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Pasta conductora, electrodos sensores elec-
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La pasta conductora comprende un material conduc-
tor en forma de particulas que se mantienen uni-
das en una matriz que puede ser modificada para
incluir elementos de reconocimiento y/o transduc-
tores electroquimicos. El material conductor com-
prende particulas de carbono, particulas metalicas o
particulas de carbono metalizado. La matriz com-
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ser hidréfila o hidréfoba. Los electrodos comprenden
dicha pasta conductora y opcionalmente un media-
dor, mientras que los sensores comprenden ademas,
un agente de reconocimiento quimico o bioldgico.
Los electrodos y sensores, alcanzan elevadas densida-
des de corriente, son altamente permeables y rigidos
y se pueden construir mediante técnicas de impresién
serigrafica o por chorro. También se proporcionan in-
strumentos analiticos y equipos electroquimicos que
comprenden al menos uno de dichos electrodos o sen-
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DESCRIPCION

Campo de la técnica

Esta invencién se refiere a las técnicas de cons-
truccién de electrodos de microparticulas. En
particular se refiere a electrodos consistentes en
particulas de carbono u otros materiales conduc-
tores microparticulados que se mantienen unidos
en una matriz hidroéfila consistente, a su vez, en
un polimero hidréfilo y que es capaz de mante-
ner su consistencia en medios hidréfilos. El mis-
mo principio se cumple en ambientes hidréfobos.
La matriz del electrodo puede ser modificada en
su seno para incluir elementos de reconocimiento
biolégico y quimico y/o transductores electroqui-
micos. La técnica puede ser usada para fabricar
tintas que son imprimibles mediante impresién se-
rigrafica (“screen printing”) o impresién por cho-
rro (“jet printing”).

Introduccién

Los métodos electroquimicos para la deteccién
y analisis de analitos en muestras complejas ofre-
cen, en general, una alternativa selectiva, sensi-
ble y de bajo coste frente a las técnicas analiticas
clasicas que exigen laboriosas operaciones previas
y costosa instrumentacion. Especialmente, tras
la aparicién de los biosensores, varias configura-
ciones de electrodos han sido desarrolladas para
que el comportamiento analitico de dichos elec-
trodos se ajuste a los requerimientos de fiabili-
dad y practicabilidad analitica (p.e. exactitud,
precisién y bajo coste de produccién) de un in-
strumento analitico. Dichas configuraciones han
hecho uso de fibras de carbono, fotolitografia, im-
presién en pantalla (“screen printing”) y materia-
les de pasta de carbono.

Simultdneamente, resulta especialmente im-
portante conseguir la miniaturizacién y la manu-
factura de los electrodos. Un problema comtn
y relacionado con la miniaturizacion estriba en
la necesidad de alcanzar elevadas densidades de
corriente de tal forma que los electrodos minia-
turizados puedan producir corrientes facilmente
medibles sin la necesidad de sistemas electréni-
cos sofisticados de amplificacién de corriente y
reduccién de ruido. Para que dichas densidades
de corriente se consigan, el flujo de electrones
al electrodo no debiera estar limitado por pro-
cesos cinéticos y deberia ser tan proximo como
fuese posible a un proceso limitado por difusién
o transporte de materia (siempre y cuando no
se introduzca una barrera externa difusional me-
diante una membrana) del sustrato (analito) a la
superficie del electrodo. De esta forma se consi-
guen flujos de electrones elevados que se traducen
en elevadas corrientes de electrooxidacion o elec-
troreduccién (en el modo amperométrico de ope-
racién) o tiempos de respuesta muy cortos (en el
modo potenciométrico). La manufactura requiere
que los electrodos puedan ser construidos en con-
diciones tales que las caracteristicas de respuesta
sean lo més uniforme posible. Otros requerimien-
tos para la manufactura de electrodos se refieren a
su estabilidad operativa y de conservacién a largo
plazo asi como a su firmez o resistencia.

Especificamente y de aplicacién a los biosen-
sores hay que anadir la exigencia de obtener re-
producibilidad en la mezcla de las distintas partes
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constitutivas: la de reconocimiento biolégico y la
de transduccién (es decir, moléculas biolégicas y
un mediador o una sustancia capaz de transferir
electrones) y varios electores que puedan mejorar
la actividad de la molécula bioldgica.

En la mayoria de las aplicaciones analiticas de
los electrodos enzimaticos amperométricos o in-
munosensores, las matrices son acuosas y los ana-
litos generalmente son sustancias hidréfilas. En
estos casos y para conseguir un elevado flujo de
electrones, los electrodos tienen que poseer una
elevada permeabilidad e hidrofilia ofreciendo una
gran area superficial a la matriz analitica. Adi-
cionalmente, en muchas de estas configuraciones,
en las que la senal de transduccién de la reaccién
biolégica es efectuada a través del uso de media-
dores de transferencia de electrones, el microam-
biente del electrodo tiene que favorecer las ve-
locidades de reaccién del analito con la molécula
biolégicay de la molécula biolégica con la quimica
de transduccién, manteniendo al mismo tiempo
la actividad electrocatalitica de la fase conduc-
tora alta para que todos los procesos sean lo mas
rapidos posible. De esta manera, se puede con-
seguir el objetivo mencionado anteriormente y el
paso limite (el més lento) resulta ser el de trans-
porte del analito al electrodo.

Estado actual de las técnicas

En los ultimos 20 anos se han desarrollado di-
versas configuraciones de electrodos con los crite-
rios mencionados anteriormente. Este esfuerzo ha
sido creciente debido al desarrollo simultaneo de
los biosensores. Las aplicaciones de dichas con-
figuraciones son sistemas analiticos de uso pro-
longado o bien de un unico uso. Las configura-
ciones que han resuelto el problema de las densi-
dades de corriente se orientan hacia el aumento
del area superficial especifica de los materiales
(p-e., uso de grafito reticulado [Wang, J. (1981)
Anal. Chim. Acta, 26, 1721-1726] o electrodepo-
sicién de particulas conductoras [Crumbliss, A.L.,
Perine, S.C., Stonehuemer, J., Tubergen, K.R.,
Zhao, J., Henkens, R.W., and O’Daly, J.P. (1992)
Biotechn. Bioeng., 40, 483-490; Ocon-Esteban,
P., Leger, J.-M, Lamy, C., and Genies, E. (1989)
J. Appl. Electrochem., 19, 462-464]). Estas estra-
tegias generalmente plantean problemas de manu-
factura y anaden pasos adicionales en los procesos
de produccion.

Una alternativa que se presenta prometedora
para disenos que permitan elevados costes de pro-
duccién (p.e., de uso prolongado o continuo) es el
uso de fotolitografia para construir la base con-
ductora del electrodo y la subsiguiente modifi-
cacién de los electrodos formados con las partes
biolégicas y de transducciéon. Ademas del elevado
coste, esta técnicas implican varios pasos de pro-
duccién aumentando la complejidad y yendo en
detrimento de la reproducibilidad del proceso.

