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Resumen

Los test en el lugar de asistencia del paciente (mas conocido por su nombre en
inglés, Point-of-Care) (POC) son necesarios porgue permiten realizar un primer
diagnostico rapido fuera de un laboratorio especializado. Por un lado, dentro de
los POC, podemos encontrar dispositivos relativamente sofisticados capaces de
cuantificar y almacenar la informacién proporcionada por uno o varios
sensores, con la desventaja de que en la mayoria de los casos su coste por
unidad es muy elevado. Por el otro lado, encontramos dispositivos basados en
papel extremadamente sencillos y de muy bajo coste, como los denominados
test de flujo lateral, en los que se realiza un inmunoensayo con solo una gota de
saliva, sangre, sudor u orina. Algunos ejemplos de estos Gltimos son el test de
embarazo, el test del VIH o el mas reciente test rapido para la deteccion del
SARS-CoV-2.

Los test de flujo lateral tienen una respuesta cualitativa o semicuantitativa que
permite una inspeccion visual del resultado, mientras que, si se requiere de una
cuantificacion mas precisa e inequivoca, se necesita incorporar un sistema de
lectura. En este sentido, se han estudiado diferentes técnicas para cuantificar la
sefial, siendo la mas prometedora el uso de técnicas electroquimicas. Sin
embargo, todas las propuestas realizadas hasta la fecha siguen usando fuentes
de alimentacidn externas y médulos electrénicos, incumpliendo asi buena parte
de los criterios ASSURED propuestos por la OMS. Asi, urge la necesidad de
encontrar una alternativa viable capaz de aportar una lectura a un coste minimo
y sin requerir de equipos externos. En este sentido, esta tesis profundiza en
diversos aspectos encaminados a estudiar la viabilidad de un test

electroquimico autoalimentado de un solo uso que pueda cumplir con los



criterios de coste, simplicidad y sensibilidad requeridos para convertirse en un

test de impacto global.

El primer capitulo experimental de la tesis describe qué efectos puede tener la
seleccion de distintos papeles comunmente empleados en los dispositivos
analiticos basados en papel en la respuesta electroquimica de un sensor. Este
estudio resulta novedoso, ya que, a pesar del gran nimero de dispositivos de
papel publicados hasta la fecha, no existia ningan estudio detallado sobre el
efecto de la porosidad del papel en la respuesta electroquimica de los mismos.
Los resultados obtenidos experimentalmente fueron validados mediante
simulaciones realizadas en COMSOL Multyphisics®. Gracias a ello se ha
podido demostrar que la eleccion del papel juega un papel determinante en la

sensibilidad del sistema.

En el segundo capitulo experimental se presenta un prototipo de un dispositivo
basado en papel en el que se realiza un inmunoensayo completamente
autoalimentado para la deteccién del biomarcador CRP. La deteccion del
biomarcador se realiza mediante anticuerpos marcados con la enzima HRP. En
el inmunoensayo se usa Mg como &nodo y la benzoquinona (BQ) producida por
la enzima como catolito, de tal forma que la energia producida es directamente
proporcional a la concentracion del marcador a detectar. Los valores de
deteccion obtenidos con este sistema se encuentran dentro de un rango clinico
relevante - entre 1y 3 mg-L* de CRP - y con voltajes de salida mayores a 1.55
V. Este capitulo presenta un punto de partida hacia una nueva generacion de
inmunoensayos digitales y autoalimentados mucho mas sencillos y asequibles

gue los actualmente presentes en el mercado del diagndstico.

Finalmente, con el fin de substituir las enzimas por compuestos inorganicos con
mayor reproducibilidad y robustez que permitan disminuir variabilidades en los
dispositivos de diagndstico, asi como simplificar el disefio y abaratar los costes,
en el tercer capitulo experimental se procedi6 a estudiar la viabilidad de usar

nanoparticulas (NP) de ceria como agentes cataliticos. Los resultados nos



muestran que, a diferencia de lo ampliamente reportado, las NPs de ceria no
actlan como catalizador de la reaccién de oxidacion de un mediador, sino que
se comportan como agente oxidante. Esta caracteristica hace que la cantidad de
moléculas de ferrocianuro oxidadas por cada nanoparticula presente en la
muestra sea fija y que, ademas, la reaccion de oxidacion se detenga una vez
consumido todo el cerio disponible. La caracterizacion de estos materiales ha
demostrado una alta reproducibilidad incluso en condiciones de
almacenamiento poco controladas, lo que las hace firmes candidatas a substituir

a las enzimas usadas en los inmunoensayos actuales.



Resum

Els test en el lloc d’assisténcia del pacient (més conegut pel seu nom en anglg¢s,
Point-of-Care) (POC) son necessaris per que permeten realitzar un primer
diagnostic rapid fora d’un laboratori especialitzat. Per un costat, dins dels POC,
podem trobar dispositius relativament sofisticats capacos de quantificar i
emmagatzemar la informacié proporcionada per un o varis sensors, amb la
desavantatge que en la majoria de casos el seu cost per unitat es molt elevat.
Draltra banda, trobem dispositius basats en paper extremadament senzills i d’un
cost molt baix, com els denominats test de flux lateral, en el que es realitza un
immunoassaig amb una sola gota de saliva, sang, suor o orina. Alguns d’aquests
exemples d’aquests ultims son els test d’embaras, el test d’VIH o el més recent

test rapid per a la deteccié del SARS-CoV-2.

Els test de flux lateral tenen una resposta qualitativa o semi-quantitativa que
permet una inspeccid visual del resultat, mentre que, si es requereix d’una
quantificacid més precisa i inequivoca, es necessita de la incorporacié d’un
sistema de lectura. En aquest sentit, s’han estudiat diferents técniques per
quantificar la senyal, sent la més prometedora 1’s de técniques
electroquimiques. No obstant, totes les propostes realitzades fins la data
segueixen sent fonts d’alimentacié externes i moduls electronics, incomplint
aixi bona part dels criteris ASSURED proposats per la OMS. Aixi, urgeix la
necessitat de trobar una alternativa viable capag¢ d’aportar una lectura a un cost
minim i sense requerir d’equips externs. En aquest sentit, aquesta tesi
profunditza en diversos aspectes encaminats a estudiar la viabilitat d’un test
electroquimic autoalimentat d’un sol s que pugui complir amb els criteris de
cost, simplicitat i sostenibilitat requerits per a convertir-se en un test d’impacte

global.



El primer capitol experimental de la tesi descriu quins efectes pot tenir la
seleccid de diferents papers comunament emprats en els dispositius analitics
basats en paper en la resposta electroquimica d’un sensor. Aquest estudi resulta
nou, ja que, malgrat que hi ha un gran nimero de dispositius de paper publicats,
no existeix cap estudi detallat sobre 1’efecte de la porositat del paper en la
resposta electroquimica d’aquests. Els resultats obtinguts experimentalment
van ser validats mitjancant simulacions realitzades en COMSOL
Multyphisics®. Gracies a aixo0, s’ha pogut demostrar que 1’eleccio del paper

juga un paper determinant en la sensibilitat del sistema.

En el segon capitol experimental es presenta un prototip d’un dispositiu basat
en paper en el que es realitza un immunoassaig completament auto-alimentat
per la deteccid del biomarcador CRP. La deteccid del biomarcador es realitza
mitjancant anticossos marcats amb 1’enzim HRP. A I’immunoassaig es fa servir
Mg com anode i benzoquinona (BQ) produida per I’enzim com catolit, de tal
forma que I’energia produida es directament proporcional a la concentracié del
marcador a detectar. Els valors de deteccié obtinguts amb aquest sistema es
troben dins d’un rang clinic rellevant — entre 1 i 3 mg-L* de CRP — i amb
voltatges de sortida majors a 1.55V. Aquest capitol presenta un punt de partida
cap a una nova generacié d’immunoassaigs digitals i auto-alimentats molt més

senzills i assequibles que els actualment presents en el mercat del diagnostic.

Finalment, amb el fi de substituir els enzims per compostos inorganics amb
major reproductibilitat i robustesa que permetin disminuir variabilitats en els
dispositius de diagnastic, aixi com simplificar el disseny i abaratir els costs, en
el tercer capitol experimental es va procedir a estudiar la viabilitat de fer servir
nanoparticules (NP) de ceria com a agents catalitics. Els resultats ens mostren
que, a diferéncia del que és ampliament reportat, les NPs de ceria no actuen
com catalitzadors de la reaccido d’oxidacio d’un mediador, si no que es
comporten com agents oxidants. Aquesta caracteristica fa que la quantitat de
molécules de ferrocianur oxidades per cada NP present a la mostra sigui fixa i

que, a més, la reaccio d’oxidacio s’aturi un cop consumit tot el ceri disponible.



La caracteritzacio d’aquests materials han demostrat una alta reproductibilitat
incls en condicions d’emmagatzematge poc controlats, fet que el fa firmes
candidates a substituir als enzims que es fan servir en els immunoassaigs

actuals.



Abstract

Point-of-care (POC) tests are necessary because they allow a rapid first
diagnosis to be made outside of a specialized laboratory. On the one hand,
within the POC, we can find relatively sophisticated devices capable of
quantifying and storing the information provided by one or several sensors,
with the disadvantage that in most cases their cost per unit is very high. On the
other hand, we find extremely simple and very low-cost paper-based analytical
devices, such as the so-called lateral flow tests, in which an immunoassay is
performed with just a drop of saliva, blood, sweat, or urine. Some examples are
the pregnancy test, the HIV test or the most recent rapid test for the detection
of SARS-CoV-2.

The lateral-flow tests have a qualitative or semi-quantitative response that
allows a visual inspection of the result, however, when a more precise and
unequivocal quantification is required, it is necessary to incorporate a reading
system. In this sense, different techniques have been studied to quantify the
signal, the most promising being the use of electrochemical techniques.
However, up to date all the proposals have been carried out from external power
sources and electronic modules, breaching part of the ASSURED criteria
proposed by the WHO. Therefore, there is an urgent need to find a viable
alternative capable of providing a reading at a minimum cost and without
requiring external equipment. Consequently, this thesis delves into various
aspects aimed at studying the feasibility of a single-use self-powered
electrochemical test that can meet the criteria of cost, simplicity and sensitivity

required to become a global impact test.

The first experimental chapter of the thesis describes which effects may have

the selection of different papers commonly used in paper-based analytical



devices on the electrochemical response. This study is innovative as there was
no there was no detailed study on the effect of paper porosity on the
electrochemical response despite the larger number of studies published to date.
The results obtained experimentally were validated by means of simulations
carried out in COMSOL Multyphisics®. Thanks to this, it has been possible to
demonstrate that the choice of paper plays a determining role in the sensitivity

of the system.

In the second experimental chapter, a prototype of a paper-based device is
presented in which a completely self-powered immunoassay is performed for
the detection of the CRP biomarker. The detection of this biomarker is carried
out by means of antibodies marked with the HRP enzyme. In the immunoassay,
Mg is used as anode while benzoquinone (BQ) produced by the enzyme is used
as catholyte, in such a way that the energy produced is directly proportional to
the concentration of the marker to be detected. The detection values obtained
with this system are within a relevant clinical range - between 1 and 3 mg-L*
of CRP - and with output voltages greater than 1.55 V. This chapter presents a
starting point towards a new generation of digital and self-powered
immunoassays much simpler and more affordable than those currently present

in the diagnostic market.

Finally, in order to replace enzymes with inorganic compounds with greater
reproducibility and robustness that allow to reduce variabilities in diagnostic
devices, as well as simplify the design and lower costs, in the third experimental
chapter we proceeded to study the feasibility of using ceria nanoparticles (NP)
as catalytic agents. The results show us that, contrary to what has been widely
reported, ceria NPs do not act as a catalyst for the oxidation reaction of a
mediator, but rather behave as an oxidizing agent. This characteristic means
that the number of ferrocyanide molecules oxidized for each NP present in the
sample is fixed and, furthermore, the oxidation reaction stops once all the
available cerium is consumed. The characterization of these materials has

shown high reproducibility even under poorly controlled storage conditions,



which makes them strong candidates to replace the enzymes used in current

immunoassays.



10



1 Introduccion




Introduccion

12



Capitulo 1

Capitulo 1: Introduccion

A pesar de los enormes avances médicos alcanzados durante las dltimas
décadas, las enfermedades infecciosas siguen teniendo una gran prevalencia y
suponen una gran carga para la salud publica a nivel mundial [1,2]. Las
principales enfermedades como el VIH/SIDA, la malaria, la hepatitis o la
tuberculosis causan millones de muertes anuales [3]. Es por ello que,
Unicamente en el desarrollo de nuevos medicamentos, en la prevencion vy el
tratamiento de estas enfermedades se invertirdan miles de millones de ddlares
americanos durante los préximos afios [4]. Uno de los principales obstaculos a
superar es el hecho de que tanto el coste de la deteccién del contagio como su
tratamiento se asume de manera muy desigual en diferentes areas geograficas
del mundo. En paises de bajos ingresos esto ocasiona un diagndstico tardio que
puede conllevar severas consecuencias mas all4 del impacto inmediato de la

propia infeccion.

En este escenario, el diagnostico de calidad sigue siendo uno de los factores
clave que permite un tratamiento rapido del paciente y limita una mayor
propagacion de las enfermedades. Por esta razén, los avances médicos han
permitido el desarrollo de pruebas diagndsticas de alta precision para la mayoria
de las enfermedades infecciosas de importancia para la salud publica. Los
inmunoensayos centralizados en laboratorio (por ejemplo, el test ELISA,
acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: “ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzima™) y las pruebas moleculares (por ejemplo, la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa, RT-PCR, del
inglés Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) que permiten la
identificacion especifica de patdégenos con limites de detecciéon (LOD) que

alcanzan pocas copias por mL de muestra, resultan facilmente disponibles a
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través de los sistemas de salud puablica o privada en la mayoria de paises del
mundo desarrollado [4]. Aun asi, en estos paises, y en especial los que tienen
una asistencia sanitaria publica, las pruebas de diagndstico clinico suponen una
carga econémica muy considerable [5,6]. Esto hace que estas pruebas no sean
asequibles ni accesibles para los pacientes en paises de ingresos bajos y medios
(PIBM). Ademés, éstas técnicas convencionales para diagnosticar
enfermedades se suelen llevar a cabo en laboratorios especializados, y la
obtencion los resultados puede demorarse varios dias [7]. Este hecho ha sido
superado de relieve durante la reciente pandemia de SARS-CoV-2, durante la
cual se evidencid la necesidad de disponer de herramientas de diagnostico
rapido a nivel masivo como Unica manera efectiva de parar la transmision del
virus. Este hecho llevd a la inmediata saturacion de los centros sanitarios y los

laboratorios de andlisis especializados.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) identific este obstaculo a
principios de 2003 al publicar un conjunto de criterios denominados ASSURED
y que deben cumplirse para cualquier test de enfermedades infecciosas
destinada a llegar a la poblacion a nivel global y especialmente a la de los PIBM
[8]. ASSURED incorpora tres caracteristicas clave: precision, accesibilidad y

asequibilidad. Estos criterios - punto por punto - son los siguientes:

- Asequible: las tecnologias desarrolladas deben ser de un bajo coste, de
manera que puedan ser adoptadas por todos los colectivos que las
necesiten.

- Sensible: se deben evitar o minimizar los falsos negativos,
especialmente en los casos de cribado.

- Especifico: se deben evitar falsos positivos detectando en el test
Gnicamente el analito en concreto.

- Manejo sencillo: los test deben ser faciles de realizar, idealmente en 2

0 3 pasos y que no se requiera de personal cualificado.
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- Répidos y robustos: Los test idealmente deberian concluir en menos
de 60 minutos para que se pueda realizar un diagndstico durante la
visita del paciente. Al poder ser accesibles en lugares remotos, es
necesario que los test no se estropeen en el almacenamiento y
transporte, e idealmente no deben sufrir alteraciones en condiciones
adversas de temperatura, humedad o estrés mecanico.

- Libre de equipos: Idealmente no deberian requerir el uso de equipos
sofisticados o en su defecto deberian operar en pequefios dispositivos
alimentados por baterias.

- Alcanzable para el usuario: Se refiere a la logistica para que el
usuario final tenga la posibilidad de obtenerlo, evitando un transporte
0 un almacenamiento sofisticado. Esto habilita su disponibilidad en

regiones remotas.

A pesar de que la llamada de la OMS es relativamente reciente, ya en 1883, en
un articulo publicado en The Lancet [9], los autores mencionan las ventajas
practicas de los test analiticos de orina portatiles y de la necesidad en una

rapidez en el diagndstico:

“All busy practitioners must admit the clinical utility and importance of
accurate, time-saving, and portable tests, by which they may, during their
rounds, decide with precision and certainty, and on the spot, pathological
conditions of the urine, or satisfy themselves, and their patients, if need be,

’

without delay as to the soundness of that excretion.’

Es importante destacar, que 139 afios mas tarde, sigue existiendo la necesidad
de conseguir dispositivos analiticos portatiles que den una respuesta precisa y

unos resultados rapidos, asimismo cumpliendo todos los criterios ASSURED.
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1.1 Dispositivos analiticos basados en papel

Las pruebas de diagndstico rapido (PDR) basadas en la tecnologia del papel, en
especial la de flujo lateral, han demostrado ser una herramienta bastante
efectiva que cumple con practicamente todos los criterios de la OMS. Esto se
debe en parte, a las cualidades fisicoquimicas del material. EI papel es facil de
fabricar, de obtener y de transportar, tiene un bajo coste, es biodegradable, muy
ligero y tiene unas propiedades iddneas para su uso en diferentes aplicaciones
analiticas [10-14]: su capilaridad hace que una muestra fluya a través del papel
sin necesidad de una bomba externa, su color blanco le confiere un mejor
resultado visual en test colorimétricos y por ultimo, es un material que puede
modificarse quimicamente para poder fisisorber, entre otras biomoléculas,

anticuerpos o proteinas.

Los dispositivos analiticos basados en papel (PADs, por sus siglas en inglés de
Paper-Based Analytical Devices) se han usado desde hace siglos en diferentes
aplicaciones. El caso mas antiguo se remonta al siglo XV1lIl, en el que el papel
se usaba como substrato junto al tornasol para observar cambios en el pH [15].
Pero no fue hasta el siglo XIX que volvio a usarse este material para detecciones
analiticas, por ejemplo: como sustrato para la deteccién colorimétrica de iones
metalicos, como uso cromatografico para la separacion de aminoacidos o el
primer biosensor basado en papel para la deteccion de glucosa en orina, que se

ha comercializado desde la mitad del siglo XX hasta nuestros dias [15].

Uno de los desarrollos mas revolucionarios en el campo del diagndstico rapido
aparecio en los afios 70 en forma de ensayos de flujo lateral [16] (LFAS, por
sus siglas en inglés de Lateral Flow Analysis), representado en la figura 1.1a.
Estos test permitieron transferir la laboriosidad de los test ELISA a una tira de
papel que requiere uno o dos pasos de operacion para obtener un resultado
(generalmente aplicacion de la muestra a analizar y de unas gotas de soluciones

tampon para hacer fluir la muestra). La facilidad de manejo del test combinada

16



Capitulo 1

con su bajo coste lo han convertido en la opcion preferente como prueba de
diagnostico en el lugar de asistencia (POC, por sus siglas en inglés de point-of-
care) [17].

El principio béasico de un LFA es muy simple [18]: la muestra (orina o sangre)
impregna un papel denominado almohadilla de muestra (en inglés, sample pad),
que en su interior contiene sales tamponantes y surfactantes para crear el medio
idoneo para el test. La muestra fluye a través del test gracias a la capilaridad del
papel hasta alcanzar otro papel (en inglés, conjugate pad) que contiene en su
interior los anticuerpos (Ab, por sus siglas en inglés de antibody) especificos al
analito que se quiera detectar. Estos anticuerpos a su vez estan conjugados a
nanoparticulas (NPs), generalmente de oro o latex. La principal caracteristica
de estas NPs es que al agregarse producen un color caracteristico dependiendo
del material. Una vez conjugada, la muestra sigue fluyendo hasta la zona de
deteccién, que consiste en una membrana de nitrocelulosa (NC), con
anticuerpos de captura especificos inmovilizados en forma de lineas. En una de
las lineas el analito se conjuga con otros anticuerpos especificos mientras que
la otra linea conjuga con los anticuerpos sin el analito (control). De esta manera,
el resultado, positivo 0 negativo, queda reflejado en forma de lineas, lo que

permite la interpretacion del resultado a simple vista.

Desde el desarrollo de esta tecnologia, se han comercializado multiples test para
muchas detecciones diferentes, desde el tradicional test de embarazo hasta mas
recientemente la deteccién del SARS-CoV-2 [19]. En la tabla 1.1 se muestran
algunos ejemplos de los analitos que se pueden detectar con LFAs comerciales
y las principales empresas que los fabrican. Como se puede apreciar, el tipo de
analito que actualmente puede detectarse mediante un LFA abarca campos de
aplicacion muy amplios que van desde enfermedades infecciosas, marcadores
cardiacos, drogas de abuso, salud de la mujer, etc. También tienen aplicacion
en salud animal y en el sector agroalimentario. Sin embargo, y como veremos
maés adelante, hay un amplio margen de mejoras que puedan permitir detectar

un mayor nimero de analitos con una mejor precision.
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Tabla 1.1: Analitos que se pueden detectar con LFA y empresas que las comercializan.

Aplicacion (analito) Empresas

Clearblue; Mommed; Babycolor;
Test de embarazo (hCG)

Premom; Dothnix...

Hague Global; WSN; Mylan; Leti;

Infecciosas (VIH) Pri
rima...

Oraquick;
Infecciosas (Helicobacter pylori) moLab; Prima; OneStep;
Gegong...

Enfermedades cardiovasculares S ]
Cleartest; Alfa Scientific Design,

(Troponina I, Troponina T, CK-
Roche; Akralab; RightSign...

MB, mioglobina humana...)

Cancer (Sangre oculta en heces, OneStep; Prima; McKesson; EZ
FOB) detect; Alfa Scientific Design...
Prima; Akralab; Cerascreen;
Medisur; Melio...
Test de drogas (cocaina, SafeCare Bio-Tech; Veroval;

Prueba de prostata (PSA-1)

metanfetamina, THC, etc.) Laboratorios Milo; Prima...
BioMedomics; BTNX; Alfa
Scientific Design; Innovita
COVID-19 (SARS-CoV-2) ) ]
Biological

Technology Co.; SALOFA OY...

Un avance importante en el campo del diagndstico en papel se llevo a cabo en
2007 [20], cuando el equipo del Prof. Whitesides de la Universidad de Harvard
propuso aprovechar la capilaridad del papel para crear flujos no sélo en una
sola direccion como en los LFAs, si no en varias direcciones en un plano (flujos
2D) (ver Figura 1.1b). A este tipo de dispositivos lo denominaron pPADs (por

sus siglas en inglés de micro Paper-Based Analytical Devices). A diferencia de
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los LFAs, en los cuales se establece un flujo unidireccional a través de
diferentes sustratos de papel, los uPADs definen &reas o canales por donde fluir
la muestra mediante una impregnacién quimica que confiere hidrofobicidad o
mediante barreras fisicas como la impregnacion de cera o el corte de las
estructuras fluidicas mediante cuchilla o laser. Estas estrategias permiten
mucha flexibilidad de disefio y habilitan funcionalidades propias de los
sistemas microfluidicos clésicos. En este sentido, son especialmente relevantes
los trabajos publicados por el grupo del profesor Yager de la Universidad de
Washington, donde demostraron por primera vez la liberacion secuencial de
reactivos en el dispositivo o la posibilidad de crear flujos laminares paralelos
[21,22]. Desde entonces, gracias a estos avances se han incrementado
exponencialmente las posibilidades que ofrecen las estructuras basadas en
papel y su fluidica y ha permitido un abanico de técnicas de fabricacion y
deteccion que ha dado lugar a dispositivos muy variados. Un ejemplo claro es
el disefio de estructuras de tipo 3D, que exploran la posibilidad de plegar capas
de papel sobre si misma para controlar la direccion del flujo tanto en vertical
como en horizontal y permitir establecer una o varias secuencias de eventos
fluidicos (figura 1.1c) [23].
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Figura 1.1. Disefios de uPAD segun geometria. a) disefio 1D; disefio 2D; c) disefio 3D

1.2 Digitalizacion de los PADs: la actualidad en la industria

La mayoria de los PADs utilizan la colorimetria como método para
proporcionar una respuesta analitica. Los cambios de color son debidos a una
reaccion quimica o enzimética de un reactivo que, al interaccionar con el analito
a detectar, resulta en la formacion de un producto con un color o una densidad
Optica apreciable por el ojo humano. Por ejemplo, en los ensayos clésicos de
flujo lateral, la acumulacion de una alta concentracion de NPs de oro debida al
reconocimiento anticuerpo-analito en una zona de la nitrocelulosa genera una
linea visible de color rojizo. Existen estrategias alternativas que aprovechan
reacciones quimicas o bioguimicas (enzimaticas) para producir cambios de
color en presencia de distintos analitos. Un claro ejemplo lo encontramos en un
trabajo publicado por el grupo del profesor John A. Rogers de la universidad
Nortwestern, Illinios, EE.UU., en el que combinan varias de estas técnicas para
determinar la concentracion de glucosa, lactato y cloruros del sudor en muestras
reales mediante un dispositivo multicanal basado en papel [24]. Para la
determinacion de cloruros inmovilizan polihidroxietil metacrilato (pHEMA) en

una zona del dispositivo, que, al reaccionar quimicamente con los cloruros del
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sudor, resulta en un cambio de incoloro a color purpura. En los casos del lactato
y la glucosa usan enzimas especificas que con un cosustrato proporcionan un

cambio de color en el dispositivo segun la concentracién de analito.

