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La industria agroalimentaria española ha alcanzado un elevado grado 

de madurez y modernización adaptándose a los continuos cambios del 

entorno y a los hábitos de consumo. De esta forma ha llegado a convertirse en 

el primer sector industrial del país y en un componente altamente estratégico 

de la industria española.  

 

La innovación y el desarrollo de la industria agroalimentaria pasan de 

forma genérica por dos ejes fundamentales: la seguridad y la calidad de los 

alimentos. La cada vez mayor complejidad de la cadena alimentaria exige, por 

otra parte, el desarrollo de eficaces sistemas de trazabilidad que aseguren la 

solidez de todos los eslabones. 

 

La tecnología de biosensores ha experimentado un notable avance en 

los últimos años, debido fundamentalmente al desarrollo de dispositivos 

aplicados al área de biomedicina. Estas tecnologías, en avanzado estado de 

madurez, han ido transfiriéndose paulatinamente de forma horizontal a otros 

sectores como el medioambiental, y de forma más incipiente al 

agroalimentario. 
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Las características más destacables de estos dispositivos que los 

convierten en opciones altamente atractivas para competir en el mercado 

agroalimentario con otras tecnologías son su especificidad, su alta 

sensibilidad, su corto tiempo de análisis, su capacidad de inclusión en 

sistemas integrados, su facilidad de automatización, su capacidad de trabajar 

en tiempo real, su versatilidad que permite el diseño de dispositivos a la 

carta, y su bajo coste, entre otras. 

 

En la construcción de sistemas integrados cobran especial relevancia 

las técnicas fotolitográficas (“thin film”) y serigráficas (“thick film”). Así, el 

trabajo que aquí se presenta cuenta entre sus objetivos con el diseño, la 

producción y la caracterización de transductores miniaturizados, para lo que 

se recurrirá a estas tecnologías de microfabricación que proporcionan 

dispositivos de reducido tamaño, uniformes y bien definidos 

geométricamente, lo que garantiza la reproducibilidad de los sensores 

construidos. 

 

El uso de la tecnología microelectrónica está muy extendido en el 

desarrollo de nuevos sensores. En el capítulo III se describen los procesos de 

fabricación de distintos chips, cuya configuración se basa en distintas 

disposiciones de tres electrodos (trabajo, contraelectrodo y referencia), así 

como la caracterización electroquímica de los mismos. Gracias a las óptimas 

prestaciones de los sustratos de silicio y el bajo coste de su producción, cada 

vez se incorporan más microsistemas a una gran variedad de productos y 

procesos industriales.  

 

Por otro lado, la tecnología serigráfica, basada en la deposición de 

tintas conductoras sobre un soporte inerte, no permite la fabricación de 

transductores de tamaño tan reducido como los anteriores pero no requiere 

de unas condiciones de fabricación controladas tan rigurosamente, 

permitiendo una mayor accesibilidad industrial. La fabricación de 
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dispositivos basados en configuraciones análogas a las anteriores se describen 

a lo largo del capítulo IV, así como su caracterización. 

 

Especial atención en estas etapas de fabricación merece el electrodo de 

referencia. Mientras que en los modelos serigráficos este electrodo queda 

definido mediante la deposición de una capa de Ag/AgCl, en los 

fotolitográficos su integración no es tan trivial. Así, en el capítulo V se 

presentan diferentes alternativas para el desarrollo de este electrodo, 

incluyendo un diseño que combina las dos tecnologías. 

 

Una vez descrita la fase de fabricación de los sensores, en los capítulos 

siguientes describe en su utilización para la fabricación de biosensores 

altamente selectivos a distintos analitos de interés en la industria alimentaria, 

incluso en muestras complejas. 

 

El protocolo de construcción de los distintos biosensores cuenta con 

etapas comunes que se subdividen a su vez en otras, dependiendo del tipo de 

transductor y/o del tipo de aplicación. 

 

La inmovilización del componente biológico es la primera de estas 

etapas comunes, y posiblemente, la que más influye en el funcionamiento del 

biosensor.  

 

A continuación, se pone de manifiesto su validez a través de estudios 

de reproducibilidad, repetibilidad, límite de detección, etc., en las condiciones 

idóneas de las variables experimentales que influyen en la respuesta 

electroquímica, optimizadas a través de la metodología del diseño de 

experimentos. 

 

Aunque la puesta a punto y caracterización de un método analítico es 

importante en sí misma, su interés sería limitado si no fuera susceptible de ser 
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aplicado a la resolución de algún problema real. Por tanto, la viabilidad de los 

métodos puestos a punto se comprueba finalmente mediante su aplicación en 

muestras de mostos o vinos. 

 

Así, en el capítulo VI se propone la construcción de biosensores para la 

determinación de glucosa tanto en muestras sintéticas como en mostos. Para 

ello se inmovilizan los enzimas Horse radish peroxidasa y Glucosa oxidasa 

sobre un chip de platino en una matriz polimérica.  

 

De igual manera, el capítulo VII recoge la aplicación de un biosensor 

bienzimático, que combina los enzimas Alcohol oxidasa y Horse Radish 

peroxidasa, para el análisis de alcohol en muestras sintéticas y en vinos. 

 

Sin duda alguna, la serigrafía cobra mayor importancia a la hora de 

fabricar dispositivos desechables, que son los que se presentan finalmente en 

el capítulo VIII. Una vez inmovilizados los enzimas Horse Radish peroxidasa 

y Glucosa oxidasa mediante entrecruzamiento con gluteraldehído, y 

caracterizados los biosensores, se aplican a la cuantificación de glucosa en 

mostos. 
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El creciente interés en la industria, especialmente en el sector 

alimentario, por realizar un control de calidad más rápido y económico así 

como por optimizar la producción mediante análisis en continuo (“on-line”), 

ha dirigido la investigación hacia la puesta a punto de métodos analíticos que 

sean compatibles con sus necesidades. 

 

Los sensores son dispositivos que trasforman la información física o 

química en una señal útil que pueda ser procesada y, por tanto, que facilite 

información de interés de una manera rápida y sin necesidad de análisis muy 

complejos [1].  

 

Estas características, combinadas con la incorporación de los últimos 

avances en tecnologías planares de miniaturización, tanto de capa delgada 

como serigráficas, en la fabricación masiva de sensores, hacen de estos 

dispositivos unas herramientas de gran interés para la industria. 

 

Existen dos clases de sensores clasificados según el tipo de información 

que sean capaces de transformar [1]:  

 

 Físicos: Dispositivos que detectan cambios en parámetros físicos 

(temperatura, presión, flujo de masa, etc.) 
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 Químicos: Detectan cambios de pH, concentración, composición, 

etc. 

 

Actualmente, la mayor parte de sensores utilizados para el control de 

procesos industriales son físicos [2], pero la necesidad de obtener información 

química ha favorecido la investigación y el desarrollo de este tipo de sensores.  

 

Desde que se describieron los primeros sensores químicos a principios 

del siglo XX [3,4], estos dispositivos han promivido una gran producción 

científica. Sin embargo, su aplicación en el campo industrial es muy limitada 

ya que su fabricación se suele realizar manualmente, y por tanto lleva 

asociado un elevado coste. 

 

De esta manera, se pone de manifiesto la necesidad de desarrollar 

nuevos métodos de fabricación de sensores químicos que permitan una 

producción masiva, parcial o totalmente automatizada, reduciendo los costes 

de producción, y poder aprovechar así la gran potencialidad analítica que 

tienen estos dispositivos. 

 

 

II.1.- Sensores químicos y biosensores. 

 
En el campo de la química analítica, la tendencia es simplificar el 

protocolo de análisis de una muestra determinada, reduciendo así los tiempos 

de análisis y su coste. Tradicionalmente se ha utilizado 
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instrumentación analítica muy sofisticada, tal como cromatógrafos, 

espectrofotómetros, ICP-masas, etc, de coste elevado y que requiere 

especialización por parte del operario. Además, este tipo de equipos son 

incompatibles con análisis en continuo o pruebas de campo. 

 

Si bien los sensores químicos se presentan como una clara alternativa, 

ya que permiten realizar análisis on-line, en detrimento, su sensibilidad y 

fiabilidad es mucho menor que la ofrecida por la instrumentación analítica 

convencional. 

 

Los campos donde los sensores químicos han tenido una mayor 

implantación son principalmente, la biomedicina, el medioambiental y, en los 

últimos años, en la industria alimentaria, si bien otros sectores como la 

bioseguridad se están desarrollando de forma exponencial. 

 

Entre este tipo de sensores caben destacar los biosensores, ya que son 

los dispositivos con más selectividad y por tanto, con más aplicaciones 

potenciales en química analítica. Desde hace varios años algunos de ellos ya 

han sido comercializados. Por ejemplo, los utilizados para los análisis de 

glucosa en sangre, de vital importancia en pacientes diabéticos. 

 

 

II.1.1.- Definición y clasificación. 

 

Un sensor químico es un dispositivo capaz de traducir la información 

química de una muestra en una señal analítica útil [1]. Los sensores químicos 

constan de dos componentes básicos: un sistema de reconocimiento o receptor 

y un transductor, sobre el que se encuentra conectado el primero.  
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El receptor reconoce selectivamente la información química presente en 

la muestra y la convierte de forma que pueda ser reconocida por el 

transductor, que la transforma a su vez de una señal primaria a una señal 

secundaria procesable fácilmente,  generalmente eléctrica u óptica. Existen 

tres tipos de receptores [5], 

 

• Físicos, cuando no hay reacciones químicas involucradas en la 

detección, un ejemplo son los materiales piezoelectricos 

utilizados para detectar cambios de masa. 

• Químicos, la señal proviene de una reacción química, por 

ejemplo agentes quelantes, ionóforos, etc. 

• Biológicos, cuando el material receptor tiene una procedencia 

biológica. Por ejemplo, enzimas, anticuerpos, ADN, células, etc. 

En este caso, los sensores químicos son denominados 

biosensores (Fig. II.1.1), 

 

Componente Componente 
biológicobiológico

TransductorTransductor

SeñalSeñal
analíticaanalítica

EnzimasEnzimas

AnticuerposAnticuerpos

Material genéticoMaterial genético

MicroorganismosMicroorganismos

SustSust. . electroactivaelectroactiva

Cambio de Cambio de pHpH

CalorCalor

LuzLuz

Cambio de masaCambio de masa

ElectrodoElectrodo

Electrodo de Electrodo de pHpH

TermistorTermistor

Transductor ópticoTransductor óptico

Transductor Transductor 
piezoeléctricopiezoeléctrico

Componente Componente 
biológicobiológico

TransductorTransductor

SeñalSeñal
analíticaanalítica

EnzimasEnzimas

AnticuerposAnticuerpos

Material genéticoMaterial genético

MicroorganismosMicroorganismos

SustSust. . electroactivaelectroactiva

Cambio de Cambio de pHpH

CalorCalor

LuzLuz

Cambio de masaCambio de masa

ElectrodoElectrodo

Electrodo de Electrodo de pHpH

TermistorTermistor

Transductor ópticoTransductor óptico
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Figura II.1.1. Esquema genérico de un biosensor. 

 

La clasificación de los sensores y biosensores se puede realizar 

atendiendo a diferentes criterios, como son el tipo de receptor utilizado, la 

metodología empleada para inmovilizar este receptor o el tipo de transductor 

utilizado, siendo ésta la más aceptada [6]. En la tabla II.1.1 se recogen los 

distintos tipos de sensores y biosensores  según este criterio. 
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Tabla II.1.1. Clasificación de sensores químicos y biosensores según el transductor 

utilizado. 

 

Tipos de transductores Descripción 

 

Ópticos 

 

 

 

Electroquímicos 

 

 

 

Piezoeléctricos 

 

 

 

 

Térmicos 

 

 

Transforman los cambios producidos en 

una señal óptica por la interacción de un 

analito con el receptor. 

 

La señal transformada es debida a una 

interacción electroquímica entre el analito 

y el electrodo. 

 

Dispositivos que transforman un cambio 

de masa que se da sobre el electrodo 

modificado con materiales con 

propiedades piezoeléctricas. 

 

Dispositivos capaces de medir el cambio de 

calor sobre la superficie del electrodo. 

 

A continuación se describen con más detalle el grupo de sensores 

electroquímicos ya que son los utilizados a lo largo del presente trabajo. 

 

 

II.1.2.- Transductores electroquímicos 

 

En los últimos años, los transductores electroquímicos son los que más 

publicaciones científicas han generado (Fig. II.1.2) [7-9]. Esto está claramente 

ligado al hecho que estos dispositivos son más robustos, su fabricación es más 
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simple y económica que la del resto de transductores, poseen un amplio 

intervalo de linealidad y tiempos de respuesta muy cortos [10]. De la misma 

manera, los equipos necesarios para recoger y procesar la señal, tales como 

potenciostatos y conductímetros, son económicos, de fácil mantenimiento, 

manejo y miniaturización, y son de uso común en la mayoría de laboratorios 

de análisis. 
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Figura II.1.2. Número de publicaciones en sensores químicos en los últimos años. 

 

 

Existen tres grandes grupos de transductores electroquímicos 

clasificados según la técnica electoquímica utilizada para obtener la 

información de la muestra; conductimétricos, potenciométricos y 

amperométricos. 
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Transductores conductimétricos. 

 

Este tipo de transductores se basan en la medida de cambios de 

conductividad (o alguna propiedad asociada a ésta) provocados por el 

analito, ya sea en la solución de medida o en la membrana selectiva. En 

algunos casos se puede llegar a medir cambios de conductividad del propio 

analito [7]. La conductividad es proporcional a la concentración de iones 

según la ecuación: 

(1.1) 

 

 

Donde k es la conductividad especifica (S cm-1) y C la concentración de 

iones (mol cm -.3).  

 

Las medidas de resistividad en corriente continua, son las más 

comunes para el funcionamiento de estos sensores, aunque para registrar 

medidas de impedancia  se utiliza corriente alterna [11] . Estas medidas de 

impedancia se suelen utilizar para caracterizar algunos líquidos y/o 

superficies de electrodos modificadas [12,13].  

 

Estos dispositivos tienen una configuración muy simple, consistente en 

dos electrodos que pueden ser de diferentes materiales.  Generalmente son de 

algún metal noble sin modificar, tal como oro, que puede detectar cambios de 

concentración del ácido sulfhídrico; y platino, paladio o rutenio que pueden 

ser utilizados para la detección de hidrógeno [14]. 

 

Se han desarrollado diferentes biosensores conductimétricos [15,16] 

mediante la modificación de electrodos con material biológico atrapado en 

polímeros conductores. 

 

k
C

Λ =
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Transductores potenciométricos. 

 

Las medidas potenciométricas consisten en la determinación de una 

diferencia de potencial en condiciones de circuito abierto entre un electrodo 

de trabajo y uno de referencia. 

 

La diferencia de potencial medida entre los electrodos se relaciona con 

la concentración del analito de acuerdo con la ecuación de Nernst, 

 

 

(1.2) 

 

 

donde ia  es la actividad del ión principal, ja  la actividad del ión 

interferente, iz  y jz  las cargas de los iones principal e interferentes, y  ,
pot

i jk  es 

el coeficiente de selectividad [17]. 

 

Los transductores potenciométricos son el grupo de dispositivos 

electroquímicos más desarrollados y estudiados (Fig. II.1.3). Históricamente, 

el origen de los sensores químicos se remonta a principios del siglo XX con el 

desarrollo del electrodo de vidrio [4], uno de los sensores potenciométricos 

más utilizados. 

 

La mayor aplicación de este tipo de sensores es la fabricación de 

electrodos selectivos de iones (ISE’s) [18-20], donde se modifica el electrodo 

de trabajo con una membrana selectiva a un ión determinado.  

 

Los transistores de efecto de campo sensibles a iones (ISFET’s) [21] y su 

modificación con membranas selectivas (CHEMFET’s) [22] también se 

incluyen dentro del grupo de sensores potenciométricos.  

,ln * i jz zo pot
i i j j

j

RTE E a k a
nF

⎛ ⎞
= + +⎜ ⎟

⎝ ⎠
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Figura II.1.3. Número de publicaciones en transductores electroquímicos en los últimos 

años [7]. 

 

 

Transductores amperométricos. 

 

Este tipo de dispositivos, se basan en la aplicación de un potencial fijo 

sobre un electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito, respecto 

a un electrodo de referencia. Un tercer electrodo, denominado auxiliar, es 

necesario en la mayoría de casos para completar la celda electroquímica  [23]. 

También es posible realizar análisis basados en técnicas voltamperométricas 

variando el potencial de trabajo de forma controlada. 

 

Los transductores amperométricos se fundamentan en la 

proporcionalidad existente entre la concentración de una determinada especie 

electroactiva determinada y la corriente eléctrica registrada al oxidarse o 

reducirse sobre la superficie de un electrodo polarizado. Esta relación 

intensidad-concentración se comporta según el siguiente modelo, 

 



II.- Fundamentos teóricos y antecedentes bibliográficos. 
 
 

20 

(1.3) 

 

 

donde A es el área del electrodo de trabajo, D0 y C0 son el coeficiente de 

difusión y la concentración del analito, respectivamente, y x representa la 

distancia de la doble capa. 

 

En el caso de que la solución esté agitada constantemente, se puede 

considerar que x se mantiene constante y se corresponde con el tamaño de la 

capa de difusión (δ ). Así, la ecuación anterior puede simplificarse 

obteniéndose una relación lineal entre la intensidad medida y la 

concentración del analito, 

 

 (1.4) 

 

 

Los biosensores amperométricos son los que han mostrado un mayor 

avance debido a su extensa aplicación dentro del campo de análisis médico. 

Ejemplos significativos de estos avances son los biosensores para medidas en 

sangre y suero. 

 

En capítulos posteriores se describirá de manera más detallada el 

funcionamiento de este tipo de dispositivos. 

 

 

II.1.3.- Receptores biológicos. 

 

Una de las principales características del material biológico empleado 

para la fabricación de biosensores es su alta selectividad, permitiendo 

diferenciar en algunos casos, isómeros de una misma molécula. Esta 

0
onFADI C

δ
=

( )( )0 0,
o

C t
I nFAD

x
δ

δ
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particularidad hace que estos componentes sean de gran interés en su 

aplicación como receptores en la fabricación de sensores.  

 

Los biosensores, sobre todo los basados en transductores 

electroquímicos, son uno de los campos que más ha avanzado en cuanto a 

investigación en los últimos años.  

 

Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar 

sobre transductores electroquímicos: 

 

 Anticuerpos. 

 Ácidos nucleicos. 

 Microorganismos. 

 Tejidos orgánicos. 

 Enzimas. 

 

Los enzimas son los elementos mas comúnmente utilizados para la 

fabricación de biosensores debido a su bajo coste, disponibilidad en el 

mercado y fácil manipulación [24].  

 

A continuación se describen los diferentes receptores, haciendo 

especial énfasis en los enzimas ya que son los utilizados en el presente trabajo. 

 

 

Anticuerpos. 

 

Los anticuerpos son, junto con el ADN, los agentes biológicos más 

selectivos que existen. Debido a su estructura tridimensional puede enlazarse 

con una sustancia (antígeno) de una manera muy específica.  
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En los últimos diez años, se han realizado grandes esfuerzos para 

desarrollar inmunosensores [25]. El inconveniente de este tipo de material 

para aplicaciones en la fabricación de biosensores es que no tiene capacidad 

catalítica, lo que implica el empleo de anticuerpos o antígenos marcados, con 

un isótopo radioactivo, enzimas, partículas luminiscentes, etc [26]. 

 

En el caso de los inmunosensores basados en transductores 

amperométricos, el marcaje más utilizado es mediante enzimas [26]. La 

corriente recogida por el transductor es proporcional a la concentración de las 

especies electroactivas generadas por la reacción enzimática, y por tanto, 

proporcional a la cantidad de anticuerpos marcados [27]. 

 

 

Ácidos nucleicos. 

 

La alta especificidad de los pares de bases (adenida/timina y 

citosina/guanina) distribuidas a lo largo de la doble hélice que forma la 

cadena de ADN, hace de este material de gran interés en la fabricación de 

biosensores. 

 

Como en otros biosensores, las cadenas cortas de ADN (ssADN) están 

inmovilizadas sobre superficies en forma de electrodos, chips o cristales 

según el tipo de transductor utilizado. La hibridación de esta molécula 

inmovilizada con su par es detectada por el transductor. 

 

Como en el caso de los anticuerpos, este tipo de material no tiene 

capacidad catalítica, por tanto, para su detección necesita ser marcado [24]. En 

el caso de utilizar transductores amperométricos, éstos suelen estar 

modificados con enzimas. 
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Este tipo de detección es muy reciente [28,29]. Las primeras 

publicaciones basadas en transductores electroquímicos datan de los años 90 

[30-32]. Por tanto, aún no se ha podido aprovechar el gran potencial de este 

material biológico. 

 

 

Microorganismos. 

 

Los microorganismos tienen una gran importancia en diferentes 

procesos biotecnológicos, en la industria vitivinícola, en procesos de síntesis 

de fármacos, o en tratamientos de agua.  

 

Muchos biosensores basados en células han sido desarrollados para el 

control de dichos procesos [24]. 

 

Los microorganismos pueden asimilar compuestos orgánicos y generar 

un cambio que es detectado por el transductor. Existen publicaciones donde 

se utilizan sensores amperométricos con microorganismos inmovilizados para 

el control de calidad de aguas residuales basados en el seguimiento de la 

respiración celular [33,34]. 

 

 

Tejidos orgánicos o celulares. 

 

Los tejidos orgánicos pueden ser utilizados como elemento de 

reconocimiento prácticamente sin preparación. Generalmente, tienen una 

gran variedad de enzimas inmovilizados, y por tanto no son tan selectivos 

como otros materiales biológicos. Por el contrario, están en su medio natural y 

es más difícil su degradación, lo que aumenta el tiempo de vida del biosensor. 
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El número de publicaciones existentes en este campo es mínimo 

comparado con otros receptores bioquímicos [35], aún así, se reportan 

algunos trabajos [36,37]. Un ejemplo de inmovilización sobre transductores 

electroquímicos es el publicado por Vieira et. al. [38], donde se inmoviliza 

tejido celular de una patata como fuente de peroxidasa, sobre un electrodo de 

grafito. 

 

 

Enzimas. 

 

Las enzimas son proteínas capaces de catalizar una reacción química. 

Reaccionan de manera selectiva con un analito o familia de analitos, 

acelerando la reacción química, y sin consumirse. El mecanismo básico de la 

catálisis enzimática es el siguiente, 

 

 (1.6)  

 

Donde S es el sustrato, E el enzima, ES el complejo enzima-sustrato y P 

el producto. 

 

La actividad enzimática, está regulada por el pH del medio, la fuerza 

iónica, la temperatura y, requiere en algunos casos, la presencia de un 

cofactor. El cofactor es un producto químico no proteico necesario para que la 

reacción enzimática se lleve a cabo, por ejemplo NAD+ u oxígeno. 

 

Los enzimas están formados por una estructura tridimensional 

compuesta por péptidos, con una zona activa que reacciona con el sustrato. 

Esta zona activa, que confiere especificidad a la enzima, suele estar situada en 

el interior del enzima. 

 

E + S E-S E + P
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Existen diferentes tipos de enzimas, clasificados según el tipo de 

reacción que llevan a cabo, 

 

 Transferasas, catalizan la transferencia de un grupo químico, de un 

sustrato a otro.  

 Hidrolasas, catalizan reacciones de hidrólisis. 

 Liasas, catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o  

formaciones de dobles enlaces por eliminación de grupos. 

 Isomerasas, catalizan la interconversión de isómeros. 

 Ligasas, catalizan la formación de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N por 

reacciones de condensación acopladas a la hidrólisis de ATP. 

 Oxidoreductasas, catalizan reacciones de oxidorreducción, es decir, 

transferencia de hidrógeno o electrones de un sustrato a otro. 

Debido a esta capacidad redox, son el candidato ideal para su 

utilización como bioreceptores en biosensores electroquímicos. 

 

 

Los enzimas fueron los primeros bioreceptores utilizados, y siguen 

siendo hoy en día los más empleados para la fabricación de biosensores.  

 

Una de las grandes ventajas de la utilización de enzimas, a parte de su 

alta selectividad, es su menor tiempo de respuesta en relación con los otros 

tipos de bioreceptores. Como inconvenientes, se debe tener en cuenta que 

pierden actividad al ser inmovilizadas sobre la superficie del electrodo y 

tienen un tiempo de vida relativamente corto. 

 

Dos claros ejemplos de biosensores basados en enzimas son los 

utilizados para la determinación de glucosa [39,40] y urea [41,42]. 
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II.1.4.- Métodos de inmovilización. 

 
La inmovilización del material biológico es un proceso mediante el que 

se confina el bioreceptor sobre el transductor electroquímico, para dar lugar a 

formas insolubles que retienen su actividad.  

 

Es el proceso más importante en la fabricación de un biosensor, ya que 

características tan importantes como el tiempo de vida o la sensibilidad, 

dependen en gran medida de la metodología de inmovilización utilizada. 

 

Como ventajas del empleo de material biológico inmovilizado cabe 

destacar [43], 

 

 Aumento de la estabilidad del receptor biológico. 

 Posible reutilización del biosensor, disminuyendo el coste del 

proceso. 

 

Por otra parte, los principales inconvenientes del proceso de 

inmovilización son [44], 

 

 Alteración de la conformación del material biológico respecto su 

estado nativo. 

 En el caso de la utilización de enzímas, pérdidas de su actividad 

catalítica. 

 

En general, los métodos de inmovilización se suelen clasificar en dos 

grandes grupos [44]; retención física y unión química (Fig. II.1.4) 
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Figura II.1.4: Clasificación de los métodos de inmovilización. 

 

 

A continuación se describen, con más detalle, cada uno de los tipos de 

inmovilización enzimática, ya que es el componente biológico empleado en 

este trabajo. 

 

 

Atrapamiento. 

 

Consiste en la retención física del enzima en las cavidades interiores de 

una matriz sólida porosa (Fig. II.I.5), constituida generalmente por 

monómeros fotocurables o polímeros del tipo poliacrilamina, colágeno, 

alginato, carraginato o resisas de poliuretano. También se suelen utilizar 

hidrogeles [45] como poly(2-hydroxyetil metacrilato) (p(HEMA)) o polímeros 

conductores, como polipirrol [46]. 

 

Es una técnica de gran sencillez desde el punto de vista experimental, y 

no requiere una gran cantidad de material biológico. Como ventaja adicional, 

el enzima no sufre ninguna alteración en su estructura. Uno de los 

inconvenientes es la gran barrera creada que dificulta la difusión del analito 

hasta el centro activo de la enzima, aumentando el tiempo de respuesta del 

sensor [6]. El atrapamiento requiere un control riguroso de las condiciones de 

polimerización, ya que pueden alterarse los grupos reactivos de la proteína, lo 

que provocaría pérdidas en la actividad enzimática. 

 



II.- Fundamentos teóricos y antecedentes bibliográficos. 
 
 

28 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.5: Inmovilización enzimática por atrapamiento. 

 

 

Microencapsulación. 

 

En esta técnica, los enzimas están rodeados de membranas 

semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, 

pero no del enzima (Fig. II.I.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.6: Inmovilización enzimática mediante microencapsulación. 

 

 

Este método permite que el material biológico esté en contacto directo 

con el transductor, manteniendo, a su vez, la alta selectividad de los enzimas 

puesto que no se ven afectados por los cambios de pH, temperatura o fuerza 

iónica en el medio [24].  
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Adsorción en la superficie. 

 

En la adsorción el enzima se une a un soporte sin funcionalizar 

mediante interacciones iónicas (Fig. II.I.7), fuerzas de Van der Waals y 

puentes de hidrógeno. Se suelen utilizar diferentes sustancias con gran 

capacidad de adsorber material biológico, como por ejemplo alúmina, arcillas, 

grafito y sílica gel. Los principales factores que influyen en la adsorción son: 

 

  El pH del medio: controla el número y la naturaleza de las 

cargas que presenta la superficie de la proteína y del sólido. 