Se han descrito configuraciones de electro-
dos basadas en carbono sdlido y en materiales
de pasta de carbono [Gilmartin, A.T.M., and
Hart, J.P. (1995) Analyst, 120, 1029-1045; Gor-
ton, L. (1995) Electroanalysis, 7, 23-45; Kalcher,
K., Kautfmann, J.M., Wang, J., Svancara, 1., Vy-
tras, K., Neuhold, C., and Yang, Z. (1995) Elec-
troanalysis, 7, 5-22]. En estos trabajos apare-
cen cientos de configuraciones con algunas ca-
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racteristicas comunes: i) el uso de una matriz
hidréfoba (liquido plastificante) para mantener
unido el material conductor microparticulado en
el medio hidréfilo de la muestra y ii) el recubri-
miento con membranas para retener unidos los
elementos bioldgicos y de transduccién en la pro-
ximidad de los electrodos; adicionalmente estas
membranas disminuyen dramaéaticamente el flujo
de transporte de materia del analito a la superficie
del electrodo estableciéndose un “pseudocontrol”
por difusién. Inicialmente, puede pensarse que
estas configuraciones poseen una elevada area su-
perficial que, sin embargo, es electroinactiva por
la presencia del liquido plastificante hidréfobo. A
esta limitacion hay que anadir que el flujo del ana-
lito depende de las caracteristicas de la membrana
de recubrimiento, de tal forma que estos electro-
dos tienen escasa reproducibilidad y ofrecen den-
sidades de corriente muy bajas (por consiguiente
el grado de miniaturizacién esta muy limitado).
No obstante, las configuraciones basadas en pasta
de carbono ofrecen todavia ventajas tecnolégicas
significativas ya que permiten la mezcla en la ma-
triz y la modificacién de la fase conductora y de
reconocimiento (biolégico en el caso de biosenso-
res) y de transduccién.

Resumen de la invencién

Se introduce el concepto de fases de elec-
trodos consistentes en materiales microparticu-
lados conductores. Basdndose en esta configu-
raciéon de fases se simplifica la manufactura de
electrodos, y especialmente de biosensores, y se
obtienen electrodos facilmente miniaturizables y
reproducibles.

En particular, para electrodos que vayan a
operar en matrices analiticas acuosas (sangre, cal-
dos de fermentacién, afluentes industriales, etc.)
el material conductor microparticulado se man-
tiene unido no con una matriz hidréfoba sino con
una hidréfila que puede ser un polimero soluble en
agua con o sin la posibilidad de una modificacién
quimica. Un ejemplo de dicho polimero puede ser
poli(vinilpiridina), tal y como se muestra en la
Figura 1b, donde un determinado niimero de pi-
ridinas han sido cuaternizadas con etilaminas. El
material polimérico de unién tiene que incorpo-
rarse a la fase en un porcentaje en peso superior
o igual al 10 %.

La fase conductora microparticulada, Figura
la, puede consistir en particulas de carbono de
varios didmetros y puede contener particulas de
metales o particulas de carbono metalizadas. La
matriz polimérica puede contener funcionalida-
des que interacionen con las particulas conduc-
toras (p.e., mitades de piridina que pueden in-
teracionar hidrofébicamente con la superficie de
carbono) y/o grupos que pueden ser entrecruza-
dos facilmente (p.e., aminas, dcidos carboxilicos,
alcoholes, etc.).

El material de unién y el conductor se mez-
clan en proporciones distintas dependiendo de
las caracteristicas que se quieran conferir a los
electrodos. La mezcla puede hacerse, sin nece-
sidad de un control de humedad, si bien y en
general la adicién de una minima cantidad de
agua mejorard la homogeneidad de la pasta re-
sultante. A escala de laboratorio, la mezcla es
eficiente en un mortero pero a escala industrial
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se puede utilizar un tambor de mezclado u otro
equipo similar. La fase conductora es carbono o
grafito, con o sin modificacién (p.e., tratamiento
con plasma, oxidacién quimica o electroquimica)
o microparticulas de metales anadidas a la ma-
triz o depositadas electroquimicamente. La
fase de unién puede contener, ademds de los
distintos tipos de polimeros descritos anterior-
mente (p.e., poli(vinilpiridinas) modificadas o
sin modificar, alcoholes polivinilicos, poliaminas,
polidcidos, etc.), nanoparticulas afiadidas (p.e.,
nanoparticulas de latex modificadas en su super-
ficie). Un material adicional a la pasta puede ser
un agente de entrecruzamiento, Figura 1d, y que
rapidamente forma uniones covalentes con la ma-
triz de unién y/o las microparticulas conductoras
(p-e., un diepoxido, una carbodiimida activada,
un dialdehido, una poliaziridina u otro agente di
o multifuncional).

Los electrodos resultantes presentan alta per-
meabilidad y permiten flujos altos de sustrato en
su seno. Dado que el area activa del electrodo
no estd limitada por la superficie expuesta sino,
mas bien, por el volumen de la pasta, los elec-
trodos descritos en esta invencién son definidos
como electrodos de “fases” en vez de simple-
mente electrodos. El volumen activo del electrodo
puede ser facilmente prolongado hasta una longi-
tud de 0,5 cm lo que proporciona, para una su-
perficie de exposicion limitada, una elevada area
superficial electroactiva en el seno de la fase del
electrodo y en la que el transporte de materia del
analito no estd limitado, manteniéndose inalte-
rada la consistencia de la fase y por consiguiente
los instrumentos obtenidos son resistentes.

Alternativamente, para la construccién de las
fases del electrodo se pueden utilizar polimeros de
unién de naturaleza hidréfoba utilizando para su
mezcla un disolvente hidréfobo. Dicha configu-
racién puede resultar 1til en el caso de que haya
necesidad de un flujo de analito elevado cuando
la matriz analitica sea de naturaleza apolar, o
cuando se requiera efectuar una particién selec-
tiva de un analito apolar desde una matriz acuosa
a la fase hidréfoba del electrodo.

De especial interés practico son los disenos en
los que las fases de dichos electrodos son utiliza-
das para la construcciéon de biosensores. En es-
tos casos, la capacidad de bioreconocimiento se-
lectivo del electrodo puede ser introducida me-
diante la adicién, en la mezcla de la fase del
electrodo, de un elemento de bioreconocimiento
(enzima, anticuerpo, célula, receptor, nucleétido,
etc.) y la adicién opcional de una sustancia que
puede actuar como agente de transferencia de
electrones (p.e., ferrocenos, complejos metalicos,
citocromos, etc.). Estos componentes pueden ser
anadidos directamente a la pasta sin temor a su
deactivacién ya que el microambiente de la pasta
es compatible con su actividad (especialmente
para la sustancia bioldgica). Otros ejemplos de
aplicaciones en los que estos electrodos pueden
ser utiles incluyen (sin estar limitados a los mis-
mos) sensores potenciométricos selectivos a iones
en los que los componentes responsables de la se-
lectividad pueden ser incorporados en el seno de
dichas fases de los electrodos.

La configuracién de los electrodos inventada
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es muy facil de manufacturar mediante técnicas
de impresion en pantalla “screen printing” o im-
presién por chorro “jet printing”. La configu-
racion es muy versitil y permite la adicién de
materiales tixotrépicos para facilitar la impresién
en pantalla “screen printing” o agentes que dismi-
nuyan la viscosidad para la impresién por chorro
“jet printing”.