Como ya se ha mencionado, la gran ventaja de este tipo de respuesta es su
sencillez, en especial para la fabricacion de los dispositivos, de tal forma que
se pueden llegar a fabricar entre 1 y 100 millones de LFASs con un coste por
unidad muy por debajo de 1 ddlar americano [25]. A pesar de su gran éxito,
este tipo de test poseen algunas limitaciones [26]. Por un lado, la lectura visual
del test puede conllevar ambigliedades en su lectura, que depende de la agudeza
visual del usuario, asi como de las condiciones ambientales y una limitacion en
sensibilidad. Por otro lado, la interpretacion de la respuesta es cualitativa o
semicuantitativa, haciendo muy dificil la deteccion de rangos especificos. En
los dltimos afos, la industria del diagnéstico ha invertido grandes cantidades
de recursos para cuantificar el resultado de los inmunoensayos y reducir sus
ambigliedades de lectura mediante la digitalizacion, que, a su vez, podria
generar datos con los que facilitar el seguimiento de un cribado masivo como

los realizados en épocas de pandemia.

Teniendo en cuenta la necesidad de la digitalizacion de los test rapidos y con el
avance de las tecnologias y del denominado “mobile health” (m-health, que
hace referencia al uso de las tecnologias méviles para controlar la salud de las
personas), recientemente un grupo de expertos en el diagndstico a nivel global
revisé los criterios ASSURED Yy afiadié a estos criterios los de estrategias de
conectividad, sostenibilidad y facilidad en el manejo de las muestras de analisis,
obteniendo los criterios REASSURED [27]. En este acronimo, RE se concreta

en:

- Conectividad en tiempo real: Los test deben generar una sefial digital
0 estar conectados a un movil o a un dispositivo lector capaz de

interpretar el resultado y eventualmente enviarlo a la nube.
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- Facilidad en la recoleccion de muestras y/o sostenibilidad
medioambiental: Las pruebas deben disefiarse para la recoleccion y
manejo de la muestra es sencillo y realizable por un usuario sin previo
adiestramiento y deben causar el minimo impacto medioambiental

posible después de su desecho.

Hasta la fecha, se han desarrollado algunas estrategias de digitalizacion de los
PADs. Algunas de ellas ya se encuentran en el mercado y se muestran en la
figura 1.2. Partiendo de los test mas sencillos, como el test de flujo lateral en el
que la respuesta es visual (figura 1.2 (a)) [28], la trazabilidad se ha mejorado
afiadiendo codigos QR individuales en la carcasa de cada dispositivo para
permitir una mejor identificacion del test (figura 1.2 (b)) [29] mientras que la
lectura se ha digitalizado mediante el uso de la cdmara de un teléfono mdvil
como lector (figura 1.2 (¢)) [30]. La lectura del test con los moviles resulta una
solucion de digitalizacion sencilla y de bajo coste. De hecho, muchas
compairiias estan desarrollando estrategias para la mejora de la lectura del test
y que permitan la influencia de la luz ambiental, la distancia y la orientacién
desde la que se toma la imagen o la diferencia entre cAmaras de distintas marcas
0 modelos de méviles. El uso de los teléfonos méviles permite cumplir buena
parte de la premisa REASSURED [27], no obstante, a dia de hoy, no existe
todavia un protocolo estdndar que permita obtener la aprobacion de los
organismos regulatorios de dispositivos médicos como el sello de la FDA en

EEUU o el mercado CE europeo.
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Sencillez / asequibilidad

Sostenibilidad

Digitalizacion

Figura 1.2, Esquema de la sostenibilidad de los diferentes test POC en el mercado.
Empresas que comercializan los dispositivos: (a) AccuBio Tech; (b) Abingdon
Health; (c) BBI Solutions; (d) Aidian; (e) Alere Sotoxa; (f) ChemBio Dx; (g) Clear
Blue

Paralelamente, la industria ha desarrollado lectores Opticos especificos [31].
Estos dispositivos suelen ser aparatos electronicos de sobremesa relativamente
sofisticados que se suelen usar en laboratorios o clinicas en las que se realizan
centenares de test al dia (figura 1.2 (d)) [32]. El principal inconveniente es que
no se pueden transportar y requieren de una inversion inicial relativamente
elevada, incumpliendo asi buena parte del criterio ASSURED. Se ha intentado
abordar esta problematica disefiando dispositivos mas ligeros y transportables
con una pantalla que muestre los resultados (figura 1.2 (e)), a veces incluso
minimizando de forma sustancial los costes usando pantallas y softwares mas
sencillos (figura 1.2 (f)) [33]. Por Gltimo, podemos encontrar dispositivos de un
solo uso digitalizados y especializados en el mercado de lujo como el test de
embarazo con una pantalla integrada que muestra el resultado del test, como la
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comercializada por Clearblue (figura 1.2 (g)) o el test de deteccion del SARS-
CoV-2 con lectura electronica comercializado por Ellume [34]. Sin embargo,
incluso minimizando la electrénica, siguen siendo dispositivos con un coste
elevado en comparacion del LFA tradicional para poder ser adaptados
masivamente por paises de ingresos bajos y medios. Por esta razdn, la bisqueda
de estrategias que permitan desarrollar un test digital con impacto global es una

de las principales motivaciones de esta tesis.

1.3 Digitalizacién de los PADs: estado del arte en el mundo

académico

Dentro de la bibliografia podemos encontrar un gran nimero de estrategias para
la cuantificacion de la sefial en los PADs. En la tabla 1.2 se presenta de manera
esquematica cada uno de los métodos propuestos juntamente con el
cumplimiento o incumplimiento de cada uno de los criterios REASSURED.
Una propuesta que aparentemente puede ser sencilla es escanear los LFA en un
escaner de oficina, para posteriormente tratar la imagen generada en el
ordenador con programas de lectura de la intensidad de color y asi poder
cuantificar la sefial [35]. Esta estrategia permite avanzar en la simplificacion de
la lectura, pero no cumple los criterios de accesibilidad o independencia de
equipos. Estos dos aspectos son compartidos con las demas técnicas de lectura
reportadas, como la lectura por la sefial de SERS [36], por fluorescencia [37],
por sefial fototérmica [38] o por quimioluminiscencia [39]. Algunas de estas
aproximaciones también se encuentran disponibles a nivel comercial, ya que
cumplen con los criterios de sensibilidad y digitalizacién deseados. Ademas,
son métodos rapidos, robustos, evitan falsos positivos o negativos... Sin
embargo, en mayor o menor medida, todos requieren de un equipamiento
sofisticado para la lectura de la sefial o incluso de un ordenador con un software
especifico para el procesamiento de la misma. A pesar de ser avances hacia una

cuantificacion de la sefial de los PADs, son propuestas poco factibles para
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cumplir con todos los criterios que permitan su implementacion en regiones
PIBM o zonas remotas. Por Gltimo, cabe destacar que de todas las técnicas de
lectura listadas en la tabla 1.2, la electroquimica tiene caracteristicas que la
convierten en es la mas prometedora de cara a cumplir con el concepto
REASSURED, si bien es necesario optimizar diversos aspectos de esta

tecnologia.

Tabla 1.2. Técnicas utilizadas en la lectura digital de los PADs y cumplimiento o
incumplimiento de los criterios REASSURED

Lectura R E A S S U R E D

Escéaner [35] X X X
SERS [36] X | X X X
Fluorescencia [37] X X X
Sefial fototérmica [38] X | X X X

Quimioluminiscencia
X | X X X

[39]
Electroquimica

alimentada por un X | X X X

potenciostato [40]

1.4 PADs electroquimicos

En 2009, el grupo liderado por el profesor Charles S. Henry de la Universidad
del estado de Colorado (EE.UU.), combind las ventajas que confiere el papel
con técnicas electroquimicas [40], abriendo asi un nuevo camino hacia la
digitalizacion de los PADs. Los dispositivos basados en papel en el que la
cuantificacion analitica se basa en métodos electroquimicos se denominan
ePADs [41]. El uso de los métodos electroquimicos para la lectura de la

respuesta parecen ser los mas prometedores debido a su simplicidad, ya que
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requieren de la gestién de sefiales eléctricas (voltaje e intensidad) facilmente
aplicables e interpretables con electrénica de bajo coste — como ya sucede con
glucémetros de mano — a la vez que puedan alcanzar una alta sensibilidad y
viabilidad econdmica [42]. Los ePADs se benefician de los desarrollos de la
miniaturizacién de los sistemas electroquimicos convencionales [43], como la
fotolitografia, y de las mdltiples geometrias que se pueden desarrollar al
trabajar con los sustratos basados en papel (ver apartado 1.1). Diversas
publicaciones demuestran que los ePADs tienen una sensibilidad y
reproducibilidad mayor que los colorimétricos y presentan unos limites de
deteccion mas bajos y unos rangos de deteccion méas amplios [41]. Ademas, la
gestion de la sefial obtenida y su interpretacién es mucho mas sencilla que la de
las medidas Opticas y las de las técnicas propuestas por otros investigadores
descritas en el apartado 1.3. Gracias a estas ventajas, los ePADs han expandido
su uso a maltiples aplicaciones como [44]: la deteccion de metales pesados, de
compuestos organicos toxicos para el medioambiente, de glucosa o lactato en
sangre u orina, de bacterias en aguas, etc. Ademas, en distintos sustratos, se han
reportado diferentes inmunosensores electroquimicos para la deteccion de

enfermedades infecciosas de una forma rapida y eficaz [45,46].

Los ePADs también presentan una serie de inconvenientes de cara a su
aplicacion como test digitales de diagnéstico rapido: (i) Las lecturas
electroquimicas de especies en disolucidn requieren de la estabilidad del flujo
del sistema. Para evitar variaciones en la sefial electroquimica se necesita
detener el flujo o establecer un régimen constante y reproducible. Aunque los
anticuerpos marcados con una etiqueta enzimatica quedan anclados a la zona
de lectura, los mediadores redox y/o el substrato enzimatico pueden fluir
libremente. Como solucion, algunos autores han propuesto separar la zona de
test una vez realizado el inmunoensayo mediante el recorte con guillotina, para
posteriormente llevar a cabo la lectura electroquimica en ausencia de flujo. No
obstante, esto requiere de cierta laboriosidad que elimina la posibilidad de que

el test pueda realizarse sin necesidad de formacion previa. (ii) Los formatos
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tradicionales de LF sufren la evaporacién de la muestra que depende de las
condiciones ambientales, lo que puede introducir variabilidad en el sistema.
Este efecto puede minimizarse con la incorporacion de un encapsulado
especifico. (iii) La substitucion de las etiquetas de tipo 6ptico (NPs de oro o
latex) cominmente usadas en los LFAs tradicionales por enzimas capaces de
oxidar o reducir un substrato conlleva pasos adicionales en la operacion del test:
se requiere afadir sustrato para la enzima y controlar el tiempo de la reaccion
enzimatica. Ademas, la variabilidad de la respuesta enzimatica segun lotes
encarece el proceso de fabricacion y disminuye la robustez de la solucion. (iv)
Para evitar caidas 6hmicas importantes en la respuesta electroquimica, el fluido
de andlisis debe contener un electrolito lo suficientemente conductor, lo cual
puede representar incompatibilidades con la bioquimica del test y en concreto,
con los anticuerpos de reconocimiento y captura, que pueden llegar a
desnaturalizarse, perdiendo asi su capacidad en el reconocimiento del analito.
(v) La porosidad de los materiales basados en papel pueden afectar a la
respuesta electroquimica del sensor y afectar asi a los limites de detecciény a
la sensibilidad. El paso de solucion liquida a substrato de papel requiere de
estudios especificos que resultan muy escasos en la literatura (vi) Por ultimo,
aunque mas sencilla, la lectura electroquimica necesita de un mddulo
electronico y una fuente de alimentacion externa para la lectura de la respuesta
gue puede encarecer la solucion final y puede generar impacto ecoldgico

después de su uso.

Por estas razones, es necesario simplificar y redisefiar este tipo de dispositivos,
para que sus ventajas como los bajos limites de deteccion o las altas

sensibilidades puedan ser integradas en POCs comerciales.

1.5 ePADs autoalimentados

Los dispositivos portétiles y en particular los dispositivos de lectura de los

ePADs requieren de diversos modulos electronicos (modulo de procesamiento
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de la sefial, microprocesador, mddulo de acondicionamiento de la sefial) y de
una fuente de energia externa (generalmente una bateria). Uno de los principios
bésicos para una economia sostenible es minimizar los residuos. En los POCs,
y en especial en los ePADs de un solo uso, esto se traduce a minimizar el
numero de componentes electrénicos manteniendo sus cualidades. Una de las
estrategias para minimizar los componentes electronicos es la implementacién
de estrategias para un autoalimentado del dispositivo, evitando asi incorporar
fuentes de alimentacion externas, como por ejemplo pilas de boton, que genera
un impacto negativo al medioambiente. De esta forma, minimizar los
componentes electrénicos y evitar fuentes de alimentacion externas permite que
se cumplan de forma mas ajustada los criterios REASSURED, que sea mas
sostenible con el medioambiente y a la vez sean dispositivos mas asequibles, lo

que permitird su uso en los paises con recursos limitados.

Existen dos formas distintas de poder obtener un inmunoensayo completamente
autoalimentado. Por un lado, se puede generar la energia necesaria mediante
una pila de combustible enzimatica (por ejemplo de glucosa, lactato o
colesterol), que alimente la lectura electroquimica del inmunoensayo [47-50].
Por otro lado, existe la posibilidad de que la energia obtenida sea directamente
proporcional a la cantidad de analito del sistema [50], por lo que en este caso,

la fuente de energia se convierte en un sensor.

El disefio de un inmunoensayo autoalimentado en el que la energia obtenida sea
directamente proporcional a la respuesta, resulta en un cambio de paradigma,
ya que pasamos de preguntar cuanto analito hay en el sistema a cuanta energia
estamos generando, siendo esta energia generada directamente proporcional a
la cantidad de analito presente en la muestra. Este cambio abre las puertas a
plantear nuevas estrategias de lectura de la respuesta con una alta simplificacion
del sistema. S6lo un numero reducido de grupos de investigacion estan
estudiando la implementacion de este concepto en dispositivos completamente
operativos. Entre estos grupos se encuentra el grupo SPEED (Self-Powered

Engineered Devices Research Group) del Instituto de Microelectronica de
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Barcelona (IMB-CNM-CSIC), grupo en el cual se ha llevado a cabo esta tesis

doctoral.

1.6 Objetivos

A pesar de que los dispositivos analiticos basados en papel con lectura
electroquimica (ePADs) reportados hasta la fecha presentan unas caracteristicas
prometedoras para la cuantificacion de la sefial en los test en el lugar de
asistencia (PoC), los test de inmunoensayo siguen sin cumplir los objetivos
REASSURED. Estos presentan cierta complejidad en su manipulacion a la par
que su precio se eleva sustancialmente respecto al clasico test de flujo lateral
(LFA). Esto les impide posicionarse como una opcion solida para solucionar
los problemas del diagnéstico rapido global.

El objetivo general de esta tesis es estudiar e implementar estrategias que
permitan eliminar algunas de las limitaciones actuales de los ePADs para asi
poder aproximarlos a una solucién efectiva. Basandonos en los aspectos
probleméticos de estos dispositivos anteriormente descritos, en esta tesis se han
propuesto los siguientes objetivos especificos (esquematizados en la figura
1.2):

- Estudio del efecto en la respuesta electroquimica de los materiales
basados en papel mas usados en la industria del diagnéstico rapido.
Para realizar el paso de LFA a ePAD, es necesario realizar una lectura
electroquimica en el papel, sin embargo, hasta la fecha no se ha
reportado ningun estudio relacionado con el efecto de esta matriz

porosa en una respuesta electroquimica.

- Realizacion de un inmunoensayo autoalimentado basado en papel
gue permita la autocuantificacion de resultado sin necesidad de
una fuente de alimentacion externa. Para la lectura electroquimica es

necesario implementar una electrénica compleja y una bateria, que en
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algunos de los casos se ha resuelto mediante lecturas auténomas
basadas en pilas de combustible. A pesar de ser un gran avance y
disminuir la electronica y evitar el uso de potenciostatos, los voltajes
obtenidos son menores a 1V y las potencias que se obtienen no son

suficientes para alimentar una electrénica externa.

Estudio de la viabilidad de substituir las enzimas, necesarias como
marca electroquimica del inmunoensayo, por una alternativa
inorganica capaz de realizar la misma funcion, disminuyendo asi
la variabilidad y dependencia temporal asociada a los marcadores
bioquimicos. Para realizar el test electroquimico es necesario substituir
las NPs de oro o latex por enzimas capaces de oxidar o reducir un
mediador y asi poder realizar la medida electroquimica. Las enzimas
son materiales que se desnaturalizan con facilidad y presentan una alta
variabilidad entre lotes, por lo que su sustitucién por NPs con actividad
catalitica similar a las enzimas podria ser un gran avance que otorgara

robustez y simplicidad de operacidn a estos dispositivos.

OBIJETIVO 1 OBIJETIVO 2 OBIJETIVO 3

N\

Superficie del electrodo

Red .
)

rs e
£ ) ‘/xp e(CN)J*
[Fe(CN))

e

Figura 1.3. Esquema general de los objetivos de la tesis doctoral.
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Capitulo 2: Fundamentos teoricos

En este capitulo se detallardn los fundamentos bésicos de las principales
técnicas y disciplinas cientificas que se han empleado y desarrollado a lo largo

de esta tesis.

2.1 Electroquimica

Para los apartados relacionados con la electroquimica, se han tenido en cuenta
distintas fuentes bibliogréaficas de gran reconocimiento cientifico a nivel
internacional [51-56].

2.1.1 Fundamentos bésicos

La electroquimica es la rama de la quimica dedicada a estudiar los procesos de
intercambio de electrones de una reaccion quimica redox a través de una
interfase mediante cambios de corriente eléctrica a través de un circuito
externo. Actualmente es ampliamente usada en muchas aplicaciones distintas
como la corrosion de un metal, baterias, quimica analitica o como es el caso de

esta tesis, para aplicaciones en dispositivos biomédicos.

En general, una reaccion electroquimica se produce en la interfaz entre un
colector de corriente (electrodo) y un conductor ionico (electrolito) cuando una
especie se oxida (pierde electrones) o se reduce (gana electrones):

reduccion
Ox +ne” = Red (ec. 2.1)

oxidacion
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El estudio de un proceso electroquimico se suele llevar a cabo en las
denominadas celdas electroquimicas, donde dos o mas electrodos estan
sumergidos en un electrolito y conectados externamente a traves de un circuito
eléctrico. Generalmente, el estudio esta focalizado a un Unico proceso
electroquimico, para ello se usa la denominada celda de tres electrodos (figura

2.1), formada por:

- Electrodo de trabajo (ET): es el electrodo donde se produce la
reaccion de interés. Estos electrodos pueden ser activos, es decir, se
forman o se disuelven a medida que se produce una reaccion
electroquimica (por ejemplo: Mg = Mg# aq + 2€), 0 inertes, que son
aquellos que no experimentan cambios a medida que se produce la
reaccion deseada (por ejemplo: FCMeOHxq) 2 FCMeOH*q) + 1le en
un electrodo de carbdn vitreo).

- Electrodo de referencia (ER): es un electrodo que mantiene un
potencial constante durante las condiciones de una medida
electroguimica y que sirve para determinar o controlar el potencial del
electrodo de trabajo, ya que es imposible determinar el potencial de un
electrodo aislado. Existen numerosos electrodos de referencia, como el
electrodo estandar de hidrégeno (Hz/H*), también denominado SHE,
gue se usa como referencia “universal” para reportar los potenciales
estandar (y se ha determinado que su potencial es OV). Existen también
otros tipos de electrodos de referencia, que son ampliamente usados
por su estabilidad ante diferentes condiciones (en electrolitos acuosos
gue contengan iones), como por ejemplo el electrodo de referencia
Ag/AgCI (a 25°C 3M, +0,205V, 3.5M, +0.210V vs SHE, saturado
+0.197V vs SHE... a 25°C) o Hg/Hg.Cl, (calomelanos, +0.244V vs
SHE).

- Contraelectrodo (CE) o electrodo auxiliar: sirve para cerrar el
circuito y produce la corriente con signo opuesto al ET. Debe ser

totalmente inerte al estudio y lo suficientemente grande o activo para
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poder generar la corriente demandada por el ET. Ante estas

condiciones, se suele usar platino o materiales carbonosos conductores.

Los electrodos estan conectados entre ellos por un circuito eléctrico externo.
Entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia no se genera ninguna
corriente, Unicamente se controla el potencial. Mientras que entre el

contraelectrodo y el electrodo de trabajo es por donde fluyen los electrones.

A
ET ® = CE
ER
% /

Electrolito

Figura 2.1. Esquema de una celda electroguimica de tres electrodos

Segun la IUPAC, el potencial de una reaccién electroquimica, E (V), se define
como el potencial de un electrodo cuando no hay paso de corriente eléctrica a
través de la celda y se hayan establecido todos los equilibrios locales de
transferencia de carga a través de los limites de las interfases (excepto en las
posibles uniones electrolito-electrolito) y los equilibrios quimicos locales [57].

Este potencial se describe mediante la ecuacion de Nernst:
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RT «a
E=E'+—In—= (ec. 2.2)
nF Qred

Donde E° es el potencial estandar de reduccion, R la constante de los gases, T
la temperatura, n el nimero de electrones y F la constante de Faraday y ai es la
actividad de una especie en disolucion.

La corriente producida en un electrodo es generalmente suma de una corriente
capacitiva y una corriente faradica. En el primer caso, al aplicar un potencial en
la superficie del electrodo, esta se carga positiva 0 negativamente, de tal manera
gue los iones de la carga opuesta disueltos en la disolucién se aproximan a la
superficie del electrodo generando asi una corriente eléctrica. Por otro lado, la
corriente faradica es aquella en la que hay involucrado un intercambio de uno
0 mas electrones a través de la interfase, desde el electrolito al electrodo

(oxidacion) o viceversa (reduccion).

La corriente faradica (i) que pasa por el electrodo en funcién del tiempo esta
relacionada con el flujo (J) de la especie electroactiva O (portador o aceptor
de electrones) que llega a la superficie del electrodo. Por lo tanto, la expresién
de la corriente es:

i =-nFAJ,(x =0,t) (ec. 2.3)

Donde A el area del electrodo, x la distancia con respecto a la superficie del
electrodo y t el tiempo. El flujo o transferencia de masa, es decir el movimiento
de las especies desde un punto de la disolucién hasta otro, puede generarse por

tres causas diferentes:

Migracion: movimiento de las especies cargadas a causa de un
gradiente de potencial

- Convecciodn: el transporte de las especies causada por un movimiento
hidrodinamico (agitacion) o por un gradiente de concentracion

(conveccion natural)
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- Difusiéon: movimiento aleatorio y espontaneo de una especie de un

lugar a otro

La suma de las tres contribuciones anteriores se expresa mediante la ecuacién
de Nernst-Planck:

zoF

= —DyVcy —
Jo oVCo RT

DoCoVe + 9 (ec. 2.4)

Donde Do es el coeficiente de difusion de la especie quimica, co la
concentracion de dicha especie en disolucion, zo la carga de la especie quimica,
T la temperatura y 9 la velocidad hidrodinamica. Los términos expresados a la
derecha de la ecuacion corresponden respectivamente a las contribuciones de

difusién, migracion y conveccion.

