

Carbono  
vitrificado - Amperom. 

(Eap=-0.15 V) - IgG humano/ Suero 
Rango concen.:0-100 UmL-1 

LD: 0.6 U mL-1 

Sensibilidad: 0.033 µA/ U mL 

[Messina, 
2005] 

Carbono  
vitrificado 

Inmov. de anti-hIgG sobre 
GCE modif. con 
ZnO/chitosan  

Amperom.  
(Eap= -0.15 V vs 

SCE) 

Sándwich/ Hidroquinona 
como mediador IgG humana Rango concen.:2.5-500 ng mL-1 

LD: 1.2 ng L-1 
[Wang Z, 

2006] 

Carbono 
vitrificado 

Inmoviliz. de IgM por 
adsorción ASV No competitivo y 

competitivo IgM humana Rango conen.:7.5x10-11-1x10-9 M 
LD: 2.8x10-11 M 

[Escosura- 
Muñiz A., 

2006] 

Oro 
Inmov. anti-IgG sobre 
superf. mod. con AET y 
nAu 

Potenciom. 
Sándwich/Medidas del 
cambio de potencial en 

presencia de IgG 
IgG/ Suero Rango concen.:12-800 ng mL-1 

LD: 3.4 ng mL-1 
[Fu Y.,  
2005] 

Oro 
Inmov. de anti-hIgG sobre 
superf. de Au modif. con 
Au col. y HDT Bloqueo de 
superf. con BSA 

EIS 
Amplific. señal por 
deposic. secuenc. 
de IgG y antiIgG-
Au 

Sándwich/ a) Inmov. hIgG, b) 
gota anti-hIgG-Aucol.  

20mM PBS + 0.1M KCl, 5 
mM K3[Fe(CN)6] 

/K4[Fe(CN)6], pH 7.4 

IgG humana Rango concen.:15.3-328.3 ng L-1 
LD: 4.1 ng L-1 

[Chen H, 
2006] 

Plata 
Inmov. de IgG sobre 
superf. de Ag modif. con 
ODT 

EIS - IgG conejo Rango concen.:200-1000 ng mL-1 
LD: 200 ng mL-1 

[Hou, 
2004] 
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Tabla 5.‐ Inmunosensores electroquímicos aplicados a la determinación de Inmunoglobulinas 

MATERIAL 
ELECTRÓDICO

MODIFICACIÓN 
ELECTRÓDICA TÉCNICA ENSAYO/MEDIO ANALITO/ 

MUESTRA 
CARACTERÍSTICAS 

ANALÍTICAS REF. 

Platino 

Inmov. del Ab sobre 
superf. mod. con DTSP, 
poli(amido-amina) 
dendrimero y nAu ó 
nanopartículas de sílica ó 
SiO2/nAu 

CV Reg. fosfato10 mM pH 7.0 IgG / Suero humano
Rango concen.: 

5.0-9600 µg mL-1 
LD: 0.8 ng mL-1 

[Tang 2005d] 

Abreviaturas: AET: mercaptoetilamina,Ag: antígeno, AP:  fosfatasa alcalina, APTES: 3‐aminopropiltrietoxisilano, BSA: albúmina de suero 
bovino, CNT: nanotubo de carbono, CPE: electrodo pasta de carbono, DMF: dimetilformamida, DTSP: 3‐3´‐Ditio‐bis(ácido propionioco/N‐
hidroxisuccinimida),  EDC:  N‐etil‐3‐[3‐(dimetilamino)‐propil]‐carbodiimida,EIS:  espectroscopia  de  impedancia  electroquímica,  GA: 
glutaraldehído,  GCE:  electrodo  carbono  vitrificado,  GOx:  glucosa  oxidasa,  HDT:1,6‐hexanoditiol,  HRP:  peroxidasa  de  rábano,  IgG: 
inmunoglobulina  G,  LD:  límite  de  detección,  MPS:  mercaptopropiltrimetoxilano,  MPTS:  mercaptopropiltrietoxisilano,  nAu: 
nanoparticulas  de  oro, ODT:  octadecanotiol,  PBS:  disolución  reguladora  fosfato, NHS: N‐hidroxisuccinimida,  pSf:  polisulfona,  SAM: 
monocapa autoensamblada, SPCE: electrodo screen‐printed de carbono, TCAP: polímero ácido 5,2´:5´2´´‐tertiofen‐3´‐carboxilico,. 
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En  este  apartado  se  lleva  a  cabo  una  descripción  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 

NANOPARTÍCULAS DE ORO  

A  continuación  se  describen  detalladamente  cada  una  de  las  etapas 

implicadas  en  la  preparación  de  los  biosensores. Asimismo,  se  comentan  las 

técnicas empleadas para  la caracterización de  los bioelectrodos. Finalmente se 

describe  el  procedimiento  de medida  en  las muestras  de  vino,  así  como  el 

método de referencia empleado para su validación. 

II.1.1.  Preparación  del  electrodo  de  carbono  vitrificado  modificado  con 

nanopartículas de oro y Tirosinasa 

 Pretratamiento del electrodo de carbono vitrificado 

Antes  de  llevar  a  cabo  la modificación  de  la  superficie  electródica,  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  diámetro]  con  una  suspensión  acuosa  de  alúmina  de  0.3  μm 

[Metrohm] durante  1 minuto,  seguidamente  se  lava  con  agua destilada,  y  se 

introduce en un baño de ultrasonidos durante 30 segundos en etanol y en agua, 

alternativamente, repitiendo esta última etapa de lavado tres veces. Por último, 

se seca dicha superficie haciendo pasar una corriente de nitrógeno. 
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 Preparación del electrodo de Tir‐nAu‐GCE 

Una vez aplicado al electrodo el pretratamiento de  limpieza anterior, se 

procede a la modificación de la superficie electródica, siguiendo las etapas que 

se describen a continuación: 

1ª) Electrodeposición  de  las  nanopartículas  de  oro  sobre  el  electrodo  de 

carbono vitrificado pretratado.  

Se sumerge el electrodo en una disolución de HAuCl4 (Sigma) de 100 mg L‐1, 

preparada mediante pesada directa de la cantidad adecuada del producto y 

disolución en Agua Milli Q filtrada a través de filtros de Nylon de 0.45 μm 

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

2ª) Inmovilización  de  Tirosinasa  (Sigma,  EC  1.14.18.1  procedente  de 

champiñón, con una actividad de 2590 unidades por mg de sólido) sobre la 

superficie electródica modificada. 

Se depositan sobre el electrodo 5 μL de una disolución de tirosinasa de 91.5 

U μL‐1 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 disolución de glutaraldehído 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 disolución reguladora de  fosfato 0.1 mol L‐1 de pH 7.4 

agitándose 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 μL de una disolución de catecol 1.0 x 10‐2 
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mol  L‐1  (Sigma,  99%).  La medida  de  esta  señal  es  utilizada  como  valor  de 

referencia. 

El biosensor se almacena en el frigorífico 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  utilización,  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 potenciostático 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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Figura 5.‐ Célula electroquímica BAS modelo VC‐2 

Todas las medidas se han realizado en regulador fosfato 0.1 mol L‐1 de pH 

7.4 a temperatura ambiente.  

II.1.2. Caracterización del recubrimiento electródico 

Los  estudios  realizados  en  este  apartado  están  encaminados  a 

caracterizar  el  recubrimiento  de  la  superficie  del  electrodo  de  carbono 

vitrificado modificado con nanopartículas de oro (nAu‐GCE) y del biosensor de 

tirosinasa  (Tir‐nAu‐GCE).  Para  ello  se  han  empleado  diferentes  técnicas 

electroquímicas y microscopia electrónica de barrido (SEM). 

Electrodo de 
Referencia 

Electrodo de 
Trabajo 

Electrodo 
Auxiliar 
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II.1.2.1.  Determinación del recubrimiento 

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

electrodo  de  carbono  vitrificado  se  lleva  a  cabo  a  partir  del  registro  del 

voltamperograma  cíclico  obtenido  a  100 mV  s‐1  en  el  intervalo  de  potencial 

comprendido entre –0.35 y +1.50 V en una disolución de ácido sulfúrico 0.1 M 

(Sharlab, 95‐97%). La reducción de los óxidos de oro formados en el barrido de 

oxidación  da  lugar  a  la  aparición  de  un  pico  en  el  barrido  catódico,  cuya 

integración permite calcular la carga implicada en dicho proceso de reducción. 

La  comparación  de  la  carga  obtenida  experimentalmente  con  el  valor 

teórico de 482 μC / cm2 para la carga asociada a la reducción de una monocapa 

de  oxígeno  divalente  [Finot,  1999],  permite  calcular  la  superficie  que  está 

recubierta por nanopartículas de oro depositadas sobre el electrodo de carbono 

vitrificado. 

II.1.2.2.  Espectroscopia de impedancia electroquímica (EIS) 

Para  poder  estudiar  el  comportamiento  de  una  célula  electroquímica 

mediante esta técnica, se representa el sistema en estudio mediante un modelo 

o  circuito  equivalente.  De  esta  forma,  un  sistema  electroquímico  simple  se 

puede  representar por una  resistencia, Rct, en  serie  con un elemento Zw y en 

paralelo con un condensador, Cdl, que simula la interfase electrodo/disolución y 

está a su vez en serie con una segunda resistencia, RS, tal como se muestra en la 

Figura 6. 

 



Procedimientos experimentales 

 80

 

Figura 6.‐ Circuito equivalente de Rancles  

Este circuito propuesto por Randles, explica  satisfactoriamente un gran 

número de sistemas electroquímicos. RS representa la resistencia óhmica 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‐disolución  es  como  un 

condensador,  y  se  representa  en  el  circuito  equivalente  como  Cdl.  Rct  es  la 

resistencia  a  la  transferencia  de  carga  ion/electrón  y,  por  tanto,  de  su  valor 

depende  la  velocidad  de  transferencia  electrónica  entre  el  electrodo  y  la 

disolución.  

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

se depositan o adsorben sustancias diferentes.  

Las componentes RS y Zw representan  las propiedades de  la disolución 

del electrolito y la difusión de la especie redox en la disolución respectivamente. 

Estos parámetros no  se ven  afectados por  las  transformaciones químicas que 

ocurren en la superficie del electrodo. 

Por otro  lado  las componentes Cdl y Rct, dependen de  las características 

de  la  interfase  electrodo/electrolito,  proporcionando  información  sobre  la 

Rct

Rs

Cdl

Zw
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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  representación más  empleada  en  espectroscopia  de  impedancia  se 

denomina  diagrama  de  Nyquist,  y  en  él  se  representan  los  valores  de 

impedancia Z’’ frente a Z’ obtenidos para cada valor de frecuencia aplicada. En 

la Figura 7 se muestra esta representación para el circuito de Randles. 
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Figura 7.‐Diagrama de Nyquist 

Como puede observarse, la representación de Nyquist muestra una zona 

semicircular  a  altas  frecuencias,  correspondiente  a  un  proceso  limitado  por 

transferencia  electrónica, mientras  que  a  bajas  frecuencias  aparece  un  tramo 

lineal de pendiente uno, que representa el proceso de transferencia electrónica 

limitado  por  difusión.  En  el  caso  en  el  que  el  proceso  de  transferencia 

electrónica sea muy rápido, el gráfico de Nyquist muestra sólo  la parte  lineal, 

mientras  que  si  la  transferencia  de  carga  es  lenta,  se  observa  únicamente  la 

región semicircular. 

Cuando la superficie electródica es modificada con algún material, puede 

producirse un bloqueo de dicha superficie,  impidiendo que  las especies redox 

penetren a través del modificador hacia la superficie conductora del electrodo, 

observándose un aumento del diámetro de la zona semicircular. 

Z’= Rs + R CT - 2 σ2 Cdl 
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A  partir  del  semicírculo  se  pueden  determinar  los  valores  de  los 

elementos  del  circuito.  Así,  RS    vendrá  dado  por  el  punto  de  corte  a  altas 

frecuencias del diagrama de  impedancia  con  el  eje  real; Rct  coincidirá  con  el 

diámetro del semicírculo y, por último Cdl  se puede determinar a partir de  la 

siguiente expresión: 

ctmax
ld R

1C
ω

=
  Ecuación [1] 

A diferencia de Rct y Cdl, que son independientes de la frecuencia, Zw es 

inversamente proporcional a la raíz cuadrada de ω: 
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siendo σW el coeficiente de Warburg: 
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donde  ∗
OC y  *

RC  son  las  concentraciones  en  el  seno  de  la  disolución  de  las 

especies oxidada y reducida, respectivamente. DO y DR son sus coeficientes de 

difusión, R la constante universal de los gases perfectos (R = 8.314 J K‐1 mol‐1), T 

la temperatura en grados Kelvin, n el número de electrones que intervienen en 

el proceso y F la constante de Faraday (96487 C mol‐1). 

Para la obtención 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 K4Fe(CN)6 y K3Fe(CN)6 1mM (Sigma) de cada uno de ellos en medio cloruro 

potásico  1  M  (Scharlab).  Las  medidas  se  han  realizado,  como  es  habitual, 

superponiendo una onda sinusoidal de pequeña 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), 

tomándose para cada frecuencia el valor medio de cinco medidas realizadas de 

la impedancia. 

Así, con  fines comparativos se han obtenido  los espectros de  impedancia 

del  electrodo de  carbono  vitrificado,  así  como de  las  superficies modificadas 

con nanopartículas de oro y con nanopartículas de oro y tirosinasa. 

Los experimentos de espectroscopia de impedancia electroquímica se han 

realizado empleando un potenciostato μAutolab Type III con un software FRA 

2 (Ecochemie) (Figura 8). 

 

Figura 8.- Potenciostato µAutolab Type III 

II.1.2.3. Microscopia electrónica de barrido 

La microscopia  electrónica  de  barrido  (SEM)  proporciona  información 

sobre la morfología y topografía de la superficie de los sólidos. 

Para obtener una  imagen por microscopia de barrido  electrónico 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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aplicación de un alto voltaje, realizando un barrido de la misma siguiendo una 

trayectoria de líneas paralelas. 

En  microscopia  electrónica  se  trabaja  siempre  a  vacío  para  que  la 

trayectoria  de  los  electrones  no  sea  desviada  por  la  presencia  de  átomos  o 

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

bombas de vacío, que trabajan a presiones que oscilan entre 10‐7 y 10‐10 bares. 

Si la muestra no es buena conductora se acostumbra a recubrirla con una 

película  conductora  metálica  o  de  carbono  para  evitar  que  ésta  se  cargue 

cuando sea irradiada. 

De  todas  las  formas de  radiación  resultantes de  la  interacción 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 energía  (decenas de eV) que resultan de  la emisión por 

parte  de  los  átomos  constituyentes  de  la  muestra  (los  más  cercanos  a  la 

superficie)  debido  a  la  colisión  con  el  haz  incidente.  Los  electrones 

retrodispersados  son  electrones  del  haz  incidente  que  han  interaccionado 

(colisionado) con los átomos de la muestra y han sido reflejados. La intensidad 

de ambas emisiones varía en función del ángulo que forma el haz incidente con 

la superficie del material, es decir depende de la topografía de la muestra. De la 

señal  producida  por  los  electrones  secundarios  se  obtiene  una  imagen  de 

apariencia tridimensional de la muestra. 

Para  la  caracterización 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. Además, cuánto más conductora sea la 

superficie más  fácilmente se obtendrán  las micrografías. Por ello, previamente 

se  introduce  el  electrodo  en  una  cámara  de  vacío,  donde  se  cubre  con  una 
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película  de  grafito  de  un  grosor  adecuado  para  hacer  suficientemente 

conductora la carcasa de Teflón. A continuación, se recubren los laterales de la 

carcasa  de  Teflón,  con  cinta  adhesiva  conductora  para  evitar  interferencias 

procedentes de  cargas  electrostáticas  sobre  el  cuerpo de Teflón no  conductor. 

Finalmente,  el  electrodo  se  sitúa  en  el  compartimento  para  muestras  del 

microscopio y se obtienen las micrografías correspondientes. 

II.1.3  Medida  del  índice  bioelectroquímico  de  polifenoles  en  vino 

empleando un biosensor de Tir‐nAu‐GCE 

La estimación del índice de polifenoles en vinos se lleva a cabo mediante 

amperometría en disoluciones agitadas empleando el biosensor de Tirosinasa. 

Dado que en  todas  las muestras de vino analizadas se comprobó  la existencia 

de efecto matriz, se utilizó el método de adiciones estándar para  la estimación 

del contenido de polifenoles en  las muestras. Para ello se registran  las señales 

amperométricas obtenidas cuando  se adicionan 270 μL de vino a  la  célula de 

medida que contiene 10 mL de la disolución reguladora fosfato 0.1 M a pH 7.4 y 

se realizan sucesivas adiciones de 20 μL de una disolución patrón de fenol 2.5 x 

10‐3 mol L‐1 Las medidas amperométricas se realizan a un potencial de ‐0.1 V en 

disoluciones agitadas mecánicamente a una velocidad constante. 

El contenido de compuestos fenólicos obtenido, ha sido expresado como 

mg L‐1 de ácido cafeico. 

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

espectrofotométrico Folin‐Ciocalteau 

El método espectrofotométrico de Folin‐Ciocalteau, permite determinar 

el  contenido  total de  compuestos  fenólicos en muestras de vino. Este método 

utiliza  como  reactivo una mezcla de ácidos  fosfowolfrámico y  fosfomolíbdico 
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(reactivo  de  Folin‐Ciocalteau)  en medio  básico,  que  se  reducen  al  oxidar  los 

compuestos fenólicos, originando óxidos azules de wolframio y molibdeno. 