Desde un punto de vista maés béasico, las venta-
jas fundamentales de esta configuracién estriban
en que permite un intercambio de electrones muy
rapido y que el transporte de la(s) sustancia(s)
en el seno de las fases es igualmente muy rapido.
Esto supone que no sélo el analito tiene acceso
a una gran area superficial electrocatalitica, sino
que también se favorece el que las sustancias in-
cluidas en las fases del electrodo se muevan y reac-
cionen libremente alcanzando las maximas velo-
cidades de transferencia de electrones. Todos los
componentes son, a su vez, mantenidos en intimo
contacto en las fases debido a las intensas inte-
racciones con la fase polimérica de unién la cual
puede ser modificada especificamente para las dis-
tintas sustancias. Dado que la senal resultante de
la electrooxidacion o electroreduccién del analito
estd limitada por el flujo de dicho analito a la fase
del electrodo, la respuesta de los instrumentos ba-
sados en estos electrodos de fase es altamente re-
producible y proporciona elevadas densidades de
corriente. Por estas razones, estos instrumentos
no son muy dependientes de las cantidades rela-
tivas de elementos transductores y de reconoci-
miento (en el caso de los biosensores) y pueden
ser miniaturizables permitiendo la incorporacién
de electrodos multianalitos en dreas superficiales
pequenas. Este hecho es una ventaja adicional
y unica frente a las configuraciones electrédicas
desarrolladas hasta el momento. En muchas de
ellas, la dependencia de la respuesta con el flujo
del analito se establece externamente mediante la
adicién de una membrana cuyo Unico objetivo es
limitar este flujo ya que los otros pasos en la cas-
cada electrocatalitica son més lentos (p.e., véase:
Matsushita Elec. Ind. (1989), JP 12112345, 5pp;
Matsushita Elec. Ind. (1989), JP 63317096, 3pp;
Andrieux, C.P., Audebert, P., Divisa-Blohorn,
B., and Linquette-Maillet, S. (1993) J. Electroa-
nal. Chem., 353, 289-96). En la configuracién
de esta invencidn, la integridad del electrodo y
cualquier requerimiento para limitar el flujo del
analito se realiza mediante un control del grado
de entrecruzamiento del material de unién, pro-
ceso éste que es muy reproducible y que puede
realizarse en la matriz y simultdneamente a la
construccion del electrodo. El efecto del agente
de entrecruzamiento en la estabilidad operacional
del electrodo de fase y al que se ha incorporado
una enzima se presenta en la Tabla 1. En general
y para dicho efecto la fase de unién polimérica
tiene que ser anadida en un porcentaje superior
al 20% y el agente de entrecruzamiento en una
proporcién molar de al menos el 50 % de los gru-
pos funcionales con respecto al material de unién
polimérico. En las Figuras 2, 3 y en la Tabla 1
se incluyen también los hallazgos mas importan-
tes que indican que la respuesta amperométrica
estacionaria “steady state” de los electrodos in-
ventados no estd limitada por el intercambio de
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electrones entre la enzima y el mediador sino mas
bien por el transporte de materia del sustrato al
electrodo o por la reaccién de la enzima con el
sustrato.

Para los objetivos de esta invencidn, los elec-
trodos de fase inventados se denominan electro-
dos de pasta unida.

Descripcién de las Figuras

Figura 1. Representacién esquematica de los
electrodos de pasta unida (a) y un ejemplo del
material de unién polimérico (b), un mediador
redox (c) y un agente de entrecruzamiento (d).

Figura 2. Se compara el comportamiento elec-
troquimico de un electrodo de pasta unida (B)
con el comportamiento de un electrodo de pasta
de carbono convencional (A) mediante un ciclo-
voltamperograma de un mediador incorporado.

Figura 3. Se muestra la respuesta amperomé-
trica estacionaria “steady state” de un electrodo
de pasta unida en el que se ha incorporado a la
fase la enzima glucosa oxidasa y un mediador re-
dox.

Figura 4. Se muestra la respuesta amperomé-
trica estacionaria “steady state” de un electrodo
de pasta unida en el que se ha incorporado a la
fase la enzima fructosa deshidrogenasa y un me-
diador redox.

Figura 5. Se muestra la respuesta en el modo
de inyeccién en flujo para glucosa con un elec-
trodo de pasta unida en el que se ha incorporado
a la fase la enzima glucosa oxidasa y un mediador
redox.

Ejemplos

Ejemplo 1

Construccion de un electrodo de pasta unida que
incorpora una enzima y un mediador redox

Los electrodos de pasta unida se construyen
mediante mezcla de 25 mg de polvo de grafito
(Fluka, Merck Index 11,4444 pretratado por ca-
lentamiento a 700°C durante 90 s) con 5 mg de
polimero de unién tal y como se muestra en la
Figura 1b. Esta mezcla se homogeneiza en mor-
tero junto con una mezcla de 1 mg de mediador
(un ejemplo del mismo se muestra en la Figura
1c) y 1 mg de glucosa oxidasa o 5 mg de fructosa
deshidrogenasa (ambas obtenidas de Sigma). La
operacion de mezcla en el mortero se favorece con
la adicién de aproximadamente 200 pL. de agua
para las cantidades descritas. La pasta resul-
tante puede ser compactada en cualquier molde
cilindrico mediante una prensa o manualmente.
En el caso de estos ejemplos, la pasta fue com-
pactada manualmente en un molde cilindrico de 3
mm de didmetro y suministrado por BAS (BioA-
nalytical Systems). El electrodo de pasta unida
resultante se representa esqueméticamente en la
Figura la en la que la accesibilidad del disolvente
acuoso a través del volumen del electrodo también
queda reflejada. El polimero de unién ha sido sin-
tetizado tal y como ha sido descrito [Katakis, I.
(1994) Ph. D. Thesis, The University of Texas at
Austin, p. 27].

Ejemplo 2

Comparacion de la eficiencia electrocatalitica de
los electrodos de pasta unida con la obtenida con
electrodos convencionales de pasta de carbono

El mediador mostrado en la Figura 1lc se in-
corpora en un electrodo de pasta unida y a un
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electrodo convencional de pasta de carbono. Am-
bos electrodos se construyen mediante mezcla de
la misma cantidad de mediador y grafito (1 mg de
mediador por cada 25 mg de grafito Fluka pretra-
tado como se ha descrito en el ejemplo 1). En el
caso del electrodo de pasta unida la mezcla en
el mortero se homogeneiza ademés con 5 mg de
polimero (como el mostrado en la Figura 1b) y en
el caso del electrodo de pasta de carbono se adi-
cionan 10 uL de aceite de parafina (Fluka, Merck
Index 11, 7139). Tras la compactacién de las dos
pastas en los respectivos moldes, se obtiene el ci-
clovoltamperograma de ambas configuraciones en
una celda electroquimica convencional de 3 elec-
trodos, en la que el electrodo de referencia es de
Ag/AgCl saturado y el auxiliar es de platino. El
electrolito soporte es tampdén perclorato 0,25 M
pH 6.5 y la velocidad de barrido 20 mV s™*. Los
resultados se muestran en la Figura 2. En la Fi-
gura 2A el electrodo convencional de pasta de
carbono presenta una separacién entre picos de
mas de 250 mV y una corriente en el pico de oxi-
dacién en tomo a los 14 pA (una vez restada la
corriente de fondo). En contraste a este electrodo
convencional, el electrodo de pasta unida presenta
una onda casi reversible con una separacién en-
tre picos de unos 70 mV y una corriente en el
pico de oxidacién en tomo a los 100 pA. La ele-
vada corriente obtenida indica que en el electrodo
de pasta unida el area superficial electrocatalitica
disponible es mucho mayor que en el electrodo
convencional. La pequena separacién entre picos
indica que la transferencia de electrones no esta
inhibida, fenémeno que no se cumple en los elec-
trodos convencionales en los que se observa una
gran separacién entre picos (de acuerdo con lo
descrito en la bibliograffa) debida a una intensa
adsorcion a la fase hidréfoba o a un fuerte pro-
ceso de asociacién idnica resultando en el paso
limite de la respuesta [Dalton, E.F., Surridge,
N.A., and Murray, R. (1990) Chem. Phys., 141
143-151; Inzelt, G., and Szabo, L. (1980) Elec-
trochim. Acta, 31, 1381-1387; Bard, A.J., and
Faulkner, L.R. (1980) Electrochemical Methods.
Fundamentals and Applications, John Wiley and
Sons, New York].
Ejemplo 3
Construccion de biosensores enzimdticos basados
en electrodos de pasta unida

Utilizando los procedimientos del ejemplo 1,
se pueden construir biosensores basados en elec-
trodos de pasta unida y su comportamiento com-
pararse con los biosensores construidos mediante
procedimientos convencionales. En general estos
biosensores trabajan en el modo amperométrico
de deteccién que consiste en la reoxidacién de un
mediador redox que ha sido reducido por una en-
zima en presencia de su sustrato. La secuencia
general de las reacciones que conducen a una co-
rriente de oxidacién (cuando la enzima es una oxi-
dasa o una deshidrogenasa) es:

Enzima,zidede + Sustrato — Enzima,equcida
+ Producto

Enzima,cqucida + Mediadorozigade — Enzi-
Maozidada + Mediadorreducido
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Mediador,ecgucido — Mediadoryzidado + €~

La tltima reaccién se produce en la superficie
del electrodo y los electrodos obtenidos propor-
cionan una corriente de oxidacién que es propor-
cional a la concentracién de sustrato (analito).