  La fuerza iónica: al aumentar la fuerza iónica se produce la 

desorción del enzima, ya que los iones inorgánicos se unen con 

más fuerza al soporte que la proteína. 

  El diámetro del poro: debe ser aproximadamente dos veces el 

tamaño del eje mayor del enzima. 

  La presencia de iones que actúen como cofactores del enzima, 

ya que pueden incrementar la carga enzimática del derivado. 

 

Es un método de preparación sencilla, bajo coste y que no implica 

cambios de especificidad enzimática, pero tiene como inconvenientes que es 

poco estable desde el punto de vista mecánico y que la unión con el soporte es 

débil. 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.7: Inmovilización enzimática por adsorción sobre la superficie. 
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Entrecruzamiento (cross-linking) 

 

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la estabilización de 

enzimas [47]. El método consiste en la utilización de reactivos bifuncionales 

(dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio, e incluso, 

diaminas si están activadas con carbodiimida) que originan uniones 

intermoleculares entre moléculas de enzima (Fig. II.I.8). Los entrecruzadores 

más utilizados son gluteraldehido, hexametildisocianato y 1,5-dinitro-2,4-

diflorobenzeno [6]. 

 

El entrecruzamiento permite eliminar las pérdidas de actividad 

enzimática debidas a efectos difusionales, entrecruzando el material biológico 

con proteínas sin actividad enzimática y rica en residuos de lisina como, por 

ejemplo, la seroalbúmina bovina (BSA) [44]. 

 

Un procedimiento mixto de inmovilización muy común consiste en 

inmovilizar el enzima por adsorción en una matriz polimérica, 

consiguiéndose así una elevada carga enzimática, y posteriormente 

modificarlo con entrecruzadores [48,49]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.8: Inmovilización enzimática mediante entrecruzamiento. 

 

 



II.1.- Sensores químicos y biosensores. 
 
 

31

Unión covalente. 

 

La metodología de la unión covalente entre el transductor y la enzima 

se basa en la activación de grupos químicos del soporte para que reaccionen 

con nucleófilos de las proteínas. De entre los 20 aminoácidos diferentes que se 

encuentran en la estructura de los enzimas, los más empleados para la 

formación de enlaces covalentes son principalmente la lisina, la cisteina, la 

tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptófano, la 

arginina y los ácidos aspártico y glutámico. El resto de aminoácidos, debido a 

su carácter hidrófobo, no se encuentran expuestos hacia el exterior de la 

superficie proteica, y no pueden intervenir en la unión covalente [24]. 

 

Este tipo de inmovilización precisa del control de parámetros como el 

pH o la fuerza iónica de la solución, así como disponer de una superficie del 

transductor perfectamente limpia. La gran ventaja de este método es que 

permite conseguir tiempos de vida muy largos, entre 4 y 14 meses [6]. 

 

En la figura II.1.9 se muestran los dos tipos de inmovilización mediante 

unión covalente existentes, en función si el enzima esta o no orientado. 

 

 

 

Figura II.1.9: Inmovilización enzimática mediante unión covalente. a) no orientada, b) 

orientada.. 

 

a) b)a) b)
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II.1.5.- Biosensor amperométrico enzimático. 

 
La primera publicación científica sobre un biosensor amperométrico se 

remonta a 1962, por Clark y Lions, para la determinación de glucosa en 

sangre [50]. Desde entonces, estos dispositivos, especialmente los utilizados 

para la determinación de glucosa, han sido de los más estudiados [51]. 

 

Los biosensores combinan la elevada selectividad de los enzimas con la 

simplicidad de los transductores amperométricos. En la figura II.1.10 se 

muestra el funcionamiento básico de este tipo de dispositivos. El analito 

difunde, primero a través de la solución (i) y después a través de la 

membrana (ii) (en el caso de existir), hasta entrar en contacto con el centro 

activo del enzima, donde reacciona generando un producto, generalmente 

con propiedades redox (iii).  Éste es oxidado o reducido sobre el electrodo (iv), 

generando un producto que difunde de nuevo a la solución (v) [17]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.10: Esquema de un biosensor de glucosa. (i) difusión del analito y del cofactor 

al interior de la membrana; (ii) reacción enzimática; (iii) difusión de los 

productos hacia el electrodo y fuera de la membrana; (iv) reacción 

electroquímica; (v) difusión de los productos de la reacción 

electroquímica hacia la muestra. 
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La intensidad recogida, es proporcional a la concentración del analito 

según la ley de Faraday (eq. 1.4) estando limitada por los pasos (i) (ii) (iii). La 

reacción electroquímica suele ser mucho más rápida que la enzimática, por 

tanto no se puede considerar un paso limitante del mecanismo global. 

 

Se han desarrollado diferentes métodos para la transferencia de 

electrones entre el enzima y el transductor amperométrico, lo que permite 

diferenciar  tres generaciones de bionsensores amperométricos (Fig II.1.11). 
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Figura II.1.11: Esquema de las tres generaciones de biosensores basados en oxireductasas. 

(a) Primera, (b) segunda y (c) tercera generación. 

 

 

Primera generación. 

 

Están basados en la medida de uno de los productos o del cofactor de 

la reacción enzimática. Por tanto, es necesario que la sustancia analizada 

tenga propiedades electroquímicas. 

 

El electrodo de Clark pertenece a este grupo. Consiste en una 

membrana, compuesta por Glucosa oxidasa (GOx), inmovilizada sobre un 

electrodo que determina las variaciones de oxígeno en el medio. La 
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concentración de glucosa presente en el medio es cuantificada mediante la 

reducción del oxígeno en el cátodo de platino a - 700 mV, de acuerdo con el 

siguiente mecanismo, 

 

(1.7) 

 

 

 

En 1973, Guilbault y Lubrano [52], desarrollaron un nuevo tipo de 

biosensor de primera generación basado en la oxidación del agua oxigenada 

generada por la reacción enzimática, 

 

(1.8) 

 

En el caso de biosensores basados en deshidrogenasas, enzimas que 

facilitan el paso de protones de una especie a otra; es necesaria la presencia 

del cofactor nicotinamida adenín dinucleótido (NAD+). El seguimiento de la 

reacción catalítica se realiza meditante la oxidación de NADH, 

 

 (1.9) 

 

El inconveniente de estos cofactores es la necesidad de aplicar 

sobreponteciales muy altos, que pueden oxidar o reducir a su vez otros 

analitos que haya en el medio (interferentes). Además, en este tipo de 

reacciones se dan procesos de polimerización de los productos de reacción, 

que suelen pasivar la superficie del electrodo. Todo esto condujo a la 

utilización de mediadores, lo que dio paso a la segunda generación de 

biosensores amperométricos [53,54]. 

 

 

 

H2O2 O2 2H++ 2e-+

NADH NAD+ + H+ + 2e-

glucosa O2
GOx ac. glucónico H2O2+ +

4H+ 2H2O+ +O2



II.1.- Sensores químicos y biosensores. 
 
 

35

Segunda generación. 

 

La segunda generación de biosensores incorpora un mediador que se 

encarga de la transferencia electrónica entre el centro activo del enzima y la 

superficie del electrodo. 

 

 El mediador debe reaccionar de manera rápida con el centro activo, 

minimizando así la competición con el cofactor natural del enzima [51]. Es 

necesario también que tenga buenas propiedades electroquímicas, por 

ejemplo un potencial redox próximo a cero, con lo que se consiguen eliminar 

las reacciones redox de posibles interferentes [55]. 

 

Los mediadores más utilizados, libres en disolución o inmovilizados 

junto con los enzimas, son entre otros el par ferri/ferrocianuro,                           

1,4-benzoquinona, derivados del ferroceno, Meldola’s blue y azul de metileno 

[17]. 

 

El primer biosensor de segunda generación data de 1984, fue 

desarrollado por Cass y Davis, con ferroceno como mediador [56]. 

 

 

Tercera generación. 

 

Aquí, la transferencia electrónica entre el centro activo del enzima y la 

superficie del electrodo se realiza de forma directa (Fig. II.1.11 c). Este tipo de 

biosensores muestra una mayor selectividad, puesto que trabajan a 

potenciales muy próximos a los intrínsecos del enzima, quedando menos 

expuestos a posibles interferentes [54]. En los últimos años se han 

desarrollado diferentes trabajos basados en este tipo de transferencia 

electrónica [57-59]. 
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Una de las mayores dificultades en la construcción de este tipo de 

biosensores es como optimizar la transferencia electrónica entre el centro 

activo del enzima y la superficie del electrodo. La gran mayoría de enzimas 

tiene el centro activo en su interior y hace imposible un contacto directo entre 

esté y la superficie del transductor. Uno de los enzimas más viables para su 

utilización en este tipo de biosensores es Horse Radish peroxidasa ya que su 

centro activo no esta en el interior (HRP) [17, 60]. 

 

 

II.1.6.- Biosensores miniaturizados. 

 

Ha sido especialmente en estos últimos 30 años cuando los biosensores 

electroquímicos han cobrado gran importancia, especialmente en sus 

aplicaciones industriales. Esto ha sido debido a la aplicación de tecnologías de 

miniaturización en la fabricación de electrodos, lo que facilita la producción 

en masa de biosensores, reduciendo así los costes en su fabricación, y 

asegurando una gran reproducibilidad. De esta manera, es posible la 

integración en un área pequeña [61] de los dos o tres electrodos requeridos 

habitualmente para la realización de medidas voltamperométricas. 

 

Otra de las ventajas que presenta el uso de biosensores miniaturizados, 

es el mínimo consumo de reactivos. Disponer de un área de trabajo mucho 

menor, requiere menos cantidad de material biológico en la fabricación, a la 

vez que permite trabajar con volúmenes de muestra más pequeños. Por otra 

parte, estas dimensiones reducidas permiten realizar análisis rápidos y hacer 

un seguimiento de los productos incluso en continuo (“on-line”) e in situ. Por 

el contrario, la instrumentación que se requiere ha de ser mucho más sensible, 

ya que la señal que se debe tratar es mucho menor [62].  
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En el presente trabajo se han utilizado dos tecnologías de 

miniaturización diferentes, capa delgada o “thin film” y capa gruesa o “thick 

film”. 

 

La tecnología “thin film” esta basada en técnicas fotolitográficas, 

empleadas generalmente para la fabricación de dispositivos electrónicos 

basados en silicio [9]. El primer sensor químico fabricado con esta tecnología, 

en la decada de los setenta,  fue el CHEMFET [63]. Esta tecnología permite la 

fabricación de transductores de tamaño muy reducido (Fig II.1.12a), pero 

necesita de instalaciones de elevado coste, ya que su fabricación se ha de 

llevar a cabo en una sala blanca. 

 

Por otro lado, la tecnología “thick film” o serigráfica consiste en la 

deposición de tintas conductoras sobre un soporte inerte, generalmente de 

PVC [64]. Esta metodología no permite la fabricación de transductores de 

tamaño tan reducido como los anteriormente descritos (Fig. II.1.12b), pero no 

requiere de unas instalaciones sujetas a unas condiciones ambientales 

controladas con tanto rigor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1.12: Transductores amperométricos fabricados con tecnología micro-

electrónica (a) y serigráfica (b). 

 

a) b)a) b)
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II.2 Aplicaciones industriales. 

 
Desde la publicación del primer biosensor amperométrico el interés de 

la industria por este tipo de dispositivos ha crecido en gran medida [65], 

especialmente desde la aplicación de las diferentes tecnologías de 

miniaturización, que permiten la fabricación en masa a bajo coste. 

 

Las industrias más beneficiadas por la utilización de estos dispositivos 

han sido la clínica, la medioambiental y, en los últimos años, la alimentaria. 

Todas ellas requieren instrumentación capaz de realizar análisis rápidos, y sin 

necesidad de ser efectuados en laboratorios. Estas necesidades quedan 

cubiertas ampliamente por los biosensores [6]. 

 

 

Aplicaciones médicas. 

 

El análisis de sangre, orina y suero es esencial en la medicina actual. 

Generalmente, éstos se llevan a cabo en laboratorios clínicos mediante análisis 

químicos convencionales que precisan de varios días para dar un resultado. 

En algunos casos es insuficiente; pacientes ingresados en cuidados intensivos 

necesitan de una constante monitorización de ciertos parámetros, como la 

glucosa, el oxígeno o el dióxido de carbono en sangre. 

 

El biosensor para la determinación de glucosa en sangre es, 

posiblemente, el más estudiado y comercializado dentro de la industria 

biomédica. La diabetes es una enfermedad extendida a nivel mundial, y el 

control de los niveles de glucosa en sangre mediante un método rápido y 

sencillo es vital. 



II.2- Aplicaciones industriales. 
 
 

39

En 1975, la empresa YSI, comercializó el primer biosensor para la 

determinación de glucosa en sangre [51], basado en el electrodo de Clark y 

Lions, anteriormente descrito. 

 

A lo largo de los años ochenta, con la introducción de tecnologías de 

miniaturización y fabricación en masa, la comercialización de los biosensores 

para la determinación de glucosa aumentó de forma considerable. A finales 

de esta década se comercializaron los primeros electrodos desechables para 

este análisis, fabricados con tecnología serigráfica [66,67] e incluso las 

primeras tintas conductoras modificadas con Glucosa oxidasa [68]. 

 

En los últimos años, el desarrollo de estos dispositivos se ha dirigido 

hacia las medidas in vivo, mediante implantes subcutáneos que el mismo 

paciente puede reemplazar [69]. 

 

En el año 2000, la empresa Cygnus lanzó al mercado un nuevo 

dispositivo, GlucoWatch (Fig. II.2.1), capaz de monitorizar el nivel de glucosa 

en sangre de una manera continua y no invasiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.2.1: GlucoWatch, desarrollado por Cygnus. 
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Basándose en la misma tecnología desarrollada para el biosensor de 

glucosa, se han desarrollado dispositivos para la determinación de otros 

analitos, como fructosa, etanol, lactosa o L-lactato [6], pero ninguno de ellos 

ha llegado a tener un mercado tan amplio como el primero. 

 

 

Aplicaciones medioambientales. 

 

El aumento de la contaminación ambiental ha hecho que aumente la 

demanda de tecnologías capaces de monitorizar la concentración de 

contaminantes en agua y en aire [70]. Los biosensores son una importante 

herramienta para este fin, especialmente en el control de aguas tanto potables 

como residuales. 

 

Se han desarrollado biosensores enzimáticos para determinación de 

diversos contaminantes, como fosfatos, pesticidas, fenoles y metales pesados. 

 

En 1975, Guilbault desarrolló el primer biosensor para la 

determinación de fosfatos [71], basado en los enzimas Fosfatasa alcalina y 

Glucosa oxidasa. Debido a que la detección de fosfatos precisa medidas 

inferiores a ppb, en los últimos años se han desarrollado dispositivos capaces 

de alcanzar un menor límite de detección [72]. 

 

Organofosfatos y carbamatos son utilizados comúnmente en 

agricultura como insecticidas, pese a su toxicidad. Bernabei et. al. [73] 

desarrollaron un biosensor para la determinación de estos dos compuestos, 

basados en la inhibición de la Acetilcolinesterasa. 

 

Los metales pesados son uno de los grandes contaminantes de nuestro 

tiempo, ya que no son biodegradables [74]. La acción inhibidora de estos 
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metales sobre oxidasas y deshidrogenasas se ha utilizado para desarrollar 

biosensores para su cuantificación [75,76].  

 

 

Aplicaciones en la industria alimentaria. 

 

El análisis alimentario es uno de los campos donde los biosensores 

tienen un mayor potencial para su aplicación, en la evaluación de la calidad, 

composición y frescura de los alimentos.  

 

Existe un gran número de publicaciones sobre aplicaciones de 

biosensores en la industria alimentaria [77]. La gran mayoría se centra en el 

análisis de carbohidratos, como glucosa, fructosa y lactosa en leche, zumos y 

mieles [46, 78-80]. 

 

La aplicación de biosensores en este campo es relativamente reciente, 

por lo que existen muy pocos equipos comerciales basados en biosensores 

enzimáticos [77]. 

 

La industria vitivinícola ha experimentado un gran crecimiento en los 

últimos años y, por tanto, ha aumentado el interés en la aplicación de estos 

dispositivos analíticos tanto en el control de calidad de la uva y el vino, como 

en el seguimiento de la fermentación. 

 

Los análisis necesarios para el control de calidad del vino, son largos y 

costosos y necesitan de técnicos especializados en control de calidad 

alimentaria [81]. Recientemente se han publicado diferentes biosensores 

amperométricos, no miniaturizados, para la determinación de glucosa, 

fructosa y etanol en vino [46, 82-84], que obvian estos inconvenientes. 
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III.- Objetivos. 

 

 

 
 Diseñar µtransductores amperométricos con diferentes geometrías y 

relaciones de áreas entre los electrodos de trabajo y el auxilar. 

 

 Diseñar cada una de las máscaras necesarias para la fabricación de 

estos transductores, en función de las etapas requeridas en el proceso global. 

 

 Fabricar mediante tecnología microelectrónica de silicio los 

dispositivos diseñados. 

 

 Caracterizar utilizando métodos electroquímicos los microsensores 

fabricados. 
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III.1.- Introducción. 

 

 

 
La microfabricación se define como la fabricación de dispositivos en los 

que al menos una de sus dimensiones está en la escala de los micrómetros. 

Este proceso se basa en la deposición capa a capa de diferentes materiales 

sobre un sustrato, denominado oblea. 

 

 Silicio, vidrio y cerámica son los materiales más utilizados como 

sustrato para este tipo de fabricación [1]. Las propiedades eléctricas y 

mecánicas del silicio hacen de éste un material casi indispensable para la 

tecnología de capa delgada (“thin film”) [2]. En general, las obleas utilizadas 

están compuestas por un monocristal de silicio y tienen un diámetro entre 100 

y 300 mm. Se han desarrollado gran cantidad de técnicas basadas en la 

mecanización del silicio [3-5] y, en los últimos años, se ha investigado sobre 

polímeros capaces de actuar como sustratos [6-8], especialmente para 

aplicaciones biomédicas.  

 

En los años 60 se pusieron a punto los primeros circuitos integrados 

fabricados con tecnología planar [9-11], y desde entonces este método ha sido 

ampliamente utilizado para la fabricación de dispositivos miniaturizados. 



III.- Microelectrónica de silicio: fabricación de microsensores. 
 
 

60 

La aplicación de esta tecnología en la construcción de transductores 

electroquímicos es relativamente reciente. Durante los años 70 se desarrolló el 

primer transductor químico basado en tecnología de silicio, un transistor de 

efecto de campo sensible a iones (ISFET) [12]. En los años 90, la investigación 

sobre sistemas miniaturizados de análisis (µTAS) hizo que se desarrollaran 

otro tipo de microsensores, tales como los pontenciométricos y los 

amperométricos [1]. Desde entonces, la aplicación de la microfabricación al 

desarrollo de sensores químicos ha experimentado un gran crecimiento.  

 

Las ventajas que presentan este tipo de dispositivos respecto a los 

electrodos convencionales son [13], 

 

 Producción en masa con una buena reproducibilidad. 

 Bajo coste.  

 Posibilidad de realizar análisis en línea, in vivo e in vitro. 

 Reducido tamaño, lo que implica bajo consumo de reactivos. 

 

El proceso de fabricación se lleva a cabo en una instalación especial 

denominada sala blanca (“clean room”), que es básicamente un laboratorio en 

el que hay un control muy preciso de la temperatura, humedad, presión y 

calidad de aire. Mediante un filtrado continuo del aire se protege a los 

equipos y dispositivos fabricados de una posible contaminación por 

partículas. Existen diferentes clases de salas blancas en función del tamaño y 

el número de partículas presentes en el aire (Tabla III.1.1) [14]. Dentro de una 

misma sala blanca, pueden incluso definirse zonas de diferentes clases, en 

función del tipo de proceso que se realice en cada una. 
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Tabla III.1.1: Clasificación de las distintas clases de salas blancas en función de la 

concentración máxima permitida de partículas. 

 

 

 

III.2.- Técnicas de fabricación microelectrónica. 

 
Existen tres técnicas básicas de microfabricación de sensores químicos, 

 

  Deposición y/o crecimiento.  

 Fotolitografía. 

 Grabado. 

 

A continuación se describirán cada una de las técnicas, en base a los 

procesos empleados para la fabricación de transductores. 

 

 

III.2.1.- Técnicas de deposición y crecimiento. 

 

En tecnología microelectrónica existen una gran variedad de técnicas y 

materiales (metales, semiconductores o dieléctricos) utilizados para la 

fabricación de dispositivos. La selección de una metodología específica para 

Clase 0.1 µm 0.2 µm 0.3 µm 0.5 µm 1 µm 5 µm
ISO 1 10 2
ISO 2 100 24 10 4
ISO 3 1000 237 102 35 8
ISO 4 10000 2370 1020 352 83
ISO 5 100000 23700 10200 3520 832 29
ISO 6 1000000 237000 102000 35200 8320 293
ISO 7 352000 83200 2930
ISO 8 3520000 832000 29300
ISO 9 35200000 8320000 293000

particulas / m³
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obtener una capa fina de un mismo material depende de consideraciones [15] 

tales como, 

 

 Características del material depositado.  

 Aplicaciones del dispositivo. 

 Procesos de fabricación.  

 

 

III.2.1.1.- Crecimiento térmico. 

 

El crecimiento térmico es un proceso químico de formación de capas 

delgadas en el que el sustrato actúa de fuente del material depositado. 

 

El más importante y estudiado de estos procesos es la oxidación de 

silicio, cuyo resultado es una capa de dióxido de silicio (dieléctrico) muy 

estable. Este óxido térmico crece al calentar una oblea de silicio entre 1000 ºC 

y 1300 ºC  en presencia de una mezcla de gases que contiene oxígeno o agua. 

El agente oxidante difunde hasta entrar en contacto con la superficie de la 

oblea, donde reacciona con el silicio formando el óxido según alguna de las 

siguientes reacciones [16], 

 

Si (sólido) + O2 (gas)   SiO2 (sólido)    (4.1) 

Si (sólido) + 2 H2O (gas)  SiO2 (sólido) + 2 H2  (4.2) 

 

Otro proceso de crecimiento térmico para obtener una capa de un 

material dieléctrico es la formación de nitruro de silicio. Este proceso se lleva 

a cabo haciendo reaccionar al silicio con nitrógeno o amoniaco a temperaturas 

también elevadas (1000 ºC - 1300 ºC).  

 

En ambos casos, la velocidad de crecimiento de las capas se regula 

mediante el control de la presión parcial de los gases precursores [17]. 
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El equipo utilizado para los procesos térmicos (Fig. III.2.1) consiste en 

un horno tubular de cuarzo y un sistema de control de flujo de los gases 

reactivos. La temperatura ha de estar perfectamente controlada (± 0.5 ºC) para 

asegurar un crecimiento uniforme de la capa. 

 

 

 

 

Figura III.2.1: Esquema de un sistema de crecimiento térmico. 

 

 

III.2.1.2.- Procesos de deposición de materiales. 

 

La deposición de materiales sobre la oblea se basa en la utilización de 

un material procedente de una fuente externa. La formación de capas 

delgadas se puede llevar a cabo en fase sólida, líquida o gaseosa, siendo ésta 

la más habitual, ya que puede ser utilizada para cubrir superficies irregulares, 

permitiendo un buen control de las propiedades de los materiales y 

facilitando el traslado del proceso a escala industrial.  

 

La deposición de materiales en fase gaseosa se puede dividir en dos 

categorías principales, dependiendo de si implica o no una reacción química, 

H2

O2

H O2

N /Ar2

Controladores de 
caudal

Horno de cuarzo Obleas
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 Deposición física en fase gaseosa, “physical vapour deposition” 

(PVD). 

 Deposición química en fase gaseosa , “chemical vapor deposition” 

(CVD). 

 

 

III.2.1.2.1.- Deposición física en fase gas (PVD). 

 

Este tipo de técnicas (Fig. II.2.2) se divide a su vez en dos clases, en 

función del tipo de energía utilizada para la evaporación del material a 

depositar. 

 

 Evaporación térmica en vacío, en la que la energía necesaria para 

evaporar la muestra se suministra a través de una resistencia o un 

cañón de electrones. 

 “Sputtering”, la muestra pasa a fase gas al ser bombardeada con 

iones. 

 

Evaporación térmica 

 

En el caso de la evaporación térmica, la muestra se calienta en una 

cámara de vacío y se transporta hasta el sustrato donde se produce la 

nucleación y el crecimiento progresivo de la capa fina. Los parámetros que 

afectan en mayor medida al crecimiento de la capa son, 

 

 La presión en la cámara de vacío, que afecta a la contaminación de la 

capa formada. A una presión alrededor de 10-6 Torr, existe una 

considerable cantidad de agua e hidrocarburos, mientras que a 

presiones de 10-10 Torr la composición del aire presente en la cámara de 

vacío es principalmente hidrógeno y CO [16]. 
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 El método de evaporación, para lo que existen dos posibilidades. Una 

de ellas consiste en calentar la muestra mediante una resistencia, lo que 

implica una elevada contaminación de la capa depositada [16]. El otro 

método consiste en bombardear el material a depositar, que está a un 

potencial muy negativo, con un cañón de electrones. Este método 

consigue reducir sustancialmente la contaminación de la capa [18]. 

 

Válvula de
vacío

Cámara de vacío

Sistema de
refrigeración

Sustratos

Material a
evaporar

Gas
inerte

   
 

Figura III.2.2: Esquema de un sistema de evaporación térmica de vacío. 

 

Sputtering 

 

En el proceso de sputtering (Fig. II.2.3), los átomos del material a 

depositar son extraídos mediante bombardeo con  iones, generalmente de un 

gas inerte. Un diodo situado entre dos electrodos produce una descarga que 

ioniza el gas presente en la cámara, generando un plasma. Los iones son 

acelerados debido a la diferencia de potencial y golpean al cátodo, donde está 
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situado el material a depositar, liberando los átomos que se depositan 

seguidamente sobre el sustrato, situado en el ánodo [19]. 

 

Para conseguir suficientes iones y obtener velocidades de crecimiento 

rápidas, es necesario trabajar a presiones entre 10-1 y 10-4 Torr. Reduciendo la 

presión es posible reducir también la contaminación de la capa, y obtener así 

una deposición más uniforme y con mejor adhesión al sustrato [16]. 

 

Cámara de vacío

Sistema de 
refrigeración

Gas
inerteObleas

Ánodo

Muestra

Cátodo

 
 

Figura III.2.3: Esquema de un sistema de sputtering. 

 

 

III.2.1.2.2.- Deposición química en fase gas (CVD) 

 

El crecimiento de la capa, en este caso, se produce debido a la reacción 

química entre diferentes especies en estado gaseoso. La reacción se lleva sobre 

el sustrato, o muy próxima a éste, bajo diferentes condiciones de presión y 

temperatura. Todos los productos, excepto el material depositado, han de ser 

volátiles en las condiciones de trabajo para asegurar la pureza de la capa. 
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La CVD es una técnica muy versátil y con importantes ventajas sobre 

otro tipo de procesos para depositar capas delgadas [16], 

 Existen una gran variedad de precursores, por tanto es fácil obtener 

diferentes tipos de capas delgadas.  

 Es posible depositar materiales que se descomponen utilizando 

otras técnicas. 

 No requieren condiciones muy extremas de presión y temperatura. 

 Se utilizan cristales de gran pureza, por tanto no incorpora un gran 

número de contaminantes en la capa formada. 

 Permite la deposición de multicapas, con un gradiente de dopaje 

controlado. 

 

Este tipo de técnicas requiere el empleo de equipos muy sofisticados, 

ya que existen gran cantidad de variables que regulan el proceso de 

deposición, y cuyo  control es necesario  para conseguir una capa de material 

de calidad. 