La aplicación 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 

dilución de la muestra 1:8). La mezcla es agitada durante 1 minuto a velocidad 

constante.  Seguidamente,  se  adiciona  1 mL  de  una  disolución  de  carbonato 

sódico al 80% (Panreac) y 4.2 mL de agua desionizada. La disolución resultante 

se deja en la oscuridad durante 2 horas, con el fin de conseguir la estabilización 

de la reacción. Los productos obtenidos de la reacción se miden a una longitud 

de onda de 730 nm. Para  la obtención de una  curva de  calibrado  se aplica el 

mismo  procedimiento  empleando  disoluciones  patrón  de  diferentes 

concentraciones de ácido cafeico (Sigma, 99%). 

Las  medidas  espectrofotométricas  se  han  realizado  empleando  un 

espectrofotómetro UV‐ visible HP 8453. 
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II.2. PREPARACIÓN DE UN BIOS ENSOR COMPÓSITO DE GRAFI TO-

TEFLÓN MODIFICADO CON ORO CO LOIDAL Y TIROSINASA P ARA 

LA DE TERMINACIÓN DEL  CON TENIDO DE POLIFENOLES EN 

MUESTRAS AMBIENTALES 

En  este  apartado  se  describen  los  procedimientos  seguidos  para  la 

preparación del biosensor, incluyendo la preparación del oro coloidal; así como 

el  método  empleado  para  calcular  la  actividad  enzimática  del  biosensor. 

Seguidamente se describen  los procedimientos utilizados para calcular el área 

electroquímica  del  electrodo,  así  como  las  experiencias  realizadas  para  el 

cálculo del  coeficiente de difusión del  fenol y del  coeficiente de  transferencia 

electrónica.  Por  último,  se  describen  los  procedimientos  aplicados  a  la 

estimación del contenido total de compuestos fenólicos en muestras de aguas y 

de alpechín. 

II.2.1.  Preparación del biosensor compósito Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón 

Con  el  fin  de  preparar  un  biosensor  compósito  de  grafito‐Teflón 

modificado con oro coloidal y Tirosinasa, es necesario en primer lugar preparar 

una disolución 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 vacío empleando un filtro de Nylon de 

tamaño de poro de 0.1 μm (Scharlab). Después el material se deja secar al aire 

durante 48 horas antes de su utilización. 

Seguidamente  se  preparan  las  disoluciones  de  ácido  tetracloroaurico 

(Sigma, 99%) al 1% y de citrato sódico (Sigma, 99%) al 1% y se filtran a través de 

una membrana microporosa de 22 μm. 
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A continuación, se calienta hasta ebullición en vaso de precipitados una 

mezcla  de  50 mL  de  agua Milli Q  y  0.5 mL  de HAuCl4  al  1%.  Tras  hervir 

durante 15 minutos, se adicionan 1.25 mL de  la disolución de citrato sódico al 

1% (Sigma, 99%), agitando vigorosamente con una varilla de vidrio. Tras unos 

minutos,  la disolución  cambia de  color  adquiriendo  finalmente un  color  rojo 

rubí  característico. Transcurrido  este  tiempo,  se deja  enfriar y  se  agita  con  la 

varilla  de  vidrio  durante  15 minutos más.  Finalmente  la  disolución  de  oro 

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

La  disolución  de  oro  coloidal  fue  caracterizada  mediante 

espectrofotometría  UV,  observándose  en  el  espectro  correspondiente  que  se 

muestra  en  la  Figura  9  la  aparición  de  un máximo  de  absorción  a  519  nm, 

característico de nanopartículas de oro con un tamaño medio de 16 nm [Wang 

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

La preparación de las pastillas de Tirosinasa‐oro coloidal‐grafito‐Teflón (70%)  

se  realizó aplicando el siguiente procedimiento: se mezclan 150 mg de grafito 

(Ultra Carbon, BayCity, MI, USA)  y  900  μL de  la disolución de  oro  coloidal 

mediante  agitación  mecánica  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 

nitrógeno a  través de  la mezcla y se adicionan 34.75 mg de  tirosinasa de 2590 

unidades mg  ‐1 en una suspensión de 0.4 mL de una disolución reguladora de 

fosfato  0.1 M  a  pH  7.4,  agitando mecánicamente durante  2  horas  a  4°C.  Por 

último, se mezcla manualmente con 415.25 mg de Teflón (Aldrich), y se procede 

a la compresión mecánica de la mezcla. A partir de la pastilla madre obtenida se 

preparan varias pastillas más pequeñas, de 3.0 mm de diámetro con ayuda de 

un  troquel  y  se  colocan  en  el  extremo  de  un  tubo  de  Teflón  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 Teflón.  

Con  fines  comparativos,  se  prepararon  pastillas  de  grafito‐Teflón‐oro 

coloidal en ausencia de enzima. 

 

Figura 10.‐ Esquema del electrodo compósito 

II.2.2.  Cálculo de la actividad enzimática 

La respuesta amperométrica de los biosensores compósitos de Tirosinasa 

depende de  la cantidad de enzima  inmovilizada en  la superficie del electrodo. 

La actividad enzimática superficial se ha estimado midiendo el  incremento de 

Teflón 

Pastilla de Tirosinasa‐oro 
coloidal‐Grafito‐Teflón 

Tornillo de acero inoxidable 
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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  disolución  agitada  de 

regulador  fosfato 0.05 M de pH 6.5   conteniendo L‐tirosina  (Merck) 5.0 x 10–4 

mol L‐1. 

Cuando  se  realizan  las medidas,  los  electrodos  no  están  sometidos  a 

ningún potencial eléctrico, por lo que el producto de la reacción 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 enzimática 

mediante una curva de calibrado, en la que se representan dichos incrementos 

de absorbancia en función de la actividad enzimática que se obtiene utilizando 

disoluciones de L‐tirosina que contienen cantidades conocidas de tirosinasa en 

disolución.  En  este  caso  el  calibrado  ha  sido  preparado  con  disoluciones  de 

tirosinasa entre 0 y 200 unidades de enzima. 

II.2.3.  Cálculo del área  electroquímica de  los electrodos de grafito‐Teflón y 

grafito‐Teflón‐oro  coloidal  mediante  voltamperometría  cíclica  y 

cronoamperometría 

El  área  electroquímica  o  área  activa  de  un  electrodo  compósito  no 

corresponde  en  principio  al  área  geométrica,  puesto  que  la  superficie  está 

compuesta  por  material  aislante  y  material  conductor.  Dependiendo  de  la 

proporción y distribución de ambos materiales en  la  superficie, el área activa 

será diferente. 
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El cálculo del área electroquímica de los electrodos se ha llevado a cabo 

mediante voltamperometría  cíclica,  empleando  la  ecuación 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 = (2.69 x10 5) n 3/2 A D 1/2 C∞ v ½         Ecuación [4] 

En  la  ecuación  anterior,  ip  es  la  corriente  de  pico  (A),  n  es  el  número  de 

electrones transferidos en el proceso, A es el área electroquímica del electrodo 

(cm2), D es el coeficiente de difusión de la especie electroactiva (cm2 s‐1), C∞, es 

la  concentración  en  disolución  de  la  misma  especie  (mol  cm‐3),  y  v  es  la 

velocidad  de  barrido  de  potencial  (V  s‐1).  Para  ello,  se  registran  los 

voltamperogramas  cíclicos  sobre  los  electrodos  de  grafito‐Teflón  y  grafito‐

Teflón  modificado  con  nanopartículas  de  oro  en  una  disolución  acuosa  de 

ferrocianuro potásico 5x10‐4 M en medio KCl 1 M, cuyo coeficiente de difusión 

es de 6.3x10‐6 cm2 s‐1 a 25°C [Bard, 2001]. 

Asimismo,  se  ha  calculado  el  área  electroquímica  de  los  electrodos 

anteriores  mediante  cronoamperometría,  empleando  una  disolución  de 

ferrocianuro potásico, sin agitación y aplicando un salto de potencial de 0.3 a 

0.45 V. La variación de la corriente con el tiempo viene dada por la ecuación de 

Cottrell, 

2/12/1

*2/1

)(
t

CDAFn
ti Ox

d π
=           Ecuación [5] 

donde id (t) viene expresada en A, el área del electrodo en cm2, C*en mol cm‐3 y 

D  en  cm2  s‐1.  El  área  del  electrodo  se  obtiene  a  partir  de  la  pendiente  de  la 

representación  de  la  intensidad  de  corriente  frente  a  la  inversa  de  la  raíz 

cuadrada del tiempo. 
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II.2.4. Cálculo del coeficiente de difusión del fenol 

Se  ha  determinado  el  coeficiente  de  difusión  del  fenol  mediante 

cronoamperometría  empleando  disoluciones  de  fenol  de  diferente 

concentración y como electrodos de trabajo un electrodo de grafito‐Teflón ó de 

grafito‐Teflón modificado con nanopartículas de oro. 

La pendiente de la representación de la intensidad de corriente frente a la 

inversa de  la  raíz  cuadrada del  tiempo permite, una vez  conocida el área del 

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

II.2.5. Cálculo del coeficiente de transferencia electrónica para el fenol  

El cálculo del coeficiente de  transferencia electrónica  (αna) para el  fenol 

se ha calculado a partir del cálculo de las pendientes de Tafel (pte = 2.303 R T / 

αna 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  región del  voltamperograma  en  la  que  la  intensidad  es 

inferior al 10% de  la  corriente de pico, zona donde  la  respuesta está afectada 

únicamente  por  la  cinética  de  transferencia  electrónica  entre  la  especie 

electroactiva y la superficie del electrodo. 

Para ello se han  registrado voltamperogramas cíclicos para  fenol 5x10‐4 

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‐Teflón  ó  un 

electrodo de grafito‐Teflón modificado con nanopartículas de oro. 

II.2.6.  Estimación del contenido total de compuestos fenólicos en aguas 

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

una sintética enriquecida con una mezcla de compuestos fenólicos formada por 
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1.0  μM fenol  (Scharlab, 99.5%), 2.5  μM de 3,4‐dimetilfenol  (Sigma, 99%) y 1.0 

μM de 4‐cloro‐2‐metilfenol (Aldrich, 99%), y tres muestras procedentes de una 

refinería,  recogidas  en  diferentes  días  y  en  diferentes  etapas  del  proceso  de 

purificación. La determinación del contenido fenólico en las diferentes muestras 

se  ha  llevado  a  cabo  mediante  amperometría  en  disoluciones  agitadas 

empleando  para  ello  el  biosensor  compósito  desarrollado.  Los  resultados 

obtenidos  se  han  comparado  con  los  proporcionados  por  el  método  oficial 

espectrofotométrico de la 4‐aminoantipirina.  

A  continuación  se  describen  los  procedimientos  utilizados  para  el 

análisis  de  cada  una  de  las  muestras  aplicando  los  métodos  comentados 

anteriormente. 

a) Determinación mediante amperometría en disoluciones agitadas. 

Para la determinación del contenido de fenoles en las muestras de aguas 

procedentes  de  una  refinería,  se  sumergen  el  biosensor  y  los  electrodos  de 

referencia  y  auxiliar  en  una  célula  electroquímica  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  μL  de  la  muestra  sin  diluir  y  se  mide  la  corriente  en  estado 

estacionario.  Seguidamente  se  aplica  el  método  de  adiciones  estándar 

realizando adiciones sucesivas de una disolución patrón de fenol 1.0 x 10‐4 M. 

b) Método colorimétrico de la 4‐aminoantipirina 

El método de la 4‐aminoantipirina es adecuado para la determinación de 

fenoles  orto  y  meta  sustituidos  y,  en  condiciones  adecuadas  de  pH,  los 

sustituidos en posición para por un grupo carboxido, halógeno, metoxilo ó ácido 

sulfónico. Sin embargo, presenta el inconveniente de no determinar los fenoles 
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en  los que  la posición para se encuentra sustituida por un grupo alquilo, arilo, 

nitro, nitroso ó aldehído.  

Aunque el método requiere procesos previos de destilación y extracción 

y  largos  tiempos  de  análisis,  es  muy  sensible  y  se  trata  de  un  método 

estándarizado que  está  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 precisión del  30%, una  exactitud del  50 %  y un 

límite de detección de 0.5 μg L‐1 

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

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

y 2.0 mg L‐1. Cada disolución de fenol se trata con 1.2 mL de una disolución de 

hidroxilamina 0.5 mol L‐1 (Panreac), ajustándose el pH a 7.9 ± 0.1 con regulador 

fosfato  0.1  M.  A  continuación,  se  añaden  3.0  mL  de  disolución  de  4‐

aminoantipirina  (Aldrich)  y  3.0  mL  de  una  disolución  de  K3Fe(CN)6  de 

concentración  0.24  M,  se  agita  la  mezcla  y  se  espera  durante  3  minutos, 

obteniendo una disolución de color  ligeramente amarillento. Seguidamente, se 

transfiere  cada  disolución  a  un  embudo  de  decantación,  realizándose  la 

extracción de  los  compuestos  fenólicos  con 5 mL de  cloroformo  (Sharlab). La 

fase  orgánica  se  filtra  a  través de  un  filtro  ó  embudo de  filtración de  vidrio 

fritado que contiene una capa de Na2SO4 anhidro. Se mide  la absorbancia del 

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

espectrofotométricas es un espectrofotómetro 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 destilación, con el fin 
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de  separar  las  impurezas  no  volátiles  de  los  compuestos  fenólicos  que 

posteriormente se medirán por espectrofotometría. 

Para  llevar  a  cabo  la  destilación  se  toman  500 mL  de muestra  en  un 

matraz y se ajusta a un pH de 4.0 con ácido fosfórico (Scharlab,ACS 85%). Si la 

muestra  ha  sido  perfectamente  conservada  no  es  necesario  añadir  el  ácido 

fosfórico. 

A continuación se destila hasta 450 mL, se para  la destilación y cuando 

haya  cesado  la  ebullición  se  añaden  50  mL  de  agua  caliente  al  matraz  de 

destilación  hasta  recoger  500  mL.  Generalmente,  es  suficiente  con  una 

destilación,  pero  en  el  caso  en  que  el  destilado  presente  turbidez,  se  debe 

acidificar con ácido fosfórico volviéndose a destilar. 

Una vez purificados los fenoles se hacen reaccionar con la disolución de 

4‐aminoantipirina  siguiendo  el mismo  procedimiento  que  el  descrito  para  la 

preparación del calibrado. 

c)  Análisis  de  las  muestras  de  agua  mediante  cromatografía  de  gases‐

espectrometría de masas 

Con  el  fin de    identificar  los  compuestos presentes  en  las muestras de 

agua  procedentes  de  la  refinería  se  procedió  a  su  análisis  mediante 

cromatografía de gases  (GC) acoplado a un espectrómetro de masas. Para ello 

es necesario aplicar a  la muestra un  tratamiento previo. Se  toman 250 mL del 

agua y se le añade 1 gota de ácido ortofosfórico. 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 fenólicos 

retenidos  en  el  cartucho  se  eluyen  con  5+1 mL  de  diclorometano  (Sharlab). 

Finalmente,  la disolución obtenida  se  concentra hasta un volumen de 0.5 mL 



Procedimientos experimentales 

 96

haciendo  pasar  una  corriente  de  nitrógeno.  La  disolución  resultante  es 

inyectada directamente en el cromatógrafo de gases. 

El  análisis  se  ha  realizado  utilizando  un  espectrómetro  de  masas  de 

cuadrupolo  HP5989A,  acoplado  a  una  columna  cromatográfica  de  gases 

HP5890. La  identificación  se  realizó mediante  el  empleo de una  librería Wily 

HP59943B. 

II.2.7.  Estimación del contenido total de compuestos fenólicos en muestras de 

alpechín 

La determinación del índice de polifenoles en muestras de alpechín se ha 

llevado  a  cabo,  empleando  el  biosensor  compósito  anteriormente  descrito, 

mediante  amperometría  en  disolución  agitada.  Para  ello,  se  adiciona  una 

alícuota  de  40  μL  de muestra  a  la  célula  de  trabajo,  que  contiene  10 mL  de 

disolución reguladora fosfato 0.1 M de pH 7.4. Las medidas amperométricas se 

realizan aplicando un potencial de  ‐0.1 V. Para  la estimación del contenido de 

compuestos  fenólicos en alpechín se emplea el método de adiciones estándar. 

Para ello se realizan adiciones sucesivas de 20 μL de una disolución patrón de 

ácido cafeico 1.0 mM (Sigma, 99%). 

Los  resultados  obtenidos  se  compararon  con  los  del  método 

espectrofotométrico Folin Ciocalteau, descrito en el apartado II.1.4. 

II.3.  DESARROLLO  DE  INMUNOSENSORES  COMPÓSITOS  DE 

GRAFITO‐TEFLÓN MODIFICADOS CON ORO COLOIDAL PARA LA 

DETERMINACIÓN DE PROGESTERONA EN LECHE 

A  continuación  se  describen  los  procedimientos  experimentales 

relacionados con  la preparación de  los  inmunosensores para  la determinación 

de  Progesterona,  incluyendo  la  preparación  de  los  mismos,  así  como  la 
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realización del  inmunoensayo correspondiente. Se describe  también el cálculo 

de  algunos  parámetros  de  interés  para  el  naftol,  producto  de  la  reacción 

enzimática  del  naftilfosfato  con  la  enzima  fosfatasa  alcalina.  Finalmente  se 

detalla el procedimiento seguido para la determinación de la concentración de 

progesterona en muestras de leche. 