5.a. Biosensores de glucosa

Los electrodos de pasta unida son construidos
como en el ejemplo 1. Los electrodos convenciona-
les de pasta de carbono se construyen sin adicién
de polimero de unién pero incluyen en su lugar 10
uL de aceite de parafina antes de la homogenei-
zacion de la pasta consistente en 25 mg de polvo
de grafito y 1 mg de mediador. En ambos casos,
se anaden 1 mg de glucosa oxidasa (Sigma tipo
X-S) respectivamente. Se han usado dos tipos
de mediadores para demostrar que la utilizacién
del mediador mas hidréfilo mejora la respuesta de
los electrodos enzimaticos. En la configuracion
B el mediador que se anade es el que se mues-
tra en la Figura lc. En la configuracién A el
mediador utilizado es el mostrado en el recuadro
de la Figura 3. Las curvas de respuesta obteni-
das en régimen estacionario “steady state” para
sucesivas adiciones de glucosa se muestran en la
Figura 3a (para los electrodos de pasta unida) y
3b (para los electrodos convencionales de pasta
de carbono). Estas curvas de respuesta se obtie-
nen de la siguiente manera: en una celda elec-
troquimica convencional de 3 electrodos, con agi-
tacion vigorosa, en saturacién de nitrégeno y ter-
mostatizacién a 27°C; el electrodo de trabajo con
un didmetro de 3 mm se introduce en la celda y se
aplica un potencial de 100 mV frente al saturado
de Ag/AgCl para la configuracién B y a 400 mV
para la configuracién A. El electrolito soporte es
tampén perclorato 0,25 M a pH 6,5. Una vez que
el valor de la corriente de fondo se ha estabilizado,
se anade glucosa a las concentraciones mostradas
esperando a que la corriente se estabilice antes de
la adicién siguiente.

La Figura 5 muestra, en el modo de trabajo
por inyecciéon en flujo, los picos resultantes tras
inyecciones consecutivas de una disoluciéon 40 mM
de glucosa, obtenidos con un electrodo de pasta
unida de 3 mm como el descrito anteriormente
en la configuracién A. La velocidad de flujo es
de 1 mL min~! y el volumen de inyeccién 20 uL
con el mismo portador que el electrolito soporte
descrito.

5.b. Biosensores de fructosa

Se utiliza el mismo procedimiento que en el
ejemplo 3a para la construccién de los biosenso-
res de fructosa, con la salvedad que la enzima
utilizada es fructosa deshidrogenasa dependiente
de PQQ. La enzima se anade en una cantidad de
5 mg para cada 25 mg de grafito y a partir de una
disolucién de enzima de 25 mg mL~! en tampén
acetato 0,1 M pH 5 conteniendo 0,1% Triton X-
100. La respuesta de estos electrodos a las dife-
rentes concentraciones de fructosa se muestra en
la Figura 4 siendo las condiciones de las medidas
las mismas a las del Ejemplo 3a. La configuracién
A es la de un electrodo convencional de pasta de
carbono y la B la de pasta unida. Figura 4a repre-
senta electrodos de 3 mm de didmetro con incor-
poracién del mediador del recuadro de la Figura
3 y la Figura 4b electrodos de 1 mm de didmetro
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con incorporacion del mediador de la Figura 1c.
Ejemplo 4.

Optimizacion de los biosensores basados en elec-
trodos de pasta unida mediante entrecruzamiento
y aplicacion de bajos potenciales de trabajo

La configuracion de electrodos de pasta unida
ofrece una elevada area superficial electroactiva
que resulta en una fase muy porosa desde la cual
el elemento de bioreconocimiento y el mediador
podrian escaparse o liberarse al medio de la di-
solucién. La elevada drea superficial supone que
se pueden obtener corrientes de fondo elevadas
(corrientes para una disolucién “blanco” control).
Ambos problemas se pueden soslayar tal y como
se demuestra en los datos de la Tabla 1. Se de-
muestra que con la incorporacién de una sustan-
cia de entrecruzamiento (como la mostrada en la
Figura 1d) la rigidez y por tanto la estabilidad
del biosensor se mejora facilmente y las corrien-
tes de fondo disminuyen con la incorporacién de
un mediador cuyo potencial redox es menor (p.e.
Osmio bis(4,4’dimetil-bipiridina) (1-propilamino
imidazol) cloruro referido como OsDMEI en Ta-
bla 1).

Descripcion detallada de la invenciéon

La composicién conductora de electrones, en
forma de pasta, adecuada para fabricar electro-
dos y sensores, proporcionada por esta invencién,
en ocasiones también denominada en esta des-
cripcién “pasta conductora”, comprende un ma-
terial conductor en forma de particulas que se
mantienen unidas por medio de una sustancia
polimérica de unién (polimero de unién) en una
matriz que puede ser modificada para incluir ele-
mentos de reconocimiento biolégico y quimico y/o
mediadores electroquimicos. En particular, dicha
composicién en forma de pasta comprende un ma-
terial conductor en forma de particulas y una sus-
tancia polimérica de unién en una cantidad de, al
menos, un 10% en peso respecto al total de la
composicién.

El material conductor permite el flujo de elec-
trones a través de la composicién conductora
en forma de pasta y se encuentra en forma de
particulas con un tamano medio comprendido
entre 100 nanometros (nm) y 100 micrometros
(um). En general, dicho material conductor se
selecciona del grupo formado por:

a) un material a base de carbono, bien sumi-
nistrado como tal, por ejemplo, particulas de car-
bono, piezas de carbono vitreo; o bien formado
in situ, por ejemplo, mediante pirdlisis de ma-
teriales organicos a temperaturas elevadas o por
oxidacién acida o electroquimica;

b) un material carbonédceo como el descrito en
el apartado a) que ha sido modificado para incluir
diversa funcionalidades por tratamiento quimico,
electroquimico, por radiacién o con plasma;

¢) particulas de metales, preferentemente me-
tales de los grupos IB y VIII del Sistema Periédico
de los Elementos, mdas preferentemente, plata,
oro, hierro, cobalto, niquel, platino o sus mezclas,
bien suministradas como tales, o bien por electro-
deposicién de las respectivas sales metéalicas;

d) particulas de 6xidos metalicos, conductores
o semiconductores, tales como 6xido de rutenio,
oxido de estano, y similares, mezclados y obteni-
dos electoquimicamente in situ;
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e) particulas de carbono metalizado; y

f) combinaciones de dichos materiales a) - e)

Preferentemente, el material conductor com-
prende particulas de carbono, particulas meta-
licas o particulas de carbono metalizadas. En
una realizacién preferida de esta invencién, di-
cho material conductor comprende carbono o
grafito, opcionalmente modificado por trata-
miento con plasma, oxidacién quimica o elec-
troquimica; particulas de metales nobles directa-
mente anadidas a la matriz, que comprende la
sustancia polimérica de unién, o depositadas so-
bre ella por via electroquimica; o combinaciones
de particulas de carbono o grafito, opcionalmente
modificado, con particulas metdlicas.