 

Existen diferentes técnicas para la realización de este tipo de 

deposición, clasificándose en función de la presión de trabajo, o el método 

empleado para vaporizar reactivos de la reacción química (Fig. III.2.4).  
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Figura III.2.4: Clasificación de las diferentes técnicas para CVD. 

 

 

La técnica más utilizada, especialmente en el campo industrial, es la 

que se realiza a baja presión, “low pressure CVD” (LPCVD), (0.1 - 1.0 Torr), ya 

que  es capaz de reducir sustancialmente el coste de la producción. 
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Mediante los procesos en que se utiliza una energía no térmica 

(plasma, láser y fotones), se consigue trabajar a menores temperaturas y un 

mejor control de la velocidad de crecimiento de la capa, pero debido a la 

complejidad de las reacciones que se dan es difícil controlar la composición de 

ésta [20].  

 

 

III.2.2.- Fotolitografía. 

 

En la fabricación de un dispositivo es necesario definir las zonas 

activas, como los diferentes electrodos o los contactos del sensor, sobre 

algunas de las capas de material depositado.  

 

La fotolitografía es el proceso a través del cual estos motivos presentes 

en las diferentes máscaras son transferidos a la oblea. Una máscara es un 

vidrio, generalmente de cuarzo, en el que se han definido los motivos 

geométricos mediante una capa de cromo.  

 

 Generalmente, la complejidad de un proceso de fabricación se mide en 

función del número de máscaras necesarias para llevarlo a cabo. En la figura 

III.2.5 se muestran de manera esquemática los pasos a realizar durante un 

proceso fotolitográfico. 

 

El primer paso del proceso consiste en la deposición sobre la oblea de 

un material que cambia su solubilidad al ser irradiado con luz ultravioleta, 

llamado fotoresina. 

 

Una vez que ha sido irradiada, se sumerge en la solución adecuada 

para eliminar los restos de resina (revelado) y, de esta manera, transferir los 

motivos geométricos presentes en la máscara a la superficie de la oblea. 
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A continuación, las zonas no protegidas por la fotoresina son atacadas 

mediante alguno de los procesos de grabado descritos en la siguiente sección. 

Finalmente, la fotoresina restante es eliminada de la superficie de la oblea 

(decapado). Existen dos tipos de resinas fotosensibles según su reacción ante 

la luz UV (fig. III.2.4) [21], 

 

 Fotoresina positiva, la zona donde incide la luz se hace soluble  de 

tal manera que al eliminarla (revelado) queda definido el motivo. 

 Fotoresina negativa, la parte irradiada polimeriza mientras que la 

zona no iluminada se elimina durante el revelado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura III.2.5: Proceso fotolitográfico. 
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Las fotoresinas positivas tienen una mayor resolución que las 

negativas, si bien éstas son más sensibles y su adhesión al sustrato es mucho 

mejor [16]. 

 

La resolución de la fotolitografía viene dada por las características del 

sistema óptico utilizado. Los fenómenos de difracción y la creación de ondas 

estacionarias son los que crean las mayores limitaciones en esta técnica.  

 

Debido a la difracción generada cuando la oblea es irradiada, la luz 

incide sobre zonas de la resina que no deberían ser iluminadas.  

 

El fenómeno de las ondas estacionarias es producido por las 

interferencias constructivas y destructivas generadas en el interior de la 

fotoresina. La luz atraviesa la resina y es reflejada en la superficie del sustrato. 

Los fotones atraviesan otra vez la resina, y parte de éstos son reflejados de 

nuevo en la interfase resina-aire [16]. Este proceso se repite reiteradamente 

provocando que ciertas zonas de la fotoresina reciban más intensidad que 

otras. 

 

Estos dos fenómenos ópticos provocan que las dimensiones de los 

motivos traspasados a la oblea sean ligeramente diferentes a los de la máscara 

[22].  

 

 

III.2.3.- Grabado. 

 

El grabado es el método a través del cual quedan definidas las 

estructuras de los dispositivos, que previamente han sido traspasadas de la 

máscara a la oblea utilizando técnicas de fotolitografía. La fotoresina 

depositada sobre la oblea actúa de protección en las zonas donde es necesario 
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mantener el material depositado, siendo el resto eliminado mediante alguna 

de las técnicas de grabado que se describen a continuación, 

 

 

Grabado húmedo. 

 

El grabado húmedo, o grabado químico, se lleva a cabo eliminando la 

zona del material depositado no protegido por la resina sumergiendo la oblea 

en una solución con la composición adecuada. Este grabado, generalmente, 

implica una reacción redox, de tal manera que mediante oxidación o 

reducción de la capa fina se provoca su disolución [23]. Este grabado puede 

ser a su vez de dos tipos, 

 

 Isotrópico, la velocidad de ataque es igual en todas las direcciones 

(Fig. III.2.6 a). 

 Anisotrópico, el ataque se realiza a mayor velocidad en una de las 

direcciones (Fig. III.2.6 b).  

 

 

Figura III.2.6: Esquema de ataques isotrópico (a) y anisotrópico (b). 

 

 

Generalmente, el grabado húmedo es isotrópico, por lo que los motivos 

tienen un área inferior a la esperada. Sólo en los casos en que el material 

grabado sea un monocristal se puede conseguir, utilizando las soluciones 

adecuadas, un grabado anisotrópico. 

 

a) b)a) b)a) b)
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Esta técnica se utiliza para realizar grabados de motivos de 

dimensiones superiores a tres micras. Esta limitación es debida a la tensión 

superficial producida en los casos de dimensiones inferiores, que impide que 

la solución entre en contacto con el material a grabar. Este efecto se agrava 

cuanto más gruesa es la capa a atacar [16]. 

 

 

Grabado seco. 

 

El grabado seco comprende una serie de métodos para atacar el 

material que forma la capa, realizados en fase gaseosa [24], 

 

 Físicamente, mediante un bombardeo de iones generados en un 

plasma que, al colisionar con la superficie eliminan el material 

convirtiéndolo en una fase gaseosa. 

 Químicamente, mediante reactivos en fase gaseosa que forman 

productos volátiles al reaccionar con el material a grabar. 

 Combinando los dos mecanismos anteriores.  

 

El ataque químico, seleccionando el gas adecuado, puede tener una 

gran selectividad en el grabado, a diferencia del físico. La ventaja del grabado 

físico reside en que el ataque es totalmente anisotrópico, permitiendo formar 

estructuras con paredes perfectamente verticales [16]. 

 

Uno de los métodos de grabado seco más utilizado es el grabado por 

iones reactivos o RIE (“Reactive Ion Etching”) (Fig. II.2.7). Se basa en un 

mecanismo de ataque físico-químico, que combina las ventajas de ambos tipos 

de procesos. El plasma utilizado para grabar la superficie atacada contiene 

radicales libres de átomos o moléculas que reaccionan con el material de la 

capa, eliminándolo [16].  
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Esta técnica se utiliza principalmente para atacar capas de óxido o 

nitruro de silicio. Al reaccionar el grupo silicio de estos compuestos con 

radicales libres de cloro o flúor se forman compuestos volátiles [25].  

 

Cámara de vacío

Sistema de
 refrigeración

Entrada de gas

Sustratos

Cátodo

Ánodo

 
 

Figura III.2.7: Esquema general de un equipo de RIE. 

 

 

Grabado indirecto o “Lift-off” 

 

Existen materiales, como platino, en los que es difícil realizar el 

grabado de los motivos diseñados mediante las técnicas descritas 

anteriormente. En estos casos se recurre a un tipo de procesos llamados “lift 

off”.  

Este proceso, como se puede ver en la figura III.2.8, consta de tres 

etapas básicas [26], 
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 Sobre el sustrato se deposita una fotoresina positiva que, mediante 

técnicas fotolitográficas, definirá las geometrías necesarias para la 

fabricación de los dispositivos. 

 Se deposita sobre toda la superficie de la oblea el material (metal o 

dieléctrico) que formará la capa fina.  

 Por último la oblea se sumerge en un baño de un disolvente, 

generalmente acetona, capaz de eliminar la fotoresina y con ella el 

metal depositado sobre ésta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.2.8: Esquema del proceso de” lift off”. 

 

 

III.3.- Reactivos, equipos y software. 

 
El proceso de fabricación se llevó a cabo en las instalaciones de la sala 

blanca del centro nacional de microelectrónica (Barcelona, España). Las 

máscaras necesarias para la fabricación de los dispositivos fueron diseñadas 

Fotolitografía

Metalización

Decapado

Fotolitografía

Metalización

Decapado
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mediante el software Lasi 6.3.2.4 y fabricadas por Photronics, Inc. 

(Manchester, Reino Unido). 

 

Los reactivos utilizados para la caracterización de los transductores 

fueron de grado analítico. Las soluciones fueron preparadas con agua 

desionizada ultrapura (18 MΩcm). 

 

Las disoluciones de ferricianuro potásico (Merck, Darmastadt, 

Alemania) se prepararon disolviendo la cantidad adecuada de éste en una 

solución  0.1 mol dm-3 de KCl (Panreac, Barcelona, Spain). 

 

Las medidas se realizaron utilizando un Autolab PGSTAT 12 (Eco 

Chemie BV, Utrecht, Holanda). Los datos fueron adquiridos y procesados 

mediante el software General Purpose Electrochemical System (GPES) [27]. 

 

Todas las medidas electroquímicas se realizaron frente a un electrodo 

de referencia Ag/AgCl 3 mol dm-3 (Crison, Barcelona, España). 

 

 

 

 

III.4.- Diseño y fabricación de los µtransductores. 

 

 
III.4.1.- Diseño de los µtransductores. 

 

Una de las etapas más importantes en la fabricación de dispositivos es 

su diseño, que no sólo consiste en definir el área y la distribución de los 
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electrodos sino que también implica el diseño de cada una de las máscaras o 

niveles de fabricación necesarios. Ha de tenerse en cuenta el tipo de fotoresina 

que se utilizará y el proceso que se llevará a cabo una vez la resina haya sido 

irradiada y revelada. 

 

Se diseñaron dos tipos de µtransductores amperométricos, ambos con 

unas dimensiones de 3 x 3 mm, consistentes en tres electrodos de platino. Dos 

de ellos forman los electrodos auxiliar y de trabajo. El tercero actuará como 

electrodo de referencia, aunque debido a su complejidad e importancia para 

la realización de las medidas electroquímicas, diversas aproximaciones en su 

fabricación y caracterización se describirán individualmente en el capítulo V 

de esta memoria. 

 

El primer diseño se definió con una geometría rectangular (Fig. 

III.4.1.a). Consiste en 4 electrodos, uno central que actuará como referencia, 

dos rectángulos laterales que formarán los electrodos de trabajo y por último, 

un contraelectrodo situado alrededor de éstos. 

 

La geometría del segundo diseño (Fig. III.4.1.b) es circular. El electrodo 

de trabajo es una circunferencia situada en el centro con un radio de 0.4 mm, 

alrededor de la cual se sitúa el contraelectrodo. El electrodo de referencia se 

definió a partir del rectángulo de platino situado a la derecha del dispositivo. 

 

En la parte inferior de ambos diseños pueden observarse los contactos 

de los sensores, que se fabricaron en oro  para facilitar la posterior soldadura 

de los chips a los circuitos impresos (“printed circuit board”,  PCB). 
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Figura III.4.1: Esquema de los transductores diseñados. 

 

 

La relación de áreas entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo es 

un parámetro significativo en sus prestaciones electroquímicas. Así, los 

diseños propuestos cuentan bien con un electrodo de trabajo o con un 

contraelectrodo cuya área activa puede ser modificada, permitiendo así 

obtener distintas relaciones de dicho parámetro en función de las necesitades 

del análisis propuesto. 

 

En la tabla III.4.1 se muestran las áreas teóricas de los electrodos que 

forman los transductores diseñados. En diseño A, el electrodo de trabajo 

permite trabajar con dos áreas geométricas distintas y en el caso del diseño B, 

es el contraelectrodo el que cuenta con tres áreas posibles, dependiendo de si 

se trabaja con cada una de las subunidades o se cortocircuitan. 

 

Tabla III.4.1: Áreas teóricas de cada uno de los electrodos. Aw: área del electrodo de 

trabajo, Ac: área del contraelectrodo y Ar área del electrodo de referencia. 

 

Diseño A Diseño B
Aw 0.32 mm2 /  0.64 mm2 0,50 mm2

Ac 1.56 mm2 0,85 mm2 / 0,51 mm2 / 1,36 mm2

Ar 0.06 mm2 0,35 mm2

 
 

El proceso de fabricación de estos dispositivos conlleva tres niveles 

fotolitográficos, por tanto se diseñaron tres máscaras diferentes, 

a) b) 
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 Una primera máscara para definir la geometría de los electrodos y 

las vías de platino. 

 La segunda máscara define la forma y posición del oro depositado 

para definir los contactos. 

 La tercera, define el grabado de la capa de pasivante depositada al 

final del proceso de fabricación, para delimitar el área electrónica 

útil. 

 

III.4.2.- Fabricación de los µtransductores. 

 
Una vez diseñadas y fabricadas las máscaras necesarias para los 

procesos fotolitográficos, se llevó a cabo la fabricación de los microsensores 

utilizando los procesos habituales en fabricación microelectrónica, descritos 

en la sección III.2. Cabe destacar que cada uno de los diseños se llevó a cabo 

en dos procesos de fabricación (“runs”) diferentes. 

 

El sustrato sobre el cual se realizó todo el proceso es una oblea de 

silicio de 4’’ de diámetro (10 mm), tipo n (dopada con fósforo de 1-12 Ωcm). 

Sobre esta oblea, perfectamente limpia, se depositó una capa de 1 µm de 

óxido de silicio mediante el proceso de oxidación térmica descrito en la 

sección III.2.1.1 (Fig. III.4.2 a). Esta capa de material dieléctrico es necesaria 

para aislar los electrodos de la oblea de silicio, evitando así que se 

cortocircuiten. 

 

La siguiente etapa consiste en la formación de los electrodos de platino. 

Debido a la dificultad que conlleva realizar un grabado directo sobre este 

metal [16], esta etapa se realizó mediante un proceso de grabado indirecto o 

“lift off” (sección III.2.3). 
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Inicialmente se depositó una fotoresina sobre la oblea, que fue cubierta 

con la máscara adecuada para este paso, e irradiada con luz UV (Fig. III.4.2 b). 

Al revelar la fotoresina no curada, quedan definidos en la oblea los motivos 

correspondientes a los electrodos. A continuación, se depositó mediante un 

cañón de electrones (sección III.2.1.2.1) una capa de 20 nm de titanio para 

mejorar la adhesión del platino sobre el óxido de silicio y a continuación, 150 

nm de platino (Fig. III.4.2.c). Posteriormente la oblea se sumergió en acetona, 

eliminando la fotoresina endurecida y el platino depositado sobre ella, 

definiéndose así la estructura final de los electrodos de platino (Fig. III.4.2.d). 

 

 

Figura III.4.2: Esquema del proceso de “lift off”. 

 

 

El siguiente paso fue la formación de los contactos de oro. Esto se 

realizó depositando una tricapa de metales, titanio (50 nm) níquel (50 nm) y 

oro (150 nm) (Fig. III.4.3.a) mediante “sputtering” (sección III.2.1.2.1). Titanio y 

níquel son necesarios para mejorar la adhesión de la capa de oro sobre el 

platino.  

 

Una vez depositados los metales y protegidas, mediante fotolitografía, 

las zonas donde quedarán finalmente definidos los contactos de oro (Fig. 

III.4.3.b), se atacaron químicamente, uno a uno, los tres metales con las 

soluciones adecuadas (Fig. III.4.3.c),  

 

 yodo / yoduro, para el oro. 

 ácido nítrico / agua (1:4), en el caso del níquel. 
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 propilenglicol / ácido fluorhídrico / agua, para el titanio. 

 

En estos ataques es importante controlar el tiempo de inmersión, ya 

que es un grabado de tipo isotrópico y por tanto en el caso de exceder el 

tiempo adecuado, el metal protegido por la resina también sería atacado. 

 

Una vez eliminados los metales de las zonas no protegidas por la 

resina, se procedió al decapado de ésta, utilizando acetona (Fig III.4.3.d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.4.3: Esquema del proceso de grabado de oro. 

 

Para delimitar la superficie útil se depositó sobre la oblea una capa de 

material pasivante o dieléctrico. Se depositó una capa de 1µm de oxinitruro 

de silicio (Fig. III.4.4.a) mediante la técnica de deposición química en fase 

vapor asistida por plasma (PECVD), haciendo reaccionar SH2 y N2O en fase 

vapor sobre la superficie de la oblea (sección III.2.1.2.2).  

 

Para eliminar el pasivado de la superficie electródica activa, se utilizó 

una fotoresina que protegió las áreas donde la capa de pasivante se debía 

mantener (Fig. III.4.4.b).  

 

Posteriormente, el oxinitruro se eliminó mediante un grabado por 

iones reactivos (RIE) (Fig. III.4.4.c). Finalmente, se realizó el decapado de la 

resina restante, sumergiendo la oblea en acetona (Fig. III.4.4.d). 
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Figura III.4.4: Esquema del proceso de grabado del oxinitruro de silicio. 

 

 

Una vez acabado el proceso de fabricación, la oblea (Fig. III.4.5) fue 

cortada con el fin de individualizar los sensores que fueron soldados sobre 

tiras de PCB y encapsulados con Ebecryl (Fig. III.4.6), un polímero fotocurable 

utilizado para aislar las conexiones entre el sensor y la solución. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.4.5: Imagen de una oblea una vez acabado el proceso de fabricación. 
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Figura III.4.6: Microtransductor individualizado y soldado sobre un sustrato  de PCB. 

 

 

III.5.- Caracterización de los µtransductores. 

 
La operatividad y funcionalidad de los transductores desarrollados se 

caracterizó electroquímicamente mediante voltamperometría cíclica 

utilizando ferricianuro potásico [28,29]. Las propiedades redox de este analito 

son perfectamente conocidas sobre electrodos convencionales, lo que permite 

su utilización como sonda electroquímica al compararlas con las registradas 

mediante los transductores diseñados. 

 

Generalmente, los procesos térmicos a que han sido sometidos este tipo 

de microtransductores generan una fina capa de óxido sobre la superficie del 

metal, provocado así su pasivación y, por tanto, una disminución de su área 

activa [30]. 

 

En la figura III.5.1. se muestra un voltamperograma cíclico de una 

solución 1 × 10-3 mol dm-3 de ferricianuro en 0.1 mol dm-3 de KCl. Puede 

observarse un voltamperograma distorsionado, con una separación de picos 

de oxidación y reducción superior a la teórica (59 mV) [31], que confirma la 

mencionada pasivación. 



III.5.- Caracterización de los µtransductores. 
 
 

83

Por tanto, se realizó una activación electroquímica de los distintos 

dispositivos. Se registraron 20 voltamperogramas cíclicos, en una solución 0.1 

mol dm-3 de KCl, entre - 1.2 y - 2.2 V, a 100 mV s-1, en los que se observa la 

evolución de hidrógeno sobre la superficie del electrodo de trabajo. El hecho 

de generar un gas tan reactivo como éste sobre la superficie del electrodo 

permite la eliminación de sustancias pasivantes depositadas sobre el mismo. 

 

Al realizar nuevamente un voltamperograma en ferricianuro bajo las 

condiciones descritas anteriormente, se aprecia una sustancial mejora (Fig. 

III.5.1). Este proceso se repitió hasta que no se observó una mejora apreciable 

en el voltamperograma de ferrocianuro registrado.  
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Figura III.5.1: Voltamperogramas cíclicos en una solución 1 mmol dm-3 de ferricianuro 

potásico. Velocidad de barrido, 100 mV/s. Cada uno de estos 

voltamperogramas ha sido registrado después de realizar una limpieza 

electroquímica. 

 

Una vez activado el electrodo de trabajo, se procedió a su 

caracterización mediante voltamperometría cíclica, ya que es una técnica 

versátil y de fácil manejo, utilizando ferricianuro. 
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RT

ψ υ=

 

Con el fin de comprobar el buen funcionamiento de los electrodos, se 

calculó la desviación entre la intensidad obtenida experimentalmente y la 

intensidad teórica calculada según la ecuación de Randles-Sevcik [32],  

 

 

 (3.1) 

 

donde, 

 

 Ip = intensidad de pico 

 n = número de electrones 

 R = número de Faraday 

 A = área del electrodo 

 [c] = concentración de ferricianuro 

 D = coeficiente de difusión del ferricianuro 

 R = 8,314 J/Kmol 

 T = temperatura = 298 K 

 

El cálculo experimental de la intesidad se realizó registrando un 

voltamperograma cíclico entre 0.5 V y - 0.05 V en presencia de una solución 1 

mmol dm-3 de ferricianuro disuelto en una solución 0.1 mol dm-3 de KCl, a 

una velocidad de barrido de 100 mV s-1. Para obtener el valor real de la 

intensidad de pico se restó la corriente de fondo, para lo que se registró un 

voltamperograma cíclico en las mismas condiciones de una solución de 0.1 

mol dm-3 de KCl. Al restar dichos voltamperogramas, se obtiene el potencial 

de los picos de reducción y de oxidación del ferricianuro, así como su 

intensidad (Fig. III.5.2).  
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Figura III.5.2: Voltamperogramas cíclicos de una disolución de ferricianuro 1mmol dm-3 

en 0.1 mol dm-3 de KCl, registrados utilizando los transductores de 

geometría circular desarrollados. Velocidad de barrido, 100 mV s-1. 

 

En la tabla III.5.1 se muestran los resultados obtenidos para la 

intensidad de pico experimental, la teórica, la desviación entre ambas y la 

separación entre los picos de oxidación y reducción de distintos transductores 

amperométricos correspondientes a los dos diseños propuestos. 

 

Tabla III.5.1: Resultados obtenidos en la caracterización de los diferentes sensores 

fabricados.∆Ep: Diferencia de potencial entre picos de oxidación y 

reducción. Ipred, Intensidad experimental del pico de reducción. 

Ipteor,Intensidad de pico teórica.  

 

Transductor ∆Ep / V Ip
red / µA Ip

teor / µA desviación Ip
exp /Ip

teor

2141_6 0.08 1.13 0.974 16.03%

2141_15 0.08 1.04 0.974 6.79%

2141_16 0.08 0.66 0.974 -32.02%

2440_29 0.08 1.09 1.08 1.04%
2440_31 0.095 1.07 1.06 0.93%
2440_37 0.095 1.10 1.06 3.76%
2440_38 0.085 1.08 1.07 0.51%
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Como puede observarse en la tabla anterior fueron los sensores 

basados en un diseño circular del electrodo de trabajo (diseño B) los que 

muestran menos desviación entre la intensidad teórica y la experimental.  

 

Los valores de desviación significativamente elevados que muestran 

los dispositivos de platino de geometría rectangular (diseño A), pueden 

atribuirse a problemas tecnológicos que surgieron durante el procesado, en la 

definición de la capa de pasivación. Este hecho pone de manifiesto la 

importancia de la correcta definición y realización de los diferentes procesos 

tecnológicos implicados en la fabricación de los chips. 

 

En ambos casos, la separación entre los picos de oxidación y reducción 

fue aproximadamente de 80 mV, no lejanos de los 59 mV teóricos para un 

sistema redox basado en ferricianuro. Esto indica la correcta transferencia 

electrónica asociada a estos dispositivos. 

 

Por último, se comprobó la reproducibilidad de los dispositivos con 

diseño circular. Se registraron diversos voltamperogramas cíclicos de una 

disolución 1 mmol dm-3 de ferricianuro, a 100 mV s-1 (Fig. III.5.3), con 

distintos chips. La desviación estándar residual (RSD) de la intensidad del 

pico de reducción fue de 1.19% (n = 10, α = 0.05), lo que pone de manifiesto 

las óptimas características de estos dispositivos para su utilización como 

sensores químicos. 

 

De hecho, en las aplicaciones que se describirán en los últimos 

capítulos de la presente tesis, han sido este tipo de transductores los 

utilizados en el desarrollo de biosensores para la determinación de diferentes 

analitos. 

 

 



III.5.- Caracterización de los µtransductores. 
 
 

87

-1.50

-1.00

-0.50

0.00

0.50

1.00

-0.05 0.05 0.15 0.25 0.35 0.45

E (V)

I (
µ

A
)

 
 

Figura III.5.3: Voltamperogramas cíclicos registrados utilizando transductores 

construidos conforme al diseño B. Concentración de ferricianuro, 

1mmol   dm-3. Velocidad de barrido, 100 mV s-1. 
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IV.- Objetivos. 

 

 

 
 Diseñar transductores amperométricos con diferentes geometrías. 

 

 Diseñar cada una de las pantallas necesarias para la fabricación de 

estos transductores. 

 

 Fabricar mediante técnicas serigráficas los dispositivos diseñados 

utilizando diferentes sustratos y tintas. 

 

 Caracterizar utilizando métodos electroquímicos los microsensores 

fabricados. 
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IV.1.-Introducción. 

 

 

 
La tecnología de capa gruesa (“thick film”) consiste en la deposición de 

diversas capas de materiales conductores y dieléctricos, con el fin de construir 

sensores planos de estado sólido. Existen diferentes técnicas de fabricación 

basadas en esta tecnología, aunque la más utilizada es la serigráfica (“screen-

printing”). Ésta se presenta como una excelente alternativa a la de capa 

delgada (“thin film”) ya que permite construir sensores químicos con buena 

reproducibilidad y una infraestructura mínima [1]. 

 

La serigrafía es un método de impresión directa, también llamado de 

impresión por penetración. Consiste en la deposición de tintas capa a capa 

sobre un sustrato mediante el empleo de una pantalla o tamiz, de tal manera 

que las tintas pasan a través de las zonas no obturadas de ésta, quedando 

impresas sobre el substrato y definiendo así la geometría del sensor. 

 

La calidad de los sensores químicos fabricados con tecnología 

serigráfica depende, en gran medida, de los materiales utilizados (tintas y 

sustratos) y del tipo de pantalla [2]. Por tanto, estos aspectos deben ser 

cuidadosamente considerados durante el diseño de los dispositivos. 
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A continuación se describen brevemente los materiales necesarios para 

el desarrollo de esta tecnología. 

 

 

IV.1.1.- Pantallas. 

 

La pantalla o matriz, en la que se dibuja previamente el original que se 

ha de imprimir, se compone de un tamiz especialmente fino y tensado en un 

marco, generalmente de aluminio (Fig. IV.1.1).  Las mallas que abarca el 

dibujo se dejan libres, mientras las restantes se obturan o ciegan con una 

disolución de cola [3]. 

 

 

Figura IV.1.1. Pantalla serigráfica. 

 

Una pantalla debe ser fácil y rápida de confeccionar, poseer una buena 

definición, durabilidad para grandes tiradas, resistente a las tintas y ser fácil 

de borrar o de desemulsionar en caso de requerirlo [4]. 

 

La pantalla o matriz se puede obtener de diferentes formas [4], 

 

 Por fotograbado. Con este método se obtiene una óptima definición 

de la imagen al copiar, mediante un proceso fotoquímico, una 

Malla obturada Malla libreMalla obturada Malla libre
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imagen desde una película o transparencia a una malla 

emulsionada. Es este el sistema de mayor precisión, rapidez y el de 

más amplia utilización en la actualidad, ya que permite reproducir 

líneas muy finas. 

 Por obturación de las mallas con pincel, fijación de ocultadores o 

tiras recortadas y pegadas sobre la trama, impresión de una capa de 

gelatina mediante copia fotomecánica, etc. 

 

Entre las características que definen una pantalla, cabe destacar el 

tamaño, el material y la densidad de los hilos que la forman, así como la 

tensión de éstos [3]. 

 

La selección de un mallado adecuado es de gran importancia para la 

fabricación, ya que de éste depende la cantidad de tinta que se imprime, y por 

tanto, el grosor de la capa depositada [3]. Los factores que influyen en la 

selección de este parámetro son tanto la resolución que se necesita en los 

dispositivos como el tipo de tinta a utilizar.  