II.3.1.  Preparación  del  inmunosensor  basado  en  un  electrodo Aucol‐grafito‐

Teflón  

Las pastillas de grafito‐Teflón modificadas con oro coloidal se preparan 

siguiendo  un  procedimiento  análogo  al  descrito  en  el  apartado  II.2.1., 

obviamente  en  ausencia  de  tirosinasa.  Para  construir  el  inmunosensor,  se 

depositan sobre la superficie del electrodo compósito 5 μL de una disolución 0.5 

μg  mL‐1  de  anti‐Progesterona  (anti‐Prog)  (Sigma),  dejándose  secar  a 

temperatura ambiente. Después se sumerge el inmunosensor en una disolución 

de  albúmina  de  suero  bovino  (BSA)  (Merck,  97%)  al  2%  preparada  en  un 

regulador de dietanolamina (DEA) (Merck,98%)‐ HCl 0.1 M de pH 7.2 durante 5 

minutos, con el fin de minimizar posibles adsorciones inespecíficas. Finalmente, 

se  lava  cuidadosamente  el  inmunosensor  con  una  disolución  reguladora  de 

dietanolamina de pH 10.0. 
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II.3.2.  Realización del inmunoensayo competitivo simultáneo  

Para  llevar  a  cabo  el  inmunoensayo de  tipo  competitivo  simultáneo  se 

depositan  sobre  la  superficie  del  inmunosensor  8  μL  de  una  mezcla  de 

Progesterona marcada con fosfatasa alcalina (Prog‐AP) (Ridgeway Science Ltd) 

y Progesterona (Prog) (Aldrich, 98%), al nivel de concentración deseado, en una 

proporción  5:3.  Seguidamente  se deja  secar durante dos horas  a  temperatura 

ambiente o bien durante toda la noche a 4°C. 

La detección electroquímica de la progesterona se realiza sumergiendo el 

inmunosensor en la célula de trabajo que contiene 10 mL de una disolución de 

dietanolamina‐HCl 0.1 M de pH 10 y 1mM de MgCl2 (Merck, 99%) y se aplica 

un potencial de + 0.3 V agitando la disolución a velocidad constante. Cuando la 

corriente  se  estabiliza,  se  adicionan  a  la  célula  de  medida  500  μL  de  una 

disolución de 1‐naftilfosfato (Fluka > 98 %) 0.1 M, monitorizándose la oxidación 

del naftol, generado en la reacción enzimática, que se produce en  la superficie 

del electrodo. 

El  proceso  completo,  incluyendo  la  preparación  el  inmunosensor,  la 

realización del inmunoensayo, así como la reacción enzimática 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  simultáneo  para  la  determinación  de   
Progesterona 

II.3.3.  Cálculo del coeficiente de difusión del naftol 

Se  ha  llevado  a  cabo  el  cálculo  del  coeficiente  de  difusión  del  naftol 

mediante  cronoamperometría  empleando  disoluciones  de  naftol  de  diferente 

concentración y utilizando como electrodos de trabajo un electrodo de grafito‐

Teflón ó de grafito‐Teflón modificado con nanopartículas de oro. 

Una  vez  conocida  el  área  del  electrodo  y  a  partir  de  la  pendiente 

obtenida al representar  la  intensidad de corriente frente a  la  inversa de  la raíz 

cuadrada del tiempo, se calcula el coeficiente de difusión. 

II.3.4.  Cálculo del coeficiente de transferencia electrónico del naftol 

El  cálculo  del  coeficiente  de  transferencia  electrónica  del  naftol  se  ha 

llevado  a  cabo mediante  el  cálculo  de  las  pendientes  de  Tafel  siguiendo  el 

procedimiento indicado en el apartado II.2.5. 
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Este parámetro también puede calcularse a partir de la representación de 

la  intensidad de pico frente a  la raíz cuadrada de  la velocidad de barrido, que 

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

ip = (2.99 x10 5) n (αna)1/2 A D 1/2 C v ½  Ecuación [6] 

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

proceso, α el coeficiente de transferencia de carga, na es el número de electrones 

implicados en la etapa determinante de la velocidad del proceso electródico, A 

el  área  del  electrodo  (cm2),  D  el  coeficiente  de  difusión  (cm2  s‐1),  C  la 

concentración en disolución del naftol (mol cm‐3) y v es la velocidad de barrido 

de potencial (V s‐1). 

Por  último,  también  es  posible  calcular  el  valor  de  αna midiendo  los 

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

relacionados mediante la ecuación:  

( )
2/pp

a EE
7.47n

−
=α   Ecuación [7] 

donde los parámetros α y na son los especificados anteriormente. 

Para ello se han registrado voltamperogramas cíclicos de una disolución 

de naftol 5x10‐4 M en medio dietanolamina 0.1 M de pH 10.0, empleando como 

electrodos  de  trabajo  un  electrodo  de  grafito‐Teflón  ó  de  grafito‐Teflón 

modificado con nanopartículas de oro. 
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II.3.5.  Preparación del inmunosensor basado en el empleo de un biosensor de 

Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón como transductor 

Sobre  la  superficie del biosensor  (Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón)  se depositan 5.2 

μL  de  una  disolución  de  anti‐Progesterona  0.01  mg  mL‐1  obtenida  por    

dilución  de  la  disolución  patrón  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 disolución de 

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

Para realizar un seguimiento de cada una de las etapas de modificación de 

la  superficie  electródica mediante  la  técnica de  espectroscopia de  impedancia 

electroquímica  (EIS)  se  sumerge  el  electrodo,  tras  cada  etapa,  en  la  célula 

electroquímica que contiene K3(Fe (CN)6] / K4(Fe(CN)6  en concentración 5 mM 

de cada uno de ellos en medio cloruro potásico 0.1 M, y se registra el espectro 

de impedancia tal y como se describe en el apartado II.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 disolución de Progesterona de concentración variable durante 

30  minutos.  Seguidamente  se  lava  y  se  incuba  en  una  disolución  de 

progesterona marcada con fosfatasa alcalina durante 40 minutos. 

La  detección  electroquímica  se  realiza  mediante  amperometría, 

sumergiendo  el  inmunosensor  en  una  célula  que  contiene  10  mL  de  una 

disolución TRIS 0.1 M de pH 7.0 que contiene 1 mM de MgCl2 y se aplica un 

potencial de ‐0.1 V. Cuando la corriente se estabiliza, se adicionan 20 μL de una 

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

alcalina.  La  determinación  se  lleva  a  cabo  aplicando  un  potencial  de  ‐0.1 V, 
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midiéndose  la  reducción  de  la  o‐quinona  generada  por  la  tirosinasa  como 

producto de la reacción enzimática del fenol (Esquema 2). 
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Esquema 2.‐  Inmunoensayo  competitivo  secuencial  para  la  determinación  de 
Progesterona 

II.3.6. Determinación de progesterona en leche 

Inmunosensor basado en un biosensor compósito Aucol‐grafito‐Teflón 

La  determinación  de  Progesterona  se  realiza  en  muestras  de  leche 

enriquecidas  a  un  nivel  de  concentración  de  15  ng mL‐1.  El  procedimiento 

seguido se describe a continuación. Se diluyen 285 μL de leche enriquecida con 

una disolución reguladora de dietanolamina 0.1 M hasta un volumen  final de 

1000 μL. Seguidamente  se mezcla una alícuota de 3 µL de  la muestra diluida 

(3.5 ng Prog/mL) con 5 μL 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  μL  de  una 

disolución de 1‐naftilfosfato 0.1 M como sustrato de la enzima. 

Como consecuencia del efecto matriz observado, debido principalmente 

a  la presencia de proteínas, grasas y otras sustancias, se procede a realizar un 
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calibrado de progesterona en leche exenta del analito. A continuación, el valor 

de la intensidad de corriente obtenida para 7 muestras de leche enriquecida, se 

interpoló  en  la  recta  de  calibrado  de  progesterona,  obteniéndose  la 

concentración del analito presente en la muestra. 

Inmunosensor basado en un biosensor compósito de Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón 

  El  inmunosensor  desarrollado  empleando  un  biosensor  de  tirosinasa 

nanoestructurado  como  transductor,  se  aplicó  a  la  determinación  de 

Progesterona en muestras de leche enriquecidas a dos niveles de concentración, 

5.0 y 1.5 ng mL‐1. En este caso, no fue necesario realizar ninguna dilución de la 

muestra.  

  Una vez preparado el inmunosensor, se incuba durante 30 minutos, en la 

muestra de leche. A continuación, se lava y se sumerge en 10 mL de disolución 

de  progesterona  marcada  con  fosfatasa  alcalina  durante  40  minutos.  La 

concentración de progesterona se analiza midiendo a ‐0.1 V la reducción de la o‐

quinona generada por la tirosinasa al adicionar 20 μL de fenilfosfato 0.01M.  
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II.4.  INMUNOSENSOR AMPEROMÉTRICO PARA INMUNOGLOBULINA 

G  UTILIZANDO  COMO  TRANSDUCTOR  UN  BIOSENSOR  DE 

TIROSINASA‐ORO COLOIDAL‐GRAFITO‐TEFLÓN  

II.4.1.  Preparación del inmunosensor    

El procedimiento seguido para  la  fabricación del  inmunosensor  implica 

seguir una serie de etapas. En primer lugar se incuba el biosensor compósito de 

Tirosinasa  (Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón)  en  una  disolución  de  Proteína  A  al  2% 

(Sigma) en disolución reguladora 0.1 M de pH 7.0, con el fin de conseguir una 

adecuada  orientación  de  la  inmunoglobulina  G  sobre  la  superficie  del 

biosensor.  

A  continuación  se  depositan  2.6  μL  de  una  disolución  de  anti‐

inmunoglubulina  G  (anti‐IgG)  (Sigma)  0.11 mg mL‐1  sobre  la  superficie  del 

bioelectrodo y se deja secar a temperatura ambiente [anti‐IgG(Tir‐Aucol‐grafito‐

Teflón)].  La  anti‐inmunoglobulina  G  comercial  es  previamente  reconstituida 

disolviendo una cantidad del sólido en el volumen adecuado de cloruro sódico 

0.135 M para obtener una concentración de 1 mg mL‐1. La disolución 0.11 mg 

mL‐1 se obtiene por dilución de  la anterior con disolución reguladora TRIS 0.1 

M de pH 7.0. 

Seguidamente,  la superficie electródica, modificada con Proteína A y el 

anticuerpo, se sumerge en 5 mL de una disolución de albúmina de suero bovino 

(BSA) al 2% durante 15 minutos, con el  fin de disminuir posibles adsorciones 

inespecíficas  que  podrían darse  a  la  hora de  llevar  a  cabo  el  inmunoensayo. 

Transcurrido  el  tiempo  de  incubación,  se  lava  cuidadosamente  la  superficie, 

empleando para ello una disolución reguladora de TRIS 0.1 M de pH 7.0.  
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II.4.2. Realización del inmunoensayo tipo sándwich 

Una vez preparado el  inmunosensor [anti‐IgG(Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón)], 

éste  se  incuba  en una disolución del  analito  (IgG), durante  35 minutos. Para 

llevar a cabo la reconstitución de la inmunoglobulina G (Sigma), se disuelve el 

sólido  en  el  volumen  adecuado de  cloruro  sódico  0.150 M  para  obtener  una 

disolución de 1 mg mL‐1. Disoluciones más diluidas se preparan por dilución de 

la disolución patrón en disolución reguladora.    

Por último, el inmunosensor se sumerge en 10 mL de una disolución de 

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

de 1700 ng mL‐1 durante 40 minutos.  

Para  llevar  a  cabo  la  detección  de  inmunoglobulina G,  se  sumerge  el 

inmunosensor en 10 mL de regulador TRIS 0.1 M de pH 7.0 y 1 mM de MgCl2. 

La detección amperométrica se realiza a un potencial de  ‐0.1 V, midiéndose  la 

reducción de la o‐quinona generada por la tirosinasa cuando se adicionan 20μL 

de disolución de fenilfosfato 1x10‐3M. 

Al  igual  que  anteriormente,  las  diferentes  etapas  implicadas  en  la 

preparación  del  inmunosensor,  así  como  las  realizadas  para  llevar  a  cabo  el 

inmunoensayo  se  monitorizan  mediante  espectroscopia  de  impedancia 

electroquímica tal y como se describe en el apartado II.1.2.2. 

II.4.3. Determinación de inmunoglobulina G en sueros   

El  inmunosensor  desarrollado  se  aplicó  a  la  determinación  de 

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

(Interchim)  fue  enriquecido  a  un  nivel  de  concentración  de  10  ng mL‐1,  y  el 
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segundo,  consistió  en  un  suero  certificado  conteniendo  una  cantidad  de 

inmunoglobulina G de 3118 mg dL‐1 (Spinreact). 

Una vez preparado el inmunosensor, se incubó durante 35 minutos en la 

muestra de suero enriquecido. Seguidamente, se lava con disolución 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  concentración  1700  ng 

mL‐1. La concentración de  IgG se determinó sumergiendo el  inmunosensor en 

10 mL de disolución  reguladora TRIS 0.1 M de pH  7.0 que  contenía MgCl2 1 

mM. La detección amperométrica se realiza midiendo a ‐0.1 V la reducción de la 

o‐quinona generada por  la  tirosinasa al adicionar 20 μL de una disolución de 

fenilfosfato  1x10‐3  M.  El  valor  de  la  intensidad  de  corriente  obtenida  se 

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

procedimiento descrito en el apartado II.4.2. 

Para  la  determinación  de  IgG  en  la muestra  de  suero  certificada  fue 

necesario  realizar  dos  diluciones  previas  de  la  muestra  con  disolución 

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 Introducción, la modificación 

de superficies electródicas con nanopartículas de oro permite la inmovilización 

estable de moléculas biológicas y por  tanto constituye una estrategia atractiva 

para la construcción de biosensores electroquímicos. Así, se ha demostrado que 

biomoléculas  como  anticuerpos,  antígenos  o  enzimas,  retienen  su  actividad 

biológica  cuando  son  inmovilizadas  sobre  superficies  modificadas  con 

nanopartículas,  ya  que  éstas  proporcionan  un  microambiente  similar  a  su 

entorno  natural.  Además  dichas  nanopartículas  actúan  como  medio  de 

conducción  electrónico,  facilitando  la  transferencia  electrónica,  alcanzándose 

elevados niveles de estabilidad y sensibilidad. 

Teniendo  en  cuenta  las  interesantes  ventajas  de  las  nanopartículas  de 

oro,  en  este  trabajo  se  han  desarrollado  diferentes  configuraciones  de 

biosensores enzimáticos, así como varios inmunosensores basados en electrodos 

modificados con este nanomaterial. A continuación se discuten los aspectos más 

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

• Biosensores de Tirosinasa utilizando diferentes superficies electródicas 

modificadas con nanopartículas de oro. 

• Inmunosensores  basados  en  el  empleo  de  electrodos  compósitos 

nanoestructurados. 
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III.1. BIOSENSORES  DE  TIROSINASA  BASADOS  EN  EL 

EMPLEO  DE  DIFERENTES  SUPERFICIES  ELECTRÓDICAS 

MODIFICADAS CON NANOPARTÍCULAS 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 modificación de la superficie electródica. 

En la primera de ellas se lleva a cabo la modificación de un electrodo de 

carbono  vitrificado  en  dos  etapas  secuenciales:  electrodeposición  de  

nanopartículas de oro, a partir de una disolución de HAuCl4 ; las características 

del  recubrimiento  se  controlan  con  el  potencial  aplicado  y  el  tiempo  de 

electrodeposición  y  la  enzima  se  inmoviliza por  adsorción  sobre  el  electrodo 

modificado.  

El  segundo diseño  se basa en el empleo de un electrodo  compósito de 

grafito  y  Teflón  en  el  que  tanto  las  nanopartículas  de  oro  como  la  enzima 

forman parte de la matriz tridimensional mediante simple inclusión física. 

En los apartados que se exponen a continuación se comentan algunos de 

los aspectos más relevantes de cada uno de  los dos diseños de biosensores de 

tirosinasa, así como algunos resultados experimentales que no se recogieron en 

las publicaciones correspondientes. Finalmente se establecerá una comparación 

entre  las  características  operacionales  de  ambos  tipos  de  biosensores 

comentándose las ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos. 
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III.1.1.  BIOSENSOR  DE  TIROSINASA  BASADO  EN  EL  EMPLEO  DE  UN 

ELECTRODO  DE  CARBONO  VITRIFICADO  MODIFICADO  CON 

NANOPARTÍCULAS DE ORO ELECTRODEPOSITADAS 

Se llevaron a cabo diversos estudios encaminados a la caracterización de 

la  superficie electródica de carbono vitrificado modificada con nanopartículas 

de oro, así como del propio biosensor de tirosinasa (Tir‐nAu‐GCE), empleando 

para  ello  diferentes  técnicas  electroquímicas.  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 diseño basado en el empleo de nanopartículas de oro. 