La sustancia polimérica de unién proporciona
estabilidad mecéanica e integridad al material con-
ductor permitiendo al mismo tiempo un movi-
miento libre de analitos y aditivos a través de
la pasta conductora. La sustancia polimérica de
unién puede comprender un polimero hidréfilo o,
alternativamente, un polimero hidréfobo, segin
la aplicaciéon. En general tales polimeros pueden
contener funcionalidades que interaccionan con
las particulas conductoras y/o grupos que pue-
den ser entrecruzados facilmente, o bien pueden
ser modificados quimicamente para introducir ta-
les grupos o funcionalidades, asi como para au-
mentar su caracter hidréfilo o hidréfobo. Dicha
sustancia polimérica de unién también puede con-
tener opcionalmente, proteinas o polipéptidos na-
turales, sintéticos o recombinantes, en una canti-
dad superior al 5% en peso respecto al total de la
composicidn, asi como nanoparticulas anadidas,
tales como, nanoparticulas de latex modificadas
en su superficie para introducir, por ejemplo, al-
guna funcionalidad de unién al material conduc-
tor o al polimero.

En una realizacién particular, cuando la pasta
conductora va destinada a la fabricacion de elec-
trodos y sensores que operan en un medio acuoso,
por ejemplo, sangre, caldos de fermentacion,
afluentes industriales, etc., o alternativamente en
un medio orgdnico, la sustancia polimérica de
unién utilizada para la elaboraciéon de la pasta
conductora comprende un polimero hidrofilo, op-
cionalmente acompanado de una proteina o de un
polipéptido natural, sintético o recombinante, so-
luble en agua o en disolventes acuosos. Como
polimero hidréfilo puede utilizarse, en general,
cualquier polimero, sintético o natural, lineal o
ramificado, soluble en agua o en disolventes acuo-
sos con un peso molecular comprendido entre 10
y 500 kilodaltons (kDa), que posee todas o alguna
de las siguientes caracteristicas:

a) funcionalidades que permitan un entrecru-
zamiento eficaz de la sustancia polimérica de
unién y/o la fase conductora, por ejemplo, ami-
nas, acidos carboxilicos, alcoholes, anhidridos y
aldehidos y/o

b) funcionalidades que mejoran las interaccio-
nes de la sustancia polimérica de unioén con la fase
condutora, por ejemplo, anillos aromaticos, tioles,
sulfhidrilos; y/o

¢) grupos modificadores que también pueden
ser incluidos en la fase conductora por interaccio-
nes electrostéticas y/o por puentes de hidrégeno,
por ejemplo, grupos cargados, tales como grupos
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amonio cuaternario, y amidas.

Ejemplos de tales polimeros hidroéfilos pueden
ser polietileniminas lineales o ramificadas, opcio-
nalmente derivatizadas, asi como los polimeros de
vinilpiridina [poli(vinilpiridina)], opcionalmente
funcionalizados con grupos amina, tal como se
muestra en la Figura 1b, donde un determinado
nimero de piridinas han sido cuaternizadas con
etilaminas. Opcionalmente, dicho polimero puede
estar acompanado de una proteina o de un po-
lipéptido, tal como una albuimina de cualquier
origen (plasma, leche, huevo), en cuyo caso, di-
cha proteina o polipéptido puede estar presente
en una cantidad superior al 5% en peso respecto
al total de la composicion.

Por otra parte, cuando la pasta conductora va
destinada a la fabricacién de electrodos y senso-
res que operan en un medio hidréfobo, porque el
analito o el mediador o el elemento de reconoci-
miento del sensor requiera un entorno hidréfobo,
0 que operan en un medio hidréfilo cuando la con-
sistencia del electrodo se haya logrado mediante
una pasta hidréfoba o el analito se reparta mas
eficazmente en una pasta hidréfoba, entonces la
sustancia polimérica de unién utilizada para la
elaboracién de la pasta conductora comprende
un polimero hidréfobo en agua y en disolvente
acuoso, con un peso molecular comprendido en-
tre 10 y 1000 kDa, opcionalmente provisto de fun-
cionalidades que aumentan su caracter hidréfobo,
por ejemplo, funcionalidades de tipo éter o anillos
aromaticos que, opcionalmente, pueden contener,
al menos, un heterodtomo.

Entre dichos polimeros hidréfobos se encuen-
tran el poliestireno lineal, la poli(vinilpiridina)
sin derivatizar, la celulosa y el quitosano. Op-
cionalmente, dicho polimero hidréfobo puede ir
acompanado de coldgeno en una cantidad de
hasta un 10 % en peso respecto al total de la com-
posicién.

Alternativamente, si se desea aumentar su
resistencia mecdnica, la composicién conductora
en forma de pasta proporcionada por esta in-
vencién, también puede contener, opcionalmente,
un agente de entrecruzamiento, en una pro-
porcién molar de, al menos, el 20 % de los gru-
pos funcionales con respecto al material de unién
polimérico. Como agente de entrecruzamiento
puede utilizarse cualquier compuesto capaz de
formar uniones covalentes con la sustancia po-
limérica de unién y/o con las particulas del ma-
terial conductor. En una realizaciéon particular,
dicho agente de entrecruzamiento se selecciona
del grupo formado por una sustancia bi- o mul-
tifuncional que puede reaccionar facilmente con
las funcionalidades de los polimeros, mencionadas
previamente, en disolventes acuosos u organicos,
tales como aziridinas bi- y polifuncionales, di- y
poliepéxidos, di- y poli- aldehidos, polioles conte-
niendo grupos hidroxilos vecinales, carbodiimidas
activadas, di- y poliaminas, y di- y politioles.

La pasta conductora proporcionada por esta
invencion puede ser obtenida facilmente por mez-
cla de las cantidades adecuadas de los distin-
tos componentes, preferentemente en presencia de
una pequena cantidad de agua ya que mejora la
homogeneidad de la mezcla. La pasta resultante
permite el flujo tanto de electrones como de ma-
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teria (analito, reactivos, productos) por lo que
puede ser utilizada para la fabricacién de elec-
trodos y sensores. Para ello, a la formulacién
de la pasta conductora de esta invencién se le
pueden anadir los correspondientes mediadores
electroquimicos y/o elementos de reconocimiento
biolégico o quimico, en las cantidades adecua-
das, obteniéndose una pasta conductora modifi-
cada por la incorporacion de tales compuestos,
que presenta unas caracteristicas reolégicas que
permiten su manejo y procesamiento por técnicas
de moldeo o impresién serigrafica o por chorro
para fabricar electrodos y sensores.

La invencién también proporciona un elec-
trodo que comprende la composicién conductora
de electrones, en forma moldeada y compactada
manualmente o con ayuda de una prensa o al-
ternativa y preferentemente mediante el empleo
de técnicas de impresion serigrafica o por cho-
rro. Opcionalmente, la pasta conductora utili-
zada para la fabricacion del electrodo puede con-
tener ademaés del material conductor en forma de
particulas y la sustancia polimérica de unién, un
mediador o transductor electroquimico, es decir,
una sustancia capaz de transferir electrones, de
los utilizados habitualmente, que presente un po-
tencial redox desde -0,7 a 40,5 Voltios frente al
electrodo saturado de calomelanos, tal como un
complejo metélico, por ejemplo, dicloruro de os-
mio bis(bi-piridina) y sus derivados, ferrocenos y
otros metalocenos, y complejos de rutenio; una
proteina de bajo peso molecular, tal como cito-
cromo c¢; una sustancia quinoide; una sustancia
que contenga un anillo fenazonio en su estructura;
o un polimero con actividad redox.