En los casos en los que hay ausencia de agitacion externa y las disoluciones
acuosas contengan una alta concentracion de electrolito inerte (o electrolito
soporte), las contribuciones por migracion y conveccién quedan anuladas y la

ecuacién 2.4 gueda simplificada a:
]0 = —DOVCO (eC. 25)

Para conocer el flujo de una especie en funcion del espacio-tiempo es necesario
resolver la primera y la segunda ley de Fick. Por lo tanto, teniendo en cuenta la
ecuacion 2.3, 2.5y la primera ley de Fick, la expresion de la corriente en el

electrodo es:
i = —nFADyVc, (ec. 2.6)

Y el gradiente de concentracion desde la superficie del electrodo hasta el seno
de la disolucidn en funcién del tiempo queda expresada por la segunda ley de
Fick:

dco(x,y,z,t)

n = D,V?c, (ec. 2.7)
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La expresion de la corriente en un electrodo en funcion del tiempo requiere de
la resolucion de ecuaciones diferenciales parciales, y para resolverlas es
necesario fijar unas condiciones de contorno para cada caso en concreto.
Supongamos un sistema unidimensional en el que inicialmente la concentracion
de la especie O (cgp) se encuentra distribuida uniformemente por toda la

disolucion:
Colx, t =0) =c¢; (ec. 2.8)

Asumiendo que el gradiente de concentracion no se ve alterado por las paredes

de la celda, se puede asumir un sistema semi-infinito:

lim cy(x,t) = ¢ (ec. 2.9)
X—00

La concentracion en cada momento de la especie electroactiva en la superficie

del electrodo estéa relacionada directamente con el potencial que se le aplica:

co(0,t) = f(E) (ec. 2.10)

Resolver mateméaticamente las soluciones para cada caso que pueda devenir en
una celda electroquimica suele requerir de complejas soluciones matematicas.
Sin embargo, se han resuelto los casos mas comunmente encontrados en los
laboratorios. Por ejemplo, cuando un electrodo de trabajo totalmente plano esta
sumergido en una disolucion con una pequefia cantidad de especie electroactiva
(generalmente entre 1 y 10 mM), con una alta concentracion de electrolito
soporte (generalmente 100 veces mayor que la especie electroactiva) y sin
agitacion externa. En las siguientes secciones se detallan las soluciones en un

potencial fijo y en un barrido de potencial.

Las técnicas electroguimicas pueden depender de que variable (E, i, t 6 ¢) sea
la que se controle o la que se quiera estudiar. Podemos clasificar las técnicas en

tres tipos diferentes:

- Potenciométricas: Control del potencial en corriente continua

- Amperométricas: Control de la intensidad en corriente continua
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- Impedimétricas: Control del potencial o de la intensidad en corriente

alterna

A su vez, cada una de las técnicas se puede realizar en equilibrio (por ejemplo,
potencial constante y estudiar la variacion de la corriente en funcion del tiempo)
0 en transicion (por ejemplo, estudiar la corriente haciendo un barrido de
potencial). En los siguientes subapartados nos centraremos en las técnicas que
se han usado durante esta tesis.

2.1.2 Cronoamperometria

Supongamos el caso en el que se aplica un potencial al electrodo en el que la
cinética de la reaccion sea mucho mas rapida que la difusién de la especie hacia
el electrodo vy, por lo tanto, toda la especie O que llega a la superficie del
electrodo se reduce rapidamente. En este caso, el valor de f(E) de la ecuacién

2.10 es igual a 0, simplificandose la ecuacién a:
cp(0,t) =0 (ec. 2.11)

Mediante complejos calculos matematicos, teniendo en cuenta la segunda ley
de Fick (ecuacion 2.7) y las condiciones de contorno expresadas en las
ecuaciones 2.8, 2.9 y 2.11, se puede obtener una ecuacion para cuantificar la
corriente obtenida en un electrodo en funcién del tiempo, la ecuacion de
Cottrell:

nFADl/ 2ch
0 0

7'[1/2{:1/2

i(t) = (ec. 2.12)

Antes de hacer uso de esta ecuacion frente a unos datos experimentales, se ha

de recordar que:

- Para que esta ecuacion tenga validez se han de cumplir las siguientes

condiciones: electrodo totalmente plano, difusion totalmente uniforme
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en el sistema, condicion de difusién semi-infinito y la ausencia de
conveccion natural

- Los potenciostatos tienen ciertas limitaciones, sobre todo, limitaciones
al obtener corrientes muy elevadas, como las que se predicen en los
primeros milisegundos en la ecuacion de Cottrell

- Limitaciones por resistencias no compensadas y la posible generacién

de corrientes no faradicas

La respuesta cottrelliana (aquella que sigue la ec. 2.12) de un electrodo se suele
representar graficamente en valores absolutos, negativos o positivos, en ambos
ejes tal y como se representa en la figura 2.3a. En el campo de la electroquimica
analitica, se suele representar la corriente en funcion de t*2, para asi, de la
pendiente poder extraer la concentracion del analito (figura 2.3b). Asimismo,
permite confirmar que la respuesta (corriente) esta controlada por difusion y
tiene un comportamiento cottrelliano. Por Gltimo, cabe destacar que, en algunos
estudios teoricos, la respuesta se representa en una escala doble logaritmica,
representando log (j) en funcion de log (t) (figura 2.3c). De la ecuacién de
Cottrell (ec. 2.12) se puede deducir que la pendiente gue se obtiene de esta
representacion tiene un valor de -0.5, es adimensional y no depende en ningln
caso de la concentracion, coeficientes de difusion o areas activas de los
electrodos, por lo tanto, de esta forma es mucho mas preciso confirmar un
control por difusion homogéneo y un comportamiento cotrelliano. Los valores
obtenidos en estas graficas se han obtenido suponiendo una concentracion de 1

mM de la especie electroactiva y con un valor de D de 6.5-10° m?s™.
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Figura 2.2. Valores de densidad de corriente (j) obtenidos a partir de la ecuacion de
Cottrell suponiendo que ¢ =1 mM, n=1y D = 6.5-101° m%L, a) representacion
lineal; b) representacion de la j frente a t-¥2; ¢) representacion en escala doble

logaritmica.

En la figura 2.4 se puede observar el gradiente de concentracion desde la
superficie del electrodo hacia el seno de la disolucién a diferentes tiempos
comprendidos desde t = 1 s hastat = 60 s. La region en la que la concentracién
de la especie electroactiva es diferente a la del seno de la disolucién es la
identificada como capa de difusién. Se puede observar como esta region puede
llegar a tener una distancia cercana a 0.8 mm después de 60 segundos de
reaccion en estas condiciones. El valor de la capa de difusién a un tiempo t
depende de D2,
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Figura 2.3. Gradiente de concentracion en la capa de difusion en una respuesta
cottrelliana suponiendo que c=1mM, n=1y D = 6.5-101 m%1,

2.1.3 Voltametria de barrido lineal y voltametria ciclica

En ocasiones, para el estudio de un sistema electroquimico no es suficiente
aplicar un unico potencial como en el caso de la cronoamperometria. Es posible
obtener mayor informacién del sistema variando el potencial en funcién del
tiempo. En la mayoria de casos este potencial varia linealmente con el tiempo
desde un potencial inicial (E;) hasta a otro potencial (E;). A esta técnica se la
conoce como Vvoltametria de barrido lineal. Es posible obtener ain mas
informacién haciendo un barrido ciclico del potencial, a velocidad controlada,
en el que se parte de E; hasta E, y volviendo de nuevo a E; (voltametria ciclica).
Las condiciones de contorno son las expuestas en la seccion 2.1.1. E(t) de la

ecuacion 2.10 queda expresado como:
E(t) = E; — vt (ec. 2.13)
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De nuevo, para resolver todas las condiciones de contorno teniendo en cuenta
las ecuaciones de la seccién 2.1.1 y la ecuacién 2.13, hace falta aplicar
resoluciones matematicas complejas. Este sistema es aun mas complejo que el
descrito por la cronoamperometria y las ecuaciones para definir la respuesta (j)
en funcion del potencial son demasiado complejas. De entre todas las
soluciones y calculos posibles, por simplicidad, la ecuacion méas usada es la
ecuacion de Randles—Sevéik, en la que se expresa la intensidad del pico
voltamétrico (ip, madximo valor de la corriente de respuesta) como:

3\ 1/2
i, = 0.4463 <ﬁ> n32ADy*cgvt/2 (ec. 2.14)

El perfil de una respuesta en una voltametria ciclica esta representada en la

siguiente figura 2.4.

jImA-cm?

EIV

Figura 2.4. Perfil de una voltametria ciclica de un electrodo completamente plano y

de una reaccién reversible.

45



Fundamentos tedricos

2.1.4 Simulaciones computacionales

Hasta ahora hemos supuesto un electrodo totalmente plano y con unas
condiciones determinadas. También se han resuelto para otras geometrias como
en el caso de los microelectrodos, electrodos esféricos o electrodos en forma de
disco. Sin embargo, existen muchas otras condiciones mucho mas dificiles de
determinar y que requieren de un célculo matematico ain mas complejo. En
algunos estudios, los autores suponen una respuesta puramente cottrelliana en
todo el rango sin tener en cuenta factores como la rugosidad del electrodo,
contribuciones por diferentes tipos de difusion en diferentes zonas de la capa
de difusion, flujo lateral en los bordes de un electrodo, etc. Incluso, en algunas
ocasiones es simplemente imposible obtener una ecuacion que describa la

corriente de un electrodo, por lo que se suele hacer uso de aproximaciones.

Las simulaciones mediante métodos computacionales son una gran solucién
practica para poder predecir la respuesta electroguimica de un sistema
complejo. Miles de articulos han sido publicados sobre el estudio mediante
métodos computacionales de diferentes efectos como la rugosidad del
electrodo, electrolisis con bajo contenido de electrolito soporte, diferentes

geometrias de celda, etc.

En la gran mayoria de los casos anteriores se han resuelto mediante un c6digo
informatico (Fortran 77, Python, C, C++...), pero gracias a los avances
tecnoldgicos, a dia de hoy existen diferentes herramientas que facilitan los
estudios fisicoquimicos en todas sus facetas. Una de estas herramientas es el
software COMSOL Multyphysics©. Desde el comienzo de su comercializacion
en 1986, y en especial en la Gltima década, se han publicado multitud de
estudios en simulacion electroquimica. Durante la tesis se han realizado

simulaciones, para mas informacion ver el capitulo 3.
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2.1.5 Espontaneidad de una reaccion electroquimica y tipos de

celdas electroquimicas

Una reaccién quimica es espontanea cuando la variacion de la energia de Gibbs
(AG) es negativa mientras que no es espontanea cuando su valor es positivo. Es
posible definir AG en funciéon del potencial global de una reaccion

electroquimica (Eg;opa;):
AG = —nFEQ,py  (ec. 2.15)
Supongamos las semirreacciones de reduccion de cobre y oxidacién del zinc:
Cu®t +2e~ > Cu E°=034V (ec. 2.16)
ZIn > Zn** +2e~ E°=-0.76V (ec. 2.17)
En este supuesto, la reaccion global es:

Cu®* +7Zn - Cu+Zn**  El,pq = 110V (ec. 2.18)

Al obtener un valor positivo del potencial global de la reaccion electroquimica,
en este caso 1.10V, AG es negativo y por lo tanto la reaccidn es espontanea. En
el caso que las semirreacciones fueran las inversas, oxidacion del cobre y
reduccion del Zn, la reaccion global seria no espontanea al obtener un valor de

Egiopar = —1.1V y por lo tanto AG tendria un valor positivo.

Las celdas electroquimicas se pueden clasificar como galvanicas o
electroliticas. Las celdas electroliticas son aquellas en las que las reacciones se
producen al aplicarse un potencial eléctrico externo entre anodo y catodo para
impulsar las reacciones electroquimicas no espontaneas (figura 2.5a). Mientras
que una celda galvanica es aquella en la que las reacciones de oxidacion y de
reduccion se producen de forma espontanea cuando se conectan a través de un
conductor eléctrico externo (figura 2.5b). Este tipo de celdas se usa para

convertir la energia quimica en energia eléctrica. Las celdas galvénicas
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incluyen aquellas denominadas primarias, que son aquellas que no se pueden
recargar (por ejemplo, Zn-MnQ,), secundarias, aquellas que se pueden recargar
(por ejemplo, ion-Li) o celdas de combustible, que son aquellas en las que existe
un flujo continuo de combustible (por ejemplo, H2-O2). Dentro de las celdas de
combustible encontramos aquellas en las que una o ambas reacciones dependen
de vias bioguimicas, las denominadas celdas de biocombustible. En la figura
2.5¢, se esquematiza una celda de biocombustible en la que en el &nodo se oxida
la glucosa por mediacién de la glucosaoxidasa mientras que en el catodo se

reduce el oxigeno disuelto en la disolucion por mediacion de la enzima lacasa.

En ocasiones es necesario separar la celda en dos compartimentos para evitar
gue haya reacciones parasitas. Por ejemplo, si la celda galvanica de la figura
2.5b no estuviera separada en dos compartimentos, el Zn?* disuelto reaccionaria
directamente sobre la superficie del cobre evitando asi el paso de electrones por
el circuito externo. Para cerrar el circuito, en este tipo de configuraciones es
necesario el uso de un puente salino, que mantendra la electroneutralidad en

ambas semiceldas.

a) Celda electrolitica b Celda galvanica
€— € ~ €€ e—2> ... 66—
\Z VWA
@ ’ €—K NO'—> ‘ @ @ ’ €—NO! K—> @

L]

i &
ZHJ'J
Puente salino Puente salino
C) Celda de biocombustible
e—  e—>
Glucosa oxidasa Lacasa
( Glucosa 0.
Gluconolactona ) p
H.0 |

Figura 2.5. Esquema de distintos tipos de celdas electroquimicas. a) Celda

electrolitica; b) celda galvanica; c) celda de biocombustible
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Las celdas de combustible se suelen caracterizar mediante la voltametria de
barrido lineal (explicada en la seccion 2.1.3) a partir del cual se obtienen las
denominadas curvas de polarizacion o curvas I-V. En ellas, se representa el
potencial en funcién de la densidad de corriente generada (figura 2.6). En este

tipo de curvas, generalmente se distinguen tres regiones:

- La primera, a densidades de corrientes bajas, donde el potencial de
celda disminuye drasticamente debido a las pérdidas por activacion.

- Lasegunda, a densidades de corrientes intermedias, donde se observa
una disminucién lineal del potencial con la corriente debido a
resistencias 6hmicas del sistema.

- Latercera, a densidades de corrientes elevadas, donde el potencial de
celda vuelve a caer drasticamente debido a que se consume todo el
combustible que llega a los electrodos y no es capaz de alimentar al

sistema.

Region de polarizacion

de activacion

Region de polarizacion

/ 6hmica

E/V

Region de polarizacion
de concentracion

-___’

j!A-cm?

Figura 2.6. Tipica curva de polarizacion de una celda de combustible.
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2.2 Espectroscopia de absorcion UV-Vis

La espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-Vis) es una técnica cuantitativa
gue mide la cantidad de radiacién electromagnética que absorbe una molécula
en longitudes de onda comprendidas entre 280 y 800 nm, que corresponde al
rango detectable por el ojo humano. Esta técnica se usa ampliamente para
distintas aplicaciones como en inmunoensayos ELISA, deteccién de moléculas
en matrices con muchos compuestos diferentes o estudios de cinética de

reacciones.

El espectrofotometro es el instrumento que se usa para la espectroscopia UV-
Vis. En un espectrofotometro, una lampara emite luz en un amplio espectro de
longitudes de onda. Esta luz pasa por un monocromador, dejando pasar un haz
de luz de una Unica longitud de onda. Este haz pasa por la cubeta que contiene
la muestra hasta que finalmente llega al detector. El funcionamiento de un

espectrofotometro esta esquematizado en la figura 2.7.

Monocromador

Detector

N
i

Muestra

Figura 2.7. Esquema de una medida UV-Vis

Parte de la luz es absorbida por las moléculas que se encuentran dentro de la
muestra y parte es atravesada hasta llegar al detector. La luz absorbida
dependera de la estructura electronica de cada material y la que atraviesa la

muestra esta gobernada por la ley de Lambert-Beer:
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I
A = egLc = —logy, <E> = —log,o(T) (ec. 2.19)

Donde A es la absorbancia, € la absortividad molar, ¢ la concentracion de la
especie, | la intensidad de la luz que atraviesa la muestra, o la intensidad de la

luz del blanco de la muestra 'y T la transmitancia.

2.3 Inmunoensayo

Los inmunoensayos son técnicas analiticas basadas en las uniones especificas
y de alta afinidad entre un anticuerpo (Ab) y una molécula diana. Para poder
llevar a cabo la deteccion de este reconocimiento anticuerpo-antigeno, uno de
los componentes debe marcarse con un marcador, generalmente nanoparticulas
0 enzimas. Como se ha sefialado en la introduccion de la tesis, en los test de
flujo lateral una de las marcas mas habitual es la nanoparticula de oro, mientras
gue en los inmunoensayos electroquimicos o en los elaborados en laboratorios
especializados, se suelen marcar con enzimas. Estos ensayos se pueden realizar
en distintas plataformas, algunas disefiadas especificamente para estos ensayos

o también se pueden realizar en distintos materiales como la nitrocelulosa.

Los inmunoensayos se pueden clasificar segun su formato en: directo-
competitivo, indirecto-competitivo, de tipo sandwich no competitivo y de tipo
sandwich indirecto y no competitivo. En esta tesis nos hemos centrado en este
Gltimo caso debido a su alta sensibilidad y un menor requerimiento de
concentracién de anticuerpos respecto a los otros tipos de inmunoensayos. El
esquema general del inmunoensayo seleccionado se puede encontrar en la
figura 2.6. En primer lugar, una cantidad fija del Ab de captura se fija sobre un
soporte sélido, generalmente para ello se usan plataformas especificas de
plastico, pero también se pueden llegar a fijar sobre soportes de tipo papel. A
continuacion, se afiade la solucidon que contiene el antigeno (analito) y
seguidamente una solucion con el Ab de deteccién. En ocasiones, el Ab de

deteccion contiene ya una enzima, pero en otras, es necesario realizar otro paso
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méas en el que se afiade el denominado Ab secundario. EI Ab secundario,
enlazado a una enzima, reacciona especificamente con el Ab de deteccion. Para
eliminar los restos de matriz no especifica y los anticuerpos no unidos se
realizan etapas de lavado después de cada una de las incubaciones. Finalmente,
para cuantificar la presencia de analito, se afiade el sustrato cromogeénico o
luminiscente que reacciona especificamente con la enzima del Ab secundario y

genera cambios en la absorbancia o fluorescencia de la solucion.

\)‘/
1: Ab de captura
v

Lavado

o ¥
m e

Lavado

N

3: Ab de deteccion

i ‘1'
Lavado

4: Ab marcado con

/ una enzima o una NP

Lavado

JL

Figura 2.8. Esquema general de un inmunoensayo de tipo Sdndwich indirecto.

\/
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2.4 Técnicas de prototipaje rapido

La tecnologia impresa para la fabricacién de electrodos y circuitos eléctricos
confiere numerosas ventajas frente a la tradicional basada en silicio. Entre ellas
podemos encontrar la posibilidad de una produccion a gran escala mas rapida,
fabricacion a temperatura ambiente, un menor coste de produccién y mayor
versatilidad. A escala industrial el proceso mas extendido es el denominado
roll-to-roll (R2R), simplificando la produccién con una velocidad de proceso
muy elevada. Para la impresion de las tintas sobre los sustratos, generalmente
se usan dos técnicas distintas, inkjet-printing y screen-printing. En el primero
de los casos, se deposita secuencialmente la tinta conductora en forma de
pequefias gotas, produciendo capas de 10 pum aproximadamente. Sin embargo,
es una técnica lenta si la comparamos con el screen-printing. El segundo de los
casos es la mas usada. El screen-printing se basa en la deposicion de una fina
capa conductora o aislante a través de una malla sobre un substrato con un
patron definido. Esta técnica es muy versatil y es compatible con sustratos de
todo tipo como el papel, el plastico o todo tipo de tejidos.
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Capitulo 3: Estudio de la respuesta
electroquimica de un SPE en
presencia de un sustrato papel

3.1 Introduccidn

Los ePADs se caracterizan por la combinacion de sustratos basados en papel y
una configuracién miniaturizada de dos o tres electrodos [43,58]. Gracias a la
multifuncionalidad que presentan los materiales porosos basados en papel (por
ejemplo la capacidad de almacenamiento de reactivos, transporte de fluidos por
capilaridad, funcionalizacion de los poros con biomoléculas, etc.) se han
disefiado multiples arquitecturas para conseguir la mejor combinacion papel-
electrodo en diferentes aplicaciones de sensado [59]. Una forma de clasificar
los ePADs desde el punto de vista de su arquitectura es a partir de la relacion
papel-electrodo: (i) cuando estan impresos sobre el propio papel [15,59,60] o
(ii) cuando los electrodos y el papel son fabricados por separado y puestos en

contacto con posterioridad [61-64].

La impresién de los electrodos directamente sobre los sustratos de papel es una
forma muy eficaz de introducir la miniaturizacion de los mismos electrodos de
manera compacta. Ademas, esto permite generar corrientes relativamente
elevadas por area geométrica ya que, al serigrafiar sobre el material poroso, el
area activa se ve incrementada sustancialmente. En 2009 se public6 por primera
vez un procedimiento para la fabricacion de electrodos y pistas conductoras
directamente sobre un substrato de papel [40]. En este trabajo, los autores
usaron la fotolitografia para crear el patron de las pistas y los electrodos. Desde
entonces, se han disefiado diferentes técnicas con el mismo proposito: serigrafia

[65], impresidn por inyeccién de tinta [66], impresion manual con un lapiz de
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grafito [67], filtracion de tintas al vacio [68]... Sin embargo, estas técnicas
presentan ciertas limitaciones [41]. En cada una de ellas es necesaria una
optimizacién del depdsito de cada una de las tintas (debido a la variabilidad en
las viscosidades segun el fabricante) para cada uno de los sustratos (debido a la
variabilidad en la porosidad seguln el sustrato). En ocasiones es dificil obtener
unas condiciones Optimas, dificultando la homogeneidad en la infiltracion de
las tintas, generando asi irreproducibilidades entre lotes. Ademas, en muchas
ocasiones el depositar la tinta directamente sobre el substrato puede introducir
interferencias, como, por ejemplo, causar una disminucion de los centros
activos en los que el material puede fisisorber los anticuerpos en un ePAD de

sensado inmunoldgico.

Asi, muchos autores prefieren realizar medidas electroquimicas en sustratos de
papel mediante la aplicacion de los mismos sobre un electrodo previamente
serigrafiado (SPE) en un sustrato independiente. Aungue esta combinacion es
menos compacta, se evita la variabilidad durante el proceso de serigrafia.
Ademas, las propiedades fisico-quimicas del papel y de los SPE han sido

ampliamente estudiadas por separado.

Respecto a los substratos basados en papel, existen amplios estudios sobre las
propiedades que afectan a sus caracteristicas y funcionalidad dentro de los
PADs. La modificacion de los substratos basados en papel con diferentes
grupos funcionales para mejorar la respuesta de los PADs o la posibilidad de
anclar biomoléculas son otros factores destacables y ampliamente estudiados
[60]. Respecto a la influencia de los materiales de fabricacién de los SPE se han
publicado variedad de articulos en los que se estudia sus respuestas
electroquimicas a micro y macro escala. A modo de ejemplo podemos destacar
los efectos de la rugosidad del electrodo de trabajo en una respuesta
electroquimica, los pretratamientos quimicos y electroquimicos necesarios para
la activacion superficial o la caracterizacion de distintas tintas conductoras de

diferentes marcas comerciales [69—75].
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A pesar del gran nimero de publicaciones relacionadas con los ePADs, hasta
el dia de hoy no se ha desarrollado ningin estudio sistematico sobre el efecto
que puede tener la eleccion del tipo de papel en una medida electroquimica.
Curiosamente, varios articulos mencionan la necesidad de la exploracion de las
propiedades y efectos de estos materiales en la respuesta electroquimica para
poder desarrollar con méas eficacia los ePADs mas estables y con limites de
deteccion més bajos [41,43]. No obstante, la mayoria de autores no justifican
la eleccion del substrato seleccionado en su dispositivo ni comentan el posible
efecto que éste haya podido ejercer sobre la respuesta electroquimica obtenida.
Tal y como podemos observar a través de los articulos referenciados a lo largo
de esta tesis, la mejora y desarrollo de nuevos (e)PADs esté focalizada en la
arquitectura de los dispositivos, el tipo de ensayo o la técnica de cuantificacion,
pero en ningun caso en el estudio del efecto de la combinacién SPE-papel.