III.1.1.1.  Caracterización mediante técnicas electroquímicas 

La  técnica  de  espectroscopia  de  impedancia  electroquímica  se  utiliza, 

entre otras  cosas, para  reconocer  la presencia de  especies  conductoras y/o no 

conductoras  sobre una  superficie  electródica,  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  construcción  de  biosensores.  A  continuación,  se  reseñan  los  resultados 

obtenidos mediante esta técnica, que no aparecen en los artículos publicados y 

se comparan con los obtenidos mediante voltamperometría cíclica. 

En la Figura 11 se representan los gráficos de Nyquist correspondientes a 

un  electrodo  de  carbono  vitrificado  modificado  con  nanopartículas  de  oro 

(nAu‐GCE),  así  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  gráfico  de  Nyquist  para  el  electrodo  de 

carbono vitrificado muestra una región circular mayor que en presencia de las 
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nanopartículas de oro, donde se obtiene un diagrama de Nyquist semejante al 

correspondiente  a  una  superficie de  oro  convencional  con  un  semicírculo de 

pequeño diámetro, lo que pone de manifiesto una disminución de la resistencia 

a  la  transferencia de carga con respecto al electrodo sin modificar, y un  tramo 

lineal de pendiente próxima  a  la unidad  (m =  0.931;  r =  0.9999)  en un  amplio 

intervalo de  frecuencias, característico de sistemas en  los que  la corriente está 

controlada  por  difusión  [Lu,  2002].  Por  otro  lado,  el  biosensor  de  carbono 

vitrificado  modificado  con  nanopartículas  de  oro  y  tirosinasa  presenta  un 

semicírculo de mayor diámetro que el obtenido en ausencia de la enzima y con 

el electrodo sin modificar. 
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Figura 11.‐ Diagramas de Nyquist de (•) GCE, (•) nAu‐GCE y (•) Tir‐nAu‐GCE en 
disolución K4Fe(CN)6 / K3Fe(CN)6 5mM en KCl 1 M. 

Como se describe en  los Procedimientos experimentales, a partir de  las 

gráficas de Nyquist se puede calcular la resistencia a la transferencia de carga y la 

capacidad de la doble capa. Así, el valor de dicha resistencia para el nAu‐GCE es 

de  259  Ω,  muy  inferior  al  valor  de  1768  Ω  obtenido  para  el  GCE.  Estos 

resultados  demuestran  que  cuando  se  modifica  el  electrodo  de  carbono 

vitrificado  con  nanopartículas  de  oro,  se  facilita  la  transferencia  electrónica. 
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Para el biosensor Tir‐nAu‐GCE, la representación de Nyquist revela, como era 

de esperar, una resistencia a la transferencia de carga mayor que en ausencia de 

la enzima  (Rct = 4338 Ω) dado el efecto bloqueante de  la capa de biomolécula 

sobre la superficie electródica modificada. 

Por otra parte,  la presencia de semicírculos “deprimidos” en  la zona de 

altas  frecuencias  de  los  diagramas  de  Nyquist  implica  una  desviación  del 

comportamiento  capacitivo  ideal de  la  interfase electrodo‐disolución, habitual 

en electrodos sólidos. Esta desviación se compensa sustituyendo en el circuito 

de  Randles  el  condensador  por  un  elemento  de  fase  constante, CPE,  que  se 

origina como consecuencia de la modificación de la distribución de carga de la 

doble  capa  debida  a  la  rugosidad  y  a  la  distribución  de  sitios  activos  en  la 

superficie electródica. Este fenómeno es particularmente importante cuando se 

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

La expresión matemática correspondiente al elemento de fase constante 

es: 

( )njwA
1CPE =                                                      Ecuación [8] 

donde el parámetro n refleja  la desviación 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  contraposición  al  electrodo  modificado  con 
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nanopartículas de oro, es necesario sustituir el condensador por un elemento de 

fase constante (CPE), como ocurre con una gran parte de los electrodos sólidos. 

Se obtuvieron valores de Cdl  para el nAu‐GCE de 0.7 μF y de 6 μF (n=0.87) para 

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

se obtuvo un valor CPE de 4.2 μF.  

Otro  parámetro  de  especial  interés  es  la  constante  de  transferencia 

electrónica, ko, que puede calcularse a partir de  la medida de  la resistencia a  la 

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

expresiones, 

0
ct nFi

RTR =                                                             Ecuación [9] 

*
0 CºnFAki =                                                      Ecuación [10] 

donde A es la superficie del electrodo en cm2, C* la concentración de la especie 

en mol cm‐3, Rct la resistencia a la transferencia de carga en Ω, 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  número  de  electrones  transferidos  en  la 

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

A partir de los valores de Rct mencionados anteriormente y aplicando las 

ecuaciones  [9]  y  [10],  se  obtuvieron  valores  de  la  constante  de  transferencia 

electrónica  de  4.24  x  10‐4  y  de  2.89  x  10‐3  cm/s,  para  una  disolución  de 

ferrocianuro/ferricianuro  potásico  5  mM  en  KCl  1  M,  con  el  electrodo  de 

carbono  vitrificado  sin  modificar  y  con  el  electrodo  modificado  con  las 

nanopartículas  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  nanopartículas  de  oro,  lo  que 
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prueba  la  aceleración  del  proceso  de  transferencia  de  carga  en  la  reacción 

electroquímica  que  implica  el  par  redox  ferrocianuro  potásico/  ferricianuro 

potásico sobre un sustrato electródico modificado con nanopartículas de oro. 

Las  conclusiones  extraídas mediante  espectroscopia  electroquímica  de 

impedancia  concuerdan  cualitativamente  con  las  observadas  utilizando 

voltamperometría  cíclica.  En  las  Figura  12  se  recogen  los  voltamperogramas 

cíclicos  correspondientes  al  electrodo de  carbono vitrificado  (GCE),  al mismo 

electrodo modificado con nanopartículas de oro  (nAu‐GCE) y al biosensor de 

tirosinasa (Tir‐nAu‐GCE). 

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

25 µA

E, V
 

Figura 12.‐  Voltamperogramas cíclicos (v = 25 mV s‐1) sobre ⎯ GCE, ⎯ nAu‐GCE y 
⎯ Tir‐nAu‐GCE en K4Fe(CN)6 / K3Fe(CN)6 5 mM en KCl 1 M. 

Como  puede  observarse,  la  modificación  del  electrodo  de  GCE  con 

nanopartículas de oro, produce un aumento notable de las corrientes de pico en 

el voltamperograma  cíclico  correspondiente,  así  como una disminución de  la 

separación entre los potenciales de pico anódico y catódico, lo que nuevamente 

pone de manifiesto que  la modificación con nanopartículas 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, así como una 

menor  reversibilidad  que  con  el  electrodo  de  carbono  vitrificado modificado 
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con  nanopartículas  de  oro.  Sin  embargo,  aunque  las  corrientes  de  pico  son 

semejantes  a  las  observadas  sobre  un  electrodo  sin modificar,  la  separación 

entre  los potenciales de pico anódico y catódico 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 nanopartículas de oro (nAu‐GCE). 

El coeficiente de Warburg puede calcularse mediante extrapolación de la 

región lineal de bajas frecuencias del gráfico de Nyquist (Z’ = RS + Rct –  2
Wσ  Cdl). 

Sin embargo, dado que  la  región  circular en el  caso del electrodo modificado 

con  nanopartículas  de  oro  es muy  pequeña,  se  ha  preferido  determinar  este 

parámetro  a  partir  de  la  pendiente  de  la  porción  lineal  que  aparece  a  bajas 

frecuencias  en  la  representación  de Z’  en  función  de  f‐1/2  (Figura  13). No  fue 

posible calcular el coeficiente de Warburg para del biosensor de  tirosinasa, ya 

que  el  gráfico  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  función de  f‐1/2 para nAu‐
GCE y 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 difusión para el par redox 

en cuestión. Como era de esperar, los valores de los coeficientes de difusión son, 

en  ambos  casos, del mismo  orden,  4.1x10‐7  y  6.8x10‐7  cm2  s‐1,  respectivamente, 

dada la ausencia de enzima en ambas superficies.  

III.1.1.2.  Aspectos más relevantes del biosensor Tir‐nAu‐GCE 

La  inmovilización de  tirosinasa por entrecruzamiento sobre el electrodo 

de carbono vitrificado modificado con nanopartículas de oro electrodepositadas 

ha permitido  construir un  biosensor  con  importantes  características  analíticas, 

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  útil  35  días),  así  como  una  excelente  sensibilidad  para  la 

determinación  de  compuestos  fenólicos  y  una  buena  reproducibilidad  en  su 

fabricación  (R.S.D.=4.8%,  n=5).  Además  el  empleo  de  este  biosensor  permite 

determinar  de  una  manera  rápida  el  contenido  de  compuestos  fenólicos  en 

vinos, empleando un procedimiento extremadamente simple. 

Seguidamente  se  establece  una  comparación  entre  la  sensibilidad  del 

biosensor desarrollado  con  la  conseguida  empleando otras  configuraciones de 

biosensores de tirosinasa que implican, bien la ausencia de nanopartículas de oro 

sobre  la  superficie  electródica  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 concentración de 1x10‐5 a 5x10‐5 M, obtenidos con 

cada uno de  los diseños de biosensores, así como  los procedimientos seguidos 

para la preparación de cada uno de ellos. 
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Tabla 6.‐   Comparación  de  las  respuestas  obtenidas  con  diferentes  biosensores  de 
Tirosinasa. 

CONFIGURACIÓN 
ELECTRÓDICA 

PREPARACIÓN DEL BIOSENSOR  * PENDIENTE, AM‐1 

Tir‐ nAu‐GCE 
1) Electrodep: E=‐0.2 V t= 1min 
2) 5 μL de Tir de 91.3 U μL‐1 
3) 30 min en GA 

0.1022 

Tir‐GCE 
1) 5 μL de Tir de 91.3 U μL‐1 
2) 30 min en GA 

0.0012 

Tir‐AuE 
1) 5 μL de Tir de 91.3 U μL‐1 

2) 30 min en GA 
0.0568 

* Intervalo de concentración 1x10‐5 ‐ 5x10‐5 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 órdenes de magnitud mayor en presencia de 

las nanopartículas 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 nanopartículas de oro 

distribuídas  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  inmovilización directa  sobre  la  superficie de un  electrodo de 

oro convencional da  lugar a que  las moléculas de enzima estén más próximas 

entre sí, lo que confiere una mayor rigidez. Este último hecho es consistente con 

la  disminución  de  sensibilidad  (menor  pendiente  del  calibrado  del  catecol) 

observada cuando se modifica la superficie del electrodo de carbono vitrificado 

empleando  potenciales  de  electrodeposición más  negativos,  ya  que,  en  estos 

casos, una mayor cantidad de oro electrodepositada se asemeja cada vez más a 

un electrodo de oro convencional. 

Dada  la  importancia  de  la  aplicación  de  los  biosensores  a  la 

determinación  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 estimación es de gran interés dada la correlación 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 únicamente la 

adición de una alícuota de vino a la célula electroquímica y sucesivas adiciones 

de una disolución patrón de fenol aplicándose el método de adiciones estándar. 

El    contenido de polifenoles ha  sido expresado  como mg L‐1 de ácido  cafeico 

[Campanella,  2004].  La  estimación  de  estos  compuestos  ha  de  considerarse 

como  un  índice  del  contenido  de  polifenoles  bioelectroquímico,  debido  a  la 

diferente sensibilidad observada sobre el biosensor Tir‐nAu‐GCE para cada uno 

de los compuestos fenólicos.  

Para validar  la metodología 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 estimación del contenido  total de polifenoles en este  tipo de 

muestras. La preparación de las muestras y la realización del calibrado de ácido 

cafeico se han llevado a cabo tal como se describe en el apartado II.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  significación 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 

obtención de ambos tipos de vino. 
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Tabla 7.‐  Estimación del contenido de compuestos polifenólicos en vinos empleando 
un biosensor de Tir‐nAu‐GCE 

Vino  Biosensor* 
Método 

Espectrofotométrico* 

Blanco “Alvear” 
Blanco “Señorío” 
Blanco “Yuntero” 
Blanco “Aranda” 
Blanco “Sequeral” 

Dulce 
Tinto   “Añadas” 
Tinto “Sotillo” 
Tinto “Blasón” 
Tinto “Sequeral” 

18 ± 3 
17 ± 1 
9.5 ± 0.2 
6 ± 1 
12 ± 2 
3.5 ± 0.5 
47 ± 4 
35 ± 2 

30.6 ± 0.6 
40 ± 3 

314 ± 15 
325 ± 4 
209 ± 10 
297 ± 27 
217 ± 13 
77 ± 5 

1790 ± 60 
1110 ± 80 
1220 ± 20 
1340 ± 20 

*expresado como mg L‐1 de ácido cafeico 

Como  puede  observarse,  los  resultados  que  proporcionan  ambas 

metodologías  son  diferentes,  lo  que  se  debe  a  la  distinta  sensibilidad  que 

presentan ambos métodos para  la determinación de  los diferentes compuestos 

polifenólicos.  Mientras  que  el  biosensor  de  tirosinasa  está  limitado  a  la 

determinación de compuestos fenólicos y catecoles con, al menos, una posición 

orto  del  anillo  aromático  libre,  el  método  de  Folin‐Ciocalteau  presenta  el 

inconveniente de que el reactivo empleado puede reaccionar también con otros 

compuestos de naturaleza no polifenólica, que  interfieren a  la hora de  llevar a 

cabo  la determinación de polifenoles. Algunos de  estos  compuestos,  como  el 

ácido ascórbico 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, comprobándose 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 estándar. 

+ 10 μL fenol 1mM

0,02 μA

+ 270 μL vino blanco
+ 20 μL fenol 2.5 mM

+ 270 μL vino tinto

100 s

0.2 μA

1 min

(A) (B)

+ 10 μL fenol 1mM

0,02 μA

+ 270 μL vino blanco
+ 20 μL fenol 2.5 mM

+ 270 μL vino tinto

100 s

0.2 μA

+ 20 μL fenol 2.5 mM

+ 270 μL vino tinto

100 s

0.2 μA

1 min

(A) (B)

 

Figura 14.‐ Registros de intensidad‐tiempo obtenidos con el biosensor Tir‐nAu‐GCE en 
disolución 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 estándar. Eap.: ‐0.1 V. 

Asimismo,  en  la  Figura  15  se  muestra  la  representación  gráfica 

correspondiente  a  la  correlación  entre  los  resultados  obtenidos  para  la 

estimación del contenido de los compuestos fenólicos por ambos métodos. 
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Figura 15.‐ Correlación entre  los resultados obtenidos para  la estimación el contenido 
de compuestos  fenólicos 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  correlación  entre  ellos 

(r=0.990), lo que pone de manifiesto la aplicabilidad del biosensor desarrollado 

para  proporcionar  una  estimación  de  tipo  electroquímico  del  contenido  de 

polifenoles en vinos. 
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III.1.2. BIOSENSOR DE TIROSINASA BASADO EN UN ELECTRODO COMPÓSITO 

DE GRAFITO‐TEFLÓN MODIFICADO CON NANOPARTÍCULAS DE ORO 

El  empleo  de  electrodos  compósitos  ofrece  importantes  ventajas  en 

comparación  con  los  electrodos  convencionales  formados  por  una  sola  fase 

conductora.  Los  electrodos  compósitos  pueden  fabricarse  con  una  gran 

flexibilidad  en  lo que  se  refiere  a  su  forma y  tamaño;  además presentan una 

mayor  relación señal/ruido,  lo que generalmente se  traduce en una mejora de 

los  límites de detección, 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  inclusión  física otros 

componentes y  sustancias,  como nanopartículas de oro,  enzimas, mediadores 

etc,  que  son  capaces  de  mejorar  la  sensibilidad  y/o  la  selectividad  de  las 

metodologías  analíticas  implicadas,  y  que  permiten  la  regeneración  de  la 

superficie electródica por simple pulido. 

Aprovechando  estas  ventajas  se  ha  preparado  por  primera  vez  un 

biosensor compósito de tirosinas modificado con oro coloidal, capaz de estimar 

el  contenido  total  de  fenoles  de  una  forma  rápida  y  sencilla  en  aguas  y 

alpechines. 

III.1.2.1.  Caracterización  de  la  superficie  electródica  mediante  técnicas 

electroquímicas 

Al  igual  que  para  el  biosensor  de  carbono  vitrificado,  la  superficie 

electródica  se  ha  caracterizado  mediante  espectroscopia  de  impedancia 

electroquímica.  En  la  Figura  16  se  muestran  los  diagramas  de  Nyquist 

correspondientes  a  un  electrodo  de  grafito‐Teflón  modificado  con 

nanopartículas  de  oro  (Aucol‐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 nanopartículas (Tir‐Aucol‐GT y Tir‐GT). 

-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10
20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

Z' /  ohm
-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10

20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10
20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

Z' /  ohm

2500

2300

2000

1800

1500

1300

1000

800

500

300

0
0        500    1000    1500    2000   2500    3000    3500

Z’, Ω

Z’
’, 

Ω

-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10
20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

Z' /  ohm
-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10

20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10
20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

Z' /  ohm

2500

2300

2000

1800

1500

1300

1000

800

500

300

0
0        500    1000    1500    2000   2500    3000    3500-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10

20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

Z' /  ohm
-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10

20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

-0.x102 5x10 2 10x102 15x102 20x102 25x102 30x102 35x10
20.x10

23x10

25x10

28x10

210x10

213x10

215x10

218x10

220x10

223x10

Z' /  ohm

2500

2300

2000

1800

1500

1300

1000

800

500

300

0
0        500    1000    1500    2000   2500    3000    3500

Z’, Ω

Z’
’, 

Ω

 

Figura 16.- Diagramas de Nyquist de (ο) GT, (ο) Aucol‐GT, (ο) Tir‐Aucol‐GT, (ο) Tir‐
GT, en disolución K4Fe(CN)6 / K3Fe(CN)6 5mM en KCl 0.1 M.  