 

El área no obturada de la malla depende del número de filamentos y 

de su diámetro. Así, a un diámetro y número de hilos pequeño le corresponde 

un área relativamente grande y por tanto, un elevado volumen de tinta 

depositada. 

 

El tejido que se solía utilizar para su fabricación en el pasado era de 

seda o gasa [5] (sericum en latín, término del que procede el nombre de 

serigrafía). Actualmente las pantallas suelen ser de [3], 

 

 Poliéster. Es el más utilizado, puesto que tiene una buena elasticidad, 

resistencia, tiempo de vida largo y ofrece poca resistencia al 

movimiento de la paleta o rasqueta encargada de aplicar la tinta. 
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 Nylon. Es el más elástico de todos, y es muy utilizado para depositar 

tintas en superficies no planas. Esta elevada elasticidad hace que se 

deforme con facilidad, transmitiendo estas deformaciones a los 

dispositivos. 

 Mallas metálicas muy finas. La mayor ventaja que presenta el acero 

inoxidable es su alta resolución, lo que permite formar motivos de 

tamaños muy reducidos. 

 

 

IV.1.2.- Sustratos. 

 

El sustrato es el material sobre el que se imprimen las tintas. 

Tradicionalmente no se ha prestado mucha atención a estos materiales, si bien 

en los últimos 30 años se han desarrollado muchos estudios sobre nuevos 

materiales para esta aplicación [6]. Las características de éste dependen de las 

tintas utilizadas, el proceso de fabricación y la aplicación final del dispositivo.  

 

En el caso de dispositivos para aplicaciones electroquímicas, las 

características de estos sustratos son [6], 

 

 alta constante dieléctrica, con el fin de evitar el cortocircuito entre los 

electrodos. 

 buena adhesión con las tintas depositadas. 

 bajo coeficiente de expansión térmica, para no deformarse durante el 

proceso de curado de las tintas. 

 compuesto por un material inerte. 

 

Se suelen utilizar materiales que consisten en cerámicas, como alúmina, 

y en los últimos años está siendo bastante común la utilización de plásticos, 

como polivinilcarbonato (PVC), policarbonato, poliéster o fibra de vidrio.  
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IV.1.3.- Pastas y tintas. 

 

Las tintas o pastas son formulaciones utilizadas para construir los 

electrodos serigráficos. Existen una gran variedad de ellas, según la función 

que tengan que desarrollar. Suelen estar formadas por un elemento 

aglutinante, generalmente vidrios pulverizados o resinas [7], en los que son 

disueltos los aditivos que infieren las propiedades particulares de cada tinta. 

En el caso de tintas de baja de resistividad eléctrica, estos materiales suelen 

ser grafito, o metales como oro, plata o platino. Para formular tintas aislantes, 

se suelen utilizar silicatos u óxidos metálicos. 

 

Las propiedades más destacables en las tintas serigráficas son [8], 

 

 Viscosidad. Tiene que ser adecuada al proceso de fabricación. 

Depende de la naturaleza del aglutinante y del porcentaje de 

aditivos. 

 Adherencia, necesaria para asegurar una buena fijación de las 

tintas en el sustrato. 

 Flexibilidad. Evita la presencia de roturas en la superficie del 

electrodo. Es especialmente importante en el caso de sustratos 

flexibles.

 Resistividad eléctrica, definida, principalmente, por el tipo de 

aditivo. 

 

Existe una gran variedad de tintas comerciales con una amplia gama 

de propiedades fisicoquímicas. Posteriormente, pueden ser modificadas con 

mediadores o elementos de reconocimiento, para adaptarlas al proceso de 

fabricación o a la aplicación del dispositivo [9]. También es frecuente 

desarrollar formulaciones específicas en los laboratorios [9-11]. 
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Estas tintas requieren normalmente un proceso térmico final, en el que 

son curadas, o endurecidas. La temperatura de curado depende del material 

aglutinante, pudiendo llegar a alcanzar los 1000 ºC. Existen tintas, basadas en 

resinas, que curan a temperaturas menores, entre 80 ºC y 150 ºC. Cabe 

destacar el desarrollo de tintas fotocurables, derivado principalmente de la 

aplicación de la tecnología serigráfica a procesos fotolitográficos [12]. 

 

 

IV.2.- Reactivos, equipos y software. 

 
Los transductores amperométricos fueron fabricados con un equipo 

serigráfico DEK 248 (DEK, Reino Unido). 

 

Las tintas utilizadas fueron obtenidas en Acheson Colloids Company 

(Port Huron, USA). Se depositaron sobre dos tipos de sustratos, poliéster, 

facilitado por Teinser (Barbera del Valles, España), y fibra de vidrio.   

 

Las pantallas de 23’’x 23’’, necesarias para la fabricación de los 

dispositivos, fabricadas con monofilamentos de poliéster, Poly 90-230 

emulsión 18 micras, fueron diseñadas mediante el programa Lasi 6.3.2.4 y 

fabricadas por Asflex Internacional (Madrid, España). 

 

Todos los reactivos utilizados en la caracterización de los transductores 

fueron de grado analítico. Las soluciones fueron preparadas con agua 

desionizada ultrapura (18 MΩ cm). Las disoluciones de ferricianuro potásico 

(Merck, Darmastadt, Alemania) se prepararon disolviendo la cantidad 

adecuada de éste en una solución 0.1 mol dm-3 de KCl (Panreac, Barcelona, 

España).
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Las medidas electroquímicas se realizaron utilizando un Autolab 

PGSTAT 12 (Eco Chemie BV, Holanda). Los datos fueron adquiridos y 

procesados mediante el software General Purpose Electrochemical System 

GPES [13]. 

 

 

IV.3.- Diseño y fabricación de los dispositivos. 

 
IV.3.1.- Diseño de los dispositivos. 

 

Se diseñaron dos tipos de transductores amperométricos mediante 

tecnología serigráfica, basados en una configuración integrada de tres 

electrodos. Dos de los electrodos, trabajo y auxiliar, fueron construidos en 

grafito y el tercero, electrodo de referencia, por tinta de plata/cloruro de 

plata. 

 

En ambos casos, el electrodo de trabajo consistió en un círculo de 3 mm 

de diámetro. Los diseños se diferencian por la forma y el tamaño del 

electrodo auxiliar. En uno de los casos tiene una forma rectangular, situado a 

un lado del electrodo de trabajo (Fig. IV.3.1 a) y en el otro consiste en un arco 

que envuelve al electrodo de trabajo (Fig. IV.3.1 b). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.3.1: Diseños realizados para la fabricación de chips serigráficos. 

a) b)a) b)a) b)
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Se diseñaron tres pantallas diferentes para la fabricación de estos 

dispositivos, correspondientes a cada nivel de deposición de tintas, 

 

 Una primera pantalla para la formación de los electrodos de 

trabajo y auxiliar (Fig. IV.3.2.a). 

 Una segunda malla  que define la forma y posición del electrodo 

de referencia (Fig. IV.3.2.b). 

 Y la última pantalla correspondiente a la deposición de 

encapsulante (Fig. IV.3.2.c). 

 

 

 
Figura IV.3.2: Fotografías de las pantallas utilizadas. a) Deposición de grafito, b) 

Deposición de Ag/AgCl y c) Deposición del encapsulante. 

a) b) 

c) 
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IV.3.2.- Fabricación de los dispositivos. 

 

El proceso de construcción por serigrafía implica, básicamente, cinco 

etapas consistentes en la deposición secuencial de las diferentes tintas y sus 

posteriores curados. 

 

La primera etapa fue la deposición de la tinta de grafito (Electrodag 

407A) sobre un sustrato de fibra de vidrio o de poliéster, limpiado 

previamente con etanol. De esta manera se definieron los electrodos auxiliar y 

de trabajo, así como las vías conductoras (Fig IV.3.3.). Una vez llevada a cabo 

la impresión, fue necesario esperar 24h para que se evaporaran a temperatura 

ambiente los solventes de la tinta de grafito. 

 

 

Figura IV.3.3: Esquema del proceso de deposición de la tinta de grafito. 

 

a) b)

c)

a) b)a)a) b)b)

c)
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Siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, y utilizando la 

pantalla adecuada, se procedió a la deposición de una tinta formada por 

Ag/AgCl (Electrodag 6037 SS) para definir el electrodo de referencia. En este 

caso fueron necesarias dos deposiciones para garantizar un grosor adecuado 

y así, su buen funcionamiento como electrodo de referencia. 

 

La siguiente etapa es el curado de estas tintas. Esto se realizó mediante 

un ciclo térmico, 80 ºC durante 30 minutos seguido de 120 ºC durante 5 

minutos más. Es importante destacar que este proceso debe hacerse de 

manera gradual para reducir las tensiones que pudieran provocarse por 

cambios bruscos de temperatura en las capas depositadas. 

 

La última etapa consistió en la deposición y endurecimiento del 

encapsulante (Electrodag 452 SS), encargado de aislar las vías de la solución 

electrolítica. En este caso, una vez depositado el aislante utilizando la pantalla 

fabricada para este fin, se irradió con luz ultravioleta para endurecerlo, ya que 

la tinta era fotocurable (Fig. IV.3.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.3.4: Esquema del proceso de endurecimiento del encapsulante. 
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Fue necesario cubrir el sustrato con una lámina de poliéster 

transparente (Mylar®) durante su polimerización, evitando el contacto con 

oxígeno e impidiendo así que reaccionara con los radicales formados en la 

tinta durante el proceso de polimerización y provocara un endurecimiento 

defectuoso. 

 

Una vez finalizado el proceso de fabricación (Fig. IV.3.5) los 

transductores fueron individualizados y se procedió a su caracterización. 

 

 

 

Figura IV.3.5: Imagen de un lote de transductores una vez finalizado el proceso de 

fabricación. 
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IV.4.- Caracterización de los dispositivos. 

 
Como ya se ha comentado anteriormente, en la fabricación de los 

electrodos serigráficos se trabajó con soportes de poliéster y de fibra de vidrio. 

 

Se analizó inicialmente la adhesión de las tintas en dichos substratos 

mediante el método Scotch [14, 15]. Consiste, básicamente, en colocar un trozo 

de cinta adhesiva sobre la superficie del dispositivo y tirar, verificando así si 

las tintas se desprenden o se mantienen. 

 

 Como se puede ver en la figura IV.4.1, la adhesión sobre el poliéster 

(Fig. IV.4.1.b) es mucho mejor que sobre la fibra de vidrio (Fig. IV.4.1.a). En el 

primer caso al retirar la cinta adhesiva, el encapsulante y las vías de grafito se 

desprendieron parcialmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.4.1: Resultados del método Scotch para comprobar la adhesión. (a) fibra de 

vidrio. (b) poliéster. 

 

Por lo tanto, todo el trabajo que se describirá a continuación fue 

realizado con dispositivos fabricados sobre un soporte de poliéster. 

a) 

b) 
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IV.4.1.- Perfilometría. 

 

Para la caracterización de los dispositivos desarrollados, se realizó 

inicialmente un estudio de la superficie de los electrodos, mediante un 

microscopio confocal, determinando el grosor y la rugosidad de las diferentes 

tintas depositadas. Esta técnica permite realizar un barrido de imágenes a 

diferentes alturas, extrapolando una visión tridimensional de la superficie 

(Fig. IV.4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.4.2: Imagen, realizada mediante microscopía confocal,  de un electrodo de 

referencia en el chip serigráfico. 

 

 

En la figura IV.4.3 se muestran los perfiles de un electrodo de trabajo y 

un electrodo de referencia. 
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a)a)
 

b)b)
 

 

Figura IV.4.3: Perfiles de la capa de grafito que define el electrodo de trabajo (a) y el 

electrodo de referencia (b). 

 

El grosor medio obtenido en la deposición de grafito fue de 7.9 ± 0.2 

µm (n = 6, α = 0.05) y la rugosidad de 1.17 ± 0.09 µm (n = 6, α = 0.05). En el 

caso de la tinta de Ag/AgCl, el grosor fue de 22.8 ± 1.6 µm (n = 6, α = 0.05) y 

la rugosidad, 1.9 ± 0.1 µm (n = 6, α = 0.05). 
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El mayor grosor que se observa en el caso de la capa de Ag/AgCl se 

debe, evidentemente, a la superposición de las dos capas de esta tinta sobre la 

base de grafito definida en la primera etapa. 

 

 

IV.4.2.- Caracterización electroquímica. 

 

Previo a la caracterización electroquímica fue necesario realizar una 

activación de la superficie de los electrodos. Esto puede deberse a que el 

grafito es un material muy adsorbente y durante el proceso de fabricación es 

posible que se contamine con sustancias no conductoras o bien, que durante 

los procesos de evaporación y curado de las tintas, las partículas de grafito, 

por efecto de la gravedad, se desplacen a la parte inferior del electrodo 

dejando en la parte superior gran cantidad del material aglutinante que lo 

pasiva. 

 

Esta activación se realizó mediante dos procesos, 

 

 Inicialmente se realizó un pulido mecánico de los electrodos, 

auxiliar y de trabajo, con una lija de grano fino.  

 Seguidamente se llevó a cabo una activación electroquímica. Con 

este fin, se sumergió el dispositivo en una solución 0.1 mol dm-3 de 

KCl y se registraron 20 voltamperogramas cíclicos entre - 2.5 V y 2.5 

V, a 100 mV s-1. 

 

Para comprobar la efectividad de la activación, se registró un 

voltamperograma cíclico entre 1 y -  0.75 V en una solución 1 mmol dm-3 de 

ferricianuro disuelto en KCl 0.1 mol dm-3.  
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Como se observa en la figura IV.4.4, a medida que se realizan 

voltamperogramas cíclicos la intensidad de pico del ferricianuro aumenta, lo 

que confirma la activación de la superficie del electrodo.  
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Figura IV.4.4: Voltamperogramas cíclicos registrados  en una solución 1 mmol dm-3 de 

ferricianuro durante el proceso de activación de los dispositivos. Velocidad 

de barrido, 100 mV s-1 

 

 

Una vez comprobado el correcto funcionamiento del sensor, se 

procedió a su caracterización electroquímica, de acuerdo con el 

procedimiento descrito para los chips de platino fabricados mediante técnicas 

fotolitográficas descritos en el capítulo anterior. 

 

Inicialmente, se registró un voltamperograma cíclico en una solución 1 

mmol dm-3 de ferricianuro en KCl 0.1 mol dm-3, a 100 mV s-1. Para obtener la 

intensidad de pico experimental, es necesario restar la corriente debida al 

cloruro potásico presente en la solución, por tanto se realizó un 

voltamperograma cíclico en las mismas condiciones de velocidad y entre los 

mismos potenciales en una solución que sólo contenía KCl 0.1 mol dm-3. 
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[ ] nFDIp nFA c
RT

ψ υ=

Restando los voltamperogramas con y sin ferricianuro en presencia de KCl, se 

obtiene el valor de la intensidad debida exclusivamente a la oxidación y 

reducción del ferricianuro, asi como los valores de potencial redox (Fig. 

IV.4.5). 

 

La intensidad de pico obtenida se comparó con la intensidad teórica 

calculada según la ecuación de Randles-Sevcik [16], tal y como se explica en el 

capítulo anterior,  

 

 (4.1) 
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Figura IV.4.5: Voltamperogramas cíclicos utilizados para obtener los potenciales e 

intensidades de oxidación y reducción del ferricianuro. Velocidad de 

barrido, 100 mV s-1. 

 

 

En la tabla IV.4.1 se muestran los resultados obtenidos para la 

desviación entre la intensidad de pico experimental y teórica, y la separación 
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entre los picos de oxidación y reducción de distintos transductores 

amperométricos correspondientes a los diferentes diseños realizados.  

 

Como se puede observar en los resultados obtenidos, el 

comportamiento electroquímico de los dos tipos de transductores es muy 

similar, ya que no existen grandes diferencias en el funcionamiento de los 

diseños propuestos. En ambos casos la diferencia entre la intensidad de pico 

teórica y experimental es de alrededor del 45 %. 

 

 

Tabla IV.4.1: Resultados más significativos obtenidos durante la caracterización de 

los diferentes dispositivos fabricados. .∆Ep,  Diferencia de potencial 

entre picos de oxidación y reducción. Ipred, Intensidad experimental 

del pico de reducción. Ipteor, Intensidad de pico teórica.  

 

Transductor ∆Ep / V Ip
red / mA Ip teor / mA desviación Ip

exp /Ip
teor

sp1 0.39 7.40 13.51 -45%
sp2 0.32 8.50 13.68 -38%
sp3 0.28 8.36 13.85 -40%
sp5 0.43 8.20 13.45 -39%

spr1 0.32 7.26 16.35 -56%
spr3 0.32 8.50 16.36 -48%
spr4 0.33 7.60 13.66 -44%
spr6 0.39 8.50 13.51 -37%

R
ec

ta
ng

ul
ar

C
ir

cu
la

r

 
 

 

Siguiendo la ecuación de Randles-Sevcik (4.1) utilizada para calcular la 

intensidad de pico teórica se puede observar que, en este caso, depende de 

dos variables, concentración de ferricianuro y área del electrodo de trabajo. A 

concentración conocida y constante de sustancia electroactiva, la intensidad 

de pico es función, exclusivamente, del área del electrodo. Por tanto, el valor 

de desviación de la intensidad es indicativo de que el área real es menor que 

la teórica. 
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La separación de los picos de oxidación y reducción fue de 300 mV - 

400 mV, lejos de los 59 mV teóricos para un sistema redox basado en 

ferricianuro. Este comportamiento es típico de los casos en que no existe una 

buena transferencia de electrones entre la sustancia electroactiva y la 

superficie del electrodo [17].  

 

El hecho de que la intensidad recogida sea menor que la teórica y la 

separación de picos mayor, indica que la superficie del electrodo sigue 

pasivada, a pesar de la activación previa, lo que posiblemente se debe al 

aglutinante del que está compuesto la tinta de grafito [18] y que no se puede 

eliminar completamente de la superficie del electrodo [19].  

 

Por ultimo se comprobó la reproducibilidad de los dispositivos 

fabricados, a partir de la desviación estándar relativa (RSD) de la intensidad 

de pico obtenida en la caracterización de los electrodos. La RSD asociada a 

estos resultados es de 7.7% (n = 10, α = 0.05).  

 

Este tipo de dispositivos se utilizó para la fabricación de biosensores 

para la determinación de glucosa en mosto, obteniendo buenos resultados, 

como se recoge en el capítulo VIII. 
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 Integrar un electrodo de pseudo-referencia en el µtransductor 

amperométrico utilizando óxidos de iridio o de plata, o plata/cloruro de 

plata. 

 

 Fabricar estos nuevos electrodos mediante diferentes tecnologías de 

capa delgada, serigráficas y métodos electroquímicos. 

 

 Comprobar la estabilidad y la deriva del potencial en equilibrio de 

estos electrodos mediante potenciometría. 

 

 Comprobar la viabilidad de la aplicación de estos dispositivos como 

electrodos de pseudo-referencia en medidas voltamperométricas. 
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V.1.- Introducción. 

 

 
 

Como ya se ha comentado en capítulos anteriores, el desarrollo de 

sensores electroquímicos miniaturizados ha aumentado considerablemente en 

los últimos años [1]. Los transductores amperométricos trabajan bajo un 

control potenciostático, es decir, necesitan de un elemento capaz de establecer 

una diferencia de potencial perfectamente controlada entre éste y el electrodo 

de trabajo. Para este fin se utiliza un electrodo de referencia, un electrodo que 

tiene un potencial de equilibrio estable y conocido [2].  

 

La dificultad de la miniaturización de estos electrodos de referencia es 

uno de los principales problemas para la comercialización de los 

transductores electroquímicos basados en tecnología de silicio [3]. 

 

Un electrodo de referencia para medidas amperométricas se caracteriza 

por [4], 

 

 Mantener el potencial estable durante un largo periodo de tiempo, 

independientemente de la naturaleza de la disolución. 

 Ser capaz de recuperar el valor de potencial de equilibrio en el caso 

que se de un paso de corriente a través de él. 

 Ser insoluble en la solución electrolítica. 
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Estas características, inherentes a los electrodos de referencia 

convencionales, no son fáciles de transferir a un sistema miniaturizado. 

 

Se han intentado desarrollar diferentes tipos de electrodos de 

referencia miniaturizados, a través de las tecnologías de capa delgada y de 

capa gruesa [5-7]. Uno de los principales problemas para la miniaturización 

de electrodos de referencia es la integración de la solución del electrolito 

inerte necesario para obtener un potencial constante e invariable, 

independientemente de las características de la solución de medida. Se han 

realizado diferentes pruebas con polímeros basados en agar [3], o PVC [8], 

pero en ninguno de los casos los electrodos fabricados se caracterizaron con 

las propiedades de los referencias convencionales. 

 

En la mayoría de los casos, los electrodos de referencia miniaturizados 

que se obtienen son los llamados pseudo-referencias. En este tipo de 

electrodos es necesario que se mantenga constante la concentración de un ion 

determinado en la solución de medida, con el fin de obtener un potencial 

constante y estable. 

 

Uno de los electrodos de uso más común es el electrodo basado en 

plata/cloruro de plata. Este electrodo es, en esencia, un electrodo selectivo al 

ion cloruro, más concretamente a la actividad de éste [5]. La reacción 

electroquímica que tiene lugar en este electrodo es la siguiente: 

 

AgCl (s) + e-                               Ag(s)  +  Cl- (aq) 

 

El potencial de equilibrio asociado a esta reacción química está 

relacionado con las actividades de los iones en solución, siguiendo la ecuación 

de Nernst, 

 

(5.1) 2.303 log cl
RTE Eo a
nF

−
⎛ ⎞= − ⎜ ⎟
⎝ ⎠
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donde, 

 

 E  = potencial en equilibrio 

 Eo = potencial en condiciones estándar 

 R = 8,314 J/Kmol 

 T = temperatura 

 n = número de electrones = 1 

 F = número de Faraday 

  aCl-= actividad de cloruros, a = γ [Cl-] 

 

 

En los casos en que la concentración de cloruros sea baja, donde γ = 1, 

y para una temperatura de 25 ºC, el potencial de este electrodo viene dado por 

la siguiente ecuación, 

 

 

(5.2) 

 

 

por lo que manteniendo constante la concentración de cloruros, el 

potencial de este electrodo también se mantendrá constante. 

 

Por otro lado, ciertos óxidos metálicos están siendo utilizados como 

electrodos de pseudo-referencia, tales como óxido de iridio (IrOx) [9, 10] o de 

volframio (WOx) [11]. Los electrodos formados con IrOx han sido utilizados 

incluso como electrodos sensibles al pH [9, 12-14], ya que presentan una gran 

estabilidad en un amplio rango de pH y la deriva de potencial es mínima en 

un periodo largo de tiempo [9,15]. Por tanto, manteniendo constante la 

concentración de protones de una solución, el potencial de este electrodo 

también será constante y podría ser utilizado como electrodo de pseudo-

referencia. 

59.16log[ ]E Eo Cl−= −
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Este tipo de referencias basados en óxidos metálicos son de gran 

interés en el campo de la tecnología microelectrónica ya que la formación de 

electrodos con estos materiales es compatible con la metodología de 

fabricación microelectrónica. 

 

En este capítulo se presenta la integración y evaluación de diferentes 

electrodos de pseudo-referencia basados en Ag/AgCl, óxido de plata y óxido 

de iridio. 

 

Los electrodos de Ag/AgCl fueron construidos mediante dos 

metodologías diferentes: 

 

 Deposición de una capa gruesa de una tinta de Ag/AgCl sobre 

la oblea [3, 16, 17]. 

 Electroformación de una capa de plata que posteriormente se 

clorinizara. 

 

En el caso de los óxidos metálicos, ambos metales fueron depositados 

sobre la oblea mediante cañón de electrones, con la diferencia de que el iridio 

fue oxidado durante la deposición y la plata fue oxidada posteriormente 

mediante técnicas electroquímicas. 

 

La caracterización de estos electrodos se llevó acabo mediante un 

estudio de la superficie mediante microscopía confocal, con el fin de 

comprobar el grosor y rugosidad de las capas depositadas. También se 

realizaron medidas electroquímicas con el fin de comprobar su viabilidad 

como pseudo-electrodos de referencia en medidas voltamperométricas. 
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V.2.- Reactivos, equipos y software. 

 
El proceso de fabricación de los electrodos de pseudo-referencia, en el 

caso de los óxidos metálicos, se llevó a cabo en las instalaciones de la sala 

blanca del CNM. Las máscaras necesarias para la fabricación de los 

dispositivos fueron diseñadas mediante el software Lasi 6.3.2.4 y fabricadas 

por Photronics, Inc. (Manchester, Reino Unido). 

 

La oxidación electroquímica de estos metales se realizó en una solución 

de  concentración adecuada de NaOH (Panreac, Barcelona, España) en agua. 

 

En el caso de la formación de los electrodos meditante técnicas 

serigráficas, la tinta de Ag/AgCl utilizada (Electrodag 6037 SS) fue 

depositada con un equipo serigráfico DEK 248 (DEK, Reino Unido). Las 

pantallas de 23’’x23’’, necesarias para la fabricación de los electrodos, fueron 

diseñadas mediante el programa Lasi 6.3.2.4 y fabricadas por Asflex 

Internacional (Madrid, España). 

 

Para la deposición electroquímica de la plata se utilizó una solución 

comercial SILVREX S (Enthone-Omi, Córdoba, España). La clorinización de 

esta plata se realizó en una solución 0.1 mol dm-3 de HCl (Panreac, Barcelona, 

España). 

 

Los reactivos utilizados para la evaluación de estos electrodos fueron 

de grado analítico. Todas las soluciones fueron preparadas con agua 

desionizada ultrapura (18 MΩ cm). 

 

Las disoluciones de ferricianuro potásico (Merck, Darmstadt, 

Alemania), utilizadas para verificar la respuesta de estos electrodos, se 

prepararon disolviendo la cantidad adecuada de éste en una solución de 
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tampón fosfato 0.05 mol dm-3 pH 7, 0.1 mol dm-3 de KCl (Panreac, Barcelona, 

Spain). 

 

Los voltamperogramas cíclicos fueron realizados mediante un Autolab 

PGSTAT 12 (Eco Chemie BV, Holanda). Los datos fueron adquiridos y 

procesados mediante el software General Purpose Electrochemical System 

GPES [18]. 

 

Las medidas de diferencia de potencial entre los electrodos de 

referencia fabricados y un electrodo de referencia comercial Ag/AgCl 3 mol 

dm-3 (Crison, Barcelona, España) fueron registradas con un pHmetro 301 

(Hanna instruments, Eibar, España). 

 

 

V.3.- Fabricación de los electrodos. 

 
V.3.1.- Pseudo-referencias basados en Ag/AgCl. 

 
V.3.1.1. - Combinación de tecnología “thin y thick film”. 

 

En este caso, la fabricación de los electrodos de pseudo-referencia se 

realizó mediante tecnología de capa gruesa. Sobre una oblea fabricada según 

el proceso descrito en el capítulo IV, se depositó mediante serigrafía una capa 

de tinta de plata / cloruro de plata. 

 

Como se muestra en el capítulo de fabricación de microsensores 

amperométricos basados en tecnología de silicio, durante el diseño de éstos se 

tuvo en cuenta la posterior fabricación de este tipo de electrodos y se definió 
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un motivo de platino (Fig. V.3.1) que se modificó para actuar como electrodo 

de referencia. 

 

 

 

 

 

Figura V.3.1: Diseño del microsensor amperométrico. 

 

 

Teniendo en cuenta la geometría de estos dispositivos, se diseño una 

pantalla que permitiera depositar tinta de Ag/AgCl sobre la barra de platino 

(Fig. V.3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3.2: Fotografía de la pantalla para la deposición de tinta Ag/AgCl. 