El objetivo de este capitulo es pues analizar la influencia de los diferentes
substratos basados en papel sobre la sefial amperométrica de un SPE. Los
materiales que se han estudiado se encuentran disponibles a nivel comercial y
provienen de la industria del diagnéstico. El andlisis de los resultados
experimentales obtenidos y su posterior simulacién mediante un software
basado en elementos finitos, permite extraer la evolucion temporal del perfil de
los gradientes de concentracion de las especies electroactivas en cada uno de
los materiales caracterizados, asi como disponer de un modelo aplicable a otros
tipos de substratos que se quieran estudiar en un futuro. Ademas, los resultados
de este capitulo proporcionan una serie de recomendaciones a la hora de
seleccionar los substratos con el fin de obtener ePADs con mejores

prestaciones.

59



Estudio de la respuesta electroquimica en presencia de un sustrato de papel

3.2 Resultados y discusion

En primer lugar, se tomaron imagenes de los diferentes materiales estudiados
en un microscopio de barrido electrénico (SEM) con el objetivo de observar su
estructura. Los materiales seleccionados han sido usados en otros ePADs
reportados o bien son usados como elementos constituyentes de los test de flujo

lateral:

- Whatman de grado 1 (W1, Figura 3.1a). Este material ha sido
ampliamente usado como papel cromatografico. Fue el sustrato
empleado en los primeros trabajos publicados sobre microfluidica en
papel por el grupo del profesor Whitesides [20] y por este motivo la
mayor parte de las publicaciones realizadas por otros autores se han
llevado a cabo en este material.

- Nitrocelulosa (NC, Figura 3.1b). Este material, se emplea como
substrato para la inmovilizacion de anticuerpos en los test de flujo
lateral. Es un material muy delgado y fragil que requiere una
manipulacion cuidadosa. Se han reportado diversos trabajos en los que
se realizan medidas electroquimicas con este sustrato para la
cuantificacion de un inmunoensayo [76,77].

- Fibrade algodon (FA, Figura 3.1c). Este material se usa en los test de
flujo lateral como absorbente para drenar el liquido que fluye por el test
y crear un flujo continuo que permite la circulacién de la muestra a
analizar a través de la zona de test. Por esta razon, este material presenta
una elevada capacidad de succién y un grosor muy superior a la NC.

- Fibra de vidrio Standard 14 (FV, Figura 3.1d). Este material, se usa
en los test de flujo lateral como sample pad. Generalmente, en este
material se almacenan los anticuerpos marcados con NPs de oro o latex.
Una vez la muestra fluye a través de esta zona, los anticuerpos son

arrastrados hacia la NC, donde les esperan los anticuerpos de captura
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en la zona de test. Para evitar la adsorcion de los anticuerpos en esta la
matriz porosa, este material presenta una baja interaccidén quimica con

las especies presentes en el liquido de analisis.

Como podemos observar en las iméagenes de la figura 3.1, estos materiales
presentan caracteristicas estructurales muy variadas. Se puede apreciar que el
W1y la FA presentan una estructura muy similar, con un entramado de fibras
muy irregular y unos tamafios de poro muy pequefios. Por otro lado, la NC
presenta una estructura porosa de tipo esponja muy uniforme con poros de unas
pocas micras. Por ultimo, se puede observar que la FV estd compuesto de un
entramado de fibras muy finas y tubulares dispuestas de manera que

constituyen es un material extremadamente poroso.

Figura 3.1. Imagenes SEM de los papeles més usadosen los (e)PADs (a) W1, (b) NC, (c) FAy

(d) FV.
La gran diferencia entre tamafios y estructura de 1os poros que se observa en las
imagenes SEM de estos materiales hace prever diferencias en la difusion de una
especie quimica embebida en estos diferentes substratos en disolucion (Da).
Este factor resulta relevante, ya que como se ha descrito en el capitulo 2, el

parametro Da tiene un efecto directo en la magnitud de la respuesta
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electroguimica; cuanto menor es Da, menor es la corriente, lo que impacta en
la sensibilidad y en el LOD de un ePAD.

Una manera de obtener el valor de difusividad de una especie electroactiva en
un material poroso es mediante la realizacion de una cronoamperometria (CA)
a un potencial en el que la respuesta esté controlada por difusion. Asi, se
procedié a comparar la respuesta electroquimica por CA generada por la
oxidacion de 1 mM de ferricianuro en KCI 0.1M como electrolito soporte a un
potencial de -0.2V vs Ag/AgCl en un SPE en ausencia y presencia de un
sustrato de papel. Previamente, nos cercioramos de que a ese potencial la

medida electroquimica estuviese controlada por difusion.

En el primer caso, se depositd una gota de la solucion de ferricianuro de 50 L,
gue es un volumen lo suficientemente grande como para cubrir los tres
electrodos del SPE. En el segundo caso, se depositd sobre el SPE un trozo de
papel de W1 circular de radio 1 mm, que es lo suficientemente grande como
para cubrir los electrodos, y se impregné con la solucion de ferricianuro. En la
figura 3.2a podemos ver los resultados obtenidos. Se puede apreciar como las
corrientes registradas a partir de los primeros segundos son distintas, siendo la
medida en el papel de menor magnitud que en la gota del fluido. Tal y como
podemos deducir de la ecuacion 2.12, la disminucion de corriente podria
deberse a que al entrar en contacto el substrato de papel con la superficie del
electrodo, su area efectiva disminuya y por lo tanto también la corriente
generada. Por otra parte, cabe la posibilidad de que la difusion del ferrocianuro
se vea disminuida debido a la baja porosidad del papel. Es también posible que
la disminucion de corriente se deba a una combinacion de ambos efectos. Con
el objetivo de discernir el origen de la disminucion de la sefial en el sustrato

poroso, se procedio a representar los datos en distintos formatos.

Generalmente, la representacion de la respuesta obtenida en una CA en
electroandlisis se representa en funcion de tV2. Si la medida esta controlada

Unicamente por difusion y la difusion es igual en todo el rango, la respuesta es
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lineal (ver apartado 2.1). En la figura 3.2b se puede observar como la respuesta
en gota es completamente lineal en todo el rango de medida, tal y como cabe
esperar para una respuesta cottrelliana. Sin embargo, observamos que, en
presencia del sustrato de papel, la respuesta se desvia de esa tendencia a tiempos
gue podemos considerar relativamente largos dentro de la duracién tipica de
una CA. Este desviamiento nos indica que la respuesta no esta controlada, al
menos, por una unica difusion en todo el rango de medida. Pudiéndose ver

afectada por los poros del papel después de un cierto punto.
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Figura 3.2. Respuesta cronoamperométrica de 1 mM de ferricianuro a -0.2V vs
Ag/AgCl en KCI 0.1M en un SPE medido en una gota (negro) o en papel W#1
impregnado. a) representacion en escala lineal; b) representacidin en t-*2; ¢)

representacion en escala log-log.
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En el capitulo 2 se discute el interés de representar la CA en forma doble
logaritmica para evidenciar qué fendmenos difusivos se producen en el sistema.
En esta representacion, si la pendiente obtenida es 0.5, sabemos que la
transferencia de masa esta controlada totalmente por difusion con un Unico
valor de Day por lo tanto es de tipo cottrelliana. Asi pues, la figura 3.2c muestra
una representacién en escala doble logaritmica de las corrientes obtenidas. En
concordancia con la representacion de t¥/2, la respuesta obtenida en la gota de
liquido confirma la dependencia cottrelliana y presenta una Unica pendiente
cuyo valor es aproximadamente 0.5. Cabe destacar, que, en los Ultimos
instantes de la medida, esta respuesta se desvia ligeramente de 0.5 hacia valores
positivos, algo esperado teniendo en cuenta que a tiempos relativamente largos
puede aparecer un efecto de conveccion natural. En cambio, en el caso de la
presencia de W1 se observa la aparicion de dos zonas con pendientes distintas.
En un primer lapso (que abarca los primeros dos segundos), los valores de
intensidad obtenidos coinciden con los registrados en la gota, mientras que
posteriormente la respuesta logaritmica cambia de pendiente y se desplaza
hacia corrientes mas bajas. Esto indica que en un primer momento la presencia
del papel no interfiere en la respuesta del SPE (por lo que queda descartada una
disminucién del area activa de los electrodos). Después de los primeros
segundos, la respuesta se desvia a corrientes menores, lo que indica un efecto
de la presencia del sustrato poroso del papel que sélo puede deberse a un

cambio en la difusividad del ferrocianuro.

Cabe destacar, que la existencia de dos pendientes distintas parece indicar que
existe una transicion desde una zona no tortuosa (y por tanto con difusividad
idéntica a la que se obtiene en un fluido libre) a una zona con tortuosidad. Esta
idea esta representada esquematicamente en la figura 3.3a, donde se han
dibujado las dos regiones: (1) una zona muy fina entre la superficie del

electrodo y las primeras fibras del papel y (2) la matriz del papel en si.

En un medio poroso, como el de un sustrato de papel, el coeficiente puede verse

afectado debido a un aumento de la distancia que una molécula debe recorrer
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entre dos puntos respecto al caso del fluido libre El coeficiente de difusion en

un medio poroso se puede expresar COmMo:
&
Dy = ;DO (ec.3.1)

Donde ¢ y T son la porosidad y la tortuosidad respectivamente y Do el valor del
coeficiente de difusién en una matriz libre de poros. Se han desarrollado
maultiples técnicas para determinar la porosidad y la tortuosidad de una
membrana para aplicaciones electroquimicas. La complejidad de estas técnicas,
la ausencia de una estandarizacion de las medidas y las diferencias en los
valores reportados entre ellas, hace que obtener los valores experimentales de
estos parametros sea extremadamente complicado [78]. Estos valores se
podrian determinar mediante porosimetria de mercurio, en la cual se inyecta
mercurio por intrusién a alta presion para determinar el didmetro del poro o el
volumen total del poro de un material. Sin embargo, esta técnica no se puede
usar en materiales basados en papel debido a que podria destruir su estructura.
El andlisis por BET (de Brunauer—Emmett—Teller, los impulsores de esta
técnica) es una técnica ampliamente usada para determinar los poros de un
material. En esta técnica se determina la porosidad de un material por adsorcién
de N liquido a baja temperatura. Sin embargo, Unicamente se puede determinar
para escalas nanométricas, escalas mucho menores que los materiales de este
estudio. Por lo tanto, debido a la imposibilidad de realizar una medida
experimental que nos permita determinar los valores de € y T de manera
independiente, usaremos el valor de coeficiente de difusién en medios no
tortuosos, que denominaremos Do, y el valor de coeficiente de difusion en

medios tortuosos, que denominaremos Der, siendo posible establecer una

relacién experimental entre ellos que correspondera al coeficiente f

Por ultimo, cabe destacar que el grosor de los materiales estudiados es mucho
mas bajo (entre 120 y 350 um) que la altura de una gota de una solucion acuosa
que cubra una superficie del mismo didmetro. La existencia de espesores tan

delgados puede generar respuestas electroquimicas de tipo capa-fina. Es decir,
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situaciones en las que el perfil de difusion alcanza el grosor de la capa de fluido
y por tanto el aporte de especies desde el seno de la disolucién hasta la
superficie del electrodo disminuye de manera significativa, haciendo que la

respuesta amperomeétrica caiga abruptamente.

Con el objetivo de comprender y analizar las respuestas electroquimicas
obtenidas con los diferentes sustratos elegidos se ha construido un modelo que
permite simular la respuesta de un SPE en diferentes entornos. Para ello, se ha
hecho uso de un programa que permite la modelizacion de sistemas fisicos
mediante el método de elementos finitos (COMSOL Multyphisics®). En la
figura 3.3b, se ha representado el modelo geométrico, asi como las distintas
condiciones de contorno impuestas. La geometria circular del SPE empleado
experimentalmente permite trabajar con un modelo de representacién 2D
axisimétrico, lo cual simplifica el tiempo de calculo computacional y se
obtienen resultados mas precisos. Las dimensiones del modelo se han fijado
siguiendo las indicaciones reportadas para este tipo de simulaciones [56]. La
longitud radial minima del modelo en un sistema semi-infinito debe ser mayor
gue el movimiento browniano que pueda tener lugar durante el lapso que se
quiera simular. Por lo tanto, la distancia maxima (rmax) del eje radial se ha

establecido como:
Tmax = Te + 64/ Dotimax (ec.3.2)

donde r es el radio del SPE i tmax €l tiempo maximo de duracién de la medida.
Mientras que en el eje z, se ha establecido la altura a un valor de 6./Dyt,qx €N

la simulacién de una gota de fluido o un valor correspondiente al grosor del

sustrato de papel a estudiar.

El modelo se ha parametrizado de manera que permita simular las diferentes
casuisticas de interés. Para ello, se ha definido dos zonas en las que se pueden
definir coeficientes de difusion distintos: una primera zona directamente en
contacto con el electrodo y de unos pocas um de grosor y una segunda zona

que comprende el resto del espacio fisico del modelo. De esta manera, para
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simular un sistema cottrelliano homogéneo, basta con definir un unico
coeficiente de difusion en ambas zonas, mientras que coeficientes de difusion
distintos permiten simular la transicion entre zonas de tortuosidades y
porosidad distintas. Finalmente, el efecto de capa fina puede simularse
disminuyendo la altura del modelo (hpsper) hasta observar la aparicion de una

caida abrupta de la intensidad.

a) Fibra de los papeles

Superficie del electrodo

b) 4

2D axisimétrico

zmax = hpnpel T
tope
c(t>0)=0 el c(t>0) = c* .
Z = capa
interdif.

z=0

Superficie del electrodo Aislante

r = 0 re = 2 mm rmax = re + 6(Dtmax)-]/2

Figura 3.3.Representacion grafica de los régimenes difusivos dentro de un papel

poco poroso. a) Esquema visual; b) Modelo teérico
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La tabla 3.1 resume los valores empleados en la simulacion de los distintos

entornos. Para la simulacion de un medio no poroso (libre) se ha escogido un

valor de Dy tipico para un ion en una disolucion acuosa salina, 6-101° m??,

mientras que, para emular un material poroso respecto a uno libre, se ha

escogido un valor de Der 6 veces menor, 1-10°2° m?s2,

Tabla 3.1. Valores empleados en la simulacién de los distintos entornos.

Altura (zZmax) /
Do/ m?s?t Der / m?st (2
pum
Cottrelliano e
) 6-1010 - Semi-infinito
homogéneo
Cottrelliano e
) 1-10%0 - Semi-infinito
homogéneo
Sistema de capa
) 6-10%0 - 150
fina
Sistema de dos
régimenes 6-101° 1-10%0 300
difusivos

Los resultados obtenidos en las diferentes simulaciones se han representado a

escala lineal y a escala logaritmica en las figuras 3.4a y 3.4b respectivamente.

Seguidamente se comentan los resultados para cada caso concreto:

a) Sistema semi-infinito y efecto del valor del coeficiente de difusion

en la respuesta obtenida: la capacidad de difundir de la especie

electroactiva dentro de un substrato tiene una influencia muy relevante

en la corriente generada. En el caso simulado en nuestro modelo,

podemos comparar

la corriente obtenida cuando la especie

electroactiva tiene un valor de Do = 6-10"°m?s y cuando tiene un valor

de Do = 1-10% m??, y vemos que los valores de corriente obtenidos
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en el segundo caso disminuyen de manera significativa (figura 3.4a).
En la representacion en escala log-log (figura 3.4b), esto se traduce en
un desplazamiento en el eje y de la recta de valores, que siguen una
pendiente de 0.5 como corresponde para este tipo de sistema.

Sistema con efecto de capa fina: Se entiende como capa fina al
fendmeno en que el aporte de especies a la superficie del electrodo cesa
debido a que el perfil de difusion ha alcanzado el limite fisico del fluido
en el que se encuentra. En el caso que nos ocupa, en el que se reproduce
la corriente generada durante el primer minuto, esto se consigue fijando
el coeficiente de difusion de la especie en todo el volumen a 6-101°
m?sy la altura total del modelo a 150 um. Si comparamos los valores
obtenidos en la representacion lineal (figura 3.4a) de este sistema con
el sistema semi-infinito con el mismo valor de coeficiente de difusion
simulado en el primer caso, vemos que durante los primeros 10
segundos la respuesta amperométrica de ambos sistemas es idéntica.
Esto es debido a que el perfil de difusion todavia se encuentra muy
cercano al electrodo. En cambio, entorno a los 10 segundos, la capa de
difusién alcanza el limite del modelo, lo cual se traduce en una
disminucién acusada de la corriente. Este efecto se percibe ain mas
claramente en la representacion log-log. Cabe destacar que incluso a
tiempos largos, la corriente no se extingue del todo como deberia
esperarse al producirse el agotamiento total de las especies en el eje
vertical debido a una contribucién de especies axial modelizado en
nuestro sistema.

Medio con porosidad variable en z: por Gltimo, se ha procedido a la
simulacién con dos regimenes difusivos, desde uno con Do = 6-101°
m2s en los primeros 40 um de grosor a uno con un valor de coeficiente
de difusién menor, para simular uno tortuoso, con Der = 1-1071° m?s2,
Los valores de coeficientes de difusion elegidos son los mismos que en
el apartado a. En este caso, mientras que en la escala lineal las

corrientes generadas son muy similares, la representacion en la escala
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i/pA

log-log nos muestra que, a partir del primer segundo, la corriente
experimenta una disminucién durante un periodo de aproximadamente
10 segundos para posteriormente recuperar la pendiente de 0.5
esperable de un sistema cottreliano, pero con valores de intensidad
menores. Este resultado parece indicar que el sistema transita desde una
situacion en la que el aporte de especies proviene Unicamente de la capa
de interdifusional a uno en que el aporte proviene Unicamente de la
capa superior del modelo. Entre estos dos regimenes, existe un periodo
de transicion en el cual el perfil de difusion se encuentra entre las dos
zonas y el sistema se encuentra parcialmente limitado en corriente
debido a que el aporte de especies de las dos capas es distinto debido a
las diferencias de difusividad de los dos medios.

15 b) 100

- = h=semi-inf; D, = 6:10"" m’"'
-+« - h=semi-inf; D, = 1-10""" m?"!
——h =150 pm; D, = 6:10"" m’s"!
——h =300 pm ; CI =40 pm

10% D,=610"" m*™'; D =1-10"" m%!

10

i/pA

0 20 40 60 80 100 0.1 1 10 100
t/s t/s

Figura 3.4. Resultados de las simulaciones de CA en diferentes regimenes difusivos.
El modelo geométrico de las simulaciones esta representado en la figura 4.4b y los
valores de los diferentes parametros estan dentro de la leyenda de la figura. a)

resultados a escala lineal; b) resultados a escala logaritmica

Una vez realizada la modelizacion de los diferentes fendmenos de difusion y

sus efectos en la corriente generada en un electrodo, se llevaron a cabo medidas

de CA con 1 mM de FcMeOH en 0.1M de NaCl como electrolito soporte en un
SPE y en presencia de los distintos substratos de estudio: W1, NC, FAy FV. El

FcMeOH es un compuesto redox ampliamente usado en las caracterizaciones
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electroquimicas de distintos sistemas debido a que es una especie de esfera
externay con carga eléctrica neutra. Cada papel se impregno con la cantidad de
solucion acorde con su capacidad de absorcion de agua y segun
especificaciones del fabricante (ver seccién de materiales y métodos de este
capitulo). En la figura 3.5a y 3.5b se representan las corrientes obtenidas en

escala lineal y logaritmica respectivamente.

En primer lugar, en la figura 3.5a observamos un comportamiento casi idéntico
para los materiales basados en celulosa (W1 y FA) siendo las corrientes
generadas en ambos casos las mas bajas de todas las registradas. Por el
contrario, la fibra de vidrio (FV) presenta la mejor respuesta amperométrica.
Este experimento muestra de manera muy sencilla que la eleccién del material
usado en un ePAD influye de manera evidente en la sefial electroquimica. La
representacion logaritmica de los datos nos permite deducir algunos aspectos

interesantes.

El sustrato FV presenta una respuesta puramente cottreliana en todo el rango
de medida. En el caso de la NC, la respuesta es, también, cottreliana y muy
similar a la obtenida con la fibra de vidrio durante los primeros 10 segundos.
Después, la corriente empieza a decaer de manera abrupta. Este fendmeno
parece atribuible al efecto de capa fina anteriormente descrito y que tendria
lugar debido al bajo grosor de este material en comparacion con el resto. En
este caso, observamos que, aungue es un material con un tamafio de poro mucho
menor que el de la fibra de vidrio, la disposicion de las fibras no modifica la
difusién del FcMeOH. En los substratos de celulosa (FC y W1), en cambio, lo
gue se observa, es que los dos sistemas parten de una respuesta muy similar a
la observada en los demas substratos y experimentan una disminucion de la
corriente a partir del primer segundo. Después de un periodo de transicion, la
pendiente log-log recupera el comportamiento cottrelliano, lo que como se ha
explicado anteriormente, corresponde al paso a un material donde la especie

estudiada difunde con mayor dificultad (material més tortuoso). Es decir, los
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materiales de celulosa presentan dos zonas diferencias en difusividad al ser

caracterizadas sobre un electrodo SPE.

Para confirmar las hipotesis que explican los resultados obtenidos, se llevaron
a cabo ajustes mediante iteraciones del modelo axisimétrico presentado en la
figura 3.3b haciendo uso del programa COMSOL Multiphysics. La
metodologia sobre estos ajustes por iteraciones se encuentran descritos en la
bibliografia [79]. En este caso, los ajustes del modelo para reproducir los datos
experimentales nos permiten extraer los valores del coeficiente de difusion de
la especie estudiada en las diferentes zonas, asi como de la distancia a partir de
la cual existe un cambio dentro del material, ya sea porque aumenta la
tortuosidad o por que la capa de difusion ha alcanzado el grosor del material y

por tanto el régimen cottrelliano se abandona.

Los datos obtenidos de los ajustes del modelo se encuentran superpuestos a los
resultados experimentales en las figuras 3.5a y 3.5b. Como podemos apreciar,
los datos obtenidos por simulacién muestran un alto grado de concordancia en
todos los casos, confirmando asi que las hip6tesis modelizadas explican el
comportamiento descrito. El valor de la difusion encontrado en FV y NC ha
sido en torno a 5.5-10"° m?s?, valor muy similar a los reportados para este
compuesto en un medio acuoso [79]. Esto indica que el uso de estos materiales
en un ePAD no altera la respuesta cronoamperométrica respecto a la que se
obtendria en un medio acuoso. En los ajustes realizados para los substratos de
celulosa W1y FA, el valor de la difusién en la capa existente entre electrodo y
matriz porosa (etiquetado como ClI en la figura 3.4b) también corresponde a
valores similares a los de un medio acuoso. La altura de esta capa es de
alrededor de 50 um, mientras que los valores de Der, es decir, de la difusion
dentro de la matriz de celulosa, fueron de 1.2-10%° m?s para la celulosa W1y
1.6-10°m?s? para la FA. Mediante las diferentes simulaciones realizadas en
el trabajo, se ha podido determinar el grosor minimo de la NC y del W1, ya
que, si se introducia en el programa el valor en seco reportado por el fabricante,

se observaba capa fina a tiempos finales, mientras que no era observado
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experimentalmente. Por lo que se ha podido determinar que el valor minimo

del grosor de la NC es de 150 um y de 210 um para el W1.

Con el fin de averiguar si alguno de los substratos presenta algun efecto
electrostatico, se realizaron los mismos experimentos, pero con un compuesto
electroquimico cargado. Para ello, se escogio el ferricianuro, un compuesto de
carga negativa y, que a pesar de ser de esfera externa es también ampliamente
usado en caracterizaciones electroquimicas debido a su buena actividad
intrinseca. Las condiciones experimentales (SPE, concentraciones de especie
redox y electrolito soporte) fueron las mismas que las usadas en la
caracterizacion del sistema con el FcMeOH. Los resultados obtenidos estan
representados en las figuras 3.6¢ y 3.6d. Los ajustes por simulacion también se

encuentran superpuestos.

