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Resumen

En este trabajo se describe el disefio, desarrollo y evaluacién de un potenciostato de bajo costo para la cuantificacion de
sustancias quimica mediante biosensores amperomeétricos. El instrumento hace uso de amplificadores operacionales (opamps) y, una
etapa de conversion analogica-digital con un display digital para determinar la corriente de oxidacion de ferrocianuro de potasio. El
equipo desarrollado fue evaluado con un electrodo de carbon vitreo y electrodos serigraficos de carbono en buffer de fosfatos 0.1 M
en NaCl 0.1 M pH = 7.0. Los resultados de las mediciones del potenciostato son equivalentes a los obtenidos mediante un
instrumento comercial y en ambos casos se ubican en el rango de los nanoamperes, destacando asi su alta sensibilidad.
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1. Introduccién

Muchos de los esfuerzos dentro del campo de la quimica
analitica, estan dirigidos a la simplificacién del proceso
analitico, reduciendo en gran medida su complejidad y costo.
En la actualidad y como fruto de estas inquietudes, destaca la
integracion de sensores electroquimicos con instrumentos
electronicos, los cuales permiten realizar el analisis con
elevada sensibilidad y fiabilidad en intervalos muy reducidos
de tiempo; no obstante, estos equipos suelen ser altamente
sofisticados y costosos, por lo que se encarece su utilizacion.

Entre los métodos electroanaliticos mas simples vy
asequibles se encuentra la amperometria. Esta técnica consiste
en la medicion o seguimiento de la corriente eléctrica
generada como resultado de una reaccidn electroquimica que
se lleva a cabo en la interface de un electrodo con la solucion
gue contiene la especie quimica de interés o analito; dicha
medicidn es posible al imponer un potencial fijo y suficiente
para que la reaccién electroquimica tenga lugar. La
caracteristica clave en la amperometria es que la corriente
medida sea proporcional a la concentracion del analito. La
simplicidad de la técnica ha permitido diversas aplicaciones,
principalmente en el desarrollo de biosensores (Reddy, 2000).
Las ventajas del desarrollo de la deteccién amperométrica han
sido extendidas para la determinacién in situ de moléculas
importantes, incluyendo aquellas de relevante significado
bioldgico. La determinacion de glucosa en la sangre es una de
las aplicaciones de biosensores amperométricos mas
ampliamente estudiada, aunque esta idea ha sido extendida a
otros analitos como: colesterol, urea, triglicéridos, acido Urico,
creatinina, etc. (Donald, 2013).

Los sensores quimicos son dispositivos analiticos que
permiten generar una sefial eléctrica a partir de la composicién
de una muestra. Estan constituidos fundamentalmente por un
receptor o elemento de reconocimiento y un transductor; de tal
manera que, al interaccionar el receptor con el analito, se
genera una sefial primaria (cambio de resistencia, produccion
de algin compuesto, etc.) que el transductor se encarga de
transformar en wuna sefial eléctrica proporcional a la
concentracion del analito. Cuando el elemento de
reconocimiento es de origen bioldgico (enzimas, anticuerpos,
etc.), el sensor quimico es denominado biosensor (Hernandez,
2013).

Para trabajar con biosensores electroquimicos se requiere
de un potenciostato, el cual es un instrumento que permite
imponer un potencial fijo a un electrodo (biosensor), para
producir la perturbacion deseada y registrar simultineamente
la intensidad de corriente, el potencial y el tiempo en el que
transcurre. El equipo es conectado a la celda electroquimica, la
cual tipicamente consiste de una celda de tres electrodos
denominados de trabajo, auxiliar (contraelectrodo) y de
referencia.

En la instrumentacién moderna el potenciostato, asi como
los amplificadores y otros mddulos empleados para
acondicionar las sefiales de corriente y potencial, son
dispositivos  electronicos  analégicos  construidos  con
amplificadores operacionales (Wang, 2010) (Bard, 2000).

La figura 1 muestra el diagrama esquematico basico de un
potenciostato; donde se controla el voltaje existente entre el
electrodo de trabajo y el electrodo de referencia sumergidos en
una celda electroquimica. El potenciostato realiza el control
por inyeccion de corriente dentro de la celda a través del

electrodo auxiliar. La variable controlada en un potenciostato
es el potencial de la celda y la variable medida es la corriente
de la celda. En la figura 1, el simbolo X1 indica que es un
amplificador diferencial de ganancia unitaria; la salida de
voltaje de este circuito es la diferencia entre sus dos entradas.
Voltaje y Corriente *Rm son las sefiales de voltaje y corriente
que son enviadas al sistema de conversién (Franco, 2014).