 

 

Siguiendo el procedimiento descrito en el capítulo V para la fabricación 

de electrodos serigráficos, se depositaron dos capas de tinta de plata/cloruro 

de plata sobre la oblea, asegurando así la formación de una capa uniforme 

que cubrirá completamente el platino. 

 

referencia
Electrodo de 
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La oblea se sometió a un ciclo térmico, 80 ºC durante 30 minutos 

seguido de 120 ºC durante 5 minutos más, para realizar el curado de la tinta. 

Este proceso debe llevarse a cabo de manera gradual para evitar que se 

generen tensiones en la capa de Ag/AgCl. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3.3 Fotografía de un microsensor antes (a) y después (b)  de depositar la tinta. 

 

 

Una vez finalizado el proceso de fabricación, la oblea fue cortada y los 

chips una vez individualizados fueron soldados sobre un soporte de PCB y 

encapsulados con Ebecryl. 

 

 

V.3.1.2.- Pseudo-referencias fabricados electroquímicamente. 

 

La formación electroquímica del electrodo de pseudo-referencia se 

realizó una vez que los transductores estuvieron individualizados y soldados 

sobre un sustrato de PCB. 

 

Este proceso se llevó a cabo en dos etapas, 

 

 Electrodeposición de  una capa de plata sobre un electrodo de 

platino. 

 Clorinización de dicha plata. 

 

a) b)a) b)



V.3.-Fabricación de los electrodos. 131

La electrodeposición es una técnica que consiste en la formación de una 

capa delgada, generalmente metálica, sobre una superficie debido a la acción 

de una corriente eléctrica. La superficie que se quiere cubrir se sumerge en 

una solución de una sal del metal que se quiere depositar, y a continuación, se 

aplica una carga negativa sobre esta superficie, que actuando como cátodo, 

atrae al catión reduciéndolo a su forma metálica y depositándose sobre la 

superficie. La celda electroquímica se completa mediante un ánodo formado, 

generalmente, por el mismo metal que se quiere depositar [19]. En la figura 

V.3.4 se muestra, de manera esquemática, una celda electroquímica para la 

deposición de un metal M sobre la superficie catódica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3.4: Esquema de una celda electroquímica para la electrodeposición de un metal. 

 

 

Para la electrodeposición de plata se utilizó una solución comercial 

(silvrex-s), un hilo de plata como ánodo y como cátodo, la barra de platino de 

los transductores de diseño circular (capítulo III) diseñada para actuar como 

electrodo de referencia. 
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La intensidad aplicada, según las especificaciones del baño de plata 

comercial, fue de 3 µA durante 2 minutos para depositar 1 µm de Ag. 

 

Cabe destacar que antes de la electroformación de la capa de Ag, es 

necesario realizar una limpieza electroquímica del electrodo de platino sobre 

el que se depositará la plata posteriormente. Esta activación de la superficie se 

realizó mediante sucesivos voltamperogramas cíclicos en una solución 0.1 

mol dm-3 de KCl, tal y como se describe en la sección III.5. 

 

Una vez depositada la capa de plata se procedió a la formación del 

cloruro de plata. Para conseguir una capa de Ag/AgCl de la mayor pureza 

posible fue necesario realizar una limpieza química de la plata depositada. 

Ésta se realizó sumergiendo el µtransductor en una solución de amoniaco 

concentrado durante una hora y, seguidamente, en una de ácido nítrico 0.1 

mol dm-3 durante dos horas [20]. 

 

El proceso de clorinización consiste en la oxidación de la plata a Ag+ , 

de tal manera que en presencia de iones cloruro, se deposita sobre la 

superficie del electrodo en forma de cloruro de plata, debido a la 

insolubilidad de esta sal. Este proceso electroquímico se lleva a cabo según la 

siguiente reacción, 

 

Ag(s)  +  Cl-     AgCl (s)  +  e-                             Eº = 0.222 V 

 

 

La clorinización se llevó a cabo sumergiendo el transductor en una 

solución 0.1 mol dm-3 de HCl [20] y registrando un voltamperograma cíclico 

partiendo del potencial de circuito abierto, - 0.2 V, y aumentando lentamente 

el potencial aplicado hasta que se observó un aumento de intensidad que 

indica la oxidación de la plata y la formación de la capa de AgCl (Fig. V.3.5). 
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Figura V.3.5: Voltamperograma cíclico para la clorinización de dos electrodos de plata 

electrodepositada. Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 

 

 

En la figura V.3.6 se muestra una imagen de un electrodo antes y 

después de la clorinización. Como se puede observar, la superficie del 

electrodo de referencia ha oscurecido debido a la deposición del cloruro de 

plata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3.6: Fotografía de un microsensor antes (a) y después (b) de la clorinización. 

 

 

 

(a) (b) 
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V.3.2.- Pseudo-referencias basados en óxidos metálicos. 

 

La formación de los electrodos basados en óxidos metálicos se realizó, 

a nivel de oblea, durante el proceso de fabricación de los microsensores, lo 

que implica añadir una etapa más. Los microelectrodos amperométricos sobre 

los que se realizó este proceso fueron los de geometría rectangular. 

 

 

 

 

 

Figura V.3.7: Diseño del microsensor amperométrico 

 

 

Previo a la etapa final, la deposición de la capa de pasivación de 

oxinitruro de silicio (sección IV.4.2, Fig. IV.4.4), se depositó, mediante la 

técnica de cañón de electrones (sección IV.2.1.2.1), una delgada capa del metal 

correspondiente, iridio o plata.  

 

Tanto la geometría como la posición de estos electrodos fueron 

definidas mediante “lift-off” (sección IV.2.3). Con este fin, fue necesario 

diseñar y fabricar una nueva máscara con los motivos geométricos necesarios 

para este proceso.  

 

 

V.3.2.1.- Pseudo-referencias basados en óxido de iridio. 

 

Se depositó la capa de óxido de iridio mediante la técnica de 

deposición física en fase gas (sección III.2.1.2.1). Con la oblea introducida en 

un equipo de PVD, una muestra de iridio de gran pureza (99.99%) fue 

bombardeada con electrones en una cámara de baja presión, para conseguir 

Electrodo de 
referencia
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su evaporación. Generalmente, este proceso se realiza bajo una atmósfera de 

gases inertes para evitar la reacción del metal a depositar. En este caso, puesto 

que se quiere depositar una capa de óxido de iridio, este proceso de 

evaporación y deposición se llevó a cabo en presencia de oxígeno [21]. 

 

Finalizada la etapa de formación y deposición del óxido, la oblea fue 

sumergida en acetona para eliminar mediante “lift off” la fotoresina 

endurecida y con ella, la capa de óxido de iridio sobrante. 

 

Una vez formado el electrodo de pseudo-referencia el proceso de 

fabricación continuó con la formación de la capa de pasivante de oxinitruro 

de silicio tal y como se describe en el apartado III.4.2. 

 

Con el proceso de fabricación ya finalizado, la oblea se cortó para 

individualizar los chips, que fueron soldados y encapsulados sobre un 

soporte de PCB. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3.8 Imagen parcial de un electrodo de óxido de iridio una vez finalizado el proceso 

fabricación en sala blanca. 

 

 

V.3.2.2.- Pseudo-referencias basados en óxido de plata. 

 

El proceso de fabricación de los electrodos basados en óxido de plata es 

similar al de la formación del óxido de iridio, con la diferencia de que la plata 
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es oxidada electroquímicamente una vez que el proceso de fabricación ha 

finalizado. 

 

Inicialmente se depositó una capa de 20 nm de titanio para mejorar la 

posterior adhesión de la plata sobre el platino. A continuación, se depositaron 

200 nm de plata mediante cañón de electrones y en ausencia de oxígeno, para 

evitar la oxidación de la plata. Una vez depositados los metales, se eliminó la 

fotoresina, que previamente se había depositado sobre la oblea, mediante 

“lift-off”,  y con ella la plata sobrante. 

 

Una vez definida la geometría de los electrodos, el proceso de 

fabricación de la oblea continuó de la misma manera que en el caso anterior. 

Se depositó sobre la oblea una capa de pasivante, oxinitruro de silicio, que 

posteriormente fue cortada para individualizar los chips.  

 

Como se observa en la figura V.3.9, la plata quedó parcialmente 

oxidada después del proceso de fabricación de los chips, ya que la formación 

de la capa de oxinitruro de silicio se realiza a 300ºC y en presencia de oxígeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura V.3.9: Imagen de la parte inferior de un electrodo de referencia una vez finalizado el 

proceso de fabricación en sala blanca. 
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Una vez los sensores amperométricos fueron soldados y encapsulados 

sobre tiras de PCB, se procedió a la oxidación de la plata. 

 

 Según la reacción electroquímica que se presenta a continuación, la 

plata puede ser oxidada en un medio básico aplicando potenciales positivos, 

 

2 Ag  +  2 OH-       Ag2O + H2O  +  2 e-          Eº = 0.342 V 

 

Se sumergieron diferentes transductores en una solución 3 mol dm-3 de 

NaOH [22] y se registró un voltamperograma cíclico para cada uno de ellos a 

una velocidad de barrido de 10 mV s-1. Los barridos de potencial se realizaron 

partiendo del potencial de circuito abierto (- 0.2 V) hasta cuatro potenciales 

finales diferentes 0.4 V, 0.25 V, 0.23 V y 0.2 V (Fig. V.3.6), para testar en cual 

de los casos se obtiene un óxido que actúe mejor como electrodo de pseudo-

referencia. 
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Figura V.3.6: Voltamperogramas cíclicos para la oxidación de los electrodos de plata. 

Velocidad de barrido 10 mV s-1. 
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En la figura V.3.7 se muestra la imagen de un electrodo de referencia 

una vez realizada la oxidación electroquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.3.7: Imagen parcial de un electrodo de referencia una vez finalizado el proceso 

oxidación. 
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V.4.- Caracterización de los electrodos. 

 
La etapa que sucede a la fabricación de los pseudo-referencias es la 

caracterización de los mismos, que se realizó en varias subetapas. 

 

Inicialmente, se llevó a cabo un estudio de la superficie de los 

electrodos, mediante microscopía confocal, para determinar el grosor y la 

rugosidad de las capas formadas. 

 

Seguidamente, la caracterización realizada fue electroquímica. 

Potenciométricamente, se determinó la estabilidad del potencial a una 

concentración constante y conocida de los iones Cl- o H+. De la misma 

manera, se comprobó la recuperación del potencial de equilibrio de estos 

electrodos ante variaciones de la concentración de estos iones, así como su 

comportamiento nernstiano. 

 

Por último, se realizaron medidas voltamperométricas con estos 

µtransductores para comprobar la viabilidad de la utilización de estos 

electrodos de pseudo-referencias en el análisis de distintas muestras. 

 

 

V.4.1.- Pseudo-referencias basados en Ag/AgCl. 

 

V.4.1.1.- Combinación de tecnologías “thin y thick film”. 

 

El grosor y la rugosidad de la capa depositada se determinaron a través 

de las imágenes registradas mediante un microscopio confocal. Como se 

puede ver en la figura V.4.1, tanto el grosor (25,3 ± 2.3 µm, n = 6, α = 0.05) 
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como la rugosidad (1.8 ± 0.5 µm, n = 6, α = 0.05) son similares a los obtenidos 

en la fabricación de electrodos serigráficos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.4.1: Perfil de un electrodo de pseudo-referencia fabricado con tinta de Ag/AgCl. 

 

 

La estabilidad y la deriva del pseudo-referencia de Ag/AgCl se analizó 

a través de medidas de potencial frente a un electrodo de referencia comercial 

en una solución 3 mol dm-3 de KCl. 

 

Como se puede observar en la figura V.4.2 durante las dos primeras 

horas de medida el potencial no es estable, debido al proceso de hidratación 

del electrodo de pseudo-referencia. Una vez alcanzado el equilibrio en la 

interfase solución-electrodo, las medidas ya se mantuvieron estables durante 

más de 8 horas, en las que el potencial apenas sufrió variación alguna. La 

deriva obtenida fue inferior a 0.25 mV h-1 en todos los casos. De la misma 

manera, el valor medio de potencial de estos electrodos fue muy similar en los 

tres casos (Tabla V.4.1). 
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Figura V.4.2: Potenciometria de tres electrodos de pseudo-referencia en una solución 3 mol 

dm-3 de KCl. 

 

 

Tabla V.4.1: Valores de la media y la deriva para cada uno de los electrodos estudiados. 

 

Electrodo media (mV) deriva (mV h-1)
1 62.1 0.13
2 61.6 0.07
3 62.3 0.23

 
 

 

Seguidamente, se estudió la capacidad de estos electrodos para 

recuperar del potencial de equilibrio ante cambios bruscos en la concentración 

de cloruros. Con este fin se realizaron medidas de diferencia de potencial en 

soluciones de Cl- con diferentes concentraciones, 3 mol dm-3 y 0.1 mol dm-3, en 

intervalos de dos horas (Fig. V.4.3). En ambos casos el potencial recuperó el 

valor en equilibrio de una manera rápida. 
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Figura V.4.3: Potenciometría de dos electrodos de pseudo-referencia en soluciones de 3 mol 

dm-3  y 0.1 mol dm-3 de KCl. 

 

 

Otra de las características requeridas para los electrodos de referencia 

es que se comporten de acuerdo a la ecuación de Nernst (5.2). En el caso de 

los electrodos integrados en chips mediante técnicas serigraficas, se midió el 

potencial de 3 de estos pseudo-referencias en un rango de concentraciones de 

0.001 mol dm-3 a 0.1 mol dm-3 de KCl. 

 

La tabla V.4.2 muestra los parámetros obtenidos de las rectas de E vs 

log aCl-, construidas en dicho intervalo de concentración.  

 

 

Tabla V.4.2: Parámetros de las rectas construidas con tres pseudo-refererencias en un 

intervalo de concentraciones de 0.001 mol dm-3 a 0.1 mol dm-3 de KCl. 

 

Pseudo-referencia Pendiente (mV) Eº (mV) R2

1 58.5 -16.6 0.998
2 56.4 -11.2 0.998
3 55.6 -13.3 0.995

media 56.8 ± 1.5 -13.7 ± 3.1
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Como puede observarse, los valores de la pendiente son muy cercanos 

a los 59 mV teóricos dados por la ecuación de Nernst, siendo los valores de 

potencial estándar (Eº) similares entre ellos.  

 

Finalmente, la viabilidad de estos electrodos para su aplicación en el 

registro de medidas voltamperométricas se estudió a través del análisis de 

una solución 5  mmol dm-3 de ferricianuro disuelto en KCl 0.1 mol dm-3. 

 

Se realizaron barridos de potencial entre 0.6 V y - 0.3 V, utilizando 

como electrodo de referencia un electrodo comercial Crison y el electrodo de 

pseudo-referencia fabricado con tinta de Ag/AgCl. En ambos casos se 

utilizaron los electrodos de platino integrados en el transductor como 

electrodo de trabajo y contraelectrodo. 

 

Como se puede observar en la figura V.4.4, en ambos casos, el 

voltamperograma cíclico registrado con el electrodo fabricado se corresponde 

con el registrado con el electrodo de referencia comercial. Se puede ver un 

ligero desplazamiento a potenciales más negativos en el caso del electrodo de 

pseudo-referencia, lo que se atribuye a la diferencia de concentración de 

cloruros en contacto con la superficie del electrodo (pseudos referencia, 0.1 

mol dm-3; referencia comercial, 3 mol dm-3). 

 

 

V.4.1.2.- Pseudo-referencias fabricados electroquímicamente. 

 

El grosor de la capa de plata depositada y la rugosidad de ésta una vez 

formado el cloruro de plata (Fig. V.4.5) se caracterizaron mediante 

microscopía confocal, para lo que se tomaron imágenes antes y después de la 

clorinización del electrodo. 

 

 



V.-Integración del electrodo de referencia. 144 

 

 

a)

-5.00

-4.00

-3.00

-2.00
-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00
4.00

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E (V)

I (
µ A

)

Referencia comercial
Pseudo-referencia

a)

-5.00

-4.00

-3.00

-2.00
-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00
4.00

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E (V)

I (
µ A

)

Referencia comercial
Pseudo-referencia

 
 

 

b)

-4.00

-3.00

-2.00

-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

E (V)

I (
µA

)

Referencia comercial
Pseudo-referencia

b)

-4.00

-3.00

-2.00

-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

E (V)

I (
µA

)

Referencia comercial
Pseudo-referencia

 
 

Figura V.4.4: Voltamperogramas cíclicos de dos transductores diferentes en una solución 5 

mmol dm-3 de ferricianuro utilizando un electrodo de referencia comercial y 

uno de pseudo-referencia. Velocidad de barrido, 100mV s-1. 
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Figura V.4.5: Imágenes de un electrodo de plata antes (a) y después (b) de clorinizar. 

 

 

Como se observa en la figura anterior, tanto el grosor como la 

rugosidad del electrodo de pseudo-referencia, la figura rectangular que 

aparece a la derecha de la imagen a 0.9 nm en el eje X, aumentan de forma 

considerable, lo que confirma la formación de granos de cloruro de plata 

sobre la superficie del electrodo durante el proceso de clorinización. 

 

Con el fin de analizar la estabilidad del electrodo, se sumergió el 

dispositivo en una solución 3 mol dm-3 de KCl  y se midió la diferencia de 

potencial entre el electrodo de pseudo-referencia fabricado y un electrodo de 

referencia comercial (Fig. V.4.6). Antes de realizar las medidas estos 

electrodos se sumergieron durante 24 horas en esta solución para facilitar que 

se alcanzara al estado de equilibrio necesario para obtener un potencial 

estable. 

a)

b)

a)

b)
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Figura V.4.6: Potenciometría de tres electrodos de pseudo-referencia en una solución  3 mol 

dm-3 de KCl. 

 

 

Como puede observarse en la figura anterior, la diferencia de potencial 

es estable durante más de 10 horas una vez alcanzado el potencial de 

equilibrio de la interfase. La deriva obtenida no supera en ningún caso 0.1 mV 

h-1 y el valor medio de potencial es muy similar en los tres casos (Tabla V.4.3). 

 

 

Tabla V.4.3: Valores de la media y la deriva para cada uno de los electrodos estudiados. 

 

Electrodo media (mV) deriva (mV h-1)
1 41.8 0.06
2 41.3 0.08
3 41.5 0.03
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Como en el caso anterior, una vez realizado el estudio de la deriva de 

potencial de estos electrodos se comprobó la capacidad de éstos para la 

recuperación del valor de potencial de equilibrio ante cambios en la 

concentración  cloruros.  

 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección V.4.1.1 se registraron 

medidas de diferencia de potencial en soluciones de cloruros de 

concentraciones 3 mol dm-3 y 0.1 mol dm-3, en intervalos de dos horas (Fig. 

V.4.7). En ambos casos el potencial recuperó el valor de equilibrio de una 

manera rápida. 
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Figura V.4.7: Potenciometría de dos electrodos de pseudo-referencia en soluciones 3 mol dm-3  

y 0.1 mol dm-3 de KCl. 

 

 

Se comprobó si la respuesta de este tipo de electrodos de pseudo-

referencia siguen un comportamiento nersntiano, para lo que se registró una 

potenciometría con tres electrodos diferentes en un rango de concentración de 
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0.001 mol dm-3 – 0.1 mol dm-3 de KCl. En la tabla V.4.4 se muestran los 

resultados obtenidos.  

 

 

Tabla V.4.4: Parámetros de las rectas construidas con tres pseudo-refererencias en un 

intervalo de concentraciones de 0.001 mol dm-3 a 0.1 mol dm-3 de KCl. 

 

Pseudo-referencia Pendiente (mV) Eº (mV) R2

1 51.5 6.38 0.998
2 47.3 8.17 0.999
3 52.3 6.02 0.997

media 50.4 ± 3.1 6.85 ± 1.3
 

 

El valor medio de la pendiente es de 50.4 mV, que ligeramente dista de 

los 59 mV teóricos. 

 

Por último se estudió la posibilidad de la aplicación de estos electrodos 

basados en plata clorinizada como electrodos de pseudo-referencia en 

medidas voltamperométricas. 

 

Se realizaron diferentes voltamperometrias cíclicas en una solución 5 

mmol dm-3 de ferricianuro, disuelto en KCl 0.1 mol dm-3, utilizando como 

electrodos de trabajo y contraelectrodo los integrados para este fin en los 

µtransductores amperométricos. Para poder comprobar la viabilidad de estos 

electrodos como electrodos de pseudo-referencia, se repitieron estos 

voltamperogramas utilizando un electrodo de referencia comercial. 

 

Puede observarse en la figura V.4.8 que en ambos casos, el 

voltamperograma registrado utilizando el electrodo de pseudo-referencia se 

corresponde con el realizado con el referencia comercial, con una diferencia 

de potencial de 100 mV, aproximadamente. Esta leve diferencia puede 

atribuirse nuevamente a la diferencia de concentración de cloruros en 
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contacto con la sal de cloruro de plata que forma los electrodos de pseudo 

referencia y comercial. 

 

-5.00

-4.00

-3.00

-2.00

-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E (V)

I (
µ

A
)

Referencia comercial
Pseudo-referencia

a)  
 

-5.00

-4.00

-3.00

-2.00

-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E (V)

I (
µ

A
)

Referencia comercial
Pseudo-referencia

b)  
 

Figura V.4.8: Voltamperogramas cíclicos de dos transductores diferentes en una solución 5 

mmol dm-3 de ferricianuro utilizando un electrodo de referencia comercial y uno 

de pseudo-referencia. Velocidad de barrido, 100mV s-1. 
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V.4.2.- Pseudo-referencias basados en óxidos metálicos. 

 

V.4.2.1.- Pseudo-referencias basados en óxido de iridio. 

 

Como en los casos anteriores, antes de caracterizar 

electroquímicamente estos electrodos de pseudo-referencia se capturaron 

diferentes imágenes de la superficie de los transductores con un microscopio 

confocal para poder determinar el grosor y la rugosidad de la capa 

depositada de óxido de iridio (Fig. V.4.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.4.9: Imagen confocal de una sección de un transductor con un electrodo de 

referencia de óxido de iridio, rectángulo central. 

 

 

El grosor obtenido fue de 792 ± 49 nm (n = 4, α = 0.05) y la rugosidad 

de 149 ± 17 nm (n = 4, α = 0.05). Según los parámetros utilizados para la 

deposición del iridio, se esperaba una capa de unos 150 nm, pero como ya se 

ha comentado, esta deposición se realizó en presencia de oxígeno, por lo que 

el material depositado en la capa es iridio oxidado, lo que explica este mayor 

grosor. 

 

A continuación se procedió a la caracterización electroquímica de los 

electrodos. Se comprobó la estabilidad y la deriva de los pseudo-referencias 

basados en óxido de iridio midiendo la diferencia de potencial frente a un 
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electrodo de referencia comercial en una solución 0.05 mol dm-3 de fosfato pH 

7. Cabe destacar que el electrodo estuvo sumergido en esta solución durante 

24 horas antes de realizar las medidas de potencial, para asegurar así que la 

superficie de éste estuviera perfectamente hidratada. 

 

Como se puede ver en la figura V.4.10, la deriva obtenida para este 

electrodo es de unos 6 mV h-1, lo que indica que el óxido de iridio formado no 

tiene una buena estabilidad a lo largo del tiempo y, por tanto, no se 

recomienda su utilización como electrodo de referencia. 
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Figura V.4.10: Potenciometría de un electrodo de pseudo-referencia basado en óxido de iridio 

en una solución 0.05 mol dm-3 de fosfato pH 7. 

 

 

Con la intención de mejorar esta respuesta se intentó sobreoxidar estos 

electrodos siguiendo el mismo procedimiento descrito para la oxidación de la 

plata (sección V.3.2.2.). Según la reacción que se presenta a continuación es 

posible oxidar iridio electroquímicamente, aplicando potenciales positivos en 

un medio básico. 
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2 Ir  + 6 OH-    Ir2O3  +  3 H2O  +  6e-             Eº = 0.098 V  

 

Para llevar a cabo esta oxidación se sumergió el electrodo en una 

solución 3 mol dm-3 de NaOH y se registró un voltamperograma cíclico 

partiendo de - 0.2 V (potencial de circuito abierto) y aumentando lentamente 

el potencial aplicado (velocidad de barrido, 10 mV s-1) hasta observar un pico 

de intensidad que indicara la oxidación del iridio (Fig. V.4.11). 
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Figura V.4.11: Voltamperograma cíclico para la sobreoxidación de un electrodo de óxido de 

irido. Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 

 

 

Puede observarse, en la figura anterior, que la intensidad aumenta a 

partir de 0.7 V, llegando a la barrera electroquímica sin llegar a sobreoxidarse 

el  electrodo.  

 

Con el fin de comprobar este hecho se realizó un nuevo estudio de 

superficie, para analizar las posibles diferencias en el grosor y la rugosidad 

antes y después de la sobreoxidación (Fig. V.4.12).  



V.4.-Caracterización de los electrodos. 153

El grosor obtenido en este caso fue de 663 ± 87 nm (n = 4, α = 0.05) y la 

rugosidad fue de 159 ± 63 nm (n = 4, α = 0.05), valores del mismo orden que 

los obtenidos antes de este proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.4.12: Imagen confocal  de un transductor con un electrodo de referencia de óxido de 

iridio después de la sobreoxidación. 

 

Análogamente a la caracterización de los pseudo referencias, se midió 

la diferencia de potencial entre el electrodo fabricado y un referencia 

comercial. Como se muestra en la figura V.4.13, las medidas tienen incluso 

menor estabilidad que antes de someter el electrodo a este tratamiento. 
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Figura V.4.13: Potenciometria de un electrodo de pseudo-referencia basado en óxido de iridio 

sobreoxidado en una solución de fosfato a pH 7. 
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Teniendo en cuenta que no se observan cambios sustanciales en las 

medidas de grosor y rugosidad de la capa de óxido de iridio, ni hay grandes 

diferencias en un análisis visual de estos electrodos (Fig. V.4.14), puede 

asegurarse que el proceso de sobreoxidación de este electrodo no ha 

modificado de manera significativa la superficie del mismo. 

 

a) b)a) b)  
Figura V.4.14: Fotografías de un electrodo de óxido de iridio antes (a) y después (b) de la 

sobreoxidación. 

 

 

V.4.2.2.- Pseudo-referencias basados en óxido de plata. 

 

La plata depositada mediante técnicas de metalización se oxidó 

mediante voltamperometría cíclica, realizada hasta cuatro potenciales finales 

diferentes (sección V.3.2.2). 

 

Durante el proceso de oxidación del electrodo es de esperar que se 

produzca un cambio en su superficie, por lo que se realizaron diferentes 

medidas de la rugosidad de la superficie antes y después de cada uno de los 

procesos de oxidación de la plata. 

 

En la figura V.4.15 se muestran los perfiles de la superficie de un 

electrodo antes y después de la oxidación. 
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a)a)
 

 

b)b)
 

 

Figura V.4.15: Perfiles de un electrodo de plata antes de oxidar (a) y después (b) de la 

oxidación. 
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Como puede observarse, la rugosidad aumenta sustancialmente una 

vez que la superficie ha sido oxidada. De la misma manera el grosor de la 

capa también aumenta, de los 200 nm, aproximadamente de la capa de plata 

depositada (Fig. V.4.15 a) hasta 600 nm de la plata ya oxidada (Fig. V.4.15 b).  

 

Se comprobó la estabilidad y la deriva de los pseudo referencias 

basados en óxido de plata, registrándose medidas de potencial entre los 

diferentes electrodos fabricados respecto un electrodo de referencia comercial 

en una solución de 0.05 mol dm-3 de fosfato pH 7 (Fig. V.4.16). Previamente a 

la realización de este experimento, estos electrodos estuvieron sumergidos en 

esta misma solución durante 24 horas. 
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Figura V.4.16: Potenciometria de diferentes electrodos de pseudo-referencia basado en óxido 

de plata en una solución 0.05 mol dm-3  de fosfato a pH 7. 