En  la Tabla 8 se recogen  los valores de  la resistencia a  la transferencia de 

carga, Rct , calculados a partir del diámetro del semicírculo de los diagramas de 

Nyquist. Como puede observarse,  el valor de dicha  resistencia disminuye  en 

presencia de nanopartículas de oro lo que pone de manifiesto, una vez más, que 

la modificación con oro coloidal facilita la transferencia electrónica. 

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 compósito preparado en ausencia del nanomaterial es superior al del 

mismo biosensor modificado con nanopartículas de oro. 
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Tabla 8.‐  Resultados obtenidos mediante EIS para un  electrodo de GT, Aucol‐GT y 
los biosensores Tir‐GT y Tir‐Aucol‐GT 

ELECTRODO  Rct, Ω  k° cm/s  CPE, μF  n 
GT  4500 ± 600  1.69 x 10‐ 4  (580 ± 90) (0.71 ± 0.06) 

Aucol‐GT  790 ± 80  4.21 x 10‐ 4  (25 ± 7)  (0.71 ± 0.08) 
Tir‐GT  1500 ± 80    (128 ± 3)  (0.57 ± 0.06) 

Tir‐Aucol‐GT  1070± 90    (27 ± 3)  (0.63 ± 0.04) 
Nivel de siginificación: 0.05 

Como puede observarse en la Figura 16, en ningún 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 electrónica, ko, a 

partir de la resistencia a la transferencia de carga medida en la región 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 ko obtenidos, para los electrodos de 

grafito‐Teflón  y  Aucol‐grafito‐Teflón,  observándose  como  la  presencia  de  las 

nanopartículas  de  oro  favorecen  la  cinética  de  la  transferencia  electrónica 

obteniéndose un mayor valor de dicha constante. 

En  cuanto  a  los  valores  de  n  obtenidos  para  los  diferentes  electrodos 

compósitos, 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 aún más de la unidad, aproximándose a 0.5 

más 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 cálculo del área activa de los electrodos necesaria para el cálculo de la 

constante  de  transferencia  electrónica,  se  realizó mediante  voltamperometría 

cíclica  y  cronoamperometría  siguiendo  los  procedimientos  descritos  en  el 

apartado  II.2.3.  En  la  Tabla  9  se muestran  los  valores  obtenidos  para  ambos 

electrodos por las diferentes técnicas. 

Tabla 9.‐ Cálculo del área activa de los electrodos Aucol‐GT y GT. 

ELECTRODO 
VOLTAMPEROMETRÍA 

CÍCLICA (cm2)   CRONOAMPEROMETRÍA (cm2) 

Aucol‐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 área 

muy  similares,  obteniéndose,  como  era  de  esperar,  un mayor  valor  del  área 

activa en  la  superficie modificada con oro coloidal. A modo de ejemplo en  la 

Figura  17,  se muestran  los  voltamperogramas  cíclicos  realizados  con  ambos 

biosensores para una disolución de ferrocianuro potásico 5 x 10 ‐4 M en KCl 1 M. 

-0.30 -0.05 0.20 0.45 0.70

E / V

25 µA

-0.30 -0.05 0.20 0.45 0.70
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Figura 17.‐  Voltamperogramas cíclicos de ferrocianuro potásico 5 x 10‐4 M en KCl 1 M 
a 0.3 V/ s. . (─) grafito‐Teflón y (─) Aucol‐grafito‐Teflón. 
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En  los voltamperogramas  cíclicos obtenidos  se puede apreciar  como  la 

presencia de las nanopartículas 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 área superficial activa. 

Se  han  calculado  también  los  coeficientes  de  difusión  y  de  transferencia 

electrónica para el fenol (α) sobre el electrodo compósito de grafito‐Teflón y sobre 

este electrodo modificado con nanopartículas de oro. Para ello se han empleado 

las  técnicas  de  cronoamperometría  y  voltamperometría  cíclica  aplicando  los 

procedimientos descritos en los apartados II.2.4 y II.2.5.  

La  técnica  cronoamperométrica  implica  la  aplicación  de  un  salto  de 

potencial desde un valor al cual no tiene lugar electrolisis (i=0) hasta un valor al 

cual el proceso está controlado por difusión. La elección de dichos potenciales 

se  realizó  a  partir  del  registro  de  los  voltamperogramas  cíclicos 

correspondientes, que se muestran en la Figura 18 donde se han señalado dichos 

valores de potencial (0.5 y 0.8 V). 
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Figura 18 –  Voltamperogramas cíclicos para una disolución de fenol 0.5 mM (⎯  ) y 
una disolución de fondo (⎯ ). Medio TRIS 0.1 M a pH 7.0; v = 50 mV/s   
(a) grafito‐Teflón y (b) Aucol‐grafito‐Teflón. 
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En  las  Figuras  19  y  20  se  recogen  los  cronoamperogramas 

correspondientes a disoluciones de fenol de diferente concentración empleando 

un  electrodo  de  grafito‐Teflón  y  Aucol‐grafito‐Teflón  respectivamente. 

Asimismo,  se muestran  las  representaciones de  la  corriente  en  función de  la 

inversa  de  la  raíz  cuadrada  del  tiempo.  Los  coeficientes  de  difusión  se  han 

calculado a partir de la representación de las pendientes de las rectas anteriores 

en función de la concentración de fenol utilizando la ecuación de Cottrell [Zare, 

2006]. 
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Figura 19.‐  (a)  Respuesta  cronoamperométrica  del  electrodo  grafito‐Teflón  en medio 
regulador TRIS 0.1 M de pH 7.0 a 0.8 V para diferentes concentraciones 
de fenol. Los números 1‐4 corresponden a fenol 0.2, 0.5, 0.7 y 0.9 mM. (b) 
Representación de i vs. 1/t1/2 obtenidas a partir de los cronoamperogramas. 
(c) Representación de las pendientes vs. concentración de fenol. 
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Figura 20.  (a)  Respuesta  cronoamperométrica  del  electrodo  Aucol‐grafito‐Teflón  en 
medio  regulador  TRIS  0.1  M  de  pH  7.0  a  0.8  V  para  diferentes 
concentraciones de fenol. Los números 1‐3 corresponden a fenol 0.5, 0.7 y 
0.9  mM.  (b)  Representación  de  i  vs.  1/t1/2  obtenidas  a  partir  de  los 
cronoamperogramas.  (c)  Representación  de  las  pendientes  vs. 
concentración de fenol. 

Los valores de  los coeficientes de difusión obtenidos han sido de 2.95 x 

10‐6 y de 4.52 x 10‐6 cm2/s empleando el electrodo de grafito‐Teflón y el electrodo 

modificado con nanopartículas 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 verificó la influencia de la velocidad de barrido de potencial sobre la 

intensidad y el potencial de pico obtenidos mediante voltamperometría cíclica 

con  los  electrodos  de  grafito‐Teflón  y  grafito‐Teflón  modificado  con 

nanopartículas  de  oro.  En  la  Figura  21  se  muestran  los  voltamperogramas 

correspondientes. 
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Figura 21.‐ Voltamperogramas cíclicos obtenidos para una disolución de fenol 5 x 10‐4 
M en medio TRIS 0.1 M de pH 7.0 sobre un electrodo de grafito‐Teflón (a) 
y Aucol‐grafito‐Teflón (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 disolución de fenol 5 x 10‐4 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 10‐4 M empleando un electrodo de grafito‐
Teflón y un  electrodo de grafito‐Teflón modificado con nanopartículas de 
oro. 

ip, μA  Ep, mV v, 
mV/s  GT  Aucol‐GT GT  Aucol‐GT
10  1.18 1.81  674 620 
20  2.23 2.79  691 630 
25  2.43 3.66  693 632 
50  4.86 6.69  682 644 
100  7.85 9.92  700 671 
200  12.2 16.1  724 674 
300  17.1 20.9  735 693 
500  23.4 23.7  739 720 
750  27.7 35.2  741 744 
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Como  puede  observarse,  el  potencial  de  pico  aumenta  ligeramente  a 

medida  que  aumenta  la  velocidad  de  barrido  de  potencial  utilizando  ambas 

superficies  electródicas,  siendo  estos  valores  siempre  ligeramente  menos 

positivos  con  el  electrodo  nanoestructurado  que  los  correspondientes  al 

electrodo de grafito‐Teflón. 

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 nanopartículas de oro, 

dado el conocido efecto catalítico que ejercen las nanopartículas 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 

electródicas,  observándose  en  ambos  casos  una  línea  recta,  de  pendiente 

comprendida entre 0.5 y 1.0, lo que indica que se trata de un sistema que no está 

totalmente controlado por difusión,  sino que presenta una cierta contribución 

de adsorción [Xiao, 2008]. 

log ip = 0.6681 log v - 4.3548
R2 = 0.9901

log ip = 0.7286 log v - 4.4194
R2 = 0.9946
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Figura 22.‐  Representación del  logaritmo de  la  intensidad de pico vs.  logaritmo de  la 
velocidad de barrido para una disolución de fenol 5 x 10‐4 M en TRIS 0.1 
M  de  pH  7.0,  empleando  un  electrodo  de  grafito‐Teflón  (⎯)  y  Aucol‐
grafito‐Teflón (⎯ ). 
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A  partir  del  cálculo  de  las  pendientes  de  Tafel,  se  ha  obtenido  el 

parámetro αna 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  región  del 

voltamperograma en  la que  la  intensidad es  inferior al 10% de  la corriente de 

pico,  zona  en  la que  la  respuesta  está  afectada únicamente por  la  cinética de 

transferencia  electrónica  entre  la  especie  electroactiva  y  la  superficie  del 

electrodo [Banks, 2005]. Para ello, es necesario la eliminación de la contribución 

del  electrolito  soporte  por  extrapolación  lineal  de  la  respuesta  obtenida  a 

potenciales previos a  la oxidación del fenol. De esta forma,  los valores medios 

(n=10)  de  αna  empleando  un  electrodo  de  grafito‐Teflón  y  grafito‐Teflón 

modificado con nanopartículas de oro han sido de 0.43 y 0.48 respectivamente. 

Estos valores ponen de manifiesto que el número 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 

electródicos [Hart, 1997]. 

III.1.2.2.  Aspectos más relevantes del biosensor Tir‐Aucol‐GT 

Las ventajas de combinar el empleo de una matriz compósita como es la 

de  grafito‐Teflón  para  la  inmovilización  de  enzimas  y  la  incorporación  de 

nanopartículas  de  oro  en  dicha  matriz  tridimensional,  ha  permitido  el 

desarrollo  de  un  biosensor  de  tirosinasa  con  características  analíticas  que 

mejoran las obtenidas con otros biosensores de tirosinasa ya existentes. Por otra 

parte, la regeneración de la superficie del biosensor y por tanto de su actividad, 

mediante  un  simple  pulido,  junto  con  las  ventajas  que  proporcionan  las 

nanopartículas  de  oro  reteniendo  la  actividad  biológica  de  la  proteína,  ha 

permitido  construir  un  biosensor  reutilizable  y  reproducible  con  una  alta 

estabilidad y tiempo de vida útil. 
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A modo  de  comparación,  en  la  Tabla  11  se  recogen  las  características 

analíticas  obtenidas  con  distintos  biosensores  electroquímicos  de  tirosinasa 

encontrados en  la bibliografía,  incluyendo  las proporcionadas por el biosensor 

compósito Tir‐Aucol‐GT desarrollado en esta Memoria. 

Tabla 11.‐   Características  analíticas  de  diferentes  biosensores  electroquímicos  de 
tirosinasa utilizando fenol como sustrato. 

Electrodo  Sensibilidad*  LD, μM  KMapp, M  Tiempo de 
vida útil 

Ref. 

Tir‐PEDT‐GCE  608 mA M‐1cm‐2  0.05   
Retiene  30%  de  la 
actividad  después 
de 12 días 

[Verdíne,2003]

Tir‐sol‐gel‐TiO2  103 mA M‐1  0.1  2.9 x 10‐4 
Retiene  94%  de  la 
actividad  después 
de 80 días  

[Yu, 2003] 

Tir‐sol‐gel‐SiO2  23.1 mA M‐1  0.1   
Retiene  73%  de  la 
actividad  después 
de 3 semanas 

[Wang, 2000] 

Tir‐MPA‐AuE  13.9 mA M‐1  0.088  1.5 x 10 ‐4  5 días  [Campuzano, 
2003] 

Tir/GDH‐Clark  6.6 mA M‐1  0.01      [Streffer, 2001 

Tir‐RVC  8.2  mA M‐1  0.26    20 días  [Peña, 2001] 

Tir‐HRP‐SPCE 
1300 mA M‐1 cm‐2

62.3 mA M‐1 
0.0025   

Retiene  92%  de  la 
actividad  después 
de 60 días 

[Chang, 2002] 

Tir‐GT  280 mA M‐1  0.09  7.76 x 10‐5  30 días  [Serra, 2002] 

Tir‐C‐epoxy  0.794 mA M‐1  1.0    30 días  [Önnerfjord 
1995] 

Tir‐CPE  0.810 mA M‐1  15      [Wang, 1994] 

Tir‐Aucol‐CPE  23 mA M‐1  0.0061  5.36 x 10‐5  2 semanas  [Liu, 2003c] 

Tir‐nAu‐GCE  82 mA M‐1  0.21  1.4 x 10‐4  18 días  [Carralero‐
Sanz, 2005] 

Tir‐Aucol‐GT 
540 mA M‐1 

7643 mA M‐1 cm‐2
0.02  8.9 x 10‐6  39 días  Este trabajo 

*Expresada como pendiente del calibrado; GCE: electrodo de carbono vitrificado; PEDT: 
poli(3,4‐etilendioxitiofeno);  MPA:  ácido  3‐mercaptopropionico;  GDH.  Glucosa 
deshidrogenasa;  RVC:  carbono  vítreo  reticulado;  SPCE:  electrodo  de  carbono 
serigrafiado; CPE: electrodo de pasta de carbono; GT: grafito‐Teflón. 
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Es de destacar como el biosensor de Tir‐Aucol‐GT permite conseguir una 

mejora significativa en la sensibilidad para la detección del fenol, tal y como se 

deduce del valor obtenido para la pendiente del calibrado de dicho compuesto, 

que es, como mínimo, un orden de magnitud más elevada que  las reportadas 

para  otros  biosensores  de  tirosinasa.  Es  interesante  señalar  que  el  segundo 

biosensor más  sensible  es  el de Tir‐GT.  Si  se  comparan  estas  configuraciones 

electródicas más sensibles, puede deducirse que la presencia del oro coloidal en 

la matriz compósita es el responsable del marcado  incremento que se produce 

en la sensibilidad. 

En cuanto al límite de detección, sólo dos de los biosensores recogidos en 

la Tabla poseen un valor algo inferior al obtenido con el electrodo Tir‐Aucol‐GT 

desarrollado, a pesar de poseer ambos una sensibilidad muy inferior (62.3 y 23 

mA M‐1 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‐Aucol‐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 configuración y, por  tanto, una mayor sensibilidad. Este hecho 

pone  de  manifiesto  la  existencia  de  una  mayor  cantidad  de  enzima  activa 

inmovilizada  sobre  la  superficie  electródica,  como  consecuencia  de  la mejor 

inmovilización de la biomolécula sobre las nanopartículas de oro. 

Otro parámetro de gran relevancia que aparece reflejado en  la Tabla 11, 

es el  tiempo de vida útil del biosensor. Como puede observarse, el  tiempo de 

vida de los distintos biosensores que aparecen en la Tabla varía mucho de unas 

configuraciones  a  otras,  siendo  el  biosensor  de  Tir‐Aucol‐GT  uno  de  los  que 
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mayor  tiempo de vida útil presenta. Esto puede atribuirse, por una parte, a  la 

posibilidad de regenerar la superficie electródica por simple pulido y, por otra, 

a  la  incorporación de  las nanopartículas de oro a  la matriz  tridimensional que 

mejora  la  inmovilización de  la enzima reteniendo su actividad biológica  [Pan, 

2003]. 

Con el  fin de verificar el efecto catalítico que ejercen  las nanopartículas 

de  oro  en  la  respuesta  del  biosensor,  se  han  comparado  las medidas  de  la 

intensidad  de  corriente  en  estado  estacionario  obtenidas  empleando  el 

biosensor  compósito  desarrollado  (Tir‐Aucol‐GT),  con  las  correspondientes  al 

biosensor  preparado  de  forma  análoga    pero  en  ausencia  del  nanomaterial 

[Serra, 2002]. En  la Tabla 12 se muestran  los resultados obtenidos para  tres de 

los compuestos fenólicos estudiados con ambos biosensores. 

Tabla 12.‐   Características  analíticas  obtenidas  para  diferentes  compuestos  fenólicos 
con los biosensores compósitos de Tirosinasa en presencia y ausencia de oro 
coloidal. 

Biosensor  Intervalo 
Lineal (μM) 

Sensibilidad (mA/M) Límite de  
Detección (μM) 

Fenol 
Tir‐Aucol‐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 modificación del biosensor compósito con las 

nanopartículas  de  oro mejora  las  características  analíticas  alcanzadas  con  el 
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biosensor de Tir‐GT, consiguiéndose una mayor sensibilidad y menores límites de 

detección para la determinación de los diferentes compuestos fenólicos. 