Ampificador de
Contsal

Elecrodo Auxiliar o
[Contraslectrodo

Electrémetro

Figura 1. Diagrama esquematico simplificado de un potenciostato de
Gamry Instruments.

2. Desarrollo

En la figura 2 se representa el funcionamiento estructurado
del potenciostato mediante un diagrama a bloques; en este
caso constituido como un nanoamperimetro al imponer un
potencial fijo y registrar las bajas corrientes que cominmente
se obtienen de los biosensores. La celda electroquimica
representada en el diagrama, es el dispositivo utilizado para
llevar a cabo las reacciones de reconocimiento y de
transferencia de electrones (electroquimicas). Los electrodos
introducidos en la celda son los encargados de hacer el
contacto eléctrico con la solucion a analizar.
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Figura 2. Diagrama a bloques del nano amperimetro conectado a una
celda electroquimica.

A continuacion, se describe de manera breve cada bloque
mostrado en el diagrama, su funcionamiento y configuraciones
correspondientes (Gamry Instruments, 2017).
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2.1. Voltaje de referencia

Este genera un voltaje de referencia ajustable, gracias a su
estabilidad y bajo ruido permite proveer un voltaje de corriente
directa CD estable. El dispositivo que realiza esta funcion es la
referencia de voltaje KIA431, la figura 3 representa el
diagrama interno del componente.

Referencia (R)

Ancdo (A)
Figura 3. Diagrama del KIA431.

2.2. Amplificador inversor de ganancia unitaria

El amplificador inversor de ganancia unitaria impone el
potencial constante del voltaje de referencia en el electrodo
auxiliar (CE); se utiliza un amplificador operacional de
potencia OPAb41. Este amplificador utiliza dos
configuraciones de manera simultanea, la configuracion de
amplificador inversor de la figura 4 para obtener una
retroalimentacion negativa y como amplificador seguidor de
voltaje (figura 5) que consigue la ganancia unitaria. El voltaje
de salida V, del amplificador inversor, esta denotado por:

Vo =—2-R; (1)

Donde R; = R,, esto significa que el voltaje de salida Vg
tiene valor del voltaje de entrada con polarizacién invertida
(Franco, 2014) (Driscoll, 2004).

Figura 5. Seguidor de voltaje.

2.3. Retroalimentacion de alta impedancia

El electrodo de referencia (RE) realiza la
retroalimentacion. La caracteristica principal de la
retroalimentacion, es su alta impedancia, de tal manera que la
corriente no pasa por este lazo, sino por el electrodo de
trabajo. Se utiliza un opamp CA3140 y la representacion es
mostrada en la figura 6 (Franco, 2014) (Driscoll, 2004).

Referencia (RE)

CA 3140

Figura 6. Retroalimentacion de alta impedancia.

2.4. Amplificador de corriente

La corriente del electrodo de trabajo (WE) es amplificada
por un factor ((bits de conversion 15625)/966.479) vy
convertida a voltaje. Para disminuir la resistencia de la red de
realimentacion y no afectar la precision del circuito, se utiliza
una red T (convertidor 1-V) para lograr una alta sensibilidad.
El dispositivo que realiza esta funcion es el OPA129U, un
amplificador operacional monolitico de ultra baja corriente de
polarizacién (figura 7) (Franco, 2014) (Driscoll, 2004).

iz R V1 R4

Trabajo (WE)

Figura 7. Amplificador convertidor de I-V.
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2.5. Acondicionamiento de la sefial para ADC

La salida del convertidor de corriente se ajusta al maximo
voltaje de entrada del ADC de 18 bits. Para realizar el ajuste se
utiliza la siguiente configuracién con los opamps CA3140
(figura 8).
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R1

Figura 8. Acondicionamiento de sefial para el convertidor analégico-
digital (ADC).