 

 

Los resultados obtenidos para los electrodos basados en óxidos 

metálicos, tanto óxido de plata como óxido de iridio, ponen de manifiesto que 

este tipo de electrodos fabricados con los métodos descritos en las secciones 

anteriores no son adecuados para su utilización como electrodos de pseudo-

referencia, ya que su potencial no es estable, puesto que se producen derivas 
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de potencial entre 10 y 30 mV. Esto generaría grandes cambios en la 

intensidad recogida por el electrodo de trabajo de un sensor amperométrico. 
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VI.- Objetivos. 
 

 

 

 

 Estudiar la viabilidad de un biosensor basado en los enzimas 

Horse Radish peroxidasa y Glucosa oxidasa para la determinación de glucosa, 

empleando chips de platino como transductores y distintos mediadores. 

 

 Optimizar las variables o parámetros experimentales que afectan 

a la variable respuesta. 

 

 Comparar la estabilidad operacional de los biosensores 

construidos utilizando distintos mediadores, así como su reproducibilidad y 

repetibilidad. 

 

 Determinar cronoamperométricamente glucosa en muestras 

reales, utilizando el biosensor más adecuado de los desarrollados. 
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VI.1.- Introducción. 

 

 

 
La industria alimentaria es uno de los sectores que requiere un control 

de calidad más estricto, evaluando la composición y frescura de los alimentos, 

por lo que se necesita una instrumentación capaz de realizar análisis en el 

menor tiempo y a bajo coste. Este hecho es especialmente importante en el 

sector vitivinícola, ya que un gran número de pequeños productores domina 

el sector.  

 

Existen diferentes parámetros para determinar tanto la calidad del vino 

como del mosto, entre los que caben destacar azúcares, etanol, polifenoles, 

ácido glucónico, ácido málico, etc. 

 

La glucosa y la fructosa, que representan un 99% de los azúcares 

presentes en la uva al final de su maduración, se determinan habitualmente 

mediante refractrometría o mediante su reducción empleando una solución 

alcalina de sales de cobre (II) [1]. En ninguno de los casos es posible 

cuantificar la concentración de glucosa y fructosa por separado, aunque la 

estimación individual de estos parámetros es muy importante durante el 

proceso de fermentación, así como en el mosto y en el producto final [2].  
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Actualmente, existen diferentes métodos oficiales para la 

determinación de glucosa. El más utilizado se basa en la serie de reacciones 

enzimáticas en cadena que se presentan a continuación, 

 

(7.1) 

 

 

La cantidad de NADPH formada mediante la reacción enzimática, 

proporcional a la concentración de glucosa, es cuantificada espectro-

fotométricamente a una longitud de onda de 340 nm [3]. Este método es largo 

y costoso, ya que los enzimas sólo pueden ser utilizados una vez y se necesita 

personal especializado para realizar el ensayo. 

 

El empleo de biosensores, debido a las características descritas en el 

capítulo II, es una buena alternativa a estos métodos oficiales para la 

determinación de glucosa en mostos y vinos. 

 

En este capítulo se describe la fabricación de biosensores para la 

determinación de glucosa, su caracterización y su posterior aplicación en 

muestras reales. 

 

El material biológico fue inmovilizado sobre los chips amperométricos 

fabricados mediante tecnología microelectrónica de silicio, descritos en el 

capítulo III. Como se comentó con anterioridad, este tipo de tranductores 

permite utilizar cantidades mínimas de reactivos, especialmente de enzimas, 

lo que abarata considerablemente el coste de los análisis, presentándose como 

una clara alternativa ante los tradicionales. 

 

Glucosa + ATP Hexoquinasa Glucosa 6 fosfato + ADP

Glucosa 6 fosfato + NADP+ Gluconato 6 fosfato + NADPHglucosa 6 fosfato
deshidrogenasa
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Se diseñaron sensores bienzimáticos de segunda generación basados en 

los enzimas glucosa oxidasa (GOx) y Horse Radish peroxidasa (HRP), para 

determinar la glucosa presente tanto en muestras sintéticas como en mostos, 

según el esquema que se presenta en la figura VI.1.1. 

 

 

 

Figura VI.1.1: Mecanismos de detección del sensor bienzimático. 

 

 

La reacción enzimática implica la intervención de un mediador, que 

facilita el intercambio electrónico entre el centro activo del enzima y el 

electrodo. Se emplearon dos mediadores diferentes, ferrocianuro (FeCN) y 

Meldola’s blue (MB), ambos muy empleados en la fabricación de biosensores 

de segunda generación [4-9], para realizar el seguimiento de esta reacción. 

 

La inmovilización enzimática es uno de los procesos críticos en la 

fabricación de biosensores. En este caso, los enzimas se inmovilizaron 

mediante atrapamiento (Sección II.1.4.) a través de la electrodeposición de un 

polímero conductor, como es el pirrol (Py). Este tipo de polímeros facilitan la 

transferencia electrónica entre el enzima y la superficie del electrodo [10], 

minimizan la pérdida de actividad enzimática intrínseca a los métodos de 

inmovilización y actuan a su vez como membrana selectiva ante ciertos 

contaminantes presentes en la muestra [11]. 
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La utilización de polímeros conductores es muy útil en la 

inmovilización enzimática sobre microtransductores, ya que permite dirigir 

de una manera muy simple la formación de la capa polimérica sobre 

superficies de tamaño reducido [12]. 

 

El monómero de Py es capaz de oxidarse sobre el electrodo de trabajo 

aplicando potenciales superiores a 0.6 V de acuerdo con el esquema mostrado 

en la figura VI.1.2. 

 

 

 

Figura VI.1.2: Polimerización de pirrol. 

 

 

Existen diferentes métodos para la electrodeposición descritos en la 

bibliografía [12-15]. En el presente trabajo se ha seguido el procedimiento 

descrito por Alonso y colab. [16]. El pirrol, en solución acuosa y en presencia 

de LiClO4, es oxidado mediante barridos cíclicos entre 0 y 0.8 V. La forma 

oxidada del pirrol está cargada positivamente, por tanto, necesita un anión 

para mantener la electroneutralidad [17]. Durante este proceso de 

polimerización los enzimas, GOx y HRP, y el mediador empleado son 

atrapados sobre la superficie del transductor. 
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VI.2.- Experimental 

 
VI.2.1.- Reactivos, equipos y software. 

 

Todas las medidas electroquímicas se realizaron utilizando un Autolab 

PGSTAT 12 (Eco Chemie, BV, Holanda). Los transductores utilizados han 

sido fabricados en la sala blanca del Centro Nacional de Microelectrónica 

según se describe en la sección III.4. 

 

Los datos fueron adquiridos y procesados mediante el software 

General Purpose Electrochemical System [18] (GPES). El análisis de dados y la 

optimización de las variables se realizó utilizando STATGRAPHICS PLUS 

para el diseño de experimentos [19] y PROGRESS para las regresiones lineales 

[20].  

 

Todas las medidas electroquímicas se realizaron frente a un electrodo 

de referencia Ag/AgCl 3 mol dm-3 (Crison, Barcelona, España). 

 

Se utilizaron reactivos de grado analítico sin purificación adicional. 

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada ultrapura (18MΩ 

cm). 

 

Las disoluciones de GOx (EC.1.1.3.4, Sigma, Steinheim, Alemania), 

HRP (EC. 1.11.1.7, Sigma, Steinheim, Alemania), Py (Sigma, Steinheim, 

Alemania), LiClO4 (Panreac, Barcelona, España), MB (Sigma, Steinheim, 

Alemania) y K4Fe(CN)6 (Panreac, Barcelona, España) se prepararon 

disolviendo la cantidad adecuada de cada uno de ellos en agua desionizada. 

Como electrolito soporte se empleó 0.05 mol dm-3 tampón fosfato (Panreac, 

Barcelona, España) pH 7, 0.1 mol dm-3 KCl (Panreac, Barcelona, España). 
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El pH de las disoluciones se cuantificó con un pHmetro Crison GLP 22 

(Barcelona, España). 

 

Las disoluciones de glucosa (Panreac, Barcelona, España) se 

prepararon disolviendo la cantidad adecuada de D-glucosa (Sigma, 

Steinheim, Alemania) en electrolito soporte. 

 

 

VI.2.2.- Modificación del electrodo de trabajo. 

 

La inmovilización enzimática durante la electrogenación de una matriz 

de polipirrol (PPy) ofrece distintas posibilidades, fácilmente controlables. Así, 

podrían depositarse los enzimas de uno en uno o simultáneamente. De igual 

manera, el mediador puede incorporarse conjuntamente con los enzimas o en 

una capa diferente. El número de ciclos registrados durante los 

voltamperogramas cíclicos en la formación del polímero determina la 

cantidad de PPy formado y, consecuentemente, la de enzimas o mediador 

atrapado.  

 

Se realizaron experimentos previos con el objetivo inicial de estudiar 

diferentes posibilidades de atrapamiento enzimático en PPy [21]. El protocolo 

de inmovilización que condujo a mejores resultados se describe a 

continuación. 

 

 

Activación del electrodo. 

 

 Antes de cada electropolimerización, la superficie del electrodo de 

trabajo se activó electroquímicamente de acuerdo al procedimiento descrito 

en el capítulo III. 
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Básicamente, esta etapa consiste en la realización de voltamperogramas 

cíclicos, en una solución 0.1 mol dm-3 de KCl, entre - 1.2 V y - 2.2 V, a 100 mV 

s-1 generando hidrógeno gas sobre la superficie del electrodo, eliminando las 

partículas adheridas y consiguiendo así su activación. 

 

Este proceso se repite hasta que se consigue un voltamperograma 

cíclico típico de una disolución de ferrocianuro (Véase sección III.5). 

 

 

Electropolimerización de una precapa de pirrol y del mediador. 

 

Los mejores resultados se obtuvieron al depositar una precapa de PPy 

previa a la formación de la membrana enzimática, para facilitar su adhesión 

sobre el electrodo de trabajo. 

 

Con este fin, se introdujo el microsensor amperométrico en una 

solución acuosa 0.1 mol dm-3 de LiClO4 y 0.05 mol dm-3 de Py, y se realizó un 

barrido cíclico de potencial entre 0 V y 0.8 V a una velocidad de 10 mV s-1 

(Fig. VI.2.1).  

 

Los mediadores utilizados, FeCN y MB, fueron inmovilizados sobre el 

electrodo en el proceso de formación de esta precapa (Fig. VI.2.2.). En ambos 

casos, la cantidad adecuada de cada uno de ellos fue añadida a la solución de 

pirrol utilizada. Cabe destacar que en el caso de la utilización de MB como 

mediador, es necesario realizar la disolución de PPy, LiClO4 y MB en una 

solución acuosa con un 16% de metanol, con el fin de facilitar su disolución. 
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Figura VI.2.1.: Imagen de espectroscopía de fuerzas atómicas de un chip de platino 

modificado con una capa de polipirrol 
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Figura VI.2.2: Voltamperogramas cíclicos correspondientes a la formación de la precapa de 

polipirrol, en la que se inmoviliza a su vez el mediador correspondiente, 

ferrocianuro o MB. Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 
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Inmovilización de los enzimas. 

 

A continuación, se depositaron dos capas de PPy donde fueron 

inmovilizados simultáneamente los enzimas GOx y HRP, en las 

concentraciones requeridas de acuerdo al diseño de experimentos que se 

describe posteriormente.  

 

Para ello, se sumergió el transductor con el electrodo de trabajo 

modificado por la precapa, en una solución acuosa 0.1 mol dm-3 de LiClO4, 

0.05 mol dm-3 de Py y de cada uno de los enzimas. Se registraron dos 

voltamperogramas cíclicos entre 0 V y 0.8 V, a 10 mV s-1. (Fig. VI.2.3) 
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Figura VI.2.3: Voltamperogramas cíclicos correspondientes a la inmovilización enzimática. 

Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 
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Conservación del biosensor. 

 

Una vez finalizado el proceso de inmovilización enzimática, el 

biosensor (Fig. VI.2.4) fue guardado hasta su utilización en electrolito soporte 

a 4 ºC  

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI.2.4: Imagen de un sensor  bienzimático basado en PPy. 

 

 

En la determinación electroquímica de glucosa, la superficie del 

electrodo modificado puede contaminarse fácilmente con restos de analito o 

productos de la reacción enzimática. Con el fin de conseguir unas medidas 

repetitivas, la superficie del electrodo se regeneró entre los distintos 

calibrados en una solución agitada 0.05 mol dm-3 de tampón fosfato pH 7, 0.1 

mol dm-3 KCl durante 15 minutos. De esta manera, los posibles restos 

atrapados en la membrana de PPy pasan a la solución de limpieza. 
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VI.3.- Optimización de las variables 

experimentales. 

 
La respuesta amperométrica de los biosensores de segunda generación 

es función de parámetros tales como el potencial aplicado, la concentración 

enzimática o la concentración de mediador. 

 

La optimización de estas variables es una de las etapas más 

importantes en el desarrollo de los biosensores. Generalmente, se realiza 

factor a factor, registrando los cambios producidos en la variable repuesta 

ante modificiones controladas de una de las variables en presencia de valores 

constantes de las restantes. Esta metodología no es eficiente y suele ser muy 

costosa [22]. 

 

En el presente trabajo, la optimización de las variables se realizó 

mediante la metodología del diseño de experimentos, que permite la 

optimización de todos los factores al mismo tiempo, teniendo en cuenta 

también la influencia de sus interacciones en la variable repuesta [23]. 

 

 

VI.3.1.- Meldola’s blue como mediador. 

 

En el caso del sensor bienzimático en el que se utiliza MB como 

mediador, los factores optimizados fueron el potencial aplicado (Eap) y las 

concentraciones de mediador (CMB) y Py (CPy) utilizadas para modificar la 

superficie del electrodo. La concentración de Py determina la cantidad de 

polímero que se genera en la superficie del electrodo y, consecuentemente, la 

cantidad de enzimas inmovilizados en la superficie del electrodo, que 

indudablemente afecta a la variable respuesta. Las concentraciones de LiClO4 
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y Py, así como las de los enzimas, se mantuvieron en una relación constante 

2:1 y 1:1, respectivamente, durante toda la optimización [16]. 

 

La influencia de estas tres variables experimentales en la respuesta se 

estudió a través de un diseño central compuesto 23. Consta de 14 

experimentos, correspondientes a todas las posibles combinaciones entre los 

niveles de cada factor, y de tres réplicas en el punto central, necesarias para 

estimar el valor residual. 

 

Los valores correspondientes a los niveles alto (+), bajo (-) y al punto 

central (0) para cada factor fueron los siguientes, 

 

Eap (+) = 0.1 V CMB (+) = 4.0 mmol dm-3 CPy (+) = 0.07 mol dm-3 

 Eap (-) = - 0.3 V CMB (-) = 1.3 mmol dm-3 CPy (-) = 0.03 mol dm-3 

 Eap (0) = - 0.1 V CMB (0) = 2.65 mmol dm-3 CPy (0) = 0.05 mol dm-3 

 

En la elección de dichos niveles se procuró trabajar en el mayor 

intervalo experimental razonable, teniendo en cuenta las características del 

proceso de reducción abordado. Así, potenciales muy positivos no son 

explorables debido a la sobreoxidación del polipirrol, que implicaría la 

incorporación de grupos con oxígeno a su estructura, así como la pérdida de 

la carga catiónica del mismo y por tanto, su capacidad conductora [24-26]. En 

el caso del mediador y del pirrol, concentraciones muy elevadas impidieron la 

disolución del primero y dificultaron la formación del polímero. 

 

El diseño así construido recorre cinco niveles para cada uno de los 

factores (Fig. VII.3.1.), con lo que se estudia un considerable intervalo de los 

mismos. 

 

Los valores de cada una de las variables en los distintos experimentos 

de este diseño  se presentan en la tabla VI.3.1. 
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Figura VII.1.3.1.: Puntos experimentales de un diseño central compuesto de tres factores. 

 

 

Tabla VI.3.1.: Puntos del diseño central compuesto 23 para la optimización de los 

parámetros experimentales en un sensor bienzimático para la 

determinación de glucosa empleando MB como mediador (CGLUC = 1.9 x   

10-4 mol dm-3).  

 

E ap (V) C MB (mmol dm-3) C Py (mmol dm-3)

-0.30 1.30 0.030
0.10 1.30 0.030
-0.30 4.00 0.030
0.10 4.00 0.030
-0.30 1.30 0.070
0.10 1.30 0.070
-0.30 4.00 0.070
0.10 4.00 0.070
-0.44 2.65 0.050
0.24 2.65 0.050
-0.10 0.38 0.050
-0.10 4.92 0.050
-0.10 2.65 0.016
-0.10 2.65 0.084
-0.10 2.65 0.050
-0.10 2.65 0.050
-0.10 2.65 0.050
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Los resultados obtenidos se presentan en forma de ANOVA en la Tabla 

VI.3.2. 

 

Tabla VI.3.2: ANOVA de los datos obtenidos mediante la metodología de diseño de 

experimentos. 

 

S.C., suma de cuadrados; G.L., grados de libertad; M.C., media de 

cuadrados; Fexp = MCfactor/MCerror; Pactual, nivel de probabilidad;  

* Factores significativos a α = 0.05. 

Efecto S.C. G.L. M.C. Fexp Pactual
A : Eap 1.902 1 1.90 5.710 0.1395
B: CMB 0.608 1 0.61 1.820 0.3093
C: CPy 0.949 1 0.95 2.850 0.2336
AA 9.634 1 9.63 28.90 0.0329*
AB 0.180 1 0.18 0.540 0.5389
AC 1.620 1 1.62 4.860 0.1583
BB 2.923 1 2.92 8.770 0.0976
BC 0.180 1 0.18 0.540 0.5389
CC 13.192 1 13.19 39.58 0.0243*
Fallo de ajuste 5.302 5 1.06 3.180 0.2563
Error puro 0.667 2 0.33
Total (corr) 41.296 16

R2 = 0.8554
 

 

Dicho análisis divide la variabilidad de la variable respuesta en 

fragmentos individuales para cada efecto y, seguidamente, analiza el 

significado estadístico de cada uno, comparando la media de cuadrados con 

una estimación del error experimental. 

 

Para establecer si los efectos son o no significativos se realiza un test, 

cuyas hipótesis nula y alternativa son, 

 

 Ho, no existe efecto del factor. 

 Ha, existe efecto del factor. 
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siendo su región crítica, Fexp > Ftab. El valor Fexp se obtiene al dividir la 

suma de cuadrados de cada efecto (SC) entre la suma de cuadrados del error 

(SCE), mientras que el valor de Ftab depende tanto del nivel de significación 

como de los grados de libertad del efecto y del error. En muchas ocasiones se 

muestra el valor de Pactual, en la tabla de la ANOVA, en lugar de Ftab, ya que 

ambos están relacionados. 

 

Puede observarse, que tanto el potencial aplicado como la 

concentración de Py (Fig. VI.3.2.) influyen en la variable respuesta a través de 

su interacción cuadrática (P actual < 0.05). En el caso de la concentración de 

mediador, ninguno de los efectos relacionados influye significativamente en 

la intensidad, por tanto, se fijó este factor en el valor correspondiente al 

óptimo dado por STATGRAPHICS, 0.38 mmol dm-3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI.3.2: Diagrama de Pareto para la variable respuesta, utilizando el biosensor 

construido con MB como mediador. 
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El modelo seleccionado es adecuado para modelar los datos, ya que no 

existe fallo de ajuste (P actual > 0.05) a un nivel de confianza del 95 %. 

 

En la figura VI.3.3 se muestra la superficie de respuesta generada para 

las variables significativas, fijando la concentración de mediador en su valor 

óptimo. Puede observarse un máximo claramente definido para un potencial 

aplicado de - 0.017 V frente a un electrodo de referencia Ag/AgCl 3 mol dm-3 

y una concentración de pirrol en la solución utilizada para modificar la 

superficie electródica de 0.056 mmol dm-3. 

 

 

 

Figura VII.3.3: Superficie de respuesta en la optimización de las variables experimentales. 

CMB = 0.38 mmol dm-3. 

 

 

A partir de este proceso de optimización se seleccionaron los siguientes 

valores de las variables experimentales para el sensor bienzimático para la 

determinación de glucosa, 

 

E ap = - 0.017 V CMB = 0.38 mmol dm-3 C Py = 0.056 mol dm-3 
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VII.3.2.- Ferrocianuro como mediador. 

 

Se construyó un nuevo biosensor para la determinación de glucosa, 

basado en los enzimas HRP y GOx, utilizando FeCN como mediador 

inmovilizado en la precapa.  

 

La optimización de las variables siguió el mismo procedimiento que en 

la sección VI.3.1. En este caso, experiencias previas mostraron que el único 

potencial al que el biosensor respondía ante adicciones de glucosa era – 0.1 V. 

Por tanto, esta variable experimental se fijó en este valor y con el objeto de 

continuar con una optimización análoga a la anterior, se incluyó en el diseño 

la concentración de enzimas (CEnz). 

 

Los valores seleccionados para los diferentes niveles de cada uno de los 

factores fueron, 

 

 

CEz (+) = 0.08 % (m/v) CFe (+) = 9 mmol dm-3 CPy (+) = 0.058 mol dm-3 

CEz (-) = 0.04 % (m/v) CFe (-) = 5 mmol dm-3 CPy (-) = 0.017 mol dm-3 

CEz (0) = 0.06 % (m/v) CFe (0) = 7 mmol dm-3 CPy (0) = 0.037 mol dm-3 

 

 

La optimización de estos tres factores se realizó con un diseño central 

compuesto 23, cuantificando la intensidad registrada para una solución 9.8 × 

10-3 mol dm-3 D-glucosa. Tanto la relación entre concentraciones de Py:LiClO4 

como de enzimas se fijó en 1:2 y 1:1, respectivamente. 

 

Los valores de los parámetros experimentales en cada punto del diseño 

se presentan en la tabla VI.3.3.  
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Tabla VII.3.3: Diseño central compuesto 23 para la optimización de los parámetros 

experimentales en la determinación de glucosa mediante un sensor 

bienzimático, empleando FeCN como mediador.  

 

C Py (mmol dm-3) C Fe (mmol dm-3) C Ez (% m/v)

0.017 0.005 0.040
0.058 0.005 0.040
0.017 0.009 0.040
0.058 0.009 0.040
0.017 0.005 0.080
0.058 0.005 0.080
0.017 0.009 0.080
0.058 0.009 0.080
0.003 0.007 0.060
0.072 0.007 0.060
0.038 0.004 0.060
0.038 0.010 0.060
0.038 0.007 0.026
0.038 0.007 0.094
0.038 0.007 0.060
0.038 0.007 0.060
0.038 0.007 0.060

 
 

 

El análisis de los efectos puede realizarse a partir del análisis de la 

varianza (ANOVA) de la tabla VI.3.4. y del diagrama de Pareto que se 

muestra en la figura VI.3.4. 

 

El único factor significativo obtenido fue la concentración de Py, 

puesto que lo es el efecto de su interacción al cuadrado (P actual < 0.05) a un 

nivel de confianza del 95%. Tanto la concentración de FeCN como la de 

enzimas se fijaron en los valores óptimos dados por STATGRAPHICS, 7 

mmol dm-3 y 0.056 %, respectivamente. 
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Tabla VI.3.4: ANOVA de los datos obtenidos mediante la metodología de diseño de 

experimentos. 

 

S.C., suma de cuadrados; G.L., grados de libertad; M.C., media de 

cuadrados; Fexp = MCfactor/MCerror; Pactual, nivel de probabilidad;  

* Factores significativos a α = 0.05. 

 

Efecto S.C. G.L. M.C. Fexp Pactual
A : C Py 1.300 1 1.30 2.350 0.2647
B: C Fe 0.059 1 0.06 0.110 0.7743
C: C Ez 0.420 1 0.42 0.760 0.4750
AA 75.036 1 75.0 135.84 0.0073*
AB 0.101 1 0.10 0.180 0.7103
AC 0.101 1 0.10 0.180 0.7103
BB 2.830 1 2.83 5.120 0.1519
BC 0.101 1 0.10 0.180 0.7103
CC 2.910 1 2.91 5.270 0.1486
Fallo de ajuste 46.298 5 9.26 16.760 0.0573
Error puro 1.105 2 0.55
Total (corr) 125.857 16

R2 = 0.8233
 

 

 

Figura VII.3.4: Diagrama de Pareto para la variable respuesta, utilizando el biosensor 

construido con FeCN como mediador. 
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En la figura VI.3.5 se muestran las curvas de nivel de la intensidad en 

función de la concentración de mediador y de Py, para una concentración 

enzimática de 0.056 %. Se observa un máximo de intensidad claramente 

definido para una concentración de pirrol de 0.039 mol dm-3 y 7 mmol dm-3 

de mediador. 
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Figura VI.3.5: Curvas de nivel para la variable respuesta obtenidas para el valor 

correspondiente a 0.056 % (m/v) de enzimas. 

 

A partir del proceso de optimización realizado, se seleccionaron los 

siguientes valores de las variables experimentales para el sensor bienzimático 

para la determinación de glucosa empleando ferrocianuro como mediador 

(Fig. VI.3.6), 

 

CEz = 0.056 % (m/v) CFe = 7 mmol dm-3  C Py = 0.039 mol dm-3 
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Figura VI.3.6: Cronoamperograma registrado en las condiciones óptimas para la 

determinación de glucosa mediante el HRP-GOx-biosensor utilizando 

FeCN como mediador. Cada adicción corresponde a 200 µl de una 

disolución 0.05 mol dm-3 de glucosa. 

 

 

VI.1.4.- Estabilidad de los biosensores 

 
El tiempo de vida de un biosensor enzimático está influenciado por el 

método de almacenamiento de éste y por su estabilidad operacional. Esta 

estabilidad depende, en gran medida, de la pérdida de actividad enzimática, 

de la pérdida de propiedades conductoras de la capa de PPy y de la 

disminución de la cantidad de enzimas y/o mediador atrapado en la 

membrana por su difusión a la solución. La contaminación de la superficie del 

electrodo por sustancias orgánicas que bloquean el acceso del analito al centro 

activo de los enzimas influye también en el tiempo de vida del biosensor.  
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A continuación se describen los estudios realizados con cada uno de 

los biosensores desarrollados para caracterizar su estabilidad. 

 

 

VI.4.1.- Meldola’s blue como mediador. 

 

Inicialmente, se estudió la repetibilidad de sucesivas medidas 

amperométricas llevadas a cabo con el mismo microbiosensor, regenerando 

su superficie sumergiéndolo en una solución agitada 0.05 mol dm-3 de fosfato 

pH 7, KCl 0.1 mol dm-3. 

 

En la figura VI.4.1. se muestran los puntos experimentales y las rectas 

de calibración construidas sobre ellos, tomando un intervalo de concentración 

de glucosa de 9.804 a 68.966 mmol dm-3 como variable independiente y la 

intensidad registrada como dependiente.  

 

Los parámetros del calibrado, así como la desviación típica, deben ser 

óptimamente evaluados. La presencia de puntos anómalos y/o un rango 

lineal que no sea completamente válido, llevarían a estimaciones incorrectas 

en el cálculo de dichos parámetros, alterando la sensibilidad del biosensor. 

 

Con este fin, se evaluaron tanto el intervalo lineal como la ausencia de 

datos anómalos mediante una regresión en mínima mediana de cuadrados 

(LMS) [20, 27, 28].  

 

Una de las características más notables de esta regresión es que toma 

como valor del “punto de ruptura muestral” el 50 %, que es el mayor valor 

teórico para este índice. Hampel [29] define el punto de ruptura muestral 

(“breakdown”) como el porcentaje de datos anómalos que pueden causar que 

el estimador tome valores arbitrariamente alejados de los correctos. Mientras 

que la regresión en mínimos cuadrados ordinarios (OLS) tiene un punto de 
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ruptura muestral del 0 %, la regresión LMS garantiza que al menos el 50 % de 

los datos siguen un modelo lineal (ajuste exacto). 
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Figura VI.4.1: Rectas de calibración obtenidas para estimar la repetibilidad del biosensor en 

la determinación de glucosa, utilizando MB como mediador. 