Adicionalmente, la invencién proporciona un
sensor que comprende la composicién conductora
de electrones, en forma de pasta, previamente de-
finida, junto con un elemento de reconocimiento
quimico o bioldgico y/o un mediador. El término
“sensor”, cuando no se especifica nada mas, in-
cluye tanto a los sensores quimicos como a los
sensores biolégicos o biosensores.

El término “sensor quimico”, en el sentido uti-
lizado en esta descripcién se refiere a un disposi-
tivo analitico que incorpora un elemento de re-
conocimiento quimico intimamente conectado o
integrado a un transductor electroquimico. Por
tanto, la pasta conductora utilizada para la fa-
bricacién de dicho sensor quimico contiene, ade-
mas del material conductor en forma de particulas
y la sustancia polimérica de unién, un elemento
de reconocimiento quimico, junto con, opcional y
ventajosamente, un mediador electroquimico tal
como se ha definido previamente. El término “ele-
mento de reconocimiento quimico”, en el sentido
utilizado en esta descripcion, se refiere a un ma-
terial quimico que tiene la capacidad de recono-
cimiento, e incluye materiales que permiten el in-
tercambio o complejacién selectivo de iones, tales
como zeolitas, membranas y similares, que pue-
den ser utilizados para detectar y medir la presen-
cia de determinados iones en una muestra a anali-
zar o complejos de cobre, cobalto, rutenio con pi-
ridina, imadazoles, poliaminas, etc. En una rea-
lizacién particular, la invencién proporciona un
sensor quimico que contiene un céctel selectivo a
iones en los que los componentes responsables de
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dicha selectividad estdn incorporados en el seno
de la pasta conductora. El fluoruro, sulfuro, sul-
furoso asf como el ién plata constituyen ejemplos
de iones de interés.

El término “biosensor” o “sensor bioldgico”,
en el sentido utilizado en esta descripcién se
refiere a un dispositivo analitico que incorpora
un elemento de reconocimiento biolégico intima-
mente conectado o integrado a un transductor
electroquimico directamente o mediante quimi-
cas de transduccién. Por tanto, la composiciéon
conductora utilizada para la fabricacién de di-
cho biosensor contiene, ademas del material con-
ductor en forma de particulas y la sustancia po-
limérica. de unién, un elemento de reconoci-
miento biolégico junto con, opcional y ventajo-
samente, un mediador electroquimico tal como se
ha definido previamente. El término “elemento
de reconocimiento biolégico”, en el sentido uti-
lizado en esta descripcion, se refiere a un mate-
rial bioquimico que tiene capacidad de recono-
cimiento bioldgico (bioreconocimiento), es decir,
que puede identificar o reconocer un analito me-
diante una reaccién catalitica o de afinidad. El
término “material bioquimico” incluye no sélo a
productos que tienen la capacidad de replicarse
directa o indirectamente, tales como células, bac-
terias, virus, plasmidos, érganos intactos de una
planta, insecto o animal, sino también a pro-
ductos (bio)quimicos presentes en organismos vi-
vos, por ejemplo, proteinas, enzimas, anticuerpos,
hormonas, nucleétidos, oligo o polinucleétidos, re-
ceptores celulares y hormonales, o que pueden ser
obtenidos por via sintética, semisintética o recom-
binante. En una realizacién particular de esta in-
vencién, el elemento de reconocimiento bioldgico
se selecciona del grupo formado por anticuerpos,
enzimas, hormonas, nucleétidos, oligo o polinu-
cle6tidos, receptores celulares u hormonales, solos
o combinados entre ellos. En una realizacién par-
ticular y preferida de esta invencién, el elemento
de reconocimiento biolégico es una enzima, prefe-
rentemente una é6xido-reductasa o un anticuerpo
o un anticuerpo marcado o una sonda de oligonu-
cleétido.

Alternativamente, dichos sensores pueden
contener un elemento de reconocimiento modi-
ficado covalentemente con un mediador, o con
grupos que proporcionan estabilidad o funciona-
lidades de entrecruzamiento, o con marcadores
fluréforos o enzimaticos.

Los electrodos y sensores proporcionados por
esta invencién pueden acoplarse a cualquier dis-
positivo convencional de deteccién y tratamiento
de la senal, de forma que pueden responder en
cualquier modo de operacion, por ejemplo, poten-
ciométrico, conductimétrico, amperométrico (en
cualquier modo, cronoamperometria en régimen
estacionario, corrientes de medida Cotrell o tipo
Cotrell con cualquier constante de tiempo) o
en cualquier forma de integraciéon de corriente,
mediante coulombimetria o cronocoulombimetria.
En una realizacién particular de esta invencion,
dicho electrodo presenta una respuesta ampe-
rométrica en régimen estacionario limitada por
un transporte de materia del analito al electrodo
siempre y cuando esa limitacién no se establezca
externamente mediante la incorporacién de mem-
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branas, mientras que en otra realizacién particu-
lar, dicho electrodo presenta una respuesta am-
perométrica en régimen estacionario limitada por
la reaccién del analito con el elemento biolégico o
quimico de reconocimiento.

Los electrodos y sensores proporcionados por
esta invencién pueden construirse facilmente mez-
clando los distintos componentes, en las cantida-
des apropiadas dependiendo de las caracteristicas
que se quieran conferir a tales dispositivos, pre-
ferentemente en presencia de una pequena canti-
dad de agua o disolvente organico dependiendo de
que se haya usado un polimero de unién hidréfilo
o hidréfobo, en general comprendida entre el 1 %
y el 30% en peso respecto al total de la com-
posicién, y conformando la pasta resultante bien
de forma manual, bien con ayuda de una prensa
o bien, alternativa y preferentemente, mediante
técnicas de impresion serigrafica o por chorro.

La mezcla puede hacerse sin necesidad de
un control de humedad, aunque, en general, la
adicién de una pequena cantidad de agua mejora
la homogeneidad de la pasta resultante. A escala
de laboratorio, la mezcla se puede realizar en un
mortero, mientras que a escala industrial se puede
usar un tambor de mezclado u otro equipo simi-
lar.

En general, cuando existe la necesidad de una
capacidad de reconocimiento selectivo del elec-
trodo o del sensor, ésta puede ser introducida
mediante la adicién a la mezcla del elemento de
reconocimiento adecuado, asi como mediante la
adicién opcional de un mediador. Estos com-
ponentes pueden ser anadidos directamente a la
pasta conductora sin temor a su desactivacion ya
que el microambiente de la pasta es compatible
con su actividad (especialmente para la sustancia
bioldgica).

La pasta conductora resultante tras la mez-
cla de los componentes es muy facil de manufac-
turar mediante técnicas de impresion serigrafica

“screen printing”) o de impresién por chorro

“jet printing” o “dot printing”). Dicha pasta es
muy versatil y permite la adiciéon de materiales
tixotrépicos para facilitar la impresion serigrafica
o agentes que disminuyan la viscosidad para la
impresién por chorro.