Puede observarse que las respuestas obtenidas en los diferentes sustratos son
muy similares a los del caso anterior: un Gnico régimen cottreliano para el
sustrato FV, una respuesta de tipo capa-fina en la NC y transicion entre dos
regimenes de difusion en los casos del W1 y el FA. La Unica diferencia que
podemos apreciar en este caso es que, entre estos dos ultimos sustratos, los
valores de corriente obtenidos son mas bajos en la FA que en el W1. Esto indica
que el ferricianuro experimenta mayor dificultad para difundir en la FA. Si nos
fijamos en los valores de Der obtenidos una vez realizado un ajuste de los
resultados en el modelo de simulacién (tabla 3.2), vemos como las diferencias
entre FA y W1 para cada caso son mayores al usar una especie cargada
negativamente que cuando usamos una especie con carga neutra. Eso es debido
a que el papel de algodon esta cargado negativamente en su superficie, lo que
genera una cierta repulsién con la especie cuando pasa a través de sus fibras.
Este efecto es mayor en el sustrato FA. El valor obtenido de Do para el

ferrocianuro esta entre los valores reportados en la literatura [79].
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Figura 3.5.Valores experimentales y de las simulaciones de las CA obtenidas en 1
mM de FcMeOH y en 1 mM de ferricianuro en los distintos papeles: W1, NC, FA
y FV. a) CAs del FcMeOH en escala lineal; b) CAs del FcMeOH en escala
logaritmica; c) CAs del ferricianuro en escala lineal; d) CAs del ferricianuro en

escala logaritmica.
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Tabla 3.2. Valores de Do, Der, Cl y grosor de los papeles obtenidos una vez

realizado un ajuste de los resultados en el modelo de simulacién

Dy-101°/  Dg-10°/ CI/ Grosor/

Material
m2s?t m2s?t um pum
FV - - 355
FA 1.2 50 340
FcMeOH 55
W1 1.6 50 <210
NC - - <150
FV - - 355
FA 1.2 60 340
Ks[Fe(CN)s] 7.0
W1 2.2 85 <210
NC - - <150

Con el objetivo de ilustrar de manera visual los diferentes fendmenos descritos
en este capitulo, en la figura 3.6 se han representado los diferentes gradientes
de concentracion de ferricianuro creados en los distintos sustratos de papel a

distintos tiempos de la medida CA.

En primer lugar, observamos que el perfil de concentraciones obtenido para FV
es el esperado para un sistema con un coeficiente de difusion homogéneo. A los
50 segundos, el perfil de difusion se encuentra cerca del limite superior del
material, aunque los datos experimentales no reflejan todavia una limitacién en
corriente. Seria de esperar que, a tiempos mas largos, la corriente experimentara
una caida brusca. Este efecto se observa claramente en el sustrato NC, en el que
entre el segundo 10 y el segundo 50, la concentracion de ferricianuro decae
drasticamente debido a que préacticamente todas las especies situadas en la

direccion vertical se han consumido. En cambio, en la direccion radial, el perfil
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de difusién no ha alcanzado el limite del modelo, cosa que genera un aporte

axial de especies responsable de la corriente residual observada en la CA.

Respecto a los materiales con dos perfiles de difusion distintos (identificados
en la figura 3.6 por una linea discontinua), los sustratos W1y FA, se puede
observar como inicialmente el gradiente de concentracion aumenta muy
rdpidamente hasta que al llegar a la segunda zona — correspondiente a la matriz
porosa de celulosa - avanza de manera mas lenta. Tal y como han indicado los

ajustes, este efecto es mas acusado en el sustrato FA.

t=1s

— ;

. .

t=10s 1 t=50s

NC g:—_ -

1

O0mM I e | M

Figura 3.6. Simulaciones en COMSOL de la distribucion de la concentracion en el
seno de distintos papeles en una medida de CA en 1 mM de ferricianuro
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3.3 Conclusiones

Las investigaciones publicadas hasta la fecha respecto a los PADs o0 ePADs se
han centrado en la bisqueda de las distintas aplicaciones que pueden aportar
estos dispositivos. También se han publicado numerosos estudios en los que se
investigan las caracteristicas fisicoquimicas del papel o de los electrodos. Pero
no existen trabajos que analicen qué efecto puede tener la seleccion del material

poroso en la respuesta electroquimica del sistema.

En este capitulo se han llevado a cabo diferentes medidas por CA de dos
compuestos electroactivos, FcMeOH Yy ferricianuro, en distintos sustratos de
papel ampliamente usados en la industria del diagndstico.

e La FV permite obtener una respuesta muy similar a la de un medio
acuoso durante el tiempo de medida efectuado y para las dos especies
redox estudiadas. La estructura de este material, compuesto por fibras
delgadas y muy separadas entre si, le confiere una alta porosidad que
permite una difusién practicamente idéntica a la obtenida en ausencia
de papel. A modo de conclusién, podemos afirmar que, desde el punto
de vista del comportamiento electroquimico, este material es altamente
recomendable para la implementacion de ePADs.

e La NC, aunque presenta una estructura en forma de esponja de poros
mucho menores que la fibra de vidrio, también muestra un
comportamiento muy similar a ésta a tiempos cortos. No obstante,
pasados los primeros 10 segundos del inicio de la medida, la corriente
registrada decae de manera significativa. Esto es debido a que la capa
de difusién alcanza el grosor del material, que posee tan solo 150
micras. Este material resulta clave en los ePADs destinados a
immunosensado, ya que estructura permite el anclaje de biomoléculas
usadas para el reconocimiento del analito. Como conclusion, podemos

afirmar que, si no se puede prescindir del uso de este sustrato y se
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quiere  mantener una sensibilidad éptima, las medidas
cronoamperométricas deberian realizarse durante los primeros
segundos después de la aplicacién del potencial de trabajo.

e En los materiales de celulosa estudiados - W1y la FA — en los cuales
los poros presentan una distribucion de tamafios muy irregular, se ha
observado la existencia de dos zonas con comportamientos difusivos
distintos. La primera zona, correspondiente a la regién méas cercana al
electrodo, la respuesta es muy similar a la de un medio acuoso. Una vez
superada esta primera zona, que posee un grosor aproximado de 50
micras, encontramos una segunda zona en la que la difusion disminuye
de manera apreciable y, por lo tanto, después del primer segundo de
medida, la corriente generada disminuye significativamente. Como
conclusion, cabe destacar que, aungue el uso de W1 en ePADs ha sido
ampliamente reportado, los resultados obtenidos en este capitulo
muestran que este material no resulta la mejor eleccién si quiere

obtenerse una buena sefial electroquimica.

El estudio presentado en este capitulo pretende poner en el punto de mira la
necesidad de caracterizar la respuesta electroquimica de los sustratos de papel
que quieran usarse en el desarrollo de un ePAD para asi evitar un deterioro de
la sensibilidad y el limite de deteccién del sensado electroquimico respecto a la
caracterizacion en liquido, que suele ser uno de los pasos previos a la
integracion en papel. Curiosamente, los resultados obtenidos con cuatro
sustratos de amplio uso en la industria del diagndstico muestran que el méas
usado por sus caracteristicas microfluidicas y por razones histéricas, no resulta

el méas adecuado para la lectura electroguimica.
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3.4 Materiales y métodos
Reactivos y electrodos

El ferrocenmetanol (FcMeOH, General Reagent, 97%), el hexacianoferrato
potésico de hierro (I11) (Ks[Fe(CN)s], BioUltra, >99%) y el cloruro de sodio
(NaCl, BioXtra, >99.0%) se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Las concentraciones
finales de las disoluciones fueron de 1 mM de ferrocianuro o FcMeOH en 0.1
M de NaCl. Los electrodos serigrafiados (Modelo 110, Dropsens, Espafia)
tenian un electrodo de trabajo de pasta de carbono de 4 mm, un pseudoelectrodo
de referencia de pasta de Ag/AgCl y un contra electrodo de pasta de carbono.
Los papeles empleados fueron la celulosa 238 (FA, Ahlstrom, Munksjo,
Helsinki, Finlandia), la fibra de vidrio (FV, Whatman Std. 14, Cytiva,
Marlborough, EE.UU., 50.9 mg-cm), la nitrocelulosa (NC, FF80HP, Cytiva,
Marlborough, EE.UU.), y el papel cromatografico Whataman #1 (Cytiva,
Marlborough, EE.UU.).

Analisis por elementos finitos

Se ha usado la interfaz fisica denominada “Electroanalysis” del Software
COMSOL Multiphysics® (V5.6, Estocolmo, Suecia) para resolver
numéricamente las ecuaciones diferenciales parciales del transporte de materia.
Los estudios se realizaron haciendo uso de un modelo 2D axisimétrico. Las
simulaciones se realizaron en un ordenador Intel ® con un procesador Xenon
® E5-1620 (SI1.70 GHz). Para obtener los valores por iteraciones se hizo uso
del modulo “Optimization”. Para mas informacion respecto a este médulo
acudir a la bibliografia [79].

Medidas electroquimicas

Las medidas cronoamperométricas se realizaron en un potenciostato Autolab
PGStat 302N (Metrohm, Herisau, Suiza) equipado con el software Nova 2.1.

Las medidas realizaron durante 60 segundos a unos potenciales de 0.3V y -0.2V
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respectivamente. Los papeles se recortaron en forma de circulo con un radio de
5.0 mm con la ayuda de un laser de CO, (Mini 24, Epilog Laser, Golden, Co,
EE.UU.). Los papeles se depositaban encima de los SPE afiadiendo una
cantidad de disolucion requerida para saturar los papeles seglin las
especificaciones obtenidas por el fabricante. En ausencia de papeles, las
medidas se realizaron afiadiendo una gota de 50 pL directamente encima de los
tres electrodos del SPE. Todas las medidas se realizaron por triplicado (n = 3).
Las barras de error en las gréficas representan la desviacion estandar. Antes de
realizar las medidas, los SPE se activaron electroquimicamente alternando 1.5
V'y-1.5 V durante 30 segundos. Seguidamente, los electrodos se limpiaron con
agua destilada y secado con una pistola de aire.
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Capitulo 4: Desarrollo de un
Inmunosensor autoalimentado

4.1 Introduccidén

La lectura de la sefial electroquimica en un ePAD requiere de la
implementacion de una electrénica en el dispositivo y una fuente de
alimentacion (generalmente una pila primaria), lo cual conlleva un impacto
medioambiental negativo, especialmente en dispositivos de un solo uso. Es por
ello, que a nivel de investigacion se estan explorando alternativas mas
sostenibles que las fuentes de alimentacion convencionales (pilas AAA o de
botén) como las baterias de flujo redox basadas en compuestos organicos y
biodegradables [80], pilas primarias de metal-aire impresas en papel [81,82] y
distintos tipos de celdas de combustible, generalmente bacterianas [83] o

enzimaticas [84].

Cuando la fuente de energia es de tipo celda de combustible enzimatica, es
posible fusionar el sensor electroquimico y la fuente de alimentacion en un solo
elemento. El caso méas estudiado es la generacion de energia directamente a
partir de la oxidacion de la glucosa, tanto para aplicaciones in-vitro como para
dispositivos implantables [85,86]. En estos casos la glucosa es la que genera la
energia del sistema, siendo la concentracion del combustible y a su vez analito
directamente proporcional a la energia generada. Esta estrategia ha sido
demostrada también con el colesterol, el lactato y el etanol [85,86] y se
denomina deteccion autoalimentada. En estos sistemas, la celda se completa
con un electrodo complementario no limitante, de manera que la potencia

generada depende de la concentracion del analito en cuestion.
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La deteccion autoalimentada en el campo del biosensado se ha extendido hacia
otras especies bioquimicas como los acidos nucleicos [87] y biomoléculas a
través de un inmunoensayo [88-91] o aptameros [92,93]. EI grupo del profesor
W. Schuhmann de la Universidad Ruhr de Bochum en colaboracion con el
grupo del profesor J. M. Pingarron de la Universidad Complutense de Madrid,
desarrollaron en 2014 la primera celda de biocombustible controlada por una
reaccion anticuerpo-analito para la cuantificacion de antibioticos residuales en
muestras de leche [89]. Para ello, emplearon como electrodo no limitante un
anodo con lactosaoxidasa y un inmunoensayo competitivo en el catodo en el
que se reducia el ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
oxidado generado por una enzima anclada al anticuerpo. Las medidas se
realizaron en una celda con solucion acuosa. Ese mismo afio, se presentd otro
estudio en el que simplificaron el sistema al realizar una celda de combustible
basada en un microchip y consistia en un anodo enzimatico de glucosa como
electrodo no limitante y un catodo en el que el anticuerpo de deteccion, capaz
de detectar N(6)-carboximetillisina (CML), estaba acoplado a una bilirubina
oxidasa que actuaba de biocatalizador reduciendo O, [88]. Posteriormente se
realizaron otros trabajos con los mismos tipos de estrategia en el que uno de los
dos electrodos actuaba de limitante y basado en una celda de combustible
enzimatico [90-92]. Todos estos trabajos exhiben unos resultados con una alta
sensibilidad y buena reproducibilidad. Sin embargo, el voltaje de salida de estos
sistemas esta limitado por las reacciones enzimaticas, las cuales son inferiores
a 1V, limitando asi la posibilidad de alimentar modulos electrénicos que
permitirian la integracién de los inmunoensayos autoalimentados en

dispositivos portatiles.

En este capitulo se presenta por primera vez un inmunosensor autoalimentado
basado en papel capaz de generar voltajes por encima de 1.55 V en presencia
de un biomarcador. A diferencia de los trabajos reportados hasta la fecha, el
dispositivo propone el uso de un &nodo de magnesio como electrodo no

limitante de la pila. La reaccion catddica hace uso de anticuerpos marcados con
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una enzima de tipo catédico — Peroxidasa de rdbano (HRP) — que oxida
hidroquinona (HQ) a benzoquinona (BQ) en presencia de H.0,. En este
sistema, la cantidad de BQ generada es directamente proporcional al
biomarcador presente en la muestra. Como prueba de concepto, se selecciond
la proteina C-reactiva (CRP) en muestras artificiales. El CRP es un biomarcador
de enfermedades inflamatorias y cardiovasculares, con un rango de deteccion
de interés clinico de entre 1 y 3 mg-L [94]. Este trabajo resulta un punto de
partida interesante para avances en el desarrollo de ePADs autoalimentados y
sus posibles implementaciones en el campo del diagndstico.

4.2 Resultados y discusién
4.2.1 Disefio y funcionamiento del dispositivo

Estructuray partes del dispositivo. El dispositivo estd compuesto de dos partes:
una semicelda anddica (figura 4.1 izquierda) y una semicelda catédica (figura
4.1 derecha). La semicelda anddica esta formada por un soporte de
polimetilmetacrilato (PMMA), sobre el cual se posiciona una tira de Mg de 100
pm de grosor y de dimensiones 28.5 x 2.5 mm. Esta tira esta nivelada con un
adhesivo sensible a la presion (PSA) del mismo grosor que cubre el resto del
soporte. La siguiente capa esta formada por una tira de fibra de vidrio de 340
pum de grosor (FV, el mismo que el usado en el capitulo 3) que sera la que
actuard material poroso (tipo papel) y alojara la solucién que actuard como
electrolito de la semicelda anddica (anolito). Las dimensiones de la fibra de
vidrio son de 13 x 5 mm y el contacto entre este material y el Mg es de 5 x 2

mm. Esta capa esta nivelada con una ldmina PMMA del mismo grosor.

La semicelda catodica también esta soportada por un bloque de PMMA. En el
interior de este soporte se ha posicionado una capa de celulosa relativamente
gruesa (1 mm) que es la que drenara la solucion de andlisis durante el

inmunoensayo. Encima del soporte de PMMA se coloca un sistema de tres
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electrodos impreso (SPE) nivelado por un PSA. El SPE estd comprendido por
un electrodo de trabajo de carbén de 3 mm de diametro, un contraelectrodo de
carbén y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. En la capa superior de la
semicelda y justo encima de los electrodos y de la celulosa, encontramos una
tira de NC de 10 x 5 mm que es donde se realiza el inmunoensayo y que se

encuentra nivelada con una capa de vinilo del mismo grosor.

Si nos fijamos en el esquema del dispositivo (figura 4.1), podemos ver una serie
de orificios de distintos tamafios sobre los soportes de PMMA. En los orificios
mas anchos se colocan imanes para facilitar el acoplamiento de las semiceldas,
mientras que en los orificios menores de la semicelda anddica se fijaron unos
pines, que, como se vera mas adelante, tienen como funcion la expulsion de la

celulosa del dispositivo una vez realizado el inmunoensayo.

Semicelda anodica Semicelda catodica

' Nitrocelulosa ,\E

PMMA <« o » Vinilo«— —

PSA «———

PSA «—— | SPE <—lﬁ

Mg — -
Fibra de T "f =
vidrio < sa— . h PMMA «<—} ‘r ' ‘ *‘I LB

PMMA «—— = ——

Celulosa ‘7‘

Figura 4.1. Esquema por capas de la semicelda anddica (izquierda) y la semicelda catodica
(derecha)

Inmunoensayo. El inmunoensayo escogido para la prueba de concepto del

sistema fue el de tipo sandwich indirecto debido a que su sensibilidad es mayor

que otras alternativas y requiere una cantidad menor de anticuerpo conjugado

por ensayo [95]. Todos los inmunoensayos se realizaron en la NC. EI primer

paso para la elaboracion de un inmunoensayo es la funcionalizacion de la NC
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con anticuerpos de captura. Segun las especificaciones del fabricante, la
capacidad de la NC para absorber anticuerpos es de 80 a 100 pug cm2. En el
€aso que nos ocupa, se afiadié un exceso de anti-CRP monoclonal de cabra, en
este caso 300 g cm2, para sobresaturar la NC. Seguidamente, la NC se dejo
secar en vacio durante 30 minutos a temperatura ambiente para posteriormente
realizar 3 lavados con PBST para eliminar los anticuerpos sobrantes. Una vez

lavados, la NC funcionalizada se almacené en un ambiente seco.

En el momento de realizar un inmunoensayo, primero se colocé la NC sobre el
SPE de manera que sus extremos estuvieran en contacto con la capa de celulosa
gruesa inferior, para seguidamente realizar los pasos del ensayo, mostrados de
manera esquematica en la figura 4.2. En primer lugar, se afiadié a la NC la
muestra artificial de CRP en PBS a la concentracion deseada para cada caso.
Seguidamente, se hizo afiadié un anticuerpo de deteccién primario, Ab-d
(Anticuerpo primario policlonal de rata anti-CRP), y posteriormente un
anticuerpo conjugado a HRP, Ab-HRP (anticuerpo secundario antirata 19gG). La
optimizacién de las concentraciones de todos los reactivos usados en el ensayo
se ha descrito en el apartado 4.2.2. Después de cada uno de los pasos descritos,
se dej6 incubar la NC durante 2 minutos y se realizaron 3 lavados con PBST.
En el altimo paso, se afiadi6 una solucién de hidroquinona (HQ) y H20. (5 mM
en ambos casos) dejandose incubar durante 5 minutos. Durante estos 5 minutos,
la enzima HRP cataliza la oxidacion de la HQ a BQ con el H,O, como agente
oxidante. La concentracion final de BQ es proporcional a la cantidad de CRP

en la muestra.

Muestra con Anticuerpo de Anticuerpo Mediador y
\ CRP deteccion secundario sustrato
/ Ao\ £\ HQ
Hy H:0: H0
@ o & & = 5
= £ N\
e Anticuerpo de r“‘g"‘ <HRP -
tura
o cap 5 2
\ b .

Figura 4.2. Esquema por pasos del inmunoensayo.
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Funcionamiento del dispositivo. Los pasos a seguir desde la realizacion del
inmunoensayo hasta la lectura de la respuesta se encuentran esquematizados en
la figura 4.3a. En la primera imagen (figura 4.3a-1) se representa las adiciones
de los pasos del inmunoensayo explicado con anterioridad. Una vez que se ha
adicionado laHQy el H.0-en la semicelda catodica que constituyen el catolito,
la semicelda anddica se ensambla para cerrar el dispositivo (figura 4.3a-2). Los
pines anclados en el &nodo permiten expulsar la capa de celulosa de la
semicelda catodica que ha sido usada como drenador durante el ensayo (figura
4.3a-3). Esto permite mantener la solucién de la NC aislada a nivel fluidico
mientras se efectla la incubacién y evita la difusion de la BQ producida por la
enzima. Ademas, el cierre del dispositivo evita que se evapore la muestra
mientras se produce la reaccion de catalisis enzimatica. Por ultimo, pasados los
5 minutos, se afiade una solucidn de NaCl 1M sobre la fibra de vidrio mediante
un orificio situado en la parte externa de la semicelda anddica. Esta solucién,
gue actia como anolito, es lo suficientemente conductora para evitar caidas
6hmicas entre anodo y catodo y activar el Mg. Una vez establecido el contacto
entre anolito y catolito y realizada la conexion de la celda a un circuito externo,
se inician las semirreacciones anodica y catodica y el sistema empieza a generar

energia eléctrica (figura 4.3b).
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R HQ BQ  pBs0.am)
s T Y L o &_

Figura 4.3. Esquema y funcionamiento del dispositivo. a) Imagenes de los pasos que
se realizan en el dispositivo desde la realizacion del inmunoensayo. 1- Vista interior del
dispositivo y adicion de solucién sobre la NC. 2- la semicelda anddica y catddica se
conectan por un iman que cierra el dispositivo. 3- Los pines expulsan la celulosa. 4-
Adicion de electrolito en la semicelda anddica y cierre del circuito; b) Esquema lateral
del dispositivo y las reacciones electroquimicas que ocurren en ella.

Reacciones electroquimicas. La pila se basa en la oxidacion del Mg como
reaccion anddica (ec. 5.1) y la reduccién de la BQ como reaccién catddica (ec.
5.2):

Mg - Mg?* + 2e~ (ec.5.1)
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BQ +2e~ 4+ 2H* - HQ  (ec.5.2)
Por lo tanto, la reaccién global (ec. 5.3) es:
BQ + 2H* + Mg —» HQ + Mg?* (ec.5.3)
La ecuacion de Nernst de la reaccion global (ec. 5.4) queda expresada como:

Eoep = EO —Lip Qg™ 54
nF  aggap+
Como veremos mas adelante, la reaccidn global genera un voltaje superior a
1.5V. La concentracién de BQ es proporcional a la concentracion de HRP en la
NC que es a su vez proporcional a la cantidad de CRP presente en la muestra.
Como podemos deducir de la ecuacion 5.4, si aumenta la concentracién de BQ,
también lo hara el OCP de la reaccion global. En este caso, se ha disefiado el
dispositivo de tal forma que la reaccion catédica sea la limitante ya que, de esta
manera, toda la energia generada por el dispositivo es directamente

proporcional a la concentracion de CRP.

En cuanto anolito y catolito entran en contacto, los diferentes reactivos
presentes en las soluciones independientes empiezan a difundir. Uno de los
efectos que se quisieron evitar fue que la BQ generada en la regién catddica
alcanzara el anodo de Mg y se produjera una reaccion directa. Mediante el
coeficiente de difusién de una especie, Da, se puede calcular el avance
(difusion) de una molécula en funcion del tiempo. Concretamente, la raiz

cuadrada del desplazamiento al cuadrado se expresa como [56]:

V{x2) = /2D,t (ec.5.5)

Considerando el coeficiente de difusion reportado en la literatura de la HQ se
sitla en valores entre 5-10° y 6:10° cm? s [96,97] y teniendo en cuenta un
tiempo de medida de 60 segundos, la distancia maxima que la BQ generada en
la zona catddica puede difundir a es de aproximadamente 0.25 mm. Esta

distancia es mucho menor que la establecida entre catolito y electrodo de Mg,

92



Capitulo 4

por lo que el riesgo de aparicién de una reaccion parasita en el anodo debido a

la BQ es practicamente nulo.