 

 

Los datos anómalos pueden ser de carácter “outlier”, es decir, se 

encuentran alejados en el eje de ordenadas; de carácter “leverage”, alejados en 

el eje de abcisas; o de carácter “outlier-leverage”, alejados en ambos ejes. La 

regresión LMS presenta la capacidad de detectar tanto puntos “outlier” como 

“leverage”, considerándose “outlier” el dato cuyo residuo estandarizado es 

superior, en valor absoluto, a 2.5 [20]. 

 

Una vez que los puntos anómalos son detectados, se eliminan del 

calibrado y se construye nuevamente una regresión basada en OLS que 

proporciona una correcta valoración de la pendiente (sensibilidad) y del 

término independiente del calibrado, siendo ambos importantes para juzgar 

la calidad del calibrado y a partir de ésta, la del método analítico. 
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Estas pendientes se utilizaron para evaluar la repetibilidad del 

biosensor. La desviación estándar residual (RSD) asociada fue de 3.71 % (n= 4, 

α = 0.05). 

 

De igual manera se evaluó la reproducibilidad meditante el análisis de 

las pendientes de diferentes rectas de calibrado realizadas con diferentes 

microsensores. Tanto el intervalo de concentración de glucosa como el 

método utilizado para eliminar los puntos anómalos es el mismo que para el 

análisis de la repetibilidad. 

 

La RSD en este caso fue de un 15 % (n = 4 α = 0.05). Esta baja 

reproducibilidad, posiblemente sea debida a la dificultad de conseguir una 

disolución total del mediador, MB, en la solución utilizada para formar la 

precapa. 

 

 

VI.4.2.- Ferrocianuro como mediador. 

 

Siguiendo el mismo procedimiento que en el caso de utilizar meldola’s 

blue como mediador, se determinó la repetibilidad y la reproducibilidad de 

estos biosensores. En este caso el intervalo de concentración de glucosa fue de 

1.99 a 15.50 mmol dm-3. 

 

La desviación estándar residual obtenida para la reproducibilidad en 

este tipo de biosensores fue de 7.09 % (n = 4, α = 0.05). 

 

En el caso de la repetibilidad, la RSD obtenida fue superior a un 15 %. 

Este hecho puede ser atribuido a algunas de las causas mencionadas 

anteriormente, como la pérdida de capacidad conductora del PPy debido a el 

agua oxigenada generada por la reacción enzimática [10,12]. 
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Debido a este problema, la repetibilidad fue testada mediante la 

desviación estándar residual de sucesivas medidas de una sola adición de 

glucosa, correspondiente a 1.99 mmol dm-3. La RSD asociada obtenida fue de 

9.12 % (n = 4, α = 0.05). 

 

 

VI.5. Determinación de glucosa en muestras 

reales. 

 
La viabilidad del biosensor basado en el empleo de ferrocianuro como 

mediador ha sido comprobada mediante la determinación de glucosa en 

muestras de mostos. Se eligió este biosensor teniendo en cuenta que en la 

caracterización de la estabilidad presentó mejores valores de 

reproducibilidad.  

 

Como se ha mencionado anteriormente, la fructosa es uno de los 

posibles interferentes en la reacción enzimática que se ha seguido para la 

determinación de glucosa [20, 30]. Por tanto, la presencia de éste azúcar en 

una concentración elevada podría falsear el resultado final de concentración 

de glucosa calculada. 

 

Así, se estudió inicialmente la posible interferencia de fructosa en la 

determinación de glucosa. Se registró un cronoamperograma donde se 

realizaron adiciones sucesivas de fructosa y glucosa correspondientes a 20 µl 

de una solución 0.5 mol dm-3. 

 

En las condiciones optimizadas previamente para glucosa, no se 

observó respuesta alguna del biosensor ante las adicciones de fructosa (Fig. 
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VI.5.1), por lo que se pudo concluir que no va a interferir en la determinacion 

de glucosa. 

 

 

Figura VI.5.1: Cronoamperograma registrado utilizando un HRP-GOx biosensor, con 

FeCN como mediador, en las condiciones óptimas para la 

determinación de glucosa. Las adicciones corresponden a 20 µl de una 

disolución de fructosa o glucosa, 0.5 mol dm-3. 

 

 

Por tanto, se utilizó el biosensor descrito para la cuantificación de 

glucosa en muestras de mosto facilitadas por el “Institut Català del Vi” 

(INCAVI).  

 

Este análisis se realizó mediante la adición estándar de idénticos 

volúmenes (20 µl) de una solución de 0.5 mol dm-3 glucosa sobre una muestra 

de mosto. 
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En la figura VI.5.2. se muestran los puntos experimentales y las rectas 

de calibración construidas sobre ellos, una vez eliminados los puntos 

anómalos, 
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Figura VI.5.2: Rectas de calibración obtenidas para determinar la concentración de glucosa 

en mosto. 

 

 

 La concentración de glucosa en la muestra de mosto así obtenida fue 

de 319.5 ± 37.1 gr l-1 (n = 3, α = 0.05), valor que se corresponde con el facilitado 

por el INCAVI, 340 gr l-1. 
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 Estudiar la viabilidad de diferentes biosensores de primera y 

segunda generación basados en los enzimas Alcohol oxidasa y Horse Radish 

peroxidasa para la determinación de etanol, empleando microchips de platino 

como transductores. 

 

 Optimizar las variables o parámetros experimentales que afectan 

a la variable respuesta en la determinación de etanol en muestras sintéticas, 

utilizando un biosensor bienzimático. 

 

 Estudiar la reproducibilidad y repetibilidad de los biosensores 

construidos. 

 

 Obtener el límite de detección para etanol mediante este 

método. 

 

 Determinar cronoamperométricamente etanol en muestras 

reales.
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VII.1.- Introducción. 

 

 

 
El vino es una bebida moderadamente alcohólica. El alcohol del vino 

procede del proceso natural denominado fermentación y se realiza a costa del 

azúcar de la uva, dando cada 17,5 gramos de azúcar un grado de alcohol, que 

es un uno por ciento en volumen.  

 

El alcohol del vino es mayoritariamente etanol o alcohol etílico, 

encontrándose entre valores de 10º a 14°, éstos están marcados por ley en 

función del tipo de vino y su denominación de origen. Los vinos tintos suelen 

estar comprendidos entre 12º y 13° y los blancos y rosados entre 10º y 12°. 

Para vino tinto del año puede ser suficiente un valor de 12° de alcohol, 

mientras que para un vino tinto de gran reserva ha de ser de 12,5 a 13,5°. Por 

estas razones, el análisis del alcohol del vino es importante.  

 

Los métodos son diversos y, desde luego, no es fácil determinar por 

cata el alcohol de un vino, por lo que es de gran interés la puesta a punto de 

métodos analíticos rápidos, precisos y económicos. Así, se discute en este 

capítulo la posibilidad de utilizar biosensores con esta finalidad, basados en la 

inmovilización en un polímero conductor [1-4]. 
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El polímero conductor empleado para la inmovilización de los enzimas 

fue el mismo que el utilizado en el caso descrito en el capítulo anterior, 

polipirrol (PPy), siguiendo el procedimiento descrito por Alonso y colab. [5].  

 

El componente biológico utilizado para la fabricación de los 

biosensores fue el enzima Alcohol oxidasa (AOx), que oxida el alcohol a 

expensas del oxígeno presente en el medio generando agua oxigenada, cuya 

oxidación en el electrodo permite seguir la reacción enzimática (Fig. 

VII.1.1.a.). Este tipo de mecanismo define un biosensor de primera 

generación. 

 

En el caso de que se utilizara un mediador en lugar del oxígeno, el 

biosensor sería de segunda generación (Fig. VII.1.1.b.), si bien aún no se ha 

encontrado un mediador adecuado para este enzima [6]. Jordan y Ciolkosz [7] 

postularon que AOx es una oxidasa pura, ya que el enzima sólo acepta O2 

como oxidante. Esto es debido a que los dos sustratos, el alcohol y el oxígeno, 

se enlazan en la misma zona activa del enzima. La reacción enzimática para 

otras oxidasas, como por ejemplo Glucosa oxidasa, se basa en un mecanismo 

denominado “ping-pong” en que los dos sustratos se unen a diferentes zonas 

activas del enzima [7]. 

 

La combinación de los enzimas AOx y Horse Radish Peroxidasa (HRP) 

con un mediador, como ferrocianuro o ferricianuro, permitiría la 

determinación de etanol de acuerdo al mecanismo propuesto en la figura (Fig. 

VII.1.1.c.). 

 

En este capítulo se describirá la fabricación de este tipo de biosensores, 

su caracterización y su viabilidad en la determinación de muestras reales. 
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Figura VII.1.1: (a) biosensor de primera generación, (b) biosensor de segunda generación y 

(c) sensor bienzimático de segunda generación.  

 

 

 

VII.2.- Experimental 

 
VII.2.1.- Reactivos, equipos y software 

 

Todas las medidas electroquímicas se realizaron utilizando un Autolab 

PGSTAT 12 (Eco Chemie BV, Utrecht, Holanda). Los transductores utilizados 

fueron fabricados en el Centro Nacional de Microelectrónica, de acuerdo al 

procedimiento descrito en el capítulo III. 
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Los datos fueron adquiridos y procesados mediante el software 

General Purpose Electrochemical System [8] (GPES). El análisis de dados se 

realizó utilizando los paquetes STATGRAPHICS PLUS [9] para el diseño de 

experimentos, PROGRESS [10] para la detección de puntos anómalos y la 

construcción de regresiones lineales y DETARCHI [11] para estimar el límite 

de detección. 

 

Se utilizaron reactivos de grado analítico, sin purificación adicional. 

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada ultrapura (18MΩ 

cm). 

 

Las disoluciones de AOx (EC. 1.1.3.13, Sigma, Steinheim, Alemania), 

HRP (EC. 1.11.1.7, Sigma, Steinheim, Alemania), Py (Sigma, Steinheim, 

Alemania), LiClO4 (Panreac, Barcelona, España), K3Fe(CN)6 (Panreac, 

Barcelona, España) y K4Fe(CN)6 (Panreac, Barcelona, España) se prepararon 

disolviendo la cantidad adecuada de cada uno de ellos en agua  desionizada. 

 

Como electrolito soporte se empleó una solución 0.05 mol dm-3 de 

fosfato  pH 7,  0.1 mol dm-3 KCl. 

 

El pH de las disoluciones se cuantificó con un pHmetro Crison GLP 22 

(Barcelona, España). 

 

Las disoluciones de etanol (Panreac, Barcelona, España) se prepararon 

disolviendo la cantidad adecuada de éste en electrolito soporte. 
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VII.2.2.- Experiencias previas. 

 
Para comprobar la viabilidad de los biosensores basados en AOx se 

realizaron experimentos previos con el enzima y el mediador, en los casos en 

que fue necesario, en disolución. 

 

En la figura VII.2.1 pueden observarse los cronoamperogramas 

registrados independientemente a 0.75 V, potencial de oxidación del H202,  en 

una disolución de electrolito de soporte con  enzima disuelto o sin enzima. 

Evidentemente, sólo en el caso en que el enzima se encuentra en el medio de 

reacción se observó una respuesta significativa a la adición de EtOH (5 µmol 

dm-3 en celda). 

  
 

0.01

0.02

0.02

0.03

0.03

0.04

0.04

0.05

0.05

0.06

0.06

1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100
t (s)

I (
µ

A
)

AOx 1 U ml-1
sin AOx

Add EtOH

 
 

Figura VII.2.1: Cronoamperogramas registrados para una adición de EtOH (5 µmol dm-3) 

con y sin AOx en el medio. Potencial aplicado, 0.75 V. 
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Puesto que este potencial de trabajo es bastante elevado y susceptible 

de encontrar interferentes en el propio medio de análisis, se analizó la 

posibilidad de trabajar con ferricianuro como mediador. 

 

Se sumergió el microsensor amperométrico de platino, sin 

modificación alguna, en una solución 0.05 mol dm-3 de tampón fosfato pH 7, 

0.1 mol dm-3 KCl y se registraron diferentes voltamperogramas cíclicos entre  

0 V y 0.5 V, a una velocidad de barrido de 10 mV s-1. Los barridos se 

realizaron en presencia de AOx 1 UI ml-1, ferricianuro 0.1 mmol dm-3 y 

diferentes concentraciones de etanol (Fig VII.2.2). 
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Figura VII.2.2: Voltamperogramas cíclicos correspondientes a diferentes concentraciones de 

EtOH, en presencia de ferricianuro 0.1 mmol dm-3 y en presencia de 1 U ml-1 

de AOx. Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 

 

Como se observa en la figura anterior, se registraron repetidamente 

voltamperogramas idénticos ante incrementos de concentración de EtOH, lo 

que indica que el par ferro/ferricianuro utilizado no interviene en la reacción 

enzimática. 
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Bajo condiciones similares se realizó un nuevo experimento, esta vez 

sin ferricianuro en solución (Fig. VII.2.3).  
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Figura VII.2.3: Voltamperogramas cíclicos correspondientes a diferentes concentraciones de 

EtOH, en presencia de 1 U ml-1 de AOx. Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 

 

 

En este caso, los voltamperogramas registraron un ligero aumento en la 

intensidad de oxidación del pico registrado a 0.75 V aproximadamente, lo que 

confirma el efecto catalítico del enzima en la reacción y pone de manifiesto la 

viabilidad de la fabricación de un biosensor para la determinación de EtOH.  

 

A lo largo del trabajo ha quedado reflejada la importancia del proceso 

de inmovilización enzimática en la fabricación de biosensores, condicionando 

el adecuado funcionamiento de los mismos [12]. Un mal atrapamiento en la 

membrana, puede provocar la pérdida de actividad enzimática, llegando a 

bloquear el acceso al centro activo e impidiendo que se produzca la reacción 

necesaria para la detección del analito de interés [13]. 



VII.- Deteminación de EtOH utilizando microchips amperométricos. 
 
 

210 

Así, de acuerdo al procedimiento descrito en el capítulo VI para la 

determinación de glucosa, se realizaron experiencias con el enzima 

inmovilizado en el electrodo de trabajo del chip de platino, aplicando un 

potencial de 0.6 V. Lamentablemente, no se obtuvieron resultados 

satisfactorios. Si bien potenciales más positivos conducirían a la oxidación del 

agua oxigenada, la matriz de PPy se  vería deteriorada por la sobreoxidación, 

perdiendo su capacidad conductora [1, 14-17]. 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se recurrió a la utilización de un 

segundo enzima, de acuerdo al esquema mostrado en la figura VII.1.1, para la 

determinación de EtOH tanto en muestras sintéticas como reales. 

 

 

VII.2.3.- Modificación del electrodo de trabajo. 
 

 

Limpieza del electrodo 

 

Antes de la modificación de la superficie del electrodo de trabajo, es 

necesario realizar una limpieza del microtransductor amperométrico. 

 

Dicha limpieza se realizó electroquímicamente, sumergiendo el sensor 

en una solución 0.1 mol dm-3 de KCl y registrando 20 voltamperogramas 

cíclicos entre - 1.2 y - 2.2 V, a una velocidad de barrido de 100 mV s-1. Esto 

implica a su vez la activación de la superficie del electrodo de trabajo, lo que 

se comprobó mediante el registro de un voltamperograma cíclico en una 

disolución de ferricianuro, tal y como se ha descrito en capítulos anteriores. 

 

Este proceso se realizó antes de cada electropolimerización, hasta 

obtener resultados reproducibles. 
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Electropolimerización de la precapa de PPy 

 

Para garantizar una buena inmovilización enzimática se depositó una 

capa de PPy sobre el electrodo de trabajo, promotora de la adhesión de las 

sucesivas capas del polímero que contiene los enzimas. 

 

Con este fin, se introdujo el transductor en una solución acuosa que 

contenía 0.1 mol dm-3 de LiClO4, 0.05 mol dm-3 de pirrol y 7.5 mmol dm-3 de 

ferrocianuro. Se registró un voltamperograma cíclico entre 0 V y 0.9 V, a una 

velocidad de barrido de 10 mV s-1 (Fig VII.2.4). 
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Figura VII.2.4: Voltamperograma cíclico correspondiente a la formación de la precapa de 

PPy. Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 

 

 

Inmovilización enzimática sobre el electrodo de trabajo. 

 

Seguidamente a la precapa, se depositó una nueva película de PPy 

donde se atraparon los enzimas AOx y HRP. 



VII.- Deteminación de EtOH utilizando microchips amperométricos. 
 
 

212 

Esto se realizó sumergiendo el transductor en una solución acuosa en 

presencia de LiClO4 0.1 mol dm-3, pirrol 0.05 mol dm-3, y las concentraciones 

óptimas de cada una de los enzimas. Se registró un voltamperograma cíclico 

entre 0 V y 0.9 V (Fig. VII.2.5), durante dos ciclos completos, a 10 mV s-1.  

 

 

-10

0

10

20

30
40

50

60

70

80

90
100

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
E (V)

I (
µ

A
)

Barrido 1
Barrido 2

 
 

Figura VII.2.5: Voltamperograma cíclico correspondiente a la inmovilización enzimática. 

Velocidad de barrido, 10 mV s-1. 

 

 

Conservación del electrodo. 

 

Una vez finalizado el proceso de inmovilización enzimática y en estado 

de no operatividad, el biosensor se conservó hasta su utilización en electrolito 

soporte a 4 ºC. 
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VII.3.- Optimización de las variables 

experimentales. 

 
La respuesta amperométrica puede verse influenciada por el potencial 

aplicado (Eap), la concentración enzimática (CEnz) y la concentración de 

mediador, ferrocianuro(CFe), presente en la membrana de polipirrol. La 

influencia de cada una de estas variables se estudió mediante la metodología 

del diseño de experimentos (sección VI.3). 

 

Se realizó  un diseño central compuesto 23 que consta de 17 

experimentos, correspondientes a todas las posibles combinaciones entre los 

niveles de cada factor y de tres réplicas en el punto central, necesarias para 

estimar el error residual. 

 

Los valores correspondientes a los niveles alto (+), bajo (-) y al punto 

central (0) para cada factor se presentan a continuación.  

 

 

Eap (+) = 0.1 V CFe (+) = 10.0 mmol dm-3 CEnz (+) = 4.0 mg ml-1 

Eap (-) = - 0.3 V CFe (-) = 5.0 mmol dm-3 CEnz (-) = 1.0 mg ml-1 

Eap (0) = - 0.1 V CFe (0) = 7.5 mmol dm-3 CEnz (0) = 2.5 mg ml-1 

 

 

Estos fueron seleccionados de acuerdo a experiencias previas 

realizadas y reportadas en la bibliografía [5, 19, 20]. 

 

En todos los experimentos realizados durante la optimización, se 

mantuvo una relación de concentraciones de 1:1 entre los enzimas AOx y 
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HRP. La concentración de EtOH en todos los amperogramas registrados para 

el diseño de experimentos fue de 10 mmol dm-3. 

 

Los resultados obtenidos para este diseño experimental son los que 

aparecen en la tabla VII.3.1. Las experiencias en las que no se obtuvo 

respuesta alguna, se cuantificaron con el valor de 0.01 nA para poder realizar 

el análisis de los resultados, que se presenta en forma de ANOVA (tabla 

VII.3.2). 

 

 

Tabla VII.3.1.: Resultados del diseño central compuesto 23 para la optimización de los 

parámetros experimentales en la determinación de EtOH (CEtOH = 10 mmol 

dm-3).  

 

Eap (V) C Fe (mmol dm-3) C Enz (mmol dm-3) I (nA)

-0.30 1.00 5.00 19.00
0.10 1.00 5.00 0.00
-0.30 4.00 5.00 18.00
0.10 4.00 5.00 0.01
-0.30 1.00 10.00 22.00
0.10 1.00 10.00 0.01
-0.30 4.00 10.00 5.80
0.10 4.00 10.00 0.01
-0.44 2.50 7.50 45.00
0.24 2.50 7.50 0.01
-0.10 0.02 7.50 5.00
-0.10 5.02 7.50 2.50
-0.10 2.50 3.30 3.50
-0.10 2.50 11.70 3.00
-0.10 2.50 7.50 4.00
-0.10 2.50 7.50 3.70
-0.10 2.50 7.50 1.20
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Tabla VII.3.2: ANOVA de los datos obtenidos mediante la metodología de diseño de 

experimentos. 

 

S.C., suma de cuadrados; G.L., grados de libertad; M.C., media de 

cuadrados; Fexp = MCfactor/MCerror; Pactual, nivel de probabilidad;  

* Factores significativos a α = 0.05. 

 

Efecto              S.C. G.L.           M.C.          Fexp Pactual
A : Eap 1444.93 1 1444.93 611.40 0.0016 *
B: C Enz 33.55 1 33.55 14.19 0.0638
C: C Fe 7.38 1 7.38 3.12 0.2192
AA 465.96 1 465.96 197.16 0.0050*
AB 36.98 1 36.98 15.65 0.0584
AC 10.58 1 10.58 4.48 0.1686
BB 0.45 1 0.45 0.19 0.7045
BC 28.88 1 28.88 12.22 0.0730
CC 1.60 1 1.60 0.68 0.4968
Fallo de ajuste 145.83 5 29.17 12.34 0.0767
Error puro 4.73 2 2.36
Total (corr) 2275.35 16

R2 = 0.93383  
 

Tanto el efecto correspondiente al potencial aplicado como el de su 

interacción cuadrática influyen significativamente en el valor de la respuesta 

(Fig VII.3.2), siendo el modelo adecuado ya que no se observó fallo de ajuste 

(P actual > 0.05) a un nivel de confianza del 95 %. 

 

Por tanto, los valores de concentración de mediador y de enzimas se 

fijaron en los correspondientes al punto central, 7.5 mmol dm-3 y 2.5 mg ml-1, 

respectivamente. 

 

En la siguiente figura se muestran dos superficies de respuesta 

obtenidas manteniendo constante la CEnz (Fig VII.3.3 a) y CFe (Fig VII.3.3 b). 
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Figura VII.3.2: Diagrama de Pareto para la variable respuesta. 
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Figura VII.3.3: Superficies de respuesta obtenidas para el valor correspondiente al punto 

central de (a) CEnz y (b) CFe. 
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Como se puede ver en ambos casos, el valor de la señal aumenta a 

medida que el potencial aplicado va disminuyendo. Por tanto se consideró 

adecuado realizar una nueva optimización de éste llegando hasta potenciales 

más negativos. 

 

Se registraron diversos cronoamperogramas a potenciales 

comprendidos entre - 0.1 V y - 0.6 V. La concentración de EtOH en todos los 

experimentos fue la misma que la utilizada para el diseño de experimentos, 10 

mmol dm-3, y la de enzimas y de mediador, los valores óptimos obtenidos. 

 

A medida que disminuía el potencial de trabajo, se observó un 

incremento del ruido de fondo, por lo que se consideró oportuno tener en 

cuenta este parámetro al seleccionar el potencial. En la figura VII.3.4 se 

muestra el valor de intensidad recogido y la relación entre este y el ruido de 

fondo. 
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Figura VII.3.4: Respuesta amperométrica en función del potencial aplicado y relación de 

esta respuesta con el ruido de fondo. 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionó como potencial de 

trabajo - 0.2 V, que aunque no sea el valor que registra mayor intensidad, es el 

valor máximo de la relación de los valores de la relación respuesta-ruido. 

 

Así, se seleccionaron los siguientes valores óptimos de las variables 

experimentales para la determinación de EtOH, 

 

Eap = - 0.2 V  CEnz = 2.5 mg ml-1  CFe = 7.5 mmol dm-3 

 

En la figura VII.3.5 se muestra un cronoamperograma registrado en 

estas condiciones experimentales. 
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Figura VII.3.5: Cronoamperogramas registrados para la determinación de EtOH con un 

sensor bienzimático y un sensor modificado con PPy. Cada adición 

corresponde a 200 µl de una solución 0.5 mol dm-3 de EtOH. 
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VII.4.- Estabilidad del biosensor. 

 
La repetibilidad y reproducibilidad de estos dispositivos se analizó a 

través de la desviación estándar residual (RSD) de las pendientes asociadas a 

las distintas curvas de calibración realizadas. 

 

Inicialmente, se realizó un estudio de la repetibilidad de diferentes 

medidas cronoamperométricas realizadas con un mismo electrodo 

modificado con las condiciones óptimas descritas anteriormente. 

 

En la figura VII.4.1 se muestran los puntos experimentales y las rectas 

de calibración construidas, tomando un intervalo de concentración de EtOH 

de 9.8 mmol dm-3 a 83 mmol dm-3. 
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Figura VII.4.1: Puntos experimentales y rectas de calibración obtenidas para estimar la 

repetibilidad del biosensor para la determinación de EtOH. 
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Los puntos anómalos fueron eliminados una vez detectados mediante 

una regresión en mínima mediana de cuadrados (LMS) [10] (sección VI.4.1). 

La desviación estandar residual (RSD) asociada a las pendientes de dichas 

rectas fue de 9.03% (n=5). 

 

De igual manera, se comprobó la reproducibilidad del biosensor. Con 

este fin, se analizaron las pendientes de cinco rectas de calibración 

construidas en el mismo intervalo de concentración que el utilizado para 

comprobar la repetibilidad, utilizando biosensores distintos para cada una. 

Los puntos anómalos fueron también eliminados mediante una regresión 

LMS (Fig.VII.4.2). La RSD asociada a las pendientes de dichas rectas fue de 

6.09% (n=5), valor que junto con el de repetibilidad pone de manifiesto la 

fiabilidad de los biosensores diseñados para la determinación de etanol. 
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Figura VII.4.2: Puntos experimentales y rectas de calibración obtenidas para estimar la 

reproducibilidad del biosensor para la determinación de EtOH.  
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VII.5.- Límite de detección. 
 

Para caracterizar un procedimiento analítico es importante establecer 

su límite de detección [11], lo que conlleva relacionar la señal medida con la 

concentración de analito mediante la realización de un calibrado previo, que 

garantice las hipótesis del método mínimo-cuadrático. 

 

Se realizaron tres calibrados de EtOH, en las condiciones 

experimentales optimizadas en etapas anteriores, en un intervalo de 

concentración de 9.8 mmol dm-3 a 83 mmol dm-3. 

 

Los parámetros de estos calibrados, así como la desviación típica, 

fueron óptimamente evaluados de acuerdo al procedimiento descrito en 

secciones anteriores, mediante una regresión LMS. 

 

De acuerdo con la norma ISO 11843-2 [21], la capacidad de detección 

de un procedimiento analítico debe ser interpretada asumiendo tanto la 

probabilidad de falso positivo (α) como la de falso negativo (β). Con este fin, 

se aplicó el método desarrollado por Clayton y colab. [22], que plantean el 

problema como un test de hipótesis, teniendo en cuenta la relación entre la 

señal y la concentración. 

 

Una representación de los valores de β frente a la correspondiente 

concentración constituye una descripción detallada del procedimiento 

analítico en términos de su “capacidad de detección”. 

 

En este trabajo se han construido dichas curvas de detección utilizando 

el programa de cómputo DETARCHI [11], utilizando las regresiones OLS, sin 

puntos anómalos, obtenidas previamente (Fig VII.5.1). De esta manera, se 

obtiene el límite de detección del procedimiento analítico, una vez fijada la 
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probabilidad de falso positivo, sin más que elegir la probabilidad de falso 

negativo y el número de réplicas deseadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VII.5.1: Curva característica de detección. Señal de detección, nA y límite 

de detección, nmol dm-3. 

 

 

El LOD medio obtenido, para α = β= 0.05 y una réplica, fue de 2.9 ± 0.4 

mmol dm-3. 
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VII.6. Determinación de etanol en muestras reales. 

 
Puesto que el objetivo final del presente trabajo es demostrar la posible 

aplicación de estos biosensores dentro de la industria alimentaria, se procedió 

a la determinación de etanol en diferentes muestras de vino blanco facilitadas 

por el “institut català del vi” (INCAVI). 