2.6. Conversion analdgica digital

Se utiliza un convertidor MCP3421 que es un convertidor
de un solo canal de bajo ruido y de alta precisién de
conversion A/D, de 18 bits controlado por un PIC18F4585 y
con una capacidad de 3.75 muestras por segundo (sps). Para el
despliegue de la informacién se utilizé un display de cristal
liqguido (LCD); en este ultimo elemento del diagrama, se
muestran los valores de la conversién en una LCD (figura 9).
En la figura 10 se muestra la imagen del circuito impreso en
3D del potenciostato disefiado y fabricado (Reyes, 2010).

] = ) =1
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Figura 9. Pantalla LCD donde se despliegan los datos de conversion.

Figura 10. Imagen en 3D del circuito impreso del potenciostato.

2.7. Instrumentacion

Para los estudios en celda convencional se utilizd un
electrodo de referencia de doble camisa de Ag/AgCl ORION
90200; ademas se utilizaron el electrodo de trabajo de carbén
vitreo BAS y como electrodo auxiliar un electrodo de anillo de
platino METROHM. Para los electrodos en configuracion
plana la celda electroquimica se constituy6 por un electrodo de
referencia de Ag/AgCI (1x3 mm), un electrodo de trabajo de
grafito (2x3 mm) y un electrodo auxiliar de 4x3 mm. Los
registros cronoamperométricos fueron obtenidos mediante un
amperimetro BAS LC-4C y el equipo desarrollado en régimen
convectivo por agitacién magnética.

Una vez preparados el buffer y la solucién de ferrocianuro
de potasio 10 mM, los electrodos son sumergidos ligeramente
para registrar las corrientes conectandolos al nanoamperimetro
desarrollado o al comercial. Una vez conectados los
electrodos, se enciende el nanoamperimetro y se espera el
tiempo suficiente para que se estabilice la lectura (3 minutos
aproximadamente). Enseguida que el nanoamperimetro se ha
estabilizado, se agregan sucesivamente 20 uL de la solucién
de ferrocianuro de potasio 10 mM y en la pantalla LCD del
nanoamperimetro se visualiza la corriente detectada en
nanoamperes; al agregar lentamente las adiciones de
ferrocianuro se observan los cambios y se toma nota del
desempefio de los equipos.

Después de ejecutar las series de pruebas con el
nanoamperimetro, se sigue la misma metodologia para el
amperimetro BAS LC-4C, se conectan los electrodos a este
equipo, y ahora se evalla el desempefio del nanoamperimetro
contra el equipo comercial BAS LC-4C.

3. Resultados

Para evaluar el comportamiento del nanoamperimetro, se
obtuvieron los registros cronoamperométricos haciendo seis
adiciones sucesivas de ferrocianuro (Figura. 1la). Dichos
registros fueron obtenidos también con el equipo comercial
LC-4C. En ambos casos se utilizo el electrodo de trabajo de
carbdn vitreo.

Como puede observarse, ambos equipos registran
corrientes similares, aunque el instrumento desarrollado
presenta mayor ruido. Este hecho puede resolverse en futuras
versiones incorporando un filtro mas eficiente que el de 1.5 Hz
disefiado originalmente. Es importante mencionar que los
registros del equipo comercial se obtuvieron con un filtro de
0.1 Hz.
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700 Cabe destacar que el orden de corrientes obtenidas es
equivalente al registrado por dichos biosensores y que los
50D gréficos se obtienen para una sola concentracion en virtud del
o caréacter desechable de los dispositivos electroquimicos. Los
T 500 resultados obtenidos con tres sensores diferentes se presentan
E en la figura 13 para ambos equipos y se puede observar que el
= 400 comportamiento es similar, aunque la estabilidad de la
g respuesta es menor que con el electrodo de carbon vitreo.
@ 200 Asimismo, es notable el mayor ruido registrado por el equipo
£ desarrollado; mismo que se eliminara en futuras versiones con
T 00 un circuito adicional de filtrado de la sefial.
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E 200 . -
5 Tabla 1. Resultados de registros cronoamperométricos.
Equipo Equipo
180 Ferrocianuro comercial LC-4C desarrollado
(uM) . % . %
0 i(mA) ds dsr | (nA) ds dsr
0.00 34.4 1.0 2.9 338 4.6 135
0 200 400 B0 800 1000 9.99 93.0 1.0 1.1 100.5 4.2 4.2
Tiempo de medicion (s) 19.96 1521 21 14 1638 46 28
b) Equipo desarrollado.
Figura 11. Registros cronoamperométricos para adiciones sucesivas de 29.91 2126 28 13 2163 5.7 26
20 pL de ferrocianuro de potasio 10 mM a 20 mL de buffer de fosfatos 0.1 39.84 2688 3.7 1.4 2667 79 29
M en NaCl 0.1 M pH =7.0. a) LC-4C, b) equipo desarrollado.
49.75 3458 11.8 3.4 3125 101 3.2
A partir de las mesetas obtenidas después de cada adicion, 59.64 4121 44 11 3692 39 11