Desde el punto de vista més bésico, las venta-
jas fundamentales de esta pasta conductora radi-
can en que permite un intercambio de electrones
muy rapido y que el transporte de la(s) sustan-
cia(s) en el seno de la misma es igualmente muy
réapido. Esto supone que no sélo el material (ana-
lito/sustrato) tiene acceso a una gran drea super-
ficial electrocatalitica, sino que también se favo-
rece el que las sustancias incluidas en la pasta se
muevan y reaccionen libremente alcanzando las
maximas velocidades de transferencia de electro-
nes. Todos los componentes son, a su vez man-
tenidos en intimo contacto debido a las intensas
interacciones con la sustancia polimérica de unién
la cual puede ser modificada especificamente para
las distintas sustancias. Dado que la senal resul-
tante de la electrooxidacion o electroreducciéon del
analito estd limitada por el flujo de dicho analito
al dispositivo analitico, la respuesta de los ins-
trumentos basados en estos electrodos y sensores
es altamente uniforme y reproducible y propor-
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ciona elevadas densidades de corriente. Por estas
razones, estos instrumentos no son muy depen-
dientes de las cantidades relativas de elementos
transductores y de reconocimiento y pueden ser
miniaturizables permitiendo la incorporacién de
sensores y electrodos multianalitos en dreas su-
perficiales pequenas, este hecho es una ventaja
adicional y tnica frente a las configuraciones desa-
rrolladas hasta el momento. En muchas de ellas,
la dependencia de la respuesta con el flujo del ana-
lito se establece externamente mediante la adicion
de una membrana cuyo tnico objetivo es limitar
este flujo ya que los otros pasos en la cascada
electrolitica son més lentos (por ejemplo, véase:
Matsushilta Elec. Ind. (1989), JP 12112345; Ma-
tsushilta Elec. Ind. (1989), JP 63317096; An-
drieux C.P., Audebert, P., Divisa-Blohom, B.,
and Linquette-Maillet, S. (1993) J. FElectroanal.
Chem. 353, 289 -296). En la configuracién de
esta invencién la estabilidad, firmeza, resistencia
mecanica e integridad de la pasta conductora y
cualquier requerimiento para limitar el flujo del
analito se realiza mediante un control del grado
de entrecruzamiento del material de unién, pro-
ceso éste que es muy reproducible y que puede
realizarse en la matriz y simultdneamente a la
construccién del electrodo o del sensor. El efecto
del agente de entrecruzamiento en la estabilidad
operacional de un electrodo al que se ha incorpo-
rado una enzima se muestra en la Tabla 1 [véase
el Ejemplo 4]. En general, para observar dicho
efecto el material polimérico de unién tiene que
ser anadido, preferentemente, en un porcentaje
superior al 20% en peso respecto al total de la
composicién y el agente de entrecruzamiento en
una proporcién molar de, al menos, el 20% de
los grupos funcionales con respecto al material
de unién polimérico. En las Figuras 2 y 3 y en
la Tabla 1 se incluyen también los hallazgos més
importantes que indican que la respuesta ampe-
rométrica en régimen estacionario de los biosen-
sores proporcionados por esta invencién no esta
limitada por el intercambio de electrones entre la
enzima y el mediador sino méas bien por el trans-
porte de materia del sustrato al biosensor o por
la reaccion de la enzima con el sustrato.

Los electrodos y sensores proporcionados por
esta invencién presentan alta permeabilidad y
permiten altos flujos de sustrato en su seno. Dado
que el drea activa de tales dispositivos no esta li-
mitada por la superficie expuesta sino, mas bien,
por el volumen de la pasta, los dispositivos descri-
tos en esta invencién pueden definirse como dis-
positivos de “fases”. El volumen activo del elec-
trodo o del sensor puede ser facilmente prolon-
gado hasta una “profundidad” [distancia desde la
base] de 0,5 cm (centimetros) lo que proporciona,
para una superficie de exposicién limitada, una
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elevada area superficial electroactiva en el seno
de la fase del electrodo o del sensor y en la que
el transporte de materia del analito no estd limi-
tado, manteniéndose inalterada la consistencia de
la fase y por consiguiente los instrumentos obte-
nidos son estables y tienen resistencia mecénica.

Como puede apreciarse, mediante esta in-
vencién se introduce el concepto de fases de elec-
trodos a base de materiales conductores en par-
ticulas. Basandose en esta configuracién de fases
se simplifica la manufactura de electrodos y sen-
sores y se obtienen unos dispositivos facilmente
miniaturizables y reproducibles.

Los electrodos y sensores proporcionados por
esta invencién tienen numerosas aplicaciones en
el campo del analisis y deteccién de analitos. Asi
tales instrumentos pueden utilizarse para detec-
tar compuestos o iones de interés en una muestra,
lo que puede tener aplicaciones analiticas bésicas
con fines investigadores, asi como aplicaciones
analiticas de diagndstico, sanitarias o medioam-
bientales.

Por tanto, la invencién también proporciona
un instrumento analitico que contiene, al menos,
un electrodo o sensor proporcionado por la in-
vencién. En una realizacién particular, dicho
instrumento analitico estd basado en una confi-
guracién de celda electroquimica de dos electro-
dos donde un electrodo es un combinado de re-
ferencia auxiliar y el otro electrodo comprende
uno o mas electrodos proporcionados por esta in-
vencién. En otra realizacién particular, dicho ins-
trumento comprende unos electrodos proporcio-
nados por esta invencién que trabajan en una con-
figuracién de celda electroquimica con dos elec-
trodos, donde un electrodo es una fuente de elec-
trones y el otro es un colector de electrones, y un
mediador responsable del transporte de electro-
nes de un electrodo a otro. Alternativamente, en
otra realizacién de esta invencion, se proporciona
un instrumento analitico basado en una configu-
raciéon de celda electroquimica con tres electro-
dos, donde un electrodo es de referencia, otro es
un auxiliar y el tercero comprende uno o mas elec-
trodos de trabajo de los proporcionados por esta
invencién.

Finalmente, la invencién también proporciona
un equipo electroquimico que comprende, al me-
nos, un electrodo o sensor proporcionados por
esta invencion. En una realizacién particular, di-
cho equipo, que permite el flujo a través de su
seno, comprendiendo su seno una de las configu-
raciones de los electrodos de la presente invencién
que puede o no incorporar un elemento de recono-
cimiento quimico o bioldgico, puede ser utilizados
con fines de deteccién (por ejemplo, en un inmu-
nosensor de flujo).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién conductora de electro-
nes, en forma de pasta, que comprende un ma-
terial conductor en forma de particulas que se
mantienen unidas por una sustancia polimérica
de unién en una cantidad de, al menos, un 10 %
en peso respecto al total de la composicién, en una
matriz que puede ser adicionalmente modificada
para incluir elementos de reconocimiento quimico
o bioquimico y/o mediadores electroquimicos y
un agente de entrecruzamiento.

2. Composicién segin la reivindicacion 1, en
la que el material conductor en forma de particu-
las se selecciona del grupo formado por:

a) un material a base de carbono, opcional-
mente modificado para incluir diversas fun-
cionalidades;

b) particulas de metales o de 6xidos metdlicos,
conductores o semiconductores;

¢) particulas de carbono metalizado; y
d) combinaciones de dichos materiales a) - c).

3. Composicién segun la reivindicacion 2, en
la que dicho material a base de carbono com-
prende particulas de carbono, particulas de gra-
fito, piezas de fibra de carbono, piezas de carbono
vitreo, opcionalmente modificadas para incluir di-
versas funcionalidades por tratamiento quimico,
electroquimico, por radiacién o con plasma.

4. Composicién segun la reivindicacién 2, en
la que dicho material a base de carbono se forma
in situ por pirdlisis de materiales orgénicos o por
oxidacién acida o electroquimica, y puede ser
opcionalmente modificado para incluir diversas
funcionalidades por tratamiento quimico, elec-
troquimico, por radiacién o con plasma.

5. Composicién segun la reivindicacion 2, en
la que dichas particulas metéalicas se seleccionan
a partir de los metales de los grupos IB y VIII
del Sistema Periddico de Elementos, preferente-
mente, plata, oro, hierro, cobalto, niquel, platino
o sus mezclas.

6. Composicién segun la reivindicacion 2, en
la que dichas particulas de 6xido metalico com-
prenden 6xido de rutenio, 6xido de estano y sus
mezclas.