 

La metodología utilizada en el INCAVI para la determinación del 

grado alcohólico volumétrico adquirido (GAV) consiste en la destilación de la 

muestra, y una vez separado el etanol de las sustancias interferentes, se 

estima la cantidad de éste a través de medidas de densidad [23]. En la tabla 

VII.6.1 se muestran los valores de contenido en etanol en las muestras 

analizadas, de acuerdo a este procedimiento. 

 

En el caso del biosensor propuesto para la cuantificación de etanol, la 

metodología consistió en adiciones estándar utilizando técnicas de regresión 

univariante. 

 

Se registraron diversos cronoamperogramas, en las condiciones 

optimizadas, mediante adiciones de 200 µl de una solución 0.5 mol dm-3 de 

etanol sobre una muestra de vino sin tratamientos previos (Fig VII.6.1). Las 

rectas de regresión realizadas sobre la intensidad cuantificada para cada 

concentración de etanol frente a dicha concentración, conduce a los valores de 

concentración de etanol en vino. 

 

Los resultados obtenidos con estos biosensores así como los datos 

facilitados por el INCAVI se muestran el la tabla VII.6.1. Como se puede ver, 

grado alcohólico volumétrico adquirido calculado se corresponde con los 

datos calculados con el método estándar. 
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Figura VII.6.1: Cronoamperograma obtenido para una de las adiciones estándar realizadas. 

Potencial aplicado, - 0.2V. 

 

 

 

Tabla VII.6.1: Concentración de etanol en distintas muestras de vino calculada con los 

biosensores desarrollados (n = 3, α = 0.05), y valores estimados por el INCAVI. 

 

 

 

 

 

Muestra 1791 Muestra 1850 Muestra 1877
1ª medida 12.62 14.8 9.22
2ª medida 14.92 13.01 9.06
3ª medida 10.14 9.87 11.3

media 12.57 ± 2.7 12.72 ± 2.4 9.86 ± 1.9
Resultado INCAVI 11.55 11.65 11.2
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VIII.- Objetivos. 
 

 

 

 

 Estudiar la viabilidad de un biosensor basado en los enzimas 

Horse Radish peroxidasa (HRP) y Glucosa oxidasa (GOx), inmovilizados con 

serum de albúmina bovina (BSA) y gluteraldehído, para la determinación de 

glucosa, empleando chips fabricados con métodos serigráficos. 

 

 Optimizar las variables o parámetros experimentales que afectan 

a la variable respuesta, mediante la metodología del diseño de experimentos. 

 

 Estudiar la reproducibilidad y repetibilidad de los biosensores 

construidos. 

 

 Establecer el límite de detección del procedimiento. 

 

 Determinar cronoamperométricamente glucosa en muestras 

reales de distintos mostos. 
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VIII.1.- Introducción. 

 

 

 
Como se ha puesto de manifiesto en el capítulo anterior, la serigrafía es 

una de las tecnologías mejor establecidas para la fabricación de transductores 

electroquímicos, debido a su bajo coste y la posibilidad de producción masiva 

de éstos [1]. 

 

Combinando estas ventajas con las asociadas a los biosensores 

enzimáticos, es factible la obtención de  dispositivos de respuesta rápida, bajo 

coste y, por tanto, desechables [2,3]. Estas características hacen de los 

biosensores serigráficos una herramienta analítica de gran interés para control 

de calidad en la industria alimentaria [4]. 

 

En este capítulo se detalla la fabricación y caracterización de un 

biosensor para la determinación de glucosa en mosto empleando los 

transductores fabricados meditante técnicas serigráficas descritos en el 

capítulo IV. 

 

Se ha diseñado un sensor bienzimático basado en GOx y HRP, con el 

fin de determinar la glucosa presente en diferentes muestras de mosto. El 
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seguimiento de la reacción enzimática se llevó a cabo mediante la reducción 

de un mediador, ferrocianuro (Fe2+), que reduce el potencial de la oxidación 

electroquímica del peróxido de hidrógeno [5], de acuerdo con el esquema 

presentado en la figura VIII.1.1. 
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Figura VIII.1.1: Mecanismo de detección del sensor bienzimático. 

 

 

El proceso más delicado en la fabricación de un biosensor; para su 

perfecto funcionamiento, coste de producción y tiempo empleado en ésta, es 

la inmovilización enzimática. El método seleccionado para este fin fue el 

entrecruzamiento o “cross-linking” de los enzimas GOx y HRP, ya que permite 

una fabricación rápida y barata sin grandes pérdidas en la actividad 

enzimática [6]. 

 

Uno de los entrecruzadores más utilizados para la inmovilización de 

proteínas sobre electrodos es el gluteraldehído [7-11], que forma un enlace de 

gran estabilidad con los grupos amino de las proteínas [12]. Fue el utilizado 

también en el desarrollo de este trabajo.  

 

El enzima HRP es de pequeñas dimensiones, y tiene una alta 

solubilidad en agua [13], por lo que se utilizó una proteína inerte como el 

serum de albúmina bovina (BSA), que modifica el material biológico 

reduciendo la solubilidad y aumentando el tamaño [14], facilitando así su 

inmovilización en gluteraldehído. La estructura que forma este entrecruzador 

con las enzimas es aún desconocida [7,15], pero debido a la formación de 
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enlaces tan estables con los mismos se cree que es posible la formación de 

ciclos similares a los mostrados en la  figura VII.1.2 [12]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VIII.1.2: Posible estructura del entrecruzamiento de los enzimas (línea verde) con 

BSA (línea roja) y gluteraldehído (línea azul). 

 

 

VIII.2.- Experimental 

 
VIII.2.1.- Reactivos, equipos y software. 

 

La inmovilización enzimática se llevó a cabo sobre los transductores 

amperométricos fabricados mediante técnicas serigráficas descritos en el 

capítulo IV de este trabajo. 

 

Se utilizaron reactivos de grado analítico sin purificación adicional. 

Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizada ultrapura 

(18MΩ cm). 
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Las disoluciones de GOx (EC.1.1.3.4, Sigma, Steinheim, Alemania), 

HRP (EC 1.11.1.7, Sigma, Steinheim, Alemania) y BSA (Aldrich, Steinheim, 

Alemania), se prepararon disolviendo la cantidad adecuada de cada uno de 

ellos en una solución 0.05 mol dm-3 de tampón fosfato a pH = 7, 0.1 mol dm-3 

de KCl (Panreac, Barcelona, España) (electrolito soporte). Como 

entrecruzador, se utilizó gluteraldehído (Flucka, Steinheim, Alemania). 

 

Las disoluciones de glucosa se prepararon disolviendo la cantidad 

adecuada de ésta en la solución de electrolito soporte. 

 

El pH de las disoluciones se cuantificó con un pHmetro Crison GLP 22 

(Barcelona, España). 

 

Todas las medidas electroquímicas se realizaron utilizando un Autolab 

PGSTAT 12 (Eco Chemie BV, Utrecht, Holanda).  

 

Los datos fueron adquiridos y procesados mediante el software 

General Purpose Electrochemical System [16] (GPES). El análisis de dados se 

realizó utilizando los programas informáticos STATGRAPHICS PLUS [17], 

para los diseños de experimentos, PROGRESS [18], para las regresiones 

lineales, y DETARCHI [19], para determinar el límite de detección. 

 

 

VIII.2.2- Modificación del electrodo de trabajo. 
 

 

Inmovilización enzimática 

 

En este caso, la inmovilización de los enzimas (GOx y HRP) se realizó 

mediante entrecruzamiento con BSA y gluteraldehído, para lo que se 
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disolvieron los enzimas y el BSA en 0.05 mol dm-3 tampón fosfato pH 7, 0.1 

mol dm-3 (Concentración de cada uno de ellos, 1.66% [13]). Esta solución se 

mezcló a su vez, en una relación 1:1, con gluteraldehído (GA) (2.5% solución 

acuosa).  

 

Cabe destacar que previamente a la inmovilización enzimática fue 

necesario realizar una activación de la superficie del transductor, tal y como 

se describe en la sección IV.4.2. 

 

Se depositaron sobre el electrodo de trabajo 5 µl de esta muestra, y se 

dejaron reaccionar durante una hora a 4ºC. Finalmente, el exceso de 

gluteraldehído fue eliminado con agua. 

 

A diferencia de otros biosensores descritos en esta memoria, en este 

caso se trabaja con el mediador, ferrocianuro, en solución, debido a la 

dificultad para mantener este mediador inmovilizado en la membrana 

enzimática de forma estable. 

 

 

Conservación del electrodo. 

 

Previo a su utilización, es necesario acondicionar el sensor durante una 

hora en una solución de electrolito soporte.  

 

Cuando los biosensores no están operativos, se almacenaron en una 

solución de electrolito soporte a 4 ºC. 
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VIII.3.- Caracterización del biosensor 
 

 

VIII.3.1 Experiencias previas 

 

Un paso previo a la optimización de las variables experimentales que 

determinarán las condiciones de las mismas para obtener la mejor respuesta 

de estos biosensores, es la comprobación de que existe respuesta 

amperométrica a las adiciones de glucosa debida a la reacción enzimática y no 

a la oxidación o reducción directa del analito en el electrodo.  

 

Con este fin se utilizaron dos transductores, uno de ellos 

enzimáticamente modificado y otro como blanco, 

 

 SPE + GOx-HRP-BSA-GA 

 SPE + BSA-GA  

 

Estas pruebas se realizaron con dos concentraciones de ferrocianuro en 

celda diferentes, 0.1 mmol dm-3 y 1 mmol dm-3. 

 

Según la bibliografía existente [8, 20] y la experiencia adquirida en el 

grupo de trabajo con sensores bienzimáticos basados en HRP y ferrocianuro, 

este tipo de dispositivos trabajan a un potencial aplicado en torno a - 0.1 V, 

por lo que fue el potencial seleccionado en esta etapa de la experimentación. 

 

En la figura VIII.3.1 se muestran los amperogramas obtenidos en los 

experimentos descritos, para diferentes adiciones de 20 µl de una solución de 

5 mmol dm-3glucosa. 
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Figura VIII.3.1: Respuesta cronoamperométrica para diferentes adiciones de 20 µl de 5 mmol 

dm-3 de glucosa utilizando tres dispositivos diferentes. Potencial aplicado,        

- 0.1 V. 

 

 

El primer aumento de intensidad que se registra en los tres 

cronoamperogramas, corresponde a la adición del mediador en la celda de 

medida. Seguidamente y una vez alcanzada una línea base estable, se 

adicionó glucosa, pero sólo se obtuvo respuesta en los casos en que el 

electrodo había sido modificado enzimáticamente (líneas roja y verde).  

 

A concentraciones más elevadas de mediador se observó mayor 

respuesta, pero también se obtuvo una señal con más ruido de fondo. Por esta 

razón se decidió partir de la concentración de mediador menor para la 

optimización de las variables.  
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VIII.3.2 Optimización de las variables experimentales. 

 
El funcionamiento de este tipo de biosensores está influenciado por el 

potencial aplicado (Eap), la concentración de mediador en la celda de medida 

(CFe) y la actividad enzimática, que en gran parte depende a su vez de la 

concentración de gluteraldehído (Cglut)[21]. Por este motivo fueron estas 

variables las seleccionadas para estudiar su influencia en la respuesta. 

 

Esta optimización se realizó mediante la metodología del diseño de 

experimentos, a través de un diseño central compuesto 23 (sección VI.3). A 

continuación se presentan los valores correspondientes a los niveles alto, bajo 

y al punto central para cada uno de los factores estudiados, que fueron 

seleccionados según bibliografía y los experimentos previos descritos, 

 

 

Eap (+) = 0.1 V Cglut (+) = 3.9 % CFe (+) = 0.15 mmol dm-3 

Eap (-) = - 0.3 V Cglut (-) = 1.1 % CFe (-) = 0.05 mmol dm-3 

Eap (0) = - 0.1 V Cglut (0) = 2.5 % CFe (0) = 0.10 mmol dm-3 

 

 

La concentración de glucosa en celda en todos los cronoamperogramas 

registrados para el diseño de experimentos fue  de 10 µmol dm-3. 

 

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla VIII.3.1. Para poder 

analizar los resultados de forma correcta, las experiencias en las que no se 

obtuvo respuesta alguna se cuantificaron con un valor de intensidad de 0.01 

µA. 

 

Los resultados obtenidos, presentados en forma de ANOVA, se 

muestran en la Tabla VII.3.2. 
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Tabla VIII.3.1.: Resultados del diseño central compuesto 23 para la optimización de los 

parámetros experimentales en un sensor bienzimático para la determinación 

de glucosa (CGLU = 10 × 10-6  mol dm-3).  

 

E ap (V) C glut ( % ) C Fe (mmol dm-3) I (µA)

-0.30 1.10 0.050 7.10
0.10 1.10 0.050 0.01
-0.30 3.90 0.050 11.20
0.10 3.90 0.050 0.01
-0.30 1.10 0.150 12.70
0.10 1.10 0.150 0.01
-0.30 3.90 0.150 12.20
0.10 3.90 0.150 0.01
-0.44 2.50 0.100 0.01
0.24 2.50 0.100 0.01
-0.10 0.15 0.100 6.10
-0.10 4.85 0.100 6.10
-0.10 2.50 0.016 12.90
-0.10 2.50 0.184 16.50
-0.10 2.50 0.100 11.60
-0.10 2.50 0.100 13.10
-0.10 2.50 0.100 17.60

 
 

Tanto en el ANOVA (Tabla VIII.3.2) como en el diagrama de Pareto 

(Fig. VIII.3.2), puede observarse que sólo el potencial de trabajo, a través de su 

interacción cuadrática, es una variable significativa (P <0 .05), siendo el 

modelo adecuado para ajustar los datos experimentales puesto que no se 

obtuvo fallo de ajuste (P > 0.05) para un nivel de confianza del 95%. 

 

La Figura VIII.3.3 muestra la superficie de respuesta obtenida al fijar el 

valor de concentración de mediador en el correspondiente al punto central. 

Puede observarse que se alcanza un máximo claramente definido para los 

siguientes valores de las variables experimentales, 
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Tabla VIII.3.2: ANOVA de los datos obtenidos mediante la metodología de diseño de 

experimentos. 

S.C., suma de cuadrados; G.L., grados de libertad; M.C., media de 

cuadrados; Fexp = MCfactor/MCerror; Pactual, nivel de probabilidad;*Factores 

significativos a α = 0.05. 

 

Efecto S.C. G.L. M.C. Fexp Pactual
A : E ap 136.63 1 136.63 14.01 0.0645
B: C glut 0.95 1 0.95 0.10 0.7846
C: C Fe 11.73 1 11.73 1.20 0.3872
AA 308.20 1 308.20 31.61 0.0302*
AB 1.62 1 1.62 0.17 0.7230
AC 5.45 1 5.45 0.56 0.5328
BB 106.41 1 106.41 10.91 0.0807
BC 2.65 1 2.65 0.27 0.6544
CC 0.01 1 0.01 0.00 0.9759
Fallo de ajuste 103.97 5 20.79 2.13 0.3493
Error puro 19.50 2 9.75
Total (corr) 664.64 16

R2 = 0.81423
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VIII.3.2: Diagrama de Pareto para la variable respuesta. 
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Figura VIII.3.3: Superficie de respuesta para la variable respuesta obtenida para el valor 

correspondiente al punto central de mediador. 

 

 

CFe, 1 × 10-4 mol dm-3  Cglut, 2.6 %  Eap, -  0.16 V 

 

 

Estos fueron, por tanto, los valores de las variables experimentales 

seleccionados como óptimos para la determinación de glucosa, utilizando los 

biosensores descritos. 

 

En la figura VIII.3.4 se muestra un cronoamperograma realizado en 

las condiciones óptimas para este biosensor. 

 

 

 

 

C Fe = 0.1 mmol dm-3
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Figura VIII.3.4: Cronoamperograma registrado con un sensor bienzimático para la 

determinación de glucosa, utilizando chips serigráficos. Cada adición 

corresponde a 10 µl de una solución 5 mmol dm-3 de glucosa. 

 

 

VI.3.4.- Estabilidad del biosensor. 

 
Como se ha comentado en capítulos anteriores, la estabilidad de un 

biosensor está influenciada en gran medida por la contaminación de la 

membrana. En este tipo de inmovilización se debe tener en cuenta además el 

“leaking” o disolución de la enzima en la solución. 

 

Como en los casos anteriores, la estabilidad de este biosensor se evaluó 

mediante un estudió de la repetibilidad y reproducibilidad de las rectas de 

calibrado construidas con estos dispositivos.  
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La repetibilidad se estudió mediante diferentes medidas 

amperométricas realizadas con un mismo biosensor fabricado en las 

condiciones óptimas descritas en el apartado anterior. 

 

En la figura VIII.4.1 se muestran los puntos experimentales y las rectas 

de calibración construidas, tomando un intervalo de concentración de glucosa 

de 4.9 µmol dm-3 a 49 µmol dm-3.  

 

y = 1.903x - 4.3524
R2 = 0.9973

y = 2.282x - 1.803
R2 = 0.9992
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0

20

40

60

80

100

120

140

160

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00
Cglu (µmol dm-3)

I (
nA

)

 
 

Figura VIII.4.1: Puntos experimentales y rectas de calibración obtenidas para estimar la 

repetibilidad del biosensor para la determinación de glucosa, realizados a lo 

largo de un mismo día. 

 

 

Dichas rectas fueron óptimamente evaluadas, eliminando los puntos 

anómalos mediante LMS (sección VI.4.1), y sus pendientes se utilizaron para 

estimar la desviación estándar residual (RSD) asociada, que resultó de 15.4% 

(n=5, α = 0.05). Este relativamente elevado valor puede atribuirse al proceso 

de “leaking” asociado a este tipo de inmovilización. 
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La reproducibilidad del biosensor se comprobó analizando las 

pendientes de de cinco rectas en el mismo intervalo de concentración que el 

utilizado para el estudio de la repetibilidad, utilizando diferentes biosensores 

(Fig VIII.4.2).  
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Figura VIII.4.2: Puntos experimentales y rectas de calibración obtenidas para estimar la 

reproducibilidad del biosensor para la determinación de glucosa.  

 

 

La RSD asociada a dichas pendientes fue de 6.47% (n=5). Teniendo en 

cuenta que la fabricación de esta membrana no es un proceso automatizado, 

se puede afirmar que la reproducibilidad de estos dispositivos es excelente. 

 

 

VIII.5. Límite de detección. 
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De acuerdo con el procedimiento descrito en capítulos anteriores para 

el cálculo del LOD, la primera etapa consiste en la determinación de una 

relación lineal entre la concentración de glucosa y la señal. 
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Se realizaron diferentes calibrados en las condiciones optimizadas 

previamente, que se utilizaron, una vez eliminados los puntos anómalos, para 

la construcción de las curvas de detección mediante el programa DETARCHI 

[19]. 

 

El LOD medio obtenido para α = β = 0.05 y una réplica fue de 4.4  ±  0.1 

µmol dm-3 (n = 4). 

 

 

VIII.6. Determinación de glucosa en muestras 

reales. 

 
Una vez demostrado el buen funcionamiento de estos biosensores en 

muestras sintéticas, se analizó la posibilidad de su aplicación en la industria 

vitivinícola mediante la medida de la concentración de glucosa en mostos.  

 

El mosto fue facilitado por el “institut català del vi” (INCAVI), así 

como la concentración de azúcares totales expresado en ºBrix, calculados 

mediante refractometría. Éste es un método indirecto, a través del cual se 

puede determinar la concentración de azúcares totales en el mosto mediante 

la medida del índice de refracción. 

 

Los azúcares predominantes en la uva son la glucosa y la fructosa, en 

una relación de 1:1 [22]. La concentración de azúcares totales es la suma de 

estos dos analitos, y por tanto los ºBrix dependen de ellos. Existen tablas en 

las que se relacionan estos dos parámetros [23], multiplicando los ºBrix por el 

factor adecuado se puede obtener la concentración de azúcares totales en g l-1. 
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Este factor es diferente según el método utilizado para determinar la 

concentración de glucosa y fructosa. 

 

Se facilitaron quatro muestras de mosto, tres de las cuales se utilizaron 

para buscar esta relación entre los ºBrix y la concentración de glucosa 

determinada con los biosensores desarrollados.  

 

Todos los análisis se realizaron mediante adición estándar (Fig 

VIII.6.1), adicionando 10 µl de una solución 5 mmol dm-3 de glucosa sobre las 

muestras de mosto. 
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Figura VIII.6.1: Cronoamperograma correspondiente a una de las adiciones estándar 

realizadas para la determinación de glucosa en mosto, en las condiciones 

de las variables experimentales optimizadas previamente. 

 

 

En la tabla VIII.6.1, se muestra el factor calculado a partir del valor de 

ºBrix facilitados por el INCAVI, y la concentración de glucosa calculada con 

los biosensores.  
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Tabla VIII.6.1: Cálculo del factor que relaciona ºBrix y concentración de glucosa, para este 

tipo de biosensores. 

 

Mosto ºBrix Conc. Glucosa calculada (g/l) Factor calculado
68-05 19.5 82.39±12 4.23

OTA 3 18.7 87.3±6.6 4.67
OTA 8 23.6 96.6±9.5 4.09

factor medio 4.33
 

 

La muestra de mosto restante, de las facilitadas por el INCAVI, se 

utilizó como test. Así, se calculó la concentración de glucosa en esta muestra 

mediante adicción estándar, el valor obtenido fue de 92.86 ± 10.2 g l-1.A través 

del factor medio de 4.33 (RSD 6.20 %, n = 3, α = 0.05), se calcularon los ºBrix 

de esta muestra (21.4 ± 2.4). Los resultados obtenidos presentan gran 

concordancia con los facilitados por el instituto de referencia (21.3 ºBrix). 
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De los resultados de los capítulos precedentes se extraen las siguientes 

conclusiones, 

 

1. La tecnología de capa delgada, basada en silicio, ha demostrado 

ser eficaz en el diseño y la fabricación de distintos tipos de 

microtransductores amperométricos. En la caracterización de los mismos, los 

mejores resultados se obtuvieron con el dispositivo de diseño circular, con 

una reproducibilidad en la respuesta amperométrica, en términos de 

desviación estándar residual, de 1.19 % (n = 10, α = 0.05). 

 

2. A su vez, la técnicas serigráficas o de capa gruesa son aptas para 

la fabricación de dispositivos miniaturizados, incluso cobran especial 

relevancia en el caso del diseño de dispositivos miniaturizados y desechables. 

La caracterización de los dos tipos de transductores amperométricos que 

fueron fabricados mediante esta tecnología, no presentó diferencias 

significativas entre ellos, con reproducibilidades en torno al 7.7 % (n = 10,       

α = 0.05). 

 

3. La combinación de las tecnologías de capa delgada y gruesa, 

permitió la integración de un electrodo de pseudo-referencia basado en tintas 

de Ag/AgCl, en los chips amperométricos que carecían de él. Este electrodo 

presenta una deriva inferior a 0.25 mV h-1 para una concentración de 0.1 mol 

dm-3 KCl y es estable durante más de 10 horas. La respuesta que presenta ante 

variaciones de la concentración de cloruros tiene un comportamiento típico 

nernstiano,  con pendientes de 57 mV.  Estas características lo definen como 
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apto para su utilización en la realización de medidas voltamperométricas, 

como bien se ha demostrado. 

 

4. La clorinización, mediante voltamperometría cíclica, de plata 

electrodepositada sobre el platino del chip original también conduce a la 

formación de un electrodo de pseudo-referencia viable para la realización de 

medidas electroquímicas. Estos electrodos presentan una deriva inferior a 0.1 

mV h-1 en una solución de 0.1 mol dm-3 de KCl y son estables durante más de 

10 horas, siendo su respuesta nernstiana con pendientes próximas a 50 mV en 

la repesentación E (V) vs log acl-. Estos electrodos son viables para la 

realización de medidas voltamperométricas, obteniendo resultados 

satisfactorios. 

 

5. En el caso de la fabricación de electrodos de pseudo-referencia 

basados en óxidos de iridio y plata, el potencial medido en una solución 0.05 

mol dm-3 de fosfato pH 7 no es estable, presentando derivas comprendidas 

entre 10 y 30 mV. Estas características no son deseables en este tipo de 

electrodos por lo que se desaconseja su utilización en el registro de medidas 

electroquímicas. 

 

6. Los transductores desarrollados mediante técnicas de capa 

delgada, se emplearon en la construcción de biosensores para la 

determinación de analitos, tales como glucosa y etanol, tanto en muestras 

sintéticas como reales. La inmovilización de los enzimas en el electrodo de 

trabajo a través de la electrogeneración de un polímero conductor, conduce a 

resultados totalmente satisfactorios. 

 

7. El sensor bienzimático basado en GOx y HRP para la 

determinación de glucosa, precisa de un mediador para amplificar la señal 

registrada y eliminar las posibles interferencias de otros analitos. 
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8. Las variables que influyen en la respuesta amperométrica de 

estos biosensores fueron optimizadas a través de la metodología del diseño de 

experimentos. Así, al utilizar meldola’s blue como mediador, los valores 

obtenidos para los factores optimizados fueron, Eap = -0.017 V, CMB = 0.38 

mmol dm-3 y CPy = 0.056 mol dm-3. En el caso de utilizar ferrocianuro, los 

valores optimizados fueron, CEnz = 0.056%, CFe = 7 mmol dm-3 y CPy = 0.039 

mol dm-3. 

 

9. La repetibilidad y reproducibilidad obtenidas para este tipo de 

biosensores es de 3.71 % (n = 4, α = 0.05) y 15 % (n = 4, α = 0.05), 

respectivamente, en el caso de utilizar Meldola’s blue como mediador y de 

7.09 % (n = 4, α = 0.05) y  9.12 % (n = 4, α = 0.05), respectivamente, para 

ferrocianuro. 

 

10. Es posible determinar la concentración de glucosa en mosto 

mediante adición estándar utilizando en sensor bienzimático basado en 

ferrocianuro como mediador. 

 

11. Para la determinación de alcohol en vino, se desarrolló un 

sensor bienzimático basado en AOx y HRP, que precisa ferrocianuro como 

mediador. Las variables optimizadas mediante el diseño de experimentos son, 

Eap = - 0.2 V, CEnz = 2.5 mg ml-1 y CFe = 7.5 mmol dm-3. 

 

12. Estos biosensores presentan una repetibilidad de 9.03 %, (n = 5, 

α = 0.05) una reproducibilidad de 6.09% (n = 5, α = 0.05) y un límite de 

detección medio de 2.9 ± 0.4 mmol dm-3 (n = 3 α = 0.05 y una réplica). 

 

13. Utilizando estos biosensores y mediante adición estándar es 

posible determinar la cantidad de alcohol presente en muestras diferentes de 

vino blanco, obteniendo resultados satisfactorios. 
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14. Los transductores serigráficos facilitan la construcción de 

biosensores mediante inmovilización de los enzimas GOx y HRP por 

entrecruzamiento con gluteraldehido y BSA. Utilizando ferrocianuro en 

solución como mediador, estos dispositivos se caracterizaron y se utilizaron 

para medir la concentración de glucosa en mosto. 

 

15. Los valores óptimos de variables experimentales que afectan a la 

calidad de la señal electroquímica fueron, CFe = 0.1 mmol dm-3, Eap = - 0.16 V 

y Cglut = 2.6 %. 

 

16. Estos dispositivos presentan una repetibilidad, en términos de 

desviación estándar residual, del 15.4 % (n = 5, α = 0.05), una 

reproducibilidad del 6.47 % (n = 5, α = 0.05) y un límite de detección medio de 

4.4 ± 0.1 µmol dm-3 (n = 4 α = 0.05 y una réplica). 

 

17. Utilizando estos dispositivos se determinó la cantidad de 

azúcares totales, en º Brix, presente en muestras diferentes de mostos con 

resultados satisfactorios. 