4.2.2 Optimizacion de la lectura y el inmunoensayo

Previamente a la implementacion del inmunoensayo en el dispositivo final
detallado en el apartado 4.2.1, éste fue caracterizado y optimizado mediante un
sistema electroguimico de tres electrodos, haciendo uso de los electrodos del
SPE. La optimizacion de las concentraciones de los anticuerpos y la
caracterizacién de la respuesta del inmunoensayo a distintas concentraciones
de CRP se llevo a cabo mediante CA, ya que esta técnica es la mas similar a la
respuesta que electroquimica que se produce cuando se caracteriza el sistema
en modo autoalimentado (formato pila) y ademas permite evitar los efectos de
las resistencias de transferencia de carga o de doble capa.

En electroanalisis, generalmente es importante aplicar un potencial de control
por difusién en las CA y asi poder distinguir entre concentraciones en distintas
muestras analiticas (ver apartado 2.1.2). Con el objetivo de determinar el
potencial a partir del cual se establecia esta condicidn y a su vez estudiar la
reversibilidad del sistema en las condiciones del inmunoensayo, se realiz6 una
voltametria ciclica (CV) del par redox HQ/BQ en el SPE una vez embebido en
la NC. La CV se realizd en una concentracién 5 mM de HQ en PBS 100 mM a
una velocidad de barrido de 10 mV-s*. En la figura 4.4 se puede observar una
respuesta pseudoreversible. La pérdida de la reversibilidad es debida a que la
reaccion electroquimica que se produce en este sistema es de esfera interna
ademas de ser de 2 electrones y 2 protones. También hay que tener en cuenta
gue los SPE no son un sistema completamente ideal debido a las tintas y a la
imperfectibilidad de la superficie activa del electrodo de trabajo y por lo tanto
también pueden afectar a la reversibilidad del sistema. A potenciales por debajo
de -0.07 V vs Ag/AgClI la reaccién de reduccién de la BQ esta controlada por

difusion. De tal forma, que, de aqui en adelante, las reacciones amperométricas
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gue se muestren se realizaron a -0.2V, un valor lo suficientemente alejado del

valor de -0.07 que asegura que siempre haya control por difusion.
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Figura 4.4. CV de 5 mM de HQ en 100 mM de PBS a 10 mV-s en un electrodo
SPE

Como se ha detallado anteriormente, la optimizacion del anticuerpo de captura
no fue necesaria ya que el comerciante especificaba la cantidad suficiente para
saturar la NC y simplemente se procedié a la aplicacion de una solucion
sobresaturada seguida de diversos lavados. Sin embargo, si fue necesaria la
optimizacién del anticuerpo de deteccion y del anticuerpo secundario que
hemos etiquetado como Ab-d y Ab-HRP.

Para la optimizacion del Ab-HRP, se incubaron en un tubo eppendorf durante
5 minutos diferentes concentraciones del anticuerpo (diluciones desde 1:4k
hasta 1:128k) en 5 mM de HQ y H>0, en PBS. Después de la incubacion, se
transfirio la disolucion en la cantidad necesaria para la completa impregnacion
de la NC ubicada encima de los SPE y se realiz6 una medida de CA durante 30
segundos. En la figura 4.5a se muestran los resultados obtenidos. Se puede
observar que entorno a diluciones de 1/8k y 1/4k la respuesta esta practicamente
saturada. Para una mejor visualizacion y representacion, en la figura 4.5b se
muestra la corriente obtenida en el segundo 5 de la medida. Hemos escogido

analizar los resultados a un valor de 5 segundos por varias razones. Por un lado,
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cémo hemos visto en el capitulo 3, la respuesta electroquimica en una NC decae
de manera significativa a partir de aproximadamente 10 segundos después de
aplicar el potencial por efectos de capa fina. Por otro lado, en los sistemas
controlados por difusién la diferencia entre valores de concentracion es mucho
mas elevada a tiempos cortos, 1o que aumenta la sensibilidad del sistema. En el
€aso que nos ocupa, hemos comprobado que a valores por debajo de 5 segundos
habia una relacion sefial-ruido muy elevada, mientras que por encima de 5
segundos existia el riesgo de perder demasiada sensibilidad. La figura 4.5b
muestra la saturacion de la respuesta en diluciones entre 1/8k y 1/4k. Con el fin
de evitar adsorciones inespecificas elevadas, pero manteniendo la condicion de
saturacion, la concentracion de Ab-HRP que se fijo para efectuar todos los
inmunoensayos posteriores fue de 1/8k.

a) b)
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Dilucion de Ab-HRP

Figura 4.5. a) Respuesta CA obtenida a diferentes concentraciones de Ab-HRP
(n=3); b) Corrientes obtenidas de las respuestas de CA a 5 segundos.

Una vez optimizada la concentracion de anticuerpo Ab-HRP y con la NC
saturada del anticuerpo de captura, se procedié a la optimizacion del dltimo
parametro, la del anticuerpo de deteccidn. Para ello, se realiz6 el inmunoensayo
completo en ausencia de CRP (0 mg-L?) y en la concentracién maxima de

interés clinico (2 mg-L™?) y distintas diluciones del anticuerpo de deteccién,
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1/1k, 1/2k y 1/8k. La BQ catalizada después de los 5 minutos de incubacién
para cada caso fue medida mediante CA durante 30 segundos. Como se puede
apreciar en las figuras 4.6a y 4.6b, la dilucion de 1/8k del anticuerpo de
deteccidén es la que genera menor diferencia de sefial entre concentraciones,
mientras que las diluciones 1/1k y 1/2k generaron diferencias similares. Sin
embargo, la relacion sefial-ruido de la dilucion 1/1k es de 2.4, mientras que la
de 1/2k es de 2.3. Por lo tanto, la concentracion escogida finalmente para el
anticuerpo Ab-d fue de 1/1k.

<)
N

=3
~

——0mgL" CRP ; 1/8k Ab-d
0mg L CRP; 1/2k Ab-d
——0mgL" CRP; 1/1k Ab-d

Corriente (pA)

— =2mgL" CRP; 1/8k Ab-d
— =2mgL" CRP; 1/2k Ab-d
— =2mgL"' CRP: I/lk Ab-d

|Corriente| a 5s (nA)

0 mg L' CRP 2mg L' CRP
Tiempo (s)

Figura 4.6. a) CA obtenidas para distintas diluciones de Ab-d y CRP. b) Corrientes
obtenidas de las CAat = b5s.

4.2.3 Estudioy calibracion del inmunoensayo en un sistema de tres
electrodos

Una vez optimizado el sistema y las concentraciones de los distintos
anticuerpos se procedi6 a la calibracion en un sistema de tres electrodos del
inmunoensayo completo a diferentes concentraciones de CRP, desde 0.0625
hasta 2 mg-L?. Las medidas CA obtenidas se muestran en la figura 4.7a,

mientras que en la figura 4.7b se han representado los valores de corriente
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obtenidos en el segundo 5 de la medida. El ajuste matematico realizado de la
curva de respuesta obtenida a diferentes concentraciones de analito se
denomina regresion logistica y permite obtener el limite de deteccion de un
inmunoensayo. En este caso, el limite de deteccion (LOD) del ajuste (R? =
0.9988) present6 un valor de 0.066 + 0.003 mg-L?, calculado a través de la
sefial del LOD del valor de corriente (4.3 = 0.1 pA). Los valores obtenidos
confirman que una vez optimizado, el inmunoensayo optimizado es capaz de
generar sefiales electroquimicas que permiten detectar el CRP en los valores de
concentracion de interés clinico y ademas son comparables con otros reportados
en la literatura [98].
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Figura 4.7. a) Respuestas CA del inmunoensayo a diferentes concentraciones de
CRP. b) Corrientes obtenidas a los 5 segundos de la medida y su correspondiente

ajuste matematico

Como paso previo a la integracion del inmunoensayo completo en el dispositivo
autoalimentado, se llevé a cabo la caracterizacion del anodo y del catodo de
manera independiente. Para ello, se realizaron voltametrias lineales (LSV) en

un sistema de tres electrodos. De esta forma, pudimos predecir el potencial de
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circuito abierto (OCP) y analizar el comportamiento de la pila en todo el rango

de potenciales.

La caracterizacién del anodo se realiz6 utilizando la misma arquitectura que la
del dispositivo final, de tal forma que la respuesta obtenida fuera lo més similar
posible a la que obtendria una vez realizado el ensamblaje. Para ello, se montd
el dispositivo acoplando las dos semiceldas y se uso todo el C disponible del
SPE (correspondientes al electrodo de trabajo y contraelectrodo) como CE y el
Ag/AgCI del SPE como electrodo de referencia. La NC situada encima del SPE
se impregnd con PBS, mientras que como anolito se aplicé una solucion de
NaCl 1M en la fibra de vidrio. El uso de una elevada concentracion de NaCl
como electrolito permitié minimizar los posibles efectos de caida 6hmica entre
el Mg v los electrodos del SPE y a su vez facilitd la activacion del Mg. La
respuesta por LSV del Mg se puede observar en la figura 4.8a. Como se puede
apreciar, en el rango de valores de corriente de reduccién del cétodo, el
potencial del Mg apenas experimenta pérdidas, manteniéndose entorno a los -
1.65V vs Ag/AgCl, valor similar a los reportados en la literatura [99-101]. Esto
corrobora la eleccion del Mg como electrodo no limitante, tal y como se

requiere en nuestro inmunosensor autoalimentado.

Para la caracterizacion del catodo, se incubaron varias concentraciones de Ab-
HRP en una solucién de HQ y H,O- durante 5 minutos. Seguidamente cada
solucion fue transferida a una NC situada encima de un SPE y se realizé una
medida por LSV a 10 mV-s%. En la figura 4.7b se pueden ver los resultados. Lo
primero que observamos es que hay un desplazamiento del OCP hacia
potenciales mas positivos a medida que la concentracion de Ab-HRP aumenta,
tal y como se ha descrito en el apartado 4.2.1. Después de los primeros 0.05-
0.15 V de sobrepotencial de cada medida se observa el pico caracteristico de
reduccion de la BQ. En torno a -0.4 V se aprecia un pico de muy baja intensidad
en todos los casos, que puede ser debido o bien a diferentes polimerizaciones
de la BQ o0 bien a restos orgénicos de las tintas de serigrafia comerciales. Por

ultimo, de -0.5V a-0.8 V se observa otro aumento de la corriente. Este aumento
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es debido a la reduccién del H,O; presente en la disolucion y depende de la
concentracién de anticuerpo inicial. Es decir, cuanto menor es la concentracion
de Ab-HRP, y por lo tanto de BQ, mayor es la concentracion de H2O- residual
y por tanto mayor es la corriente de reduccion observada a estos bajos
potenciales.

Una vez finalizada la caracterizacion, podemos afirmar que las caidas de
potencial de los electrodos por separado indican que tal y como se requiere en
el sensor autoalimentado, la reaccion catddica correspondiente al
inmunoensayo sera la reaccion limitante y que, observando los valores de los
potenciales del &nodo y el catodo por separado en un sistema de tres electrodos,
el valor del OCP de la pila se encontrara en torno a 1.65V, valor muy superior

a los sistemas enzimaticos reportados hasta la fecha.
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Figura 4.8. LSV a 10 mV/s del &nodo (izquierda). Caracterizacion por LSV del
catodo (derecha) a diferentes concentraciones de Ab-HRP.
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4.2.4 Estudioy calibracion del sistema autoalimentado

Previamente a la caracterizacion del dispositivo final (figura 4.1) como sensor
autoalimentado de CRP, se procedié a la caracterizacion de su respuesta a
diferentes concentraciones de anticuerpo marcado con enzima (HRP-Ab). Para
ello, se incubaron diversas concentraciones de anticuerpo junto a HQ y H,O; a
5mM. En este caso, al conectar el anodo con el catodo, la respuesta por LSV
corresponde a la suma de las respuestas del anodo y el catodo por separado
(figuras 4.8a y 4.8b) y corresponde a lo que se conoce como curva de
polarizacién o curva I-V de una pila de combustible. En la figura 4.9a se puede
observar las curvas 1-V (velocidad de escaneo de 10 mV-s?) obtenidas a
diferentes concentraciones del anticuerpo Ab-HRP. Tal y como esperabamos,
los valores de voltaje obtenidos corresponden a la suma de los valores de los
electrodos medidos individualmente mientras que los valores de corriente
generados son muy similares a los obtenidos en la medida individual del catodo
mostrados en la figura 4.8b. Los valores de OCP de la pila se situan ente 1.63V
y 1.75V, siendo mayor el OCP a menor concentracion de anticuerpo. A su vez,
podemos observar que tanto el valor maximo de las intensidades medidas como
la potencia maxima generada por la pila son proporcionales a la concentracion
del anticuerpo de la muestra, corroborando que el comportamiento del sistema

corresponde al de un sensor autoalimentado.

Usando el area del catodo para el computo, la potencia maxima obtenida fue de
571 uW/cm?, valor muy superior a otros valores reportados en trabajos previos
[88,91]. Cabe destacar que generalmente la caracteristica 1-V de una pila de
combustible se realiza a velocidades de escaneo muy lentas — especialmente si
la catélisis es de tipo enzimatico - y se suele representar como en la figura 4.9a.
Este tipo de respuesta, en la que la corriente decae pasado un punto maximo de
intensidad, no se corresponde con la respuesta tradicional de las pilas de

combustible disefiadas como fuentes de energia, donde la generacion de
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corrientes es estacionaria y controlada por la conveccién forzada del
combustible. En los electrodos de un biosensor amperométrico, y de forma
similar en nuestro sistema, la respuesta estd controlada por difusién, y los
valores obtenidos en la I-V de la medida son una imagen aproximada del
comportamiento de la pila en cada punto de potencial. Por ejemplo, si hacemos
la misma caracterizacién que la presentada en la figura 4.9a a una velocidad de
barrido més elevada, la intensidad obtenida también seria mayor, lo que a su
vez generaria un valor mayor de potencia. Asi, para obtener una caracterizacion
del comportamiento del sistema operando de manera completamente
autoalimentada, se procedid a conectar una resistencia de 270 kQ. Una vez
realizada la conexion y establecido el régimen de trabajo como fuente de
energia, se registrd el potencial de la pila de manera continua. Conociendo el
potencial de la pila y el valor de la resistencia conectada, se puede calcular la

potencia eléctrica generada mediante la relacion:

V(V)?
R (Q)

PW)= (ec. 5.6)

En la figura 4.9b se encuentran representados los valores obtenidos de la
potencia en funcion del tiempo. En la gréafica se puede observar como durante
los primeros 2-3 segundos la pila experimenta una caida de potencial (y por lo
tanto de potencia) debido a caidas por activacion. Durante los 30 segundos en
los que se realiz6 la medida, las concentraciones mas elevadas apenas
experimentan caida de potencial debido a que, al tener suficiente BQ oxidada,
son capaces de suplir la corriente que demanda el punto de trabajo impuesto
por la resistencia de carga. Sin embargo, a las concentraciones mas bajas de
Ab-HRP, las pérdidas de concentracion generan una caida paulatina de
potencial que se refleja en una pérdida de potencia generada. Cabe destacar que,
en el caso de concentracion 0 de Ab-HRP, también existe generacion de
potencia. Durante los primeros 5 segundo, la corriente generada corresponde a
la reduccién de la HQ oxidada de manera espontanea a traves del oxigeno

presente en la disolucion. Posteriormente, vemos que la respuesta se estabiliza
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a aproximadamente 1.35 V, punto en el que se produce la reduccion del H20-
afiadido como substrato enzimatico. Esto produce un efecto colateral que
resulta beneficioso desde el punto de vista de aplicabilidad del sensor
autoalimentado disefiado en esta tesis, ya no solo es capaz de generar energia a
diferentes concentraciones de BQ, sino que también es capaz de mantener una
generacidn de potencia estable entorno a los 7 uW como sefial de blanco gracias
a la presencia de H,O, remanente en la disolucion. En la figura 4.8c se
representa la potencia puntual generada después de los 30 segundos de
operacion en funcion de la concentracion de Ab-HRP. A la curva se le ha
representado mediante un ajuste matematico logistico con un valor de ajuste de
R%=0.9971. El valor del LOD obtenido es de 20 + 2 ng-mL?, valor muy similar
a los reportados en otros inmunoensayos electroquimicos en dispositivos
basados en papel [102]. Cabe destacar que las potencias obtenidas en el
prototipo (~ 10 uW) son suficientes para alimentar pequefios modulos

electrénicos que permiten el analisis y cuantificacion de la sefial.
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Figura 4.9. a) LSV de la pila final a diferentes concentraciones de Ab-HRP

incubadas en eppendorf y transferidas a la NC. b) Potencia generada en la pila por

las diferentes concentraciones de Ab-HRP conectadas a una resistencia de 270 kQ.

¢) Potencia generada a diferentes por la pila durante 30 segundos en funcion de la

concentracion de Ab-HRP.

4.2.5 Deteccion autoalimentada de CRP en una muestra artificial

Como paso final del desarrollo del inmunosensor, se procedio a caracterizar el

sistema con distintas concentraciones de CRP de una forma autoalimentada. Se

siguid el protocolo establecido en el apartado anterior y el valor de la pila
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potencia obtenidos para concentraciones de CRP dentro del rango de 0-2 mg-L-
1 Comprobamos que, en este caso, la respuesta de la pila mantiene una
dependencia directamente proporcional a la concentracién de CRP. El ajuste
matematico realizado con las potencias generadas a tiempo de 30 segundos fue
muy satisfactorio (R? = 0.9987), obteniendo un LOD de 0.27 + 0.04 mg-mL™,
Cabe destacar que el limite de deteccion tiene un valor muy similar a aquellos
reportados en kits de alta sensibilidad frente al CRP, como por ejemplo el

comercializado por Randox (Reino Unido), en el que su valor es de 0.2 mg-mL-
1
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Figura 4.10. A) Potencia generada por la pila conectada a una resistencia de 270
kQ en un inmunoensayo completo a diferentes concentraciones de CRP. B)

Potencia generada después de 30 segundos en funcion de la concentracion de CRP.
Al establecer una comparacion con dispositivos comerciales no
autoalimentados para la deteccién del CRP (por ejemplo, el kit comercializado
por Randox), el dispositivo de esta tesis presenta unos resultados muy
competitivos dentro de un rango de analito de interés clinico. Ademas, los
valores de los limites de deteccion de la pila son comparables con aquellos
reportados en la literatura para la deteccion de distintas proteinas con deteccion
cronoamperométrica en dispositivos basados en papel [103,104] operados con
un potenciostato y una fuente de energia externa. Por otra parte, es también

interesante comparar los resultados con aquellos trabajos en los que realizaron
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deteccién autoalimentada. Como se puede apreciar en la tabla 4.1, varios
trabajos fueron capaces de generar una potencia al detectar un analito en una
muestra. Sin embargo, en todos ellos se basaron en una celda de combustible
de tipo enzimaético, con la consecuencia de que los voltajes estaban limitados al
sistema, sin superar en ninguno de los casos 1 V de salida. En este trabajo se
realiza un cambio de paradigma a la hora de realizar un inmunoensayo
autoalimentado al usar Mg como anodo y electrodo no limitante. De esta forma,
se ha podido llegar a superar 1.55 V de salida. Ademas, es el Gnico trabajo en
el que se afiade una resistencia para trabajar en un modo real de

autoalimentacion.

Tabla 4.1. Comparacion de sensores autoalimentados de la bibliografia

) Anodo Cétodo Méx. Pot  Voltaje
Ref. Analito
(sustrato) (sustrato) / UW cm? IAY;
Esta Enzima-Ab 270 ng
_ CRP Mg 571 > 1.55
tesis (H202) mL1
. Enzimatico Enzima-Ab 2.4ng
[89] Antibidticos 7 0.5
(lactosa) (H202) mL!
Enzimatico Enzima-Ab
[88] Ne-CML 450 > 0.65 0.2nM
(glucosa) (C2)
Células Enzimatico Enzimatico 2-3
[92] - >0.6 )
tumorales (glucosa) (02) células
Enzimatico Enzimatico 7-10°
[91] CEA 143 > 0.65
(glucosa) (02) ng mL*!
. Enzimatico Enzimatico
[90] Melamina - > 0.45 2.1pM
(glucosa) (O2)
. Enzimatico .
[93] Trombina Ferrocianuro - > 0.80 0.9nM
(glucosa)
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4.3 Conclusiones

Este capitulo presenta un inmunosensor capaz de detectar una biomolécula en
un formato completamente autoalimentado y con un voltaje de salida superior
a 1.55 V. El dispositivo se ha conectado a una resistencia externa para trabajar
en una operatividad real de autoalimentacion. Al medir la potencia de salida de
la pila después de 30 segundos de medida, se ha determinado que el limite de
deteccién es de 20 ng mL?, en linea con otros trabajos reportados en ePADS
de inmunodeteccion, en los que se emplea NC para la inmovilizacion de
anticuerpos y se realizan medidas electroquimicas para la deteccion de analitos.
Los resultados obtenidos corroboran que la estrategia propuesta en esta tesis
permite convertir un inmunoensayo amperométrico en un sensor
autoalimentado sin pérdida de sensibilidad. Cabe destacar que las densidades
de potencia generadas por este sensor se sittan en el rango de 40 a 571 pyW cmr
2, valores capaces de alimentar un circuito electronico de baja potencia que
permitiria una digitalizacion de la sefial sin necesidad de fuentes de energia

suplementarias.

A partir de esta primera prueba de concepto, se vislumbran diferentes caminos
de mejora que puedan permitir una maduracidn tecnolégica y la consiguiente
aplicacién del dispositivo a entornos reales. En primer lugar, cabria
implementar un inmunoensayo de tipo sandwich directo, que a pesar de ser
menos sensible permite disminuir los pasos y el tiempo de realizacion del
ensayo. Desde el punto de vista de la arquitectura, seria interesante desarrollar
estrategias microfluidicas de tipo 2D para almacenar los anticuerpos marcados
y el sustrato HQ en el propio dispositivo antes de afiadir la muestra, tal y como
sucede en un flujo lateral. Otro aspecto importante que valorar es el uso de
enzimas como marcadores de anticuerpo, ya que su dependencia de un sustrato
y su variabilidad en funcion de la temperatura de trabajo complican la operacion

del dispositivo. En un laboratorio y en medidas Opticas, el trabajar con HRP no
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resulta un problema, ya que se efectdan controles de calibracion periédicos en
ensayos con placa ELISA y la adicion de H;O, no afiade demasiada
complejidad al protocolo de medida. En cambio, en los dispositivos de un solo
uso es indispensable simplificar los pasos de operacion —y la adicion de H20-
implica un paso adicional - asi como asegurar la robustez del sistema, ya que
no es posible realizar calibraciones in-situ de las enzimas. En este sentido, la
substitucién de la enzima HRP por una enzima que use como sustrato O, 0 por
una alternativa inorganica — nanoenzima — permitiria eliminar estos obstaculos

y conferir la simplicidad y robustez a esta prueba de concepto.
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4.4 Materiales y métodos

Disoluciones y productos quimicos. La solucion tampdn de fosfatos (PBS) se
prepardé con la mezcla de hidrogenofosfato de potasio (Sigma-Aldrich),
dihidrogenofosfato de sodio (Sigma-Aldrich) y un 8% en peso de NaCl en
cantidades estequiométricas adecuadas para obtener un pH de 7.5y 0.1 M de
fosfatos. En caso de ser necesario, se ajusté el pH con NaOH o HCI. Las
disoluciones de H,O2 y HQ (ambas Sigma-Aldrich) de 0.1M se prepararon de
nuevo cada dia antes de empezar los experimentos. Los reactiovos usados en el
inmunoensayo fueron CRP (BCN4799P, AntibodyBCN, Espafia), Anti-CRP
(goat monoclonal, Ref. BCN4799, AntibodyBCN, Espaiia), Anti-CRP (rabbit
polyclonal, Ref. C3527, Sigma-Aldrich) y anti-rabbit 1gG-HRP (polyclonal,
Ref. A0545, Sigma-Aldrich).

Serigrafia. Los SPE se fabricaron de forma manual con la ayuda de una
maquina de fabricacidn casera. Primero se depositaron las pistas conductoras
con una pasta de plata (Loctite, ECI1011 E&C) sobre un sustrato de tereftalato
de polietileno (PET, Policrom, Italia). Para curar la pasta, se calentd 15 minutos
a 150°C. Seguidamente se serigrafid el pseudoelectrodo de referencia con una
pasta de Ag/AgCl (Gwent, C2130905D3) y se curd a 80°C durante 15 minutos.
Por Gltimo, se serigrafiaron el electrodo de trabajo (con un area total de 0.07
cm?) y el contraelectrodo con una pasta de carbono (Gwent, C2030519P4). Para
evitar que las pistas entren en contacto con la disolucion, estas se taparon con

vinilo.