Una vez comprobado el efecto catalítico de  las nanopartículas de oro y 

con  el  fin  de  conocer  si  la  catálisis  afecta  a  la  reacción  electroquímica  de 

reducción de la quinona en la superficie electródica y/o a la reacción enzimática 

de oxidación del catecol a quinona, se han realizado medidas de  la  intensidad 

de corriente en estado estacionario para una disolución de 2,4‐benzoquinona 5 

μM  empleando un  electrodo de grafito‐Teflón  en presencia y  en  ausencia de 

nanopartículas de oro. Asimismo, se han realizado medidas correspondientes a 

disoluciones  de  fenol  de  concentración  5  μM  empleando  un  biosensor  de 

grafito‐Teflón  modificado  con  oro  coloidal  y  sobre  otro  en  ausencia  de  las 

nanopartículas metálicas. En  la Tabla 13 se recogen  los valores obtenidos para 

las intensidades en cada caso. 

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

ELECTRODO 
2,4‐BENZOQUINONA 

5μM, μA 
FENOL 
5 μM, μA 

GT  (0.0464 ± 0.002)  ‐ 
Aucol‐GT  (0.106 ± 0.008)  ‐ 
Tir‐GT  ‐  (0.94 ± 0.10) 

Tir‐Aucol‐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‐Teflón como con el biosensor de tirosinasa. La respuesta del 

biosensor es aproximadamente 2.5 veces mayor con el biosensor que contiene 

las  nanopartículas  de  oro  que  con  el  que  no  las  contiene.  Estos  resultados 

permiten deducir que  la presencia de oro  coloidal  en  la matriz  compósita de 

grafito‐Teflón  es  responsable del  aumento  tanto  de  la  cinética de  la  reacción 
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enzimática  de  los  sustratos  fenólicos,  como  de  la  cinética  de  la  reacción  de 

reducción electroquímica de la correspondiente o‐quinona [Liu Y., 2003]. 

En  cuanto  a  la  aplicación  del  biosensor  desarrollado  al  análisis  de 

muestras  reales,  la  sencillez en el procedimiento de medida y el poco  tiempo 

requerido  para  el  análisis  ha  permitido  la  determinación  de  compuestos 

fenólicos  en  distintos  tipos  de  aguas,  así  como  en muestras  de  alpechín.  En 

ambos  casos,  los  resultados obtenidos  se  compararon  con  los proporcionados 

por otros métodos analíticos de uso común. 

Con  el  fin  de  comprobar  si  la  metodología  desarrollada  podía  ser 

utilizada para proporcionar  la  información necesaria  acerca del  contenido de 

compuestos  fenólicos,  se  analizaron  varias  muestras  de  agua  de  diferentes 

características. La primera de ellas consistió en una muestra sintética preparada 

en el laboratorio, que fue enriquecida con tres compuestos fenólicos diferentes, 

fenol  en  concentración  1  μM,  3,4‐dimetilfenol  2.5  μM y  4‐cloro‐2‐metilfenol  1 

μM. 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  refinería y han  sido 

tomadas en diferentes días y en distintas etapas del proceso de purificación. El 

procedimiento  llevado  a  cabo  para  la  determinación  amperométrica  del 

contenido  fenólico  se describe en el apartado  II.2.6, aplicándose el método de 

adiciones estándar y expresándose el índice fenólico 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  índice  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 
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estos métodos hacia los diferentes compuestos fenólicos. En el caso del método 

espectrofotométrico, la diferencia en la respuesta se debe a que la estructura del 

compuesto fenólico influye en la interacción con la 4‐aminoantipirina. Así, por 

ejemplo,  compuestos  fenólicos  sustituidos  en  posición  para‐  como  3,4‐

dimetilfenol y 4‐cloro‐2‐metilfenol, no dan prácticamente  respuesta, por  tener 

impedida  la  posición  más  activa  para  la  interacción  con  el  reactivo 

derivatizante.  Tampoco  reaccionan  los  fenoles  muy  desactivados  como  los 

cloro‐  o  nitrofenoles  muy  sustituidos.  Este  hecho  puede  explicar  la  baja 

concentración  de  fenol  obtenida  por  el método  espectrofotométrico  para  las 

muestras  que  contienen  estos  compuestos.  Por  otro  lado,  las  muestras  que 

contienen compuestos  fenólicos con  la posición orto‐ sustituída 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 fenólicos que presentan ocupada la posición orto‐. 

Tabla 14.‐  Estimación  del  contenido  de  compuestso  fenólicos  en muestras  de  aguas 
procedentes de una refinería. 

MUESTRA 
Tir‐Aucol‐GT  
(mol L‐1 fenol) 

Método espectrofotométrico 
4‐aminoantipirina (mol L‐1 fenol) 

Enriquecida (3.9 ± 0.4) x 10 ‐6 (1.1 ± 0.2) x 10 ‐6 
M1  (10 ± 2) x 10 ‐6  (1.5 ± 0.4) x 10 ‐6 
M2  (6 ± 1) x 10 ‐6  (1.20 ± 0.04) x 10 ‐6 
M3  (1.1 ± 0.2) x 10 ‐4 (5.5 ± 0.4) x 10 ‐6 

A pesar de  las diferencias en  los valores numéricos que se obtienen por 

ambos  métodos,  se  observa  una  buena  correlación  (r2=0.9997)  entre  ambas 

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

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

análisis considerablemente menor respecto al método espectrofotométrico. 

Como ya  se ha  comentado,  el biosensor  compósito  se ha  aplicado  a  la 

determinación  del  contenido  total  de  fenoles  en  muestras  de  alpechín.  El 

alpechín es un líquido negruzco originado en las almazaras como subproducto 

en  la  obtención  del  aceite  de  oliva,  que  se  caracteriza  por  ser  altamente 

contaminante  debido  al  elevado  contenido  de  materia  orgánica  (polifenoles 

entre otros compuestos) y a la gran cantidad de sustancias disueltas que posee. 

Su degradación en la naturaleza o en plantas depuradoras es difícil, por lo que 

su  efecto medioambiental puede  ser muy dañino. Al  tratarse de un producto 

natural, su composición no es constante, variando según el tipo de aceituna, la 

estación, tipo de recogida y sobre todo con el proceso industrial empleado en la 

obtención del aceite.  

Con  respecto  a  las muestras  analizadas,  las  denominadas Martos  2  y 

Martos 2 a, b y c proceden de una almazara en la que la obtención de aceite de 

oliva  se  realiza  empleando  un  sistema  por  presión,  siendo  el  contenido  de 

compuestos fenólicos superior que en las muestras resultantes del empleo de un 

sistema  por  centrifugación.  El  resto  de  las muestras, Martos  1, Almendralejo 

(Badajoz)  y  Villarejo  de  Salvanés  (Madrid),  proceden  de  un  sistema  de 

extracción por centrifugación, de dos fases en  la primera y de tres fases en  las 

dos últimas muestras. 

  En  la Tabla 15  se muestra  la estimación del  contenido  fenólico de estas 

muestras  empleando  el  biosensor  compósito  de  tirosinasa  desarrollado. 

Asimismo,  se muestran  los  resultados  obtenidos  con  un  biosensor  de  lacasa 

preparado en el laboratorio [Mena, 2005b], así como los proporcionados por el 

método  espectrofotométrico  de  Folin‐Ciocalteau.  En  todos  los  casos  el 
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contenido  fenólico  se  expresa  como  g/L  de  ácido  cafeico.  Cada  uno  de  los 

valores corresponden al valor medio de 5 determinaciones de cada una de  las 

muestras,  indicándose el  intervalo de confianza para un nivel de significación 

de 0.05. 

Tabla 15.‐ Estimación del contenido de compuestos fenólicos en alpechín  

MUESTRA 

BIOSENSOR 
(g L‐1 ác. Cafeico) 

Tir‐Aucol‐GT       Lac‐NSTP‐AuE 

MÉTODO 
ESPECTROFOTOMÉTRICO 
FOLIN‐ CIOCALTEAU 
(g L‐1 ác. Cafeico) 

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  7.2 ± 0.5 
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  2.4 ± 0.2 
Martos 2c  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  alícuota de  la muestra  a  10 mL de disolución 

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 empleó regulador citrato 0.1 M de pH 

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

método de adiciones estándar.  

En la Figura 23 se muestra la representación gráfica correspondiente a los 

resultados obtenidos utilizando ambos biosensores. 
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Figura 23.‐ Correlación entre los resultados obtenidos para la estimación del contenido 
de compuestos fenólicos en muestras de alpechín empleando los biosensores 
de Tir‐Aucol‐GT y de Lac‐NSTP‐AuE. 

Se  observa  una  correlación  aceptable  empleando  ambos  tipos  de 

biosensores, obteniéndose una ordenada en el origen que incluye el cero, lo que 

indica  la  no  existencia  de  errores  sistemáticos.  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 

enzimáticos empleados, por los diferentes compuestos fenólicos. De hecho, hay 

que  tener  en  cuenta  que  la  Tirosinasa  presenta  una  especificidad  limitada  a 

compuestos  monofenólicos  y  catecoles  con  una  posición  orto‐  del  anillo 

aromático  libre  o  bien  ocupada  por  un  grupo  –OH.  Además,  no  muestra 

actividad  para  la  oxidación  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  fenólicos  sustituidos  por  grupos  dadores  de  electrones  y  grupos 

con dobles  enlaces  conjugados  como  es  el  caso del  ácido  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  compósito  de  tirosinasa  desarrollado  frente  a  los  resultados 

proporcionados por el método de Folin‐Ciocalteau. 
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Figura 24.‐ Correlación entre los resultados obtenidos para la estimación del contenido 
de  compuestos  fenólicos  en muestras  de  alpechín  empleando  el  biosensor 
Tir‐Aucol‐GT y el método espectofotométrico de Folin‐Ciocalteau. 

Como  puede  observarse,  no  existen  errores  sistemáticos  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 metodologías. 

Finalmente cabe destacar la buena correlación (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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III.1.3.  COMPARACIÓN 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 determinación de compuestos fenólicos en diferentes tipos de 

muestras. Como ya se ha comentado, en cada uno de ellos se ha empleado un 

procedimiento  diferente  de  inmovilización  de  las  nanopartículas  de  oro 

dependiendo de la matriz electródica empleada, que presentan algunas ventajas 

así como también algunos inconvenientes. 

En cuanto al biosensor de tirosinasa que utiliza un electrodo de carbono 

vitrificado,  la  incorporación  de  las  nanopartículas  de  oro  en  la  superficie 

electródica se ha llevado a cabo mediante electrodeposición. Este procedimiento 

de modificación de la superficie con el nanomaterial resulta ser bastante simple 

y rápido, comparado con otros procedimientos que requieren la preparación de 

una disolución de oro coloidal, en los que las nanopartículas metálicas forman 

parte  de  la  matriz  electródica  o  bien  se  adsorben  sobre  su  superficie  tras 

sumergir  el  electrodo  durante  un  periodo  de  tiempo,  siempre  superior  al 

necesario en la electrodeposición. Una de las principales ventajas que presenta 

este  procedimiento  de modificación  es  que  basta  con  fijar  el  potencial  y  el 

tiempo  necesario  de  aplicación  para  controlar  el  tamaño  deseado  de  las 

nanopartículas,  obteniéndose  resultados  muy  reproducibles.  La  principal 

desventaja  frente  al  biosensor  de  tirosinasa  basado  en  la  inclusión  de  las 

nanopartículas de oro junto con la enzima en el interior de la matriz electródica 

es  un  menor  tiempo  de  vida  útil,  además  de  no  existir  la  posibilidad  de 

regenerar la superficie electródica por simple pulido. 

A  continuación  se  comparan  las  características  analíticas  para  la 

detección  de  dos  compuestos  fenólico,  fenol  y  catecol,  empleando  los  dos 
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biosensores  desarrollados  en  esta  Memoria.  La  elección  de  estos  dos 

compuestos  se  debe  a  que  son  los más  empleados  en  la  realización  de  los 

diferentes estudios de optimización. En la Tabla 16 se recogen el intervalo lineal, 

la pendiente del calibrado, así como los límites de detección obtenidos en cada 

caso. 

Tabla 16‐.   Comparación  de  las  características  analíticas  para  la  detección 
amperométrica  de  fenol  y  de  catecol  empleando  los  biosensores 
desarrollados. 

ELECTRODO  Tir‐nAu‐GCE Tir‐Aucol‐GT 

Fenol 

Intervalo lineal,μM  1 – 40  0.025 ‐ 4.0 

Sensibilidad, A/ M  0.082  0.540 

Límite de detección, μM 0.21  0.020 

Catecol 

Intervalo lineal,μM  0.5 – 50  0.010 ‐ 8.0 

Sensibilidad, A/ M  0.107  0.746 

Límite de detección, μM 0.15  0.003 

Los  resultados  obtenidos,  tanto  para  el  fenol  como  para  el  catecol, 

empleando  el  biosensor  compósito  revelan  una  mayor  sensibilidad  que  la 

obtenida  con  el  biosensor  basado  en  el  electrodo  de  carbono  vitrificado 

modificado  con  nanopartículas  electrodepositadas.  Esta  alta  sensibilidad  se 

debe  fundamentalmente a dos  factores. Por un  lado, a  la rápida cinética de  la 

reacción  enzimática,  obteniéndose  con  el  biosensor  compósito  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 

enzimática  más  rápida  lo  es  también  cuando  se  compara  el  biosensor 
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compósito,  con  otros  diseños  de  biosensores  encontrados  en  la  bibliografía, 

como  ya  se  ha  comentado. Por  otro  lado,  la presencia del  oro  coloidal  en  la 

matriz  compósita  aumenta  también  la  cinética  de  la  reacción  de  reducción 

electroquímica  de  la  correspondiente  o‐quinona.  En  cuanto  a  los  límites  de 

detección  obtenidos  con  el  biosensor  compósito  éstos  son,  como mínimo,  un 

orden de magnitud  inferior que  los alcanzados  con  el biosensor basado  en  el 

empleo  del  electrodo  de  carbono  vitrificado modificado    con  nanopartículas 

electrodepositadas.  

Finalmente  destacar  que  ambos  biosensores  presentan  una  elevada 

estabilidad operacional, así como proporcionan una excelente repetibilidad de 

las medidas y una elevada reproducibilidad en su fabricación.  

Todas  estas  características  operacionales  favorables  han  permitido 

aplicar  ambos  biosensores  a  la  determinación  de  compuestos  fenólicos  en 

muestras reales con resultados satisfactorios. 
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III.2. DESARROLLO  DE  INMUNOSENSORES  BASADOS  EN 

SUPERFICIES COMPÓSITAS NANOESTRUCTURADAS 

El  empleo  de  inmunosensores  electroquímicos  como  herramienta 

analítica  constituye  una  excelente  alternativa  para  el  análisis  de  alimentos, 

clínico  y  medioambiental.  El  empleo  de  anticuerpos  proporciona  la 

especificidad necesaria para este tipo de análisis, mientras que el procedimiento 

de medida  electroquímica permite una  alta  sensibilidad  en  la detección y un 

bajo coste de la instrumentación y en la fabricación de los biosensores. 

En este  trabajo se ha hecho uso de un electrodo compósito de grafito y 

Teflón  estructurado  con  nanopartículas  de  oro,  Aucol‐grafito‐Teflón,  como 

matriz  electródica para  la preparación de diferentes  inmunosensores. De  esta 

forma  se  combinan  las  ventajas  conocidas  del  empleo  de  un  electrodo 

compósito  y  la  incorporación  de  nanopartículas  de  oro  en  la matriz  para  la 

inmovilización  de  las  biomoléculas,  proporcionando  unas  excelentes 

características, de sensibilidad, selectividad y de estabilidad operacional. 

Se  han  preparado  tres  inmunosensores  haciendo  uso  de  electrodos 

compósitos  de  grafito‐Teflón modificados  con  nanopartículas  de  oro,  dos  de 

ellos para  la determinación de progesterona  y uno para  la determinación de 

inmunoglobulina  G,  habiéndose  aplicado  al  análisis  de  leche  y  suero, 

respectivamente.  
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III.2.1.  INMUNOSENSORES  COMPÓSITOS  PARA  LA  DETERMINACIÓN 

DE PROGESTERONA 

La importancia del desarrollo de dispositivos que permitan obtener bajos 

límites de detección para  la monitorización diaria de progesterona en  leche se 

debe principalmente al gran  interés existente en  la predicción de  los períodos 

de fertilidad de  las vacas, ya que tras  la ovulación  los niveles de progesterona 

decaen bruscamente  a  concentraciones  comprendidas  entre  1 y  5 ng mL‐1. La 

necesidad  de mejorar  los métodos  existentes  implica  la  disminución  de  los 

límites  de  detección,  así  como  el  aumento  de  la  sensibilidad.  Con  el  fin  de 

alcanzar  estos  objetivos,  se  han  desarrollado  dos  inmunosensores 

electroquímicos para la determinación de esta hormona, uno de ellos basado en 

el empleo del electrodo compósito Aucol‐grafito‐Teflón y el otro en la utilización 

de un biosensor de Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón como transductor amperométrico. 