es posible obtener el promedio de corriente; asi como su
porcentaje de desviacién estandar relativa. A partir de estos
resultados se construyeron las respectivas curvas de
calibracién (Tabla 1).

De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, es
posible comprobar el buen desempefio del nano amperimetro
desarrollado; ya que en términos de corriente y desviacion
estandar es muy similar a su contraparte comercial (Figura.
12).

Con la finalidad de confirmar el buen desempefio del
nanoamperimetro, se obtuvieron registros
cronoamperométricos con los electrodos serigraficos de
carbono en configuracion plana; mismos que son la plataforma
fundamental para desarrollar biosensores amperométricos.
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0 1 2 3 4 5 Figura 14. Registros cronoamperométricos promedio para tres sensores
Tesiiing dediedicas (S) electroquimicos planos en ferrocianuro de potasio 9.99 puM en buffer de
P fosfatos 0.1 M en NaCl 0.1 M pH = 7.0. Abajo LC-4C. Arriba equipo
a) LC-AC. desarrollado.

4, Conclusion

100 T

w Cada serie de pruebas, permitié evaluar el desempefio del
30 : nanoamperimetro (_jesarrolla_do y realjzar las mod_ificac!ones
| respectivas, corregir operaciones, revisar las configuraciones
de los amplificadores para mejorar los resultados. En cada una
de las graficas se observa que el nanoamperimetro a pesar de
contar con componentes de bajo costo, logra alcanzar
resultados equivalentes a los que entrega el detector
amperométrico comercial BAS LC- 4C.

Entre los resultados registrados se obtuvieron corrientes
del orden de los picoamperes (10™?A), dando muestra de la
calidad de deteccion con la que cuenta el equipo desarrollado a
muy bajo costo en comparacion con el equipo comercial BAS
LC- 4C.

Los niveles de corrientes medidas con eficiencia por parte
0 | de la instrumentacion desarrollada, son totalmente compatibles
para su integracion con los biosensores electroquimicos. Asi,
el presente trabajo es un paso importante para constituir un
-20 J ’ g : sistema total de analisis portatil y econémico de utilidad para

0 1 2 3 4 5 cuantificar especies de interés biomédico o medioambiental.
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b) Equipo desarrollado. .
Figura 13. Registros cronoamperométricos para tres sensores English Summary
electroquimicos planos en ferrocianuro de potasio 9.99 uM en buffer de
fosfatos 0.1 M en NaCl 0.1 M pH = 7.0. a) LC-4C. b) equipo Development and Evaluation of a Low Cost Digital
desarrollado. Electronic Potentiostat for the Quantification of Chemical

. . . . Substances by Mean of Amperometric Biosensors
En cuanto a la magnitud promedio de la corriente obtenida

a partir de los tres sensores, en cada caso se presenta mayor Abstract
corriente en el quipo desarrollado; muy probablemente debido
al filtro de 0.1 Hz del LC-4C (Figura 14). This work describes the design, development and

evaluation of a low cost potentiostat for the quantification of
chemical substances by mean of amperometric biosensors. The
instrument makes use of opamps and an analog-digital
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conversion stage with a digital display to determine the
oxidation current of potassium ferrocyanide. The developed
equipment was evaluated with a vitreous carbon electrode and
screen printed carbon electrodes in phosphate buffer 0.1 M in
0.1 M NaCl pH = 7.0. The results of the signals of the
potentiostat are equivalent to those obtained by a commercial
instrument and in both cases are located in the range of the
nanoamperes, emphasizing its high sensitivity.

Keywords

Nanoamperometric potentiostat, electrochemical biosensors,
opamp.
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