Prototipaje. La inmuno-pila se disefié con el software CorelDraw Graphics
Suite 2019 (Corel Corporation). La fabricacion se llevé a cabo mediante
técnicas de prototipaje rapido haciendo uso de un laser de CO; (Epilog Fusion
Edge, Golden) y de un plotter Roland GX-24 CAMM-1 (Roland DG North
Europe). El soporte se conformé de polimetilmetacrilato (PMMA, Plexiglas).

Los papeles que se usaron fueron Whatman CF7, Nitrocelulosa AE100 y
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Standard 14 (todos ellos de GE Healthcare). EI Mg que se usé en el &nodo se
obtuvo de Galliumsource LLC. Los adhesivos usados fueron el Ref 8939 y el
92712 de Adhesive Research mientras que el vinilo blanco se obtuvo de

Metamark.

Electroquimica. Todas las medidas electroquimicas se llevaron a cabo en un
potenciostato Autolab PGSTAT-204 (Metrohm), mientras que los tratamientos
de datos, las gréficas y los correspondientes ajustes matematicos se realizaron
con el programa OriginPro 2019b.

Activacion del WE. Antes de cada uso, los SPE se activaron
electroquimicamente. Para ello se aplica 1.5V respecto al pseudoreferencia de
Ag/AgCI durante 5 minutos. Se lava con agua desionizada y se seca con una

pistola de aire de Na.
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Capitulo 5: Estudio de la capacidad
oxidativa de las nanoparticulas de
oxido de cerio como alternativa
Inorganica a las enzimas

5.1 Introduccidén

Las enzimas, gracias a su alta especificidad y actividad catalitica, son un
elemento fundamental en muchas de las técnicas de diagndstico clinico, como
por ejemplo los ensayos de tipo ELISA [105]. Sin embargo, debido a su
estructura proteica con enlaces quimicos débiles [106], su actividad puede
variar e incluso desaparecer frente a cambios en la temperatura, fuerza ionica o
pH [107]. De esta forma en su aplicacion practica en el campo de los
biosensores — el cual incluye a los inmunoensayos - su actividad debe ser
calibrada lote a lote y antes de cada uso [108]. Este Gltimo factor hace que su
implementacion en dispositivos de diagnéstico portatil sea mas complejo y por
ende, mas caro, factor que sumado al coste por gramo de la enzima, genera la
necesidad de encontrar distintas alternativas mas econémicas. Ademas, muchas
de las enzimas requieren de un substrato — como el H;O requerido por la
enzima HRP en el capitulo anterior — factor que también incrementa la

complejidad del dispositivo final.

En la basqueda de alternativas a las enzimas, en el afio 2007 se descubrié que
las nanoparticulas inorgénicas (NPs) de magnetita (FesOs) presentaban una
actividad catalitica similar a las enzimas de tipo peroxidasa [109]. Desde
entonces, ha habido un incremento exponencial en el estudio de nuevas NPs
con actividades de tipo enzimatico, también conocidas como nanoenzimas

[110,111]. Las nanoenzimas presentan unas caracteristicas que las hacen muy
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atractivas: generalmente son muy estables, tienen una alta tolerancia a mantener
su actividad catalitica en diferentes medios y el coste de producirlas es bajo. De
entre todas las nanoenzimas publicadas hasta la fecha, las NPs de CeO.
(nanocerias) han generado un gran interés dentro de la comunidad cientifica
debido a que son capaces de mimetizar la actividad catalitica de distintos tipos
de enzimas: superoxidasas dismutasas (SOD) [112,113], catalasas [114-116],
peroxidasas [117] u oxidasas [118].

El motivo por el cual la nanoceria haya mostrado tener estas habilidades
multienzimaticas se debe a su capacidad de ajustar su configuracion electrdnica
en distintos entornos. El Ce es un elemento quimico dentro de las tierras raras.
Este tipo de elementos tienen los orbitales 4f apantallados por los orbitales 4d
y 5p. Este apantallamiento hace que los electrones 4f estén débilmente atraidos
por el ndcleo permitiendo en el caso del Ce una tautomeria entre los estados de
oxidacion Ce®** y Ce* [119-121]. En el interior de las nanocerias, el estado de
oxidacion prevalente es el Ce*" - en forma de CeO; - sin embargo, en su
superficie se genera una concentracion significativa de vacantes de oxigeno
haciendo que parte del Ce** esté presente como Ce**, de manera que en la
superficie podemos encontrar tanto CeO, como Ce,Os. Estas vacantes son las
causantes de la actividad catalitica de las nanocerias ya que su relacién entre un
estado de oxidacion y otro es constante. De esta manera, cuando parte del Ce,O3
pasa a CeO, por accion de algin agente quimico externo, este reacciona
rapidamente con el oxigeno del entorno para retornar a su estado Ce.Os y volver
asi a la relacion Ce®**/Ce* constante en la superficie. La cantidad de vacantes
de oxigeno es mayor al disminuir el tamafio de la nanoparticula y puede verse
modificada también por el método de sintesis [121,122]. La determinacion del
ratio entre los dos estados de oxidacion se puede obtener mediante diferentes
técnicas: UV-Vis [123], resonancia paramagnética electronica [124] y por
espectrometria fotoelectronica [125] (XPS, por sus siglas en inglés de X-ray

photoelectron spectroscopy), siendo esta Ultima la mas usada.
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El HRP es la enzima més usada en la deteccion de biomarcadores. Esta enzima
necesita como agente oxidante el H.O,. Mientras que en ensayos a nivel de
laboratorio como los conocidos ELISA este sustrato se afiade como uno de los
pasos del protocolo, su implementacion en dispositivos portatiles es mucho
menos viable, ya que esta molécula se degrada con el tiempo por lo que se
deberia producir in-situ en el dispositivo. De esta forma, hace que sea muy
interesante el uso de la nanoceria como oxidasa y substituto del HRP, usando
el oxigeno en lugar del peroxido como agente oxidante. En el afio 2009 se
reportd por primera vez su actividad como oxidasa para una aplicacion en
biosensado [118]. Concretamente, en este primer estudio realizaron un ensayo
de tipo ELISA substituyendo la enzima HRP por nanoceria, demostrando asi la
viabilidad de una futura implementacién de la nanoceria en el campo de los

biosensores.

A partir de este trabajo seminal, podemos encontrar diferentes articulos
cientificos en los que se estudian y describen distinto aspectos del mecanismo
de la nanoceria cuando actda de forma similar a una enzima de tipo oxidasa.
Wei et. al. proponen gue en el mecanismo de oxidacion se involucran oxigenos
y radicales hidroxilo, sin especificar si es catalitico o no [126]. El grupo de
Yang estudid la dependencia del pH en el mecanismo y el rol que tiene el
oxigeno en la reaccién [127]. En su trabajo, concluyen que el oxigeno presente
en el medio afecta a la velocidad de reaccion, aunque no participa directamente
en ella. Las diferentes conclusiones reportadas evidencia que aun no se ha
Ilegado a un consenso de cual es exactamente el mecanismo de reaccion de la

nanoceria cuando acttia como una enzima de tipo oxidasa.

Por otra parte, el conocimiento y el control de la actividad intrinseca de la
nanoceria como oxidasa en diferentes condiciones es crucial si se quiere
considerar a ésta como una alternativa solida a la hora de sustituir el HRP en
inmunoensayos. Hasta la fecha, se han publicado diversos estudios que
describen el comportamiento de la actividad catalitica en soluciones con

diferentes fuerzas ionicas y pH, asi como la influencia del tamafio de particula.
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De entre todas las variables estudiadas, el pH es la que mas efecto tiene en la
actividad catalitica de la nanoceria como oxidasa, restringiendo su actividad

Unicamente a pHs ligeramente acidos, entre 4 y 6.

Si evaluamos los estudios publicados hasta hoy, tanto de la actividad catalitica,
del mecanismo de reaccion de oxidacion o de aplicaciones directas de estos
mecanismos en biosensado, podemos ver que es muy dificil la comparacion de
los resultados entre ellos. El problema radica en que no hay un protocolo de
caracterizacién establecido. Por ejemplo, no se tienen en consideracién las
concentraciones y tamafios de NPs, la fuerza i6nica del medio, la relacion
Ce®*/Ce** superficial o relacion concentracién de NP y substrato. Por Gltimo,
cabe destacar que, hasta la fecha, todos los estudios de oxidacién se han llevado
a cabo con moléculas orgénicas con un alto coeficiente de extincion molar,
como el TMB o el ABTS, ya gue los estudios estaban enfocados a aplicaciones
de biosensores dpticos. Este factor restringia los estudios a situaciones en que
la concentracién de nanoparticulas era muy superior a la de las especies a

oxidar.

Con la idea de evaluar a la nanoceria como substituto sélido de las enzimas que
actlian como marca de anticuerpos en biosensores electroquimicos basados en
papel, en este capitulo se estudia como la nanoceria se comporta frente al par
redox ferro/ferricianuro ([Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*). Este compuesto resulta de
particular interés por las razones ya expuestas en el capitulo 3, siendo dos muy
relevantes, su extendido uso y su buena capacidad redox en sistemas
electroquimicos, ademas de otros factores que se describiran a lo largo de este

capitulo.
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5.2 Resultados y discusion
5.2.1 Caracterizacion estructural

Para este estudio, se sintetizaron nanocerias de un didmetro de
aproximadamente 3 nm y a una concentraciéon de 1.72 mg-mL*? (1.6-10'¢
NPs-mL™) mediante una sintesis hidrotermal con citrato de sodio como agente
complejante y estabilizador (ver materiales y métodos para mas informacion).

Una vez sintetizada la nanoceria, se procedi6 a su caracterizacion morfolégica.

La caracterizacién morfoldgica por HAADF-STEM (Microscopia electronica
de transmisién de barrido con detector de electrones a alto angulo en campo
oscuro) revela la formacion de nanoparticulas cuasi esféricas y uniformes en
tamafio con un diametro de 2.9 £ 0.8 nm (figura 1a). El espectro UV-Vis nos

indica una banda de absorcion a 282 nm (figura 1b) tipica de las nanocerias.

Seguidamente, se realizaron medidas por dispersion dinamica de luz, o DLS,
por sus siglas en inglés de Dinamic Light Scattering. Estas medidas confirman
gue las NPs sintetizadas forman una solucién coloidal estable sin presencia de
agregados. Esto se puede observar al obtener un Unico pico estrecho a 4.5+0.2
nm (figura 1c). El potencial zeta obtenido fue de -47.6 mV (aunpH=9.36y a
una conductividad de 0.24 mS-cm™), indicandonos que la nanoceria esta
negativamente cargada debido a las moléculas de citrato adsorbidas en su
superficie (figura 1d). La caracterizacién por difraccion de rayos X (XRD)
(figura 1e) confirma que la nanoceria sintetizada forma una Unica fase cristalina
de tipo fluorita (JCPDS N° 34-0394).
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Figura 5.1. Caracterizacion de la nanoceria sintetizada. a) Imégenes de

Angulo (20)
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STEM. Distribucion del tamafio de las particulas (incrustacion). b) Espectro UV-

Visible. Energia de bandgap 6ptico determinado por la ecuacion de Tauc
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(incrustacidn). c¢) Perfil hidrodindmico medido por dispersion dinamica de luz. d)

Anélisis del potencial Z. e) Patron de difraccion de rayos X
Por ultimo, se caracterizd la nanoceria por espectroscopia de rayos X en la
banda 3d del Ce. En el espectro se analizaron seis picos de Ce** (V, V>*, V>,
U, U y U’”") (Figura 2 en verde) correspondientes a los dobletes de los tres
pares spin-orbitales y cuatro picos (V0, V’, U0 y U’) (Figura 2 en azul),
correspondientes a los dos dobletes, donde U y V se refieren a los componentes
3d 3/2 y 3d 5/2 respectivamente. Las posiciones de los picos se basaron en los
reportados en otro estudio [128]. A partir de estos datos, se obtuvo que la
concentracion de Ce** es del 64%.

1.4x10*

1.2x10*

1x10*

Intensidad (a.u.)

8x10°

920 910 900 890 880

Energia de enlace (eV)

Figura 5.2. Espectro de XPS de la nanoceria en la banda 3d
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5.2.2 Actividad catalitica de la nanoceria en medio acido

La estabilidad coloidal de las nanocerias es critica debido a que, si se agregasen,
la superficie en contacto con la solucién caeria drasticamente, y por lo tanto su
actividad catalitica. Las NPs tienden a agregarse en disoluciones con una alta
concentracién idnica. Sin embargo, como hemos analizado en el apartado 2.1.1,
las medidas electroquimicas requieren unas condiciones de elevada fuerza
i6nica para evitar caidas 6hmicas entre los electrodos. Segun la ecuacion de
Nernst-Planck (ec. 2.4), una concentracién de 100 mM de electrolito soporte
podria satisfacer dicha condicion si se emplea 1 mM de mediador. Asi, en los
experimentos llevados a cabo en este estudio, se eligié una solucion con iones
citrato como electrolito soporte, ya que ayuda a la estabilidad de la nanoceria.
Ademas, este ion contribuye a mantener un pH ligeramente &cido, que como se
ha indicado en la introduccion de este capitulo, es una condicién indispensable

para que la nanoceria actie como una oxidasa.

La estabilidad coloidal de la nanoceria en una solucion tampon de citrato a una
concentracion de 100 mM llevada a pH 4.2 y con una concentracion final de
NPs de 1.62-10 mg-mL* (9.4-10"* mM de cerio atdmico total) fue comprobada
mediante la observacion del espectro UV-VIS de la nanoceria durante 60 min.
En la figura 5.3 podemos observar como la banda del UV-VIS se mantiene
constante durante este periodo, lo que demuestra que bajo estas condiciones y
a pesar de la elevada fuerza iénica de la solucion, la nanoceria se mantiene

estable.
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Figura 5.3. Espectro UV-VIS de la nanoceria dispersado en una solucién tamp6n
100 mM de citrato (pH 4.4) durante 60 minutos
Los compuestos quimicos que se emplean tipicamente como mediadores
enzimaticos en ensayos bioanaliticos de tipo dptico son aquellos en la que su €
es muy elevado, como el 3,3,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), el &cido 2,2'-
azino—bis—(3—etilbenzotiazolin—6—sulfonico (ABTS) y la dopamina (DOPA)
[118] (tabla 5.1). De esta forma, se obtiene una alta sensibilidad a
concentraciones muy bajas. Como contrapartida, esto comporta una saturacion
muy répida de la sefial Optica, restringiendo asi los estudios de catalisis a un
rango bajo de concentraciones estos compuestos. En esta tesis, se eligi6 estudiar
la capacidad de la nanoceria para oxidar ferrocianuro, ya que es un compuesto
ampliamente usado como mediador redox en el campo de los biosensores
electroquimicos. En su estado de oxidacién reducido es incoloro, mientras que
al oxidarse es de color amarillo, permitiendo asi también su estudio por UV-
Vis. A diferencia de los mediadores mencionados anteriormente, el
ferrocianuro nos permitid estudiar la oxidacién de manera éptica a un rango
méas amplio de concentraciones debido a que su bajo & [129] hace que la
saturacion de la sefial se produzca a concentraciones mas elevadas de

compuesto (tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Longitudes de onda y absortividades molares de distintos compuestos organicos

e inorganicos

dmax. (NM) e (Mcm™)

ABTS 415 [130] 36000 [130]
TMB 653 [131] 39000 [131]
DOPA 475 [132] 3700 [132]
[Fe(CN)e]* 420 [133] 1040 [133]

Para ello, se monitoriz6 por UV-VIS el proceso de oxidacion del ferrocianuro
en presencia de la nanoceria. En una primera medida, se expuso 1 mM de
ferrocianuro a 8.10-10° mg-mL? de nanoceria durante 180 minutos. Durante
este periodo, la solucion fue pasando de incolora a un color amarillo,
evidenciando asi que se estaba produciendo la oxidacion del ferrocianuro (foto
insertada en la figura 5.4a). En el espectro UV-Vis podemos observar que el
pico caracteristico del ferricianuro va aumentando en funcién del tiempo hasta
gue empieza a saturarse al finalizar el periodo de estudio. La € del ferricianuro
es de 1040 M-icm™? (ver tabla 6.1), la cubeta que se ha usado tiene un camino
Optico de 1 cmy la concentracion de ferrocianuro es de 1 mM. Con estos valores
y mediante la ecuacién de Lambert-Beer (ec. 2.15), podemos calcular que el
valor de absorbancia maximo esperado es de 1.04. Sin embargo, en las
condiciones de trabajo hemos obtenido una saturacion de la reaccion a un valor
por debajo de 0.5, lo cual nos hace concluir que la reaccién se ha detenido antes
de alcanzar la oxidacion completa del mediador. Este fendémeno — no reportado
en la literatura- puede deberse a dos motivos distintos: o bien la nanoparticula
experimenta una pérdida de actividad catalitica hasta detenerse por completo o
bien la nanoceria se comporta como un agente oxidante y no como un

catalizador.

Para dilucidar qué es lo que realmente ocurre, se procedi6 a evaluar la actividad

de la nanoceria a diferentes concentraciones, desde 8.10-10° mg-mL* hasta
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1.62-10"t mg-mL%, manteniendo fija la concentracion de ferricianuro a 1 mM.
En la figura 5.4b podemos observar los espectros de absorcidn correspondientes
a cada una de las concentraciones de nanoceria después de 3 horas de reaccion.
La intensidad de los picos del ferricianuro muestra una clara proporcionalidad
con relacién a la concentracion de nanoceria inicial, sugiriendo asi que
posiblemente la NP esté actuando como un agente oxidante y no como un

catalizador.
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Figura 5.4. a) Espectro UV-Vis en funcién del tiempo de una solucién de 1 mM de
ferrocianuro expuesto 8.1-102 mg-mL"! de nanoceria; b) Espectros UV-VIS finales

de soluciones de 1 mM de ferrocianuro expuestas a diferentes concentraciones de

nanoceria.

Para poner en evidencia este comportamiento, se llevé a cabo un experimento
de oxidacidn del ferrocianuro con una enzima. En particular, se eligi6 la enzima
lacasa, que al ser de tipo oxidasa, usa el oxigeno como agente oxidante. Esta
enzima actla de manera similar a como otros autores han descrito la actividad
catalitica de la nanoceria frente a otros mediadores en las condiciones de trabajo
de este estudio. Asi, en el siguiente experimento se monitorizo el proceso de
oxidacion del ferrocianuro (1 mM) en funcion del tiempo en presencia de lacasa
a una concentracién de 1.62:10“ mg-mL™. En la figura 5.5a se muestran los
resultados obtenidos conjuntamente con los perfiles de oxidacion registrados a

diferentes concentraciones de nanoceria. Vemos como a diferencia de la
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nanoceria, que muestra una tendencia de saturacion, la enzima muestra un
comportamiento lineal en funcion del tiempo, en concordancia con su actividad
catalitica intrinseca. Esta diferencia en la evolucion de la oxidacion del
ferrocianuro, pone de manifiesto la semejanza del comportamiento de la
nanoceria con el de un agente oxidante — que se consume a medida que avanza
la reaccion - y no al de un agente catalitico. Otra observacion que refuerza esta
hipotesis es que si se observa con mas detenimiento el espectro UV-Vis del
conjunto nanoceria-ferricianuro (figura 5.5b), se puede apreciar como el
hombro caracteristico por debajo de los 350-300 nm de la nanoceria se va
atenuando a medida que la reaccion avanza. Este cambio se puede atribuir a los
cambios de oxidacion del cerio de Ce** a Ce®* a medida que el ferrocianuro se

oxida a ferricianuro.

Para observar si este efecto es consistente independientemente del método de
sintesis, se repitié el mismo experimento con nanoceria comercial. En la figura
5.5¢ se muestran los espectros de absorbancia correspondientes al inicio del
experimento y en condiciones de saturacion de las nanocerias comerciales y
sintetizadas en el IMB-CNM en las mismas condiciniones experimentales y a
la misma concentraciéon. Como cabe esperar, la respuesta inicial es
practicamente idéntica, ya que las nanocerias no han tenido practicamente
tiempo de reaccionar con el ferrocianuro. Sin embargo, al final de la reaccion
tanto la disminucion de la respuesta a longitudes de onda bajas como la
amplitud del pico del ferricianuro fue méas acusada en el caso de las
nanoparticulas sintetizadas en el laboratorio que en el de las comerciales.
Teniendo en cuenta que ambas nanoparticulas muestran un comportamiento de
saturacion de la sefial y que por tanto es consistente con un comportamiento de
agente oxidante, los resultados nos sugieren que las nanocerias comerciales
tienen una menor capacidad oxidativa, lo que traduciria en una menor cantidad

de Ce** en su superficie.
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Figura 5.5. (a) Valores de absorbancia a 420nm después de 180 minutos de reaccion entre
1mM de ferrocianuro y diferentes concentraciones de nanoceria, entre 8.10-10° mg mL-1 to
1.62-10-1 mg mLy frente a la lacassa a una concentracion de 1.62-10-4 mg mL. (b)
espectros de absorbancia de 1mM de ferrocianuro espuesto a 8.10-102 mg mL* durante 60
minutos. (c) comparacion de los espectros UV-Vis iniciales y después de 60 minutos de
nanocerias comerciales y sintetizadas en el IMB-CNM frente a 1 mM de ferrocianuro. (d)
relacién atémica entre el ferricianuro obtenido de la reaccion y el cerio atémico afiadido a la
solucion.
Para comparar la capacidad oxidativa de las dos muestras de nanocerias, se ha
representado la cantidad total de ferricianuro obtenido una vez detenida la
reaccion de oxidacion en funcion de la cantidad total de cerio atbmico presente
en la disolucién. Como se puede observar en la figura 5.5d, en ambos casos se
obtiene una dependencia lineal (R?> 0.999) entre la cantidad molar de cerio

atémico total presente en la disolucion y la cantidad de ferrocianuro oxidado
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Con todos los resultados obtenidos hasta ahora, podemos afirmar que la
nanoceria en estas condiciones de trabajo (pH ligeramente &cido), actia como
agente oxidante y no como agente catalitico, tal y como otros autores habian
reportado [118,126,127]. Las pendientes obtenidas en el ajuste lineal son de
0.72 = 0.01 para la nanoceria comercial y 0.94 = 0.02 para la nanoceria
sintetizada en nuestro laboratorio. Considerando que la reaccion redox que

tiene lugar entre la nanoceria y el ferricianuro es la siguiente:

CeO, + 4H* + [Fe(CN)4]*™ - Ce3* + 2H,0 + [Fe(CN) 4|3~

Podria esperarse que la pendiente del ajuste lineal entre la cantidad de cerio
total y de ferrocianuro oxidado tuviera un valor préximo a 1 en ambos casos.
Sin embargo, como se ha comentado en la introduccién, la relaciéon Ce3*** en
una particula de cerio puede variar. Las diferencias entre las dos muestras se
deben a que tanto los métodos de sintesis como los tamafios de las nanocerias
son distintos y estas diferencias influyen en la relacion Ce®*** presente en la
superficie. En la caracterizacion de las nanocerias por XPS (apartado anterior)
se observo que la cantidad Ce** presente en las muestras respecto al Ce®*
después de llevar a cabo la sintesis en el laboratorio fue del 64%. La diferencia
entre este valor y el valor de CeO. estimado a partir de la cantidad de
ferrocianuro oxidado pueden ser debidas a las variaciones introducidas por los
distintos medios en los que se realizan las medidas: en condiciones de vacio en
el XPS y en un medio acuoso ligeramente acido en el caso de las medidas
espectrofotométricas. En este sentido, consideramos que la medicién de la
capacidad oxidativa de las nanoparticulas en presencia de un mediador redox y
un medio acuoso donde este Gltimo se encuentre en exceso puede resultar un

método fiable y sencillo para estimar la relacion Ce®"/*#*,

En la bibliografia se ha reportado que las nanocerias pierden su actividad a
medida que se aumente el pH sin que se establezca una causa clara. Bajo la
Optica aportada por la presente tesis en la que la nanoceria actlia como agente

oxidante, una forma de explicar el efecto del pH en la reaccion de oxidacion es
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mediante los diagramas de Pourbaix. Un diagrama de Pourbaix representa la
estabilidad de las diferentes fases que pueda formar un elemento quimico en
funcidn del pH del entorno electroquimico en el que se encuentra. En la figura
5.6 se representa un diagrama de Pourbaix del Ce reportado en la bibliografia.
Existen varios diagramas publicados y entre ellas se pueden observar ligeras
diferencias, ya que al estar calculados por la ecuacion de Nernst (ec. 2.2),
pueden sufrir variaciones en funcién de la concentracion de iones disueltos en
la disolucion que se tenga en cuenta. Independientemente del diagrama elegido,
se observa que a pHs basicos, el CeO; es estable en una fase acuosa. Por el
contrario, a pHs acidos el CeO; deja de ser estable y el Ce®" pasa a ser la forma
mas estable.