A  continuación  se  comentan  los  aspectos  que  se  han  considerado más 

relevantes de  cada uno de  estos  inmunosensores,  así  como  los  resultados de 

algunos  otros  estudios  que  no  aparecen  recogidos  en  las  publicaciones 

correspondientes. 

III.2.1.1.  INMUNOSENSOR  BASADO  EN  EL  EMPLEO  DE  UN  ELECTRODO 

COMPÓSITO  DE  GRAFITO‐TEFLÓN  MODIFICADO  CON 

NANOPARTÍCULAS DE ORO 

III.2.1.1.1.  Estudio  de  la  oxidación  electroquímica  del  naftol  sobre 

electrodos  de  grafito‐Teflón  y  grafito‐Teflón  modificado  con 

nanopartículas 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 reacción enzimática 
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es  el  naftol,  se  consideró  conveniente  realizar  estudios  sobre  la  oxidación 

electroquímica del naftol sobre las superficies electródicas empleadas. 

Con  objeto  de  comprobar  el  efecto  catalítico  que  ejercen  las 

nanopartículas  de  oro  sobre  la  oxidación  de  dicho  compuesto,  se  evaluó  la 

influencia  de  la  velocidad  de  barrido  de  potencial  sobre  la  intensidad  y  el 

potencial de pico mediante voltamperometría  cíclica  empleando un  electrodo 

de  grafito‐Teflón  modificado  con  nanopartículas  de  oro.  Con  fines 

comparativos, se llevó a cabo el mismo estudio sobre un electrodo sin modificar 

con el nanomaterial. 

En  la Figura 24  se muestran  los voltamperogramas  cíclicos a diferentes 

velocidades  de  barrido  para  una  disolución  de  naftol  5  x  10  ‐4 M  en medio 

dietanolamina 0.1 M de pH 10.0 sobre ambas superficies electródicas. 
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Figura  24.‐ Voltamperogramas  cíclicos para una disolución de naftol  5 x 10‐4 M  en 
medio DEA 0.1 M de pH 10.0, sobre un electrodo de grafito‐Teflón (a) y 
un electrodo de Aucol‐grafito‐Teflón (b) a diferentes velocidades de barrido, 
⎯ 5, ⎯ 20, ⎯ 50, ⎯ 100, ⎯ 200, ⎯ 300 mV/s.  

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. Además,  sobre  el  electrodo modificado  con nanopartículas de oro 

los picos de  oxidación del naftol  son más  estrechos  y  aparecen  a potenciales 

menos positivos que en ausencia del nanomaterial, lo que se atribuye al efecto 

catalítico que ejercen  las nanopartículas de oro en  la oxidación del compuesto 

fenólico. 

Asimismo,  se  aprecia  un  aumento  de  la  intensidad  de  pico  con  la 

velocidad  de  barrido,  siendo  superior  para  el  electrodo  de  grafito‐Teflón 

modificado con nanopartículas de oro, atribuible igualmente al efecto catalítico 

que ejercen las nanopartículas 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 electródicas, observándose un ajuste lineal en ambos casos. Cuando 

se empleó un electrodo de grafito‐Teflón modificado con nanopartículas de oro 

la pendiente de  la recta obtenida  fue de 0.67,  lo que  indica que se  trata de un 

sistema que no está totalmente controlado por difusión, sino que presenta una 

cierta componente catalítica. Por otro lado, cuando se trabajó con un electrodo 

de grafito‐Teflón se obtuvo un valor de la pendiente de la recta muy próxima a 

0.5, lo que indica que en este caso el proceso sí está controlado por difusión. 
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log ip = 0.5134 log v - 4.167
R2 = 0.9982

log ip= 0.6723 log v- 4.4032
R2 = 0.9867
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Figura  26.‐  Representación  del  logaritmo  de  la  intensidad  de  corriente  frente  al 
logaritmo de la velocidad de barrido para una disolución de naftol 5 x 10‐4 
M empleando un electrodo de grafito‐Teflón (• ) y Aucol‐grafito‐Teflón(•). 

Otros parámetros calculados empleando estas superficies electródicas han 

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

Los valores obtenidos para  los coeficientes de difusión del naftol calculados 

mediante cronoamperometría (apartado II.2.4.) son 3.87 x 10‐6 cm2/s y 2.75 x 10 ‐6 

cm2/s  para  los  electrodos  de  grafito  Teflón  y  de  Aucol‐grafito‐Teflón 

respectivamente. Como  era de  esperar,  los  coeficientes de difusión 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 fenólico al electrodo. 

El valor de αna, calculado mediante  las correspondientes pendientes de 

Tafel,  es de  0.53 y  0.45 para  el  electrodo de grafito‐Teflón y de grafito‐Teflón 

modificado  con  nanopartículas  de  oro,  respectivamente.  Estos  valores, 

próximos  a  0.5,  indican  que  se  intercambia  un  único  electrón  en  la  etapa 

limitante de la velocidad. En el caso del electrodo de grafito‐Teflón, como ya se 

ha  demostrado  anteriormente,  el  proceso  de  transferencia  electrónica  está 
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controlado por difusión, por lo que dicho parámetro también puede calcularse a 

partir de la pendiente de la representación de la intensidad de corriente frente a 

la raíz cuadrada de la velocidad de barrido ó a partir de la diferencia entre los 

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

obteniéndose  unos  valores  de  αna  de  0.49  y  0.41  por  ambos  métodos 

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

Tafel. 

III.2.1.1.2.  Aspectos  más  relevantes  del  inmunosensor  basado  en  un 

electrodo Aucol‐grafito‐Teflón 

El  inmunosensor de progesterona desarrollado hace uso de una matriz 

compósita modificada con nanopartículas de oro (Aucol‐grafito‐Teflón) sobre la 

que se  inmoviliza directamente el anticuerpo, anti‐Progesterona. El empleo de 

nanopartículas  de  oro  como  modificador  de  la  superficie  electródica 

proporciona una serie de ventajas para el desarrollo de este tipo de dispositivos. 

Por un lado, permite la inmovilización directa de los anticuerpos sin necesidad 

de  efectuar  ningún  tipo  de  reacción  química,  manteniéndose  la  actividad 

biológica de  la biomolécula, y por otro, el efecto  catalítico que ejerce  sobre  la 

oxidación  electroquímica del naftol permite aplicar un potencial de detección 

menor  que  en  ausencia  de  nanopartículas  de  oro,  con  lo  que  se minimizan 

posibles interferencias. 

Con fines comparativos, y para corroborar las ventajas del empleo de las 

nanopartículas  de  oro,  se  preparó  un  inmunosensor  construido  de  forma 

análoga  pero  en  ausencia  del  nanomaterial.  En  este  caso  se  observó  un 

decrecimiento  paulatino  de  la  respuesta  amperométrica  atribuido  a  una 

deficiente  inmovilización del anticuerpo  sobre  la  superficie  electródica 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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inmovilización  de  moléculas  biológicas.  Además,  en  ausencia  de  las 

nanopartículas  de  oro  se  comprobó  que,  para  una misma  concentración  de 

progesterona,  la  respuesta  del  inmunosensor  era menor,  dando  lugar  a  una 

disminución 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 bibliografía, citando como 

ejemplo el basado en el empleo de un electrodo serigrafiado de carbono [Xu F., 

2005]. En muchos de los dispositivos la determinación 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  compósito  presentado  en  este  trabajo  es  tres 

veces  superior  a  la  del  inmunosensor  serigrafiado.  Por  último,  la  buena 

repetibilidad de  las medidas y  la aceptable  reproducibilidad en  la  fabricación 

del  inmunosensor  permite  detectar  pequeños  cambios  de  concentración  de 

progesterona a niveles fisiológicos relacionados con los controles de fertilidad. 

El  inmunosensor desarrollado  se ha utilizado para  la determinación de 

progesterona  en  leche.  El  procedimiento  experimental  llevado  a  cabo  fue 

extremadamente  sencillo,  consistente  únicamente  en  diluir  la  muestra 

enriquecida con la concentración de progesterona adecuada, hasta un volumen 

final de 1000 μL con la disolución reguladora. Para realizar el inmunoensayo, 3 

μL de  la muestra diluida  se mezclan  con  5  μL 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  proteínas,  grasas,  etc.,  que  ensucian  la  superficie  del 

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

esperar,  el  intervalo  de  concentraciones  útil  fue menor,  de  0  a  15  ng mL‐1, 

siendo  también  menor  la  pendiente  del  calibrado  de  ‐0.9  nA  ng‐1  mL.  No 

obstante,  dicho  intervalo  de  concentración  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 fecundación. 
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III.2.1.2.  INMUNOSENSOR  BASADO  EN  UNA  SUPERFICIE  DE  GRAFITO‐

TEFLÓN  MODIFICADA  CON  NANOPARTÍCULAS  DE  ORO  Y 

TIROSINASA 

Una  alternativa  al  método  de  detección  de  la  interacción  antígeno‐

anticuerpo descrito anteriormente para la determinación de progesterona, es el 

empleo  como  transductor  electroquímico  de  un  biosensor  compósito  de 

tirosinasa modificado  con  nanopartículas de  oro  (Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón). La 

incorporación de dicha enzima en la matriz tridimensional permite la oxidación 

catalítica del fenol generado en la reacción enzimática de la fosfatasa alcalina a 

la  correspondiente  quinona,  cuya  reducción  electroquímica  puede 

monitorizarse  sobre  la  superficie  electródica.  Este  nuevo  diseño  del 

inmunosensor  produce  además  de  una  amplificación  de  la  respuesta,  una 

disminución del potencial de detección. 

A  continuación  se  comentan  algunos  aspectos  relacionados  con  la 

preparación  del  inmunosensor,  como  es  el  seguimiento  de  cada  una  de  las 

etapas de modificación de la superficie electródica mediante espectroscopia de 

impedancia electroquímica, así como otros aspectos relevantes de su desarrollo. 

III.2.1.2.1.  Caracterización  de  las  superficies  electródicas  mediante 

espectroscopia de impedancia electroquímica 

Se  registraron  los  espectros  de  impedancia  electroquímica 

correspondientes  a  cada  una  de  las  etapas  implicadas  en  la  preparación  del 

inmunosensor, así como  los correspondientes a  la superficie electródica  tras  la 

formación del complejo antígeno‐anticuerpo. Asimismo, con fines comparativos 

se han obtenido los diagramas de Nyquist correspondientes a las mismas etapas 

en ausencia de nanopartículas de oro en la matriz compósita. 

En  la  Figura  27  se muestran  los  espectros de  impedancia  electroquímica 

obtenidos para ambos casos. 
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Figura 27.‐ Espectros de  impendacia electroquímica para  los  inmunosensores de anti‐
Prog‐grafito‐Teflón  (a) y anti‐Prog‐Aucol‐grafito‐Teflón  (b).  (•) biosensor, 
(•) + anti‐progesterona,  (•) + BSA,  (•) + progesterona 50 ng mL‐1,  (•) + 
progesterona‐AP. Medidas realizadas en medio K3(Fe (CN)6] / K4(Fe(CN)6  
5 Mm en KCl 0.1 M. 

Como  puede  observarse,  a medida  que  se  van  incorporando  diferentes 

biomoléculas  a  la  superficie  electródica,  va  aumentando  el  diámetro  del 

semicírculo  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 electródica. Estas 

experiencias  ponen  de  manifiesto  que  se  produce  la  inmovilización  del 

anticuerpo  sobre  ambas  superficies  electródicas,  así  como  la  reacción  de 

interacción antígeno‐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.‐  Comparación de la resistencia a la transferencia de carga en las diferentes 
etapas  de  modificación  de  los  inmunosensores  con  ambas  superficies 
electródicas. 

Superficie 
sensora 

Bioelectrodos  + anti‐prog  + BSA  +Prog  
50 ng/mL 

+ Prog‐AP 

Rct(Tir‐Au col‐GT), 
Ω 

(1045 ±95)  (1215 ± 60)  (1280 ± 110) (1555 ± 100)  (1770 ±160) 

Rct (Tir ‐GT), Ω  (1500 ± 80)  (1615 ± 
200) 

(1950 ± 70)  (2185 ± 90)  (2435 ± 90) 

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

electrodos  modificados  con  nanopartículas  de  oro  favorece  la  transferencia 

electrónica,  obteniéndose  en  todos  los  casos  un menor  valor  de  la Rct.  Estos 

resultados son coherentes con los obtenidos mediante amperometría, donde se 

obtiene  una  importante  mejora  de  la  sensibilidad  cuando  se  incorpora  el 

nanomaterial a la matriz. 

III.2.1.2.2.  Aspectos más relevantes del inmunosensor basado en un electrodo 

Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón 

El  hecho de  emplear  el  biosensor de  tirosinasa  como  transductor para 

monitorizar electroquímicamente la reacción antígeno‐anticuerpo ha permitido 

emplear  un  potencial  de  detección  tan  bajo  como  ‐0.1  V.  Además,  se  ha 

demostrado  que  la  presencia  de  las  nanopartículas  de  oro  en  la  matriz 

electródica  origina  un  aumento  de  la  cinética  de  la  reacción  enzimática  de 

oxidación del compuesto  fenólico, así como de  la  reacción de  reducción de  la 

quinona  sobre  la  superficie  del  electrodo,  dando  lugar  a  un  aumento 

considerable de la sensibilidad. 

Para el diseño del nuevo inmunosensor de progesterona se optimizaron 

cada  una de  las  etapas  implicadas  en  su preparación,  así  como  las  variables 
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experimentales  que  están  implicadas  en  el  inmunoensayo  competitivo 

secuencial propuesto.  

Es de destacar  la  elección de  fenilfosfato  como  sustrato de  la  fosfatasa 

alcalina en lugar de naftilfosfato, debido a que la oxidación del naftol por acción 

de  la  tirosinasa para dar origen a  la quinona correspondiente no es  favorable; 

no observándose señal de reducción sobre la superficie electródica 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,  así  como  en  la 

reacción electródica. Además, el pH óptimo de las enzimas fosfatasa alcalina y 

tirosinasa no es el mismo, siendo básico para la primera y neutro o ligeramente 

ácido  para  la  segunda.  Las  medidas  amperométricas  con  el  inmunosensor 

bienzimático a diferentes pHs permiten obtener una mayor sensibilidad a pH 7, 

lo que  sugiere que  la  reacción  catalizada por  la  enzima  tirosinasa  condiciona 

más la respuesta de corriente obtenida que la reacción de hidrólisis del sustrato 

de la fosfatasa alcalina.  

Al  igual  que  para  el  diseño  anterior  del  inmunosensor,  se  comparó  la 

respuesta amperométrica obtenida con este nuevo diseño, con la proporcionada 

por un  inmunosensor preparado en  idénticas condiciones pero en ausencia de 

nanopartículas de oro en  la matriz electródica. En este último caso, se observó 

que la inmovilización del anticuerpo, anti‐progesterona, sobre la superficie del 

electrodo  es  menos  estable,  ya  que  la  respuesta  decae  un  25  %  hasta  su 

estabilización  con  respecto  a  la  primera  medida.  Además  la  intensidad  de 

corriente es un 58% menor que la obtenida con el inmunosensor en presencia de 

las nanopartículas de oro.  

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

obtenidos para una concentración de 10 ng mL‐1 de progesterona empleando el 
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inmunosensor  construido  con  de  las  nanopartículas  de  oro,  así  como  en 

ausencia de las mismas una vez alcanzada la estabilización de la señal. 

 0.25 µA0.25 µA 0.25 µA0.25 µA

 

Figura  28.‐Amperogramas  obtenidos  para  una  concentración  de  10  ng  mL‐1  de 
Progesterona  empleando  como  transductores un biosensor de Tir‐grafito‐
Teflón (a) y un biosensor Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón (b). 

Por  otra  parte,  los  gráficos  de  control  construidos  para  ambos 

inmunosensores  (Fig.  29)  muestran  como  el  tiempo  de  vida  útil  es  mayor 

cuando el transductor es el biosensor modificado con el nanomaterial.  
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Figura 29.‐ Gráficos de control para  los inmunosensores construidos empleando como 
transductores  un  biosensor  de  (a) Tir‐ GT  y  (b) Tir‐ Aucol‐GT,  para  la 
determinación de progesterona 10 ng mL‐1 en medio TRIS 0.1 M de pH 7.0 
y MgCl2 1 mM. Eap = ‐ 0.1 V  

       (a)                                                   (b) 
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El inmunosensor desarrollado permite la obtención de calibrados lineales 

hasta una concentración de 50 ng mL‐1, siendo el límite de detección de 0.43 ng 

mL‐1. 

En  cuanto  a  su  aplicabilidad,  hay  que  destacar  que  el  inmunosensor 

desarrollado ha permitido  llevar  a  cabo  la determinación de progesterona  en 

muestras de  leche entera sin necesidad de realizar ningún 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 

diseños del  inmunosensor encontrados en  la bibliografía,  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 nanopartículas del metal. 

III.2.1.3.  COMPARACIÓN  DE  LOS  INMUNOSENSORES  BASADOS  EN  UNA 

SUPERFICIE  ELECTRÓDICA Aucol‐GRAFITO‐TEFLÓN Y Tir‐Aucol‐GRAFITO‐

TEFLÓN 

En esta Memoria se han preparado dos  inmunosensores que hacen uso 

de una matriz  compósita de grafito‐Teflón modificada  con oro  coloidal  como 

transductor  electroquímico  para  la  determinación  de  progesterona.  Los 

resultados  demuestran  que  ambos  diseños  resultan  adecuados  para  la 

determinación  de  esta  hormona  en  leche.  Como  ya  se  ha  comentado,  la 

incorporación  de  las  nanopartículas  metálicas  a  la  matriz  electródica 

proporciona  notables  ventajas  resultantes  en  aumento  de  la  sensibilidad, 

menores  límites  de  detección,  así  como  en  la  obtención  de  una  superficie 

adecuada  para  la  inmovilización  de  biomoléculas  sin  pérdidas  de  su 

bioactividad.  