7. Composicién segun la reivindicacion 1, en
la que la sustancia polimérica de unién comprende
un polimero hidréfilo, soluble en agua o en disol-
ventes acuosos, con un peso molecular compren-
dido entre 10 y 500 kDa que posee todas o alguna
de las siguientes caracteristicas:

a) funcionalidades que permitan un entrecru-
zamiento eficaz de la sustancia polimérica
de unién y/o la fase conductora, por ejem-
plo, aminas, acidos carboxilicos, alcoholes,
anhidridos y aldehidos; y/o

b) funcionalidades que mejoran las interaccio-
nes de la sustancia polimérica de unién
con la fase conductora, por ejemplo, anillos
aromdticos, tioles, sulfhidrilos; y/o
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¢) grupos modificadores que también pueden
ser incluidos en la fase conductora por in-
teracciones electrostaticas y/o por puentes
de hidrégeno, por ejemplo, grupos cargados
y amidas,

junto con, opcionalmente una proteina o po-
lipéptido soluble en agua y en disolventes acuosos.

8. Composicién segun la reivindicacion 7, en
la que dicho polimero hidréfilo es una polietileni-
mina lineal o ramificada, opcionalmente derivati-
zada o un polimero de vinilpiridina [poli(vinilpiri-
dina)], opcionalmente funcionalizados con grupos
amina.

9. Composicién segun la reivindicacion 1, en
la que la sustancia polimérica de unién comprende
un polimero hidréfobo, sintético o natural, lineal
o ramificado, insoluble en agua y en disolventes
acuosos, con un peso molecular comprendido en-
tre 10 y 1000 kDa, opcionalmente provisto de fun-
cionalidades que aumentan su caracter hidréfobo,
junto con, opcionalmente, una proteina o un po-
lipéptido insoluble en agua y en disolventes acuo-
S0S.

10. Composicién segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 7 a 9, en las que dicha sustancia
polimérica de unién comprende, ademds, nano-
particulas de latex modificadas en su superficie
para introducir alguna funcionalidad de unién al
material conductor o al polimero.

11. Composicién segun la reivindicacion 1,
que comprende ademds un agente de entrecruza-
miento, en una proporciéon molar de, al menos, el
20 % de los grupos funcionales con respecto al ma-
terial de unién polimérico, seleccionado del grupo
formado por una sustancia bi- o multifuncional
que puede reaccionar facilmente con las funcio-
nalidades de los polimeros, mencionadas previa-
mente, en disolventes acuosos u organicos, ta-
les como aziridinas bi- o polifuncionales, di- o
poliepéxidos, di- y polialdehidos, polioles conte-
niendo grupos hidroxilo vecinales, carbodiimidas
activadas, di- y poliaminas, y di- y politioles.

12. Composicién segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 11, en las que el mediador re-
dox electroquimico se selecciona del grupo for-
mado por complejos metalicos, proteinas de bajo
peso molecular capaces de transferir electrones,
sustancias quinoides, sustancias que contengan
un anillo fenazonio en su estructura, o polimeros
con actividad redox, presentando potenciales re-
dox desde -0,7 a 40,5 Voltios frente al electrodo
saturado de calomelanos.

13. Composicién segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 12, en las que el elemento de
reconocimiento quimico es un céctel selectivo a
iones o complejos metalicos capaces de catalizar
reacciones con el analito.

14. Composicién segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 12, en las que el elemento de
reconocimiento biolégico es un material biolégico
que puede selectivamente identificar e interaccio-
nar con el analito a través de una reaccién ca-
talitica o de afinidad.

15. Composicion segun la reivindicacién 14 en
la que dicho elemento de reconocimiento biolégico
es un material biol6égico que tiene la capacidad de
replicarse directa o indirectamente.
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16. Composiciéon segun la reivindicacién 14 en
la que dicho elemento de reconocimiento biolégico
es un material bioquimico presente en un or-
ganismo vivo, opcionalmente obtenible por via
sintética, semisintética o recombimante.

17. Composicién segin la reivindicacién 16 en
la que dicho elemento de reconocimiento biolégico
se selecciona del grupo formado por anticuerpos,
enzimas, hormonas, nucleétidos, oligo o polinu-
cle6tidos, receptores celulares u hormonales.

18. Composicién segin la reivindicacién 17 en
la que dicho elemento de reconocimiento biolégico
es una enzima 6xido-reductasa.

19. Composiciéon segun la reivindicacién 14 en
la que dicho elemento de reconocimiento biolégico
se modifica covalentemente con un mediador, o
con grupos que proporcionan estabilidad o funcio-
nalidades de entrecruzamiento, o con marcadores
fluoréforos o enziméticos.

20. Electrodo que comprende una composi-
cién conductora de electrones, en forma de pasta,
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19.

21. Electrodo segun la reivindicacién 20, aco-
plado a un dispositivo de deteccién y tratamiento
de la senal, de forma que responda en un modo
de operacién seleccionado del grupo formado por
potenciométrico, conductimétrico, amperométri-
co (en cualquier modo, cronoamperiometria en ré-
gimen estacionario, corrientes de medida Cotrell
o tipo Cotrell con cualquier constante de tiempo),
o en cualquier forma de integracién de corriente,
coulombimetria o cronocoulombimetria.

22. Electrodo segun la reivindicacién 21, que
presenta una respuesta amperométrica en régi-
men estacionario limitada por un transporte de
materia del analito a la fase del electrodo siempre
y cuando esa limitacién no se establezca externa-
mente mediante la incorporacién de membranas.

23. Electrodo segun la reivindicacién 21, que
presenta una respuesta amperométrica en régi-
men estacionario limitada por la reaccién del ana-
lito con el elemento biolégico o quimico de reco-
nocimiento.

24. Un sensor que comprende una composi-
cién conductora de electrones, en forma de pas-
ta, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a
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19, junto con un elemento de reconocimiento qui-
mico o bioldgico y/o un mediador.

25. Un sensor segun la reivindicacion 24, aco-
plado a un dispositivo de deteccién y tratamiento
de la senal, de forma que responda en un modo
de operacién seleccionado del grupo formado por
potenciométrico, conductimétrico, amperométri-
co (en cualquier modo, cronoamperiometria en ré-
gimen estacionario, corrientes de medida Cotrell
o tipo Cotrell con cualquier constante de tiempo),
o en cualquier forma de integraciéon de corriente,
coulombimetria o cronocoulombimetria.

26. Un procedimiento para construir electro-
dos segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a
23 o sensores segun cualquiera de las reivindica-
ciones 24 y 25, que comprende:

mezcla del material conductor en forma de
particulas, de la sustancia polimérica de unién,
del agente de entrecruzamiento y del mediador
en presencia de un 1 a 20% en peso respecto
al total de la composiciéon de agua o disolvente
organico dependiendo de que se haya usado res-
pectivamente un polimero hidréfilo o hidréfobo;
y

conformar la pasta resultante de forma ma-
nual o con ayuda de una prensa, o bien mediante
técnicas de impresion serigrafica o por chorro.

27. Un instrumento analitico basado en una
configuracion de celda electroquimica de dos elec-
trodos donde un electrodo es un combinado de re-
ferencia-auxiliar y el otro electrodo comprende, al
menos, un electrodo de trabajo segin cualquiera
de las reivindicaciones 20 a 23.

28. Un instrumento analitico basado en una
configuracion de celda electroquimica de tres elec-
trodos donde un electrodo es de referencia, otro
es un auxiliar y el tercero comprende, al menos,
un electrodo de trabajo segin cualquiera de las
reivindicaciones 20 a 23.

29. Un equipo electroquimico que permite el
flujo a través de su seno, que comprende un elec-
trodo segun cualquiera de las reivindicaciones 20
a 23 o un sensor segun cualquiera de las reivindi-
caciones 24 a 25, adecuado para la deteccion de
un analito.
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