A pHs ligeramente basicos ya se ha demostrado que las nanocerias actlian como
SOD, es decir, cuando el CeO; de la nanoceria pasa a Ce;QOs, rapidamente tiende
a volver a CeO;, que es termodinamicamente mas estable, actuando asi, como
un agente catalitico. Sin embargo, a pHs ligeramente &cidos en los que la
nanoceria se enfrenta a un mediador redox como el ferrocianuro, el ABTS o el
TMB, ésta no actlla como oxidasa. Esto es debido a que cuando el CeO, pasa a
Ce,03 no tiene una tendencia a volver a un estado de Ce*', sino a disolverse a

Ce*, su forma mas estable termodindmicamente a pHs acidos.

25 Oxidising Conditions

Cot*

2,0+

1.0 |Stability Range =
- in Water -

R B T
& -
W5
187 cer
1.5 Ce(OH); (s)
-2.0+
25 ce® (s) __""*“--1_._.__1_____

Reducing Conaditions

3.0 T T T T — T T R PR D S —
20 40 0 10 20 3.0 40 50 60 TO B0 9.0 100 11.0 120 130 140

pH
Figura 5.6.Diagrama de Pourbaix del Ce [140].
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A pesar de las evidencias presentadas en este trabajo de que la nanoceria actlia
como un agente oxidante a pHs ligeramente acidos, en el pasado diversos
autores han reportado erréneamente la actividad de la nanoceria como un agente
catalitico. Una de las razones de esta confusién se debe a que en las condiciones
experimentales reportadas, el contenido total de cerio atdbmico siempre se
encontraba en exceso respecto a un determinado mediador, como por ejemplo
el ABTS o el TMB. Como ya se ha mencionado, estos compuestos tienen unos
coeficientes de extincion molar muy elevados, por lo que sus concentraciones
debian mantenerse muy bajos para no saturar la sefial del espectrofotometro.
Para representar esta situacion y reproducir el comportamiento descrito en la
literatura, se fijé una concentracién de nanoceria de 0.4 mg-mL?, que
corresponde a 2.3 mM de cerio atémico total, frente a diferentes
concentraciones de ferrocianuro en exceso y en defecto respecto a la nanoceria
(desde 0 hasta 2.5 mM). Como comparacion también se ha estudiado el mismo
caso con una concentracion elevada (0.4 mg-mL™) de lacasa. Los valores de
absorbancia a 420 nm obtenidos después de 60 minutos de reaccion se han
representado en la figura 5.7. Se observa que, hasta una concentracién de 1.5
mM de ferrocianuro, en todos los casos se sigue una tendencia lineal, indicando
gue todo el contenido de ferrocianuro presente en la solucion afiadido es
oxidado. Como es evidente, el comportamiento de la enzima sigue la misma
tendencia, es decir, la catalisis tiene lugar hasta producir la oxidacion total del
mediador redox. En este sentido, tanto nanoceria como enzima muestran el
mismo comportamiento, lo que histéricamente ha llevado a atribuir a la
nanoceria un comportamiento catalitico. Ahora bien, cuando la concentracion
inicial de ferrocianuro excede los 1.5 mM, vemos como la sefal
correspondiente a las nanocerias abandona la linealidad para posteriormente
saturarse, mientras que la lacasa sigue progresando de manera lineal. Esto
indica que, a diferencia de la enzima, la nanoceria es incapaz de seguir oxidando
mediador, lo cual evidencia su comportamiento como agente oxidante.
Ademas, teniendo en cuenta los valores obtenidos en los experimentos

anteriores, en el que se ha obtenido la cantidad de Ce** presente para cada caso,
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podemos deducir que la capacidad para oxidar ferrocianuro de las nanocerias
comerciales y las nanocerias sintetizadas en nuestros laboratorios se estima en
1.65 mM y 2.15 mM respectivamente, valores alrededor de los cuales la
absorbancia muestra saturacién en cada uno de los casos (indicados con una

linea discontinua en la figura 5.7).
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Figura 5.7. Valores de absorbancia a 420nm después de 60 minutos de reaccion a
una concentracion fija de nanoceria de 0.5 mg-mL! frente a diferentes
concentraciones de ferrocianuro.
Para corroborar la disolucion de las nanoparticulas una vez agotada su
capacidad de oxidacion (observada cuando el ferrocianuro esta en exceso) se
realizaron medidas en TEM. Una vez finalizadas las medidas redox, no se
observaron nanoparticulas en las rejillas de soporte, evidenciando asi la
desaparicion de estas. El siguiente paso en este trabajo fue estudiar el proceso
de desintegracion de la nanoceria. Para observar este proceso, se llevaron a cabo
medidas de DLS e ICPMS a diferentes ratios de concentraciones de
ferrocianuro y nanoceria después tres horas de incubacion. Para ello se mantuvo
constante la concentracion de Ce atomico molar (2.35 mM) y se seleccionaron

cuatro concentraciones distintas de ferrocianuro: 0.77, 1.16, 1.54 y 2.35 mM.
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En la figura 5.8a se puede apreciar que el tamafio de las nanocerias disminuye
progresivamente a medida que la ratio Ce atdmico/ferrocianuro se acerca a 1,
mientras que en la figura 5.8b se observa que el nimero de particulas en
disolucion se mantiene constante. Las medidas de ICP-MS (Figura 5.8c) nos
indican que al aumentar el ferrocianuro, hay mas Ce®* disuelto en la disolucion.
Las diferencias que se observan en los valores esperados y medidos son debidas
a que algunos iones quedan retenidos en los filtros durante la purificacion. Estos
resultados corroboran la disolucion progresiva de la nanoceria mientras

disminuye su tamafio.
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Figura 5.8. @) Valores de tamafio de particula medidas por DLS; b) concentracion
de NPs medidas por DLS; c) cantidad de cerio atomico medido por ICPMS.

Como se ha apuntado ya al principio de este capitulo, las hanoenzimas pueden
considerarse como sélidas candidatas a substituir las enzimas en métodos de
diagnostico de laboratorio e incluso ser incorporadas en dispositivos de
diagnostico portéatiles basados en papel. Una de las principales razones es que
las nanoparticulas no requieren de una calibracién de su actividad a lo largo de
su cadena de uso. Para corroborar este aspecto, se compar6 la actividad
oxidativa frente al ferrocianuro de dos lotes distintos de lacasa y de las dos
nanocerias estudiadas en este capitulo. Los resultados se han representado en la
figura 5.9a. Se puede observar como pese a ser el mismo organismo, los dos
lotes de lacasa presentan una actividad por gramo muy diferente, mientras que
las nanoparticulas muestras actividades por gramo de cerio idénticas. Otro
aspecto importante de las nanoenzimas respecto a las enzimas naturales son su

robustez, lo que se traduce en que no precisan de condiciones de
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almacenamiento especificas. En la figura 5.9b se observa la actividad de la
nanoceria medida el dia de su sintesis, después de 15 dias y al cabo de un mes.
Durante este periodo, las nanocerias fueron almacenadas en la solucién de
sintesis dentro de un bote de cristal y con exposicién no controlada a la
temperatura y la luz ambiental del laboratorio. Como se puede ver, la capacidad

oxidativa de la nanoceria permanece inalterada.
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Figura 5.9. a) Velocidad de reaccion de dos lotes diferentes de Lacasa y dos
nanocerias de diferentes sintesis en presencia de 1 mM de ferrocianuro; b)
medidas de absorbancia da 420 nm a diferentes dias de un sistema nanoceria-

ferrocianuro (ImM).
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5.3 Conclusiones

El hecho de que la actividad quimica de la nanoceria frente a un compuesto
redox en medios ligeramente acidos se haya reportado en condiciones muy
distintas de fuerza idnica, tamafio y concentracion de NP, dificulta la
comparacion directa entre los datos. Hasta la fecha, esto dificultaba el concluir
si en estas condiciones la nanoceria actlia como agente oxidante o como agente
catalitico. En esta tesis, al estudiar la actividad frente a diferentes relaciones
NP/sustrato y al comparar la actividad de la hanoceria y la lacasa, se evidencia
claramente que a pHs ligeramente &cidos, la nanoceria es un reactivo quimico
oxidante. En consecuencia, en presencia de un compuesto redox el Ce** (en
forma de CeO,) insoluble de la nanoceria se transforma en Ce®* (en forma de
Ce,03) y posteriormente se disuelve en el medio de forma irreversible. Cuando
la concentracion total de cerio atdmico dentro de las NPs esta en exceso con
respecto al sustrato, las enzimas y las NPs parecen comportarse de manera
similar, hecho que ha llevado a otros autores a atribuir erréneamente una
actividad catalitica a la nanoceria. Otro resultado destacable en el presente
estudio es mediante un simple andlisis volumétrico (titulacion) se puede estimar
la relacion Ce**/Ce®" de una muestra de nanoceria. Este procedimiento podria
convertirse en una herramienta de evaluacion de composicion de dicha relacion
en ambientes liquidos rapida y sencilla, ya que hasta la fecha se realiza
mediante XPS o resonancia magnética electronica, mucho mas complejas y

costosas.

En el contexto de esta tesis doctoral, se ha demostrado que las nanocerias
pueden superar muchas de las limitaciones que presentan las enzimas naturales
en su implementacién en dispositivos portatiles analiticos. Ademas de su
reproducibilidad, se ha comprobado que las nanocerias son compuestos muy
robustos, manteniendo la misma actividad oxidativa durante mas de un mes en

condiciones de almacenamiento escasamente controladas. Por Ultimo, el
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descubrimiento de su comportamiento como agente oxidante tiene dos ventajas
afiadidas des del punto de vista de su implementacién como marca de un
elemento de bioreconocimiento (por ejemplo, un anticuerpo). En primer lugar,
no precisa del aporte de un sustrato y, en segundo lugar, el cese de la reaccion
oxidativa una vez consumido el cerio disponible, permite prescindir de la
necesidad de controlar el tiempo de reaccion como ocurre con una enzima.
Ambos aspectos permitiran desarrollar dispositivos portéatiles mas sencillos y
robustos.
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5.4 Materiales y métodos

Sintesis de la nanoceria. La nanoceria se ha sintetizado por un método
hidrotermal basado en la precipitacion del CeNO;en presencia de acido citrico.
Se afiadié una solucion de TMAOH (50 mL, 50 mM) a 50 mL de CeNO; (20
mM) y citrato de sodio (40 mM). Se dejo la mezcla agitandose durante toda una
noche. Seguidamente, la mezcla fue llevada con reflujo a 100°C durante 4 horas

y dejado enfriar hasta temperatura ambiente.

Preparacion de la solucion de citrato. La solucién de citrato se prepard con
el objetivo de obtener una solucion tampon de pH 4.4. Para ello, se mezcl6 una
solucion 0.2M de acido citrico (Panreac), una solucién 0.2 M de citrato de socio
0.2M (Probus) y agua desionizada en unas proporciones volumétricas de

28:23:49 respectivamente.

Microscopia de transmision electronica (STEM). Las nanoparticulas de
cerio se visualizaron por STEM (Tecnai F20 S/TEM). Para ello se depositaron
10 pL de la solucion con nanoceria en una gradilla de cobre. Para la distribucién

de particulas se tuvieron en cuenta el conteo de al menos 200 particulas.

Espectros UV-Vis. Para los estudios cinéticos mediante absorbancia se hizo
uso de una placa de 96 pocillos (Sigma-Aldrich). Los pocillos se rellenaron con
la cantidad necesaria de nanoparticulas comerciales, nanoparticulas caseras y
de los dos lotes de Lacasa, que fueron denominadas L1 (Lacasa obtenida de
Trametes versicolor obtenida en Sigma-Aldrich EC 1.10.3.2, con referencia
51639) y L2 (Lacasa obtenida de Trametes versicolor obtenida en Sigma-
Aldrich EC 1.10.3.2, con referencia 38429). Todas las soluciones tuvieron
como medio la solucién tampdn de citrato descrita anteriormente. Como
mediador, se us6 ferricianuro de potasio (Ks[Fe(CN)s], Sigma-Aldrich) con una

concentracion final de 1 mM.
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Las medidas cinéticas se realizaron con un lector de placas (Varioskan Flash
from Thermo Scientific) a una longitud de onda de 420 nm cada 30 segundos
durante una hora. Las medidas a longitudes de onda desde 250 hasta 900 nm se
realizaron en una cubeta de cuarzo en un espectrofotometro comercial (DU730,

Beckman Coulter).

DLS. Para la medida de las nanoparticulas de CeO-, se ha usado el instrumento
Malvern ZetaSizer Ultra (Malvern Instruments, Reino Unido) a una longitud de
onda de 532 nmy a un angulo fijo de 173°.

Reproducibilidad. Para los estudios de reproducibilidad, se realizaron medidas
en las mismas condiciones que en los estudios de cinética en el dia en el que se
sintetizaron las nanoparticulas, 15 dias después y 30 dias después. La solucién
de la nanoceria fue almacenada a temperatura ambiente en un bote de cristal.
El andlisis estadistico se realizd usando el software GraphPad Prism V.8,
considerando p<0.05 como valor significante.

Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICPMS)
y Difraccion de rayos X (XRD). Los niveles de cerio atomico elemental se
analizaron con (7900 ICPMS, Aligent) en el “Servei d’Analisi Quimica” de la
Universitat Autonoma de Barcelona. Previamente, las muestras se
centrifugaron con unos filtros de 3 kDa (Amicon-Ultra-15, Merck, Alemania)
para separar el cerio ionico disuelto de la NP. Seguidamente se hizo una
digestion de la muestra en HNOs y a 200°C. El patron de XRD se obtuvo en el
difractometro Rigaku D/Max 2550 con una radiacion de Cu-Ka (L= 1.5418 A).
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A pesar de los numerosos desarrollos en el campo de la microfluidica, los
sistemas Lab-on-a-chip y la biotecnologia llevados a cabo en lo que llevamos
de siglo, la irrupcién de la pandemia de SARS-CoV-2 puso en evidencia la
existencia de una gran brecha entre investigacion y disponibilidad de una
tecnologia que pudiera hacer frente a la necesidad de efectuar un diagndstico
rapido a un coste asequible para los sistemas de salud a nivel global. Asi, la
solucion de diagnostico para la deteccion rapida del virus consistié en el
desarrollo de tests de flujo lateral, una tecnologia con mas de 6 décadas de
antiguedad y que ha constituido la base del diagnostico rapido a nivel global en
campos muy diversos (enfermedades infecciosas, salud femenina, deteccion de
drogas y antibioticos, marcadores cancerigenos y cardiacos...). La clave de su
éxito radica en su capacidad de proporcionar un resultado inmediato a un bajo
coste, ya que los materiales que constituyen la estructura del test — papel y
plastico — son abundantes y baratos y las moléculas de reconocimiento (i.e.
anticuerpos y nanoparticulas de oro) se usan en muy pequefias cantidades que
no incrementan significativamente el precio final. Ademas, estos dispositivos
tienen la ventaja de ser de facil manejo, en gran medida debido al uso de la

capilaridad de las diferentes membranas de papel para dirigir el flujo.

Pese a todas las ventajas descritas, los tests de flujo lateral también presentan
limitaciones que espolean la busqueda de alternativas. Una de las limitaciones
mas relevante es la de la sensibilidad. La lectural visual de los tests, que resulta
muy conveniente debido a su simplicidad, restringe en gran manera la
sensibilidad de la respuesta a la vez que la hace dependiente de la agudeza
visual del usuario. Como ya se ha descrito en el apartado introductorio de esta

tesis, la industria del diagndéstico ha desarrollado lectores de sobremesa de las
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tiras de test basados en lecturas Opticas (colorimetria, fluorescencia...) que
aumentan la sensibilidad respecto a la lectura visual, eliminan la subjetividad y
a su vez, permiten una digitalizacion de la sefial que permite una mayor
trazabilidad de los resultados. No obstante, debido a su complejidad y coste,
estas soluciones quedan restringidas a los laboratorios especializados, mientras
que los tests de un solo uso de lectura digital en el lugar de asistencia son

escasos y limitados a sectores nicho, como los tests de embarazo y ovulacion.

La presente tesis doctoral apuesta por la deteccion electroquimica como
principio de lectura que permita digitalizar la sefial de un immunosensor
implementado en un sustrato de papel cumpliendo los criterios de bajo coste y
sensibilidad requeridos por la OMS para convertirse en una solucién global.
Ademas, la generacion de una sefial electroquimica tiene la ventaja de poder
constituir la base de un sensor autoalimentado, lo cual refuerza la simplicidad
de la solucion y consecuentemente impacta no solo en el coste sino que también

contribuye de manera significativa a la sostenibilidad.

Partiendo del conocimiento sobre diferentes ePADs reportados hasta la fecha y
de acuerdo con los objetivos establecidos, los resultados obtenidos permiten
avanzar en la superacion de las limitaciones tecnolégicas que presentan los
ePADs:

- Laceleccion del material usado en un ePAD influye de manera muy
significativa en la sefial electroquimica. Una primera busqueda
bibliogréafica exhaustiva sobre ePADs evidencid que no existia ningln
estudio sistematico sobre el impacto que la eleccion del tipo de sustrato
de papel podria tener sobre la respuesta electroguimica del sensor. La
eleccion de materiales de los trabajos reportados parecia obedecer a
criterios fluidicos y de manufacturabilidad - posiblemente heredados
de los estudios pioneros de microfluidica en papel - pero en ninglin caso
consideraba el impacto sobre la sensibilidad obtenida en la respuesta.

Asi, esta tesis doctoral resulta pionera al realizar un estudio sistematico
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de la respuesta amperométrica de un SPE en contacto con diferentes
materiales y mediadores redox de distinta carga eléctrica. Los
resultados obtenidos muestran como uno de los sustratos mas utilizados
en la literatura — el Whatman 1- provoca una importante disminucion
de la sefial amperométrica en comparacion a la obtenida en un fluido
libre y por lo tanto resulta totalmente desaconsejable como sustrato de
este tipo de test. Por otra parte, la fibra de vidrio — material compuesto
de fibras muy finas que le confieren una porosidad muy elevada-
permite obtener respuestas muy similares a la de un medio libre. Cabe
destacar que en el caso de la nitrocelulosa — el material usado en la zona
de deteccion en los test de flujo lateral comerciales - a pesar de
presentar una estructura con poros mucho menores que la fibra de
vidrio, también se obtienen corrientes similares a tiempos cortos con
respecto a las de un medio libre. Pasados los primeros diez segundos la
corriente registrada decae de manera significativa debido al efecto de
capa-fina por causa del grosor del papel. Por lo tanto, se puede concluir
gue a la hora de disefiar un ePAD, resulta de vital importancia llevar a
cabo una caracterizacion de la respuesta amperométrica de los sensores
en los materiales seleccionados para evaluar si existe impacto en la
sefial registrada. En el estudio realizado, la fibra de vidrio se revel6
como un material de alta porosidad que permite realizar
cronoamperometrias sin practicamente pérdida de sefial, por lo que
resulta un material muy recomendable como constituyente de un
ePAD. Por otra parte, en el caso que fuera necesario hacer uso de otro
material para poder, por ejemplo, fisisorber biomoléculas, resulta
conveniente hacer uso de la nitrocelulosa, teniendo en cuenta que la
respuesta cronoamperométrica debe registrarse durante los primeros
segundos de medida.

Se ha desarrollado un inmunosensor autoalimentado basado en
papel capaz de cuantificar la sefial con un voltaje de salida mayor

de 1.5 V y con una potencia suficiente para alimentar una
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circuiteria minimalista. Aunque existen algunos desarrollos en la
literatura de inmunoensayo autoalimentado, todos ellos se basan en
electrodos de tipo enzimatico, lo cual limita el voltaje generado a
valores por debajo de 1V. En el disefio del dispositivo de esta tesis, se
realizé un cambio de paradigma al introducir como &nodo y electrodo
no limitante una tira de Mg, mientras que en el catodo se implement6
un inmunoensayo sobre nitrocelulosa con un sandwich de anticuerpos
para la deteccion de CRP. Los anticuerpos de captura de CRP estaban
marcados con la enzima HRP, encargada de realizar la oxidacion de un
mediador redox (en este caso hidroguinona) utilizando H.O, como
sustrato. Esta configuracion permite configurar una bateria en la cual
la potencia generada es proporcional a la concentracion de anticuerpos
de captura del analito presente en la muestra. Cabe destacar, que es el
Unico trabajo reportado hasta la fecha capaz de proporcionar voltajes
operativos por encima de 1V. Para demostrar su funcionamiento como
fuente de energia en modo auténomo, el sistema de caracterizd
mediante su conexion a una resistencia (manera mas sencilla de operar
una bateria), obteniendo diferentes voltajes para diferentes
concentraciones de analito. De esta manera se consigue substituir a un
potenciostato por un sistema mucho mas sencillo.

La sustitucion de enzimas como marca electroquimica del
inmunoensayo por nanoparticulas inorganicas de cerio es una
alternativa viable para aumentar la robustez del sistema. Durante
el desarrollo del inmunosensor autoalimentado, se hizo evidente que el
uso de una enzima como marca de los anticuerpos presentaba diversos
problemas que posiblemente harian muy dificil su implementacién en
un dispositivo de diagnostico rapido. En primer lugar, la necesidad de
aportar un sustrato a la enzima afiade una complejidad de uso que
posiblemente recaiga en el usuario del test (lo cual puede originar
errores de operacion) y a su vez requiere de una calibracién de los

anticuerpos por lotes, ya que las enzimas presentan gran variabilidad
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en su actividad catalitica. Por esta razon, en esta tesis se estudi6 el
comportamiento oxidativo de las nanoparticulas de cerio como
alternativa a las enzimas. Los resultados obtenidos muestran que, a
diferencia de lo reportado, en medios ligeramente &cidos la nanoceria
no sélo presenta una elevada capacidad para oxidar una especie redox
de manera consistente y repetitiva, sino que actla como agente
oxidante y no como agente catalitico. A pesar que inicialmente pueda
parecer una desventaja, este efecto le confiere unas cualidades que
superan con creces las limitaciones de las enzimas naturales para su
implementacion en ePADs, ya que una vez que la nanoceria se
consume no hace necesario parar la reaccion como ocurre en un agente
catalitico, natural o sintético. La implicacion directa de este fendmeno
es que su implementacion futura en un dispositivo de diagndéstico
rapido requiere una electrénica mucho mas sencilla, lo cual conllevara
una disminucién del coste y una mayor sostenibilidad de la solucion

final.

Esta tesis abre camino hacia una maduracion tecnoldgica en diferentes aspectos
de los ePADs y abre las puertas hacia su futura aplicacion en dispositivos reales.
A partir de aqui, el desarrollo tecnoldgico puede continuar en diferentes
direcciones, todas encaminadas a la consecucién de un dispositivo de

diagndstico rapido digital y sostenible.

En primer lugar, la caracterizacion sistematica y posterior modelizacién de la
respuesta amperométrica en sustratos de papel abre la posibilidad de estudiar el
efecto que tiene la impresion de las tintas directamente sobre el sustrato de
papel. Esto presenta claras ventajas des del punto de vista de la implementacion
de flujos verticales, como el disefiado en el dispositivo de inmunoensayo
autoalimentado. Aungue en esta tesis se ha presentado un primer prototipo
funcional, existen diversos caminos de mejora. Es evidente que la
implementacion de un inmunoensayo de tipo sadndwich directo permitiria

disminuir los pasos y el tiempo de realizacion del ensayo. Ademas, el desarrollo
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de distintas estrategias microfluidicas que permitan almacenar tanto los
anticuerpos marcados como el mediador redox haria posible disminuir el
namero de pasos de operacion. Finalmente, la substitucién de la marca
enzimatica de los anticuerpos por nanoparticulas de 6xido de cerio seria el paso
natural que permitiria demostrar la viabilidad de un test robusto y digital sin

necesidad de bateria ni microprocesador.
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