 
Resultados y discusión integrada 

 

 160

En  cuanto  al  segundo  inmunosensor  desarrollado,  destacar  que  la 

incorporación de Tirosinasa a  la matriz  compósita ha dado  lugar a un nuevo 

diseño  de  inmunosensor  con  una  mayor  sensibilidad  y  mejores  límites  de 

detección. Además,  el potencial de detección disminuye de +0.3 V a  ‐0.1V,  lo 

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

A modo  de  comparación  se  recogen  en  la  Tabla  18  las  características 

analíticas obtenidas para ambos inmunosensores. 

Tabla 18.‐  Comparación de las características analíticas de ambos biosensores para la 
determinación 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 correlación  0.995  0.98 
Límite de detección, 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%, así como una disminución del límite de detección obtenido, de 0.84 ng mL‐

1 en ausencia de tirosinasa, a 0.37 ng mL‐1 en presencia de la misma. 
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III.2.2.  INMUNOSENSOR  COMPÓSITO  PARA  LA DETERMINACIÓN DE 

INMUNOGLOBULINA G 

El empleo de matrices compósitas de grafito‐Teflón modificadas con oro 

coloidal  y  tirosinasa,  ha  demostrado  ser  una  herramienta  muy  útil  para  el 

desarrollo  de  inmunosensores,  reuniendo  las  propiedades  idóneas  para  la 

monitorización de la reacción antígeno‐anticuerpo. Entre ellas cabe destacar, la 

capacidad  de  mantener  la  actividad  biológica  de  las  biomoléculas 

inmovilizadas, así como facilitar los sitios de biorreconocimiento de manera que 

la superficie proporcione un reconocimiento rápido y eficaz. 

Este  hecho  se  ha  aprovechado  para  llevar  a  cabo  el  desarrollo  de  un 

inmunosensor  basado  en un  ensayo  tipo  sándwich para  la determinación  de 

inmunoglobulina G habiéndose aplicado a la determinación de dicho analito en 

suero. La importancia de la determinación de este tipo de inmunoglobulinas se 

debe,  por  un  lado,  a  que  se  trata  de  la  única  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 continuación se comentan  los aspectos más relevantes del  inmunosensor 

desarrollado. 

III.2.2.1.  Aspectos  más  relevantes  del  inmunosensor  basado  en  un 

biosensor Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón como transductor 

El empleo del biosensor compósito modificado con nanopartículas de oro 

para la determinación de inmunoglobulina G presenta excelentes características 

analíticas,  en  cuanto  a  sensibilidad  y  estabilidad,  comparado  con  otros 

inmunosensores encontrados en la bibliografía.  
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Por  un  lado,  la  presencia  del  nanomaterial  permite  una  inmovilización 

más  eficiente  las moléculas  biológicas, manteniendo  su    bioactividad,  y  por 

otro,  la  incorporación de  la  tirosinasa en  la matriz compósita permite  llevar a 

cabo  la  detección  amperométrica  a  un  valor  del  potencial  de  ‐0.1 V  para  la 

determinación  de  la  inmunoglobulina,  lo  que  implica  minimizar  posibles 

interferencias electroquímicas.   

La modificación de la superficie electródica con Proteína A constituye una 

etapa crucial en el desarrollo del inmunosensor, ya que esta proteína posee una 

alta  afinidad  por  los  aminoácidos  de  la  región  Fc  de  las  inmunoglobulinas, 

consiguiéndose,  de  este  modo,  una  perfecta  orientación  del  anticuerpo 

facilitando posteriormente el  inmunoensayo. La unión de  la proteína A con  la 

región Fc de la inmunoglobulina implica la formación de enlaces no covalentes, 

tales  como  puentes  de  hidrógeno,  interacciones  electrostáticas,  interacciones 

hidrofóbicas  y  fuerzas  de  Van  der  Waals.  Estos  enlaces  son  débiles  si  se 

consideran  por  separado,  sin  embargo  la  totalidad  de  las  interacciones 

producen una energía de unión que equivale o  supera a un enlace  covalente. 

Esta  proteína  ha  sido  empleada  en  otras  configuraciones  electródicas 

encontradas  en  la  bibliografía  para  la  inmovilización  de  inmunoglobulinas, 

consiguiéndose  igualmente  una  perfecta  orientación  del  anticuerpo  [Zacco, 

2004]. 

En  este  caso  el  inmunoensayo  realizado  es  de  tipo  sándwich,  donde  el 

primer  anticuerpo  (anti‐inmunoglobulina G)  se  inmoviliza  sobre  la  superficie 

sólida  previamente  modificada  con  proteína  A.  El    anticuerpo  secundario, 

conjugado con la fosfatasa alcalina, se une al antígeno (inmunoglobulina G) tras 

una  etapa  de  incubación,  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 adsorción  completa del antígeno y  el  segundo, para asegurar  la 

marcación completa del inmunocomplejo. 

Mediante  espectroscopia  de  impedancia  electroquímica  se  realizó  un 

seguimiento  del  desarrollo  del  inmunosensor,  así  como  del  inmunoensayo, 

observándose un aumento de la resistencia a la transferencia de carga a medida 

que se va modificando la superficie electródica como consecuencia de un mayor 

bloqueo de la misma. 

Con  fines  comparativos  se  llevo  a  cabo  la  preparación  de  otro 

inmunosensor  de  inmunoglobulina  G,  siguiendo  el  mismo  procedimiento 

experimental, pero sin utilizar proteína A. En este caso, y como era de esperar, 

se  obtuvieron  peores  resultados  que  con  el  inmunosensor  diseñado  con 

proteína  A  ya  que  no  se  consigue  la  orientación  adecuada  de  la  anti‐

inmunoglobulina,  dificultándose  la  posterior  interacción  antígeno‐anticuerpo. 

Así,  se  obtuvo  una  desviación  estándar  relativa  del  14.3%  (n=5)  para  las 

medidas  realizadas  con  inmunosensores  sin  proteína  A,  mientras  que  en 

presencia de dicha proteína 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 proteína A. 

De forma análoga, se preparó un inmunosensor sin nanopartículas de oro, 

comprobándose  como  la  presencia  del  oro  coloidal  permite  una  mejor 

inmovilización  del  material  proteico,  obteniéndose,  además  de  mejores 

características analíticas, una mayor estabilidad del  inmunosensor. En  la Tabla 

19 se muestran los resultados obtenidos con ambas configuraciones. 
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Tabla 19.‐  Comparación de las características analíticas de ambos biosensores para la 
determinación 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 correlación  0.992  0.990 
Límite de detección, ng/mL 2.6  4.1 
Tiempo de vida útil, días  16  5 

Por  tanto, se empleó el biosensor Tir‐Aucol‐grafito‐Teflón como superficie 

electródica para el desarrollo del inmunosensor, modificándose dicha superficie 

con  proteína  A  para  la  posterior  inmovilización  del  anticuerpo.  Una  vez 

realizado el inmunoensayo se llevó a cabo la determinación de IgG en muestras 

de  suero  previamente  enriquecidas,  así  como  en  una  muestra  de  suero 

certificada siguiendo los procedimientos descritos en el apartado II.4.3. 

En cuanto a la determinación de IgG en muestras de suero certificado fue 

necesario  llevar  a  cabo  una  dilución  1:1000  de  la  muestra,  debido  al  alto 

contenido de  inmunoglobulina presente en el suero (3118 mg dL‐1 de IgG). En 

ambos casos se obtuvieron resultados satisfactorios, obteniéndose en el caso del 

suero  enriquecido una  recuperación de  (104  ± 6) % y del  (103±3) %     para  la 

muestracertificada. 
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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 electródicas modificadas con nanopartículas de oro 

permite  desarrollar  biosensores  electroquímicos  con  mejores  características 

analíticas que en ausencia de  las mismas. Los procedimientos de  inmovilización 

de  las  nanopartículas  bien  por  electrodeposición  (electrodo  de  carbono 

vitrificado),  bien  por  incorporación  del  oro  coloidal  en  la  matriz  compósita 

(electrodo  grafito‐Teflón),  han  permitido  llevar  a  cabo  la  modificación  de 

diferentes electrodos de una forma rápida y reproducible, obteniéndose el tamaño 

de las nanopartículas deseado.  

2.‐  La combinación de las ventajas de utilizar una matriz compósita de grafito‐

Teflón para la inmovilización de enzimas y la incorporación de las nanopartículas 

de oro en dicha matriz, ha permitido desarrollar un biosensor de  tirosinasa con 

excelentes características analíticas, mejorando los límites de detección alcanzados 

con  otras  configuraciones  descritas  en  la  literatura.  Se  ha  comprobado  que  la 

presencia de oro coloidal, aumenta tanto la cinética de la reacción implicada en el 

proceso de reconocimiento bioquímico como la de la reacción base del proceso de 

transducción  electroquímica,  consiguiéndose  una  gran  sensibilidad  en  la 

detección de compuestos fenólicos. Además, la fácil regeneración de la superficie 

sensora mediante simple pulido,  junto con la capacidad de las nanopartículas de 

oro de retener  la actividad biológica de  las proteínas, 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‐Teflón 

modificados  con  oro  coloidal  fueron  aprovechados  para  el  desarrollo  de 

diferentes  inmunosensores  electroquímicos  novedosos.  El  inmunosensor  de 

progesterona basado en la inmovilización de anti‐progesterona sobre la superficie 
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de  grafito‐Teflón  nanoestructurada,  ha  ofrecido  importantes  ventajas  analíticas 

con  respecto  a  otros  inmunosensores  encontrados  en  la  bibliografía.  De  este 

modo,  se  consiguió mejorar  tanto  el  rango  de  linealidad  como  la  sensibilidad 

obtenida para  la determinación de progesterona. La utilización de un biosensor 

compósito de tirosinasa modificado con nanopartículas de oro como transductor 

amperométrico de la reacción de afinidad, ha permitido disminuir el potencial de 

detección  para  la  determinación  de  progesterona,  aumentando  aún  más  la 

sensibilidad  y  mejorando  los  límites  de  detección  alcanzados  para  la 

determinación de dicho analito. Además, la buena repetibilidad de las medidas y 

la  aceptable  reproducibilidad  alcanzada  en  su  fabricación  hace  de  estos 

inmunosensores  una  perfecta  herramienta  para  llevar  a  cabo  la  detección  de 

cambios en la concentración de progesterona a niveles fisiológicos 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 bibliografía. La  incorporación de  las nanopartículas de oro ha demostrado 

una vez más su adecuación para inmovilizar biomoléculas de forma eficiente, así 

como  su  capacidad  para  producir  una  amplificación  de  la  respuesta 

amperométrica. 

4.‐  Todos  los  resultados  obtenidos  demuestran  la  utilidad  analítica  y  la 

versatilidad  de  los  biosensores  desarrollados.  Los  valores  de  las  desviaciones 

estándar  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  fabricación de 

cada uno de los biosensores enzimáticos e inmunosensores.  

5.‐  Finalmente, los biosensores desarrollados se han aplicado a la determinación 

de los analitos correspondientes en muestras reales o en muestras enriquecidas a 
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niveles  de  concentración  de  interés. Así,  por  lo  que  respecta  a  los  biosensores 

enzimáticos, se ha llevado a cabo la estimación del contenido total de polifenoles 

en vinos y de compuestos  fenólicos en aguas procedentes de una  refinería y en 

muestras  de  alpechín.  Los  resultados  obtenidos  se  compararon  con  los 

proporcionados  por  otras  técnicas  habitualmente  empleadas  para  tales  fines, 

obteniéndose una buena correlación entre las distintas metodologías.  

6.‐  Con  respecto  a  los  inmunosensores,  se  ha  determinado  el  contenido  de 

progesterona en muestras de leche enriquecidas, así como de inmunoglobulina G 

en  sueros.  Los  estudios  de  recuperación  realizados  en muestras  enriquecidas, 

resultaron  muy  satisfactorios,  siendo  dichos  porcentajes  de  recuperación 

próximos al 100% en  todos  los casos. De esta  forma, ha quedado demostrado  la 

aplicabilidad  de  estos  biosensores  para  la  determinación  de  los  analitos  en 

muestras  reales, proporcionando una  serie de  ventajas  como  son  la  rapidez de 

respuesta, el bajo coste,  facilidad de  la  fabricación y conservación, minimización 

del  número  de  interferencias,  así  como  la  posibilidad  de  miniaturización, 

pudiéndose  realizar medidas  rápidas  e  ʺin  situʺ,  a  diferencia  de  otras  técnicas 

analíticas  que  requieren  un  mayor  tiempo  de  análisis,  un  mayor  coste  y  un 

pretratamiento de la muestra. 
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• 4‐AMPh: 4‐ Aminotiofenol  

• Ab: Anticuerpo 

• AChE: Acetilcolinesterasa 

• ACN: Acetonitrilo 

• ADH: Alcohol deshidrogenasa 

• AET: Mercaptoetilamina 

• AFB1 : Aflatoxina B1 

• AFP: α‐1‐Fetoproteína 

• Ag: Antígeno 

• Anti‐AFP: Anti‐fetoproteína  

• Anti‐CEA: Anticuerpo carcinoembriónico 

• Anti‐hCG: anti‐ human chorionic gonadotrophin 

• AP: Fosfatasa alcalina 

• APTS: 3‐Aminopropiltrietoxisilano 

• ASV: Voltamperometría de stripping anódico 

• Aucol: Oro coloidal 

• B: Boro 

• BSA: Suero de albúmina bovino 

• CA125: Carcinoma antigeno‐125 

• CA15‐3: Marcador tumoral del cáncer mamario 

• Cdl: Capacidad de la doble capa 

• CE: Comunidad Europea 

• CEA: Antígeno carcinoembriónico 

• Cit C: Citocromo C 

• CNT: Nanotubo de carbono 

• CPE: Elemento de fase constante 

• CV: Voltamperometría cíclica 
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• DA: Ácido domoico 

• DHB: Dihidroxibenceno 

• DMG: Dimetilformamida 

• DMP: Dimetilfenol 

• DOPAC: 3,4‐Dihidroxifenilacético 

• DPV: Voltamperometría diferencial de impulsos 

• DTSP: 3‐3`‐Ditio‐bis (ácido propionico N‐hidroxisuccinimida ester) 

• EDC: 1‐Etil‐3‐(dimetilaminopropil) carbodimida  

• EIS: Espectroscopia de impedancia electroquímica 

• EPA: Agencia de Protección Ambiental Norteamericana 

• EPD: Etilenpropilendieno 

• GA: Glutaraldehído 

• GCE: Electrodo de carbono vitrificado 

• GCPE: Electrodo pasta de carbono vitrificado 

• GDH: Glucosa deshidrogenasa 

• GOx: Glucosa oxidasa 

• GT: Grafito‐Teflón 

• H.py‐IgG: Helicobacter Pylori 

• HbsAg: Antígeno de la hepatitis B 

• HDT: 1,6‐ Hexanoditiol 

• HRP: Peroxidasa de rábano 

• Hx: Hipoxantina 

• IgG: Inmunoglobulina G 

• ITO: Óxido de titanio e indio 

• K°: Constante de transferencia electrónica 

• LBL: Layer‐by‐layer 

• LD: Límite de detección 

• LDL: Lipoproteínas de baja densidad. 
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• lg pfu ml ‐1: Logaritmo de unidades formadoras de placas. (plaque forming 

unit) 

• LSV: Voltamperometría de barrido lineal 

• mAb: Inmunoglobulina G de ratón 

• MP‐11: Microperoxidasa 

• MPTS: Mercaptopropiltrietoxisilano. 

• n‐Au: Nanopartículas de oro 

• Nf: Nafion 

• NHS: N‐Hidroxi‐sulfoxinimida 

• ODT: 1‐ Octanodecanotiol 

• PANAM: Poliamidoamina 

• PBS: Disolución reguladora fosfato 

• PEDOT. 3,4‐Etilenditioxitiofeno 

• PLY: Pneumolisina 

• PSA: Antígeno específico de la prostata 

• pSf: Polisulfona 

• PVB: Polivinilbutiral 

• PVS: Ácido polivinilsulfónico 

• QMC: Microbalanza cristal de cuarzo 

• RBC: Red blood cells of crucian carp 

• Rct: Resistencia a la transferencia de carga 

• rIgG: Inmunoglobulina G de conejo 

• Rs: Resistencia de la disolución 

• RVC: Carbono vítreo reticulado 

• SAMs: Monocapas autoensambladas 

• Screen‐Printed: Electrodos serigrafiados 

• SEM: Microscopia electrónica de barrido 

• SH: Salicilato hidroxilasa 
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• SjAb:  Anticuerpo de Schistosoma japonicum  

• SPE: Electrodos de screen printed 

• SWV: Voltamperometría de onda cuadrada 

• TAC: Triacetato de celulosa 

• TB:  Azul de Toluidina 

• Thi: Tionina 

• Tir: Tirosinasa 

• TMB: Tetratiafulvaleno 

• XOD: Xantina oxidasa 

• Zw: Impedancia de Warburg 
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