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DESCRIPCION
Sistema de sensor inteligente que utiliza un polimero electroactivo.
Campo de la invencién

La invencion se relaciona con el campo de sistemas para medir un pH de solucién que comprende un potenciostato con
un electrodo de trabajo hecho de un transductor de polimero solido electroconductor.

Antecedentes de la invencion

Los sensores basados en actividad electro quimica de un transductor de polimero solido electroconductor tal como
polianilina (PANI) o polipirrol estan consiguiendo una creciente atencién en la comunidad cientifica debido a sus
numerosas ventajas.

La polianilina es un material muy conveniente cuando se utiliza como un transductor electroquimico solido debido a sus
muchas combinaciones intrinsecas interesantes de los estados redox y acido-bésico. Este polimero es conocido como
estable y altamente conductor en su forma &cida emeraldina.

La polianilina también hace posible sensibilizar quimicamente, es decir mediante injerto quimico o fisico, es decir
mediante fisisorcion, su superficie con agentes bioquimicos naturales o trabajados obtenidos mediante ingenieria con
propdsitos de biodeteccion. Como un ejemplo, algunas enzimas son bien conocidas por liberar protones de sus hidrolisis
especificas de sustrato, esto permite desarrollar sensores basados en un mediador de enzima que libera protones.

En este contexto, el estado de protonacion de la polianilina afecta de manera notoria el equilibrio entre sus estados
redox. Este material se puede caracterizar electroquimicamente para indicar el pH de una solucion acuosa. De hecho,
una simple medicién de potenciometria de un electrodo de trabajo cubierto con polianilina contra un electrodo de
referencia despliega un comportamiento simple nernstiano como una funciéon de la concentracion de protones. Este
simple sistema, similar a un electrodo de pH combinado convencional, se puede visualizar como una celda de bateria
que tiene una carga limitada y que produce su propia diferencia de potencial proporcional al pH.

Las dos mediciones de potenciometria de electrodos son pasivas: ocurre una constante descarga de la celda, a través
de su resistencia interna y a través del voltimetro que mide la alta impedancia. Esto puede en algunos casos, originar
una alteracion no deseada de los estados redox de la polianilina y origina una deriva en los potenciales medidos. Es
como si los electrodos de referencia y de trabajo fueran halando su potencial electroquimico el uno hacia el otro para
anular su diferencia mediante un pequefio intercambio de corriente a través de la solucién y la impedancia interna del
instrumento de medicion. Este efecto inconveniente puede ser facilmente considerado despreciable al utilizar electrodos
de trabajo con superficie grande, incrementando asi la carga disponible, pero puede sin embargo evitar de manera
completa la medicion confiable a escalas micro y nano. Mas aun, la impedancia electroquimica de la polianilina varia
simultaneamente como una funcién tanto del pH como de su potencial electroquimico.

Por estas razones, y por razones de simplicidad, los sensores electroquimicos, que se suponen van a ser utilizados mas
de una vez o durante largos periodos de tiempo favorecen el uso del accionamiento continuo durante la deteccion en
lugar de un protocolo suplementario diferido para el reinicio electroquimico o la recarga. En un sensor activo ideal, el
canal de accionamiento tiene que controlar, como mejor pueda, algunas propiedades fisicoquimicas de interface tales
como las actividades redox, acido-basé y dieléctrica. Este accionamiento se hace con el fin de mantener las
propiedades del transductor tan sin cambiaos como sea posible aunque observando al mismo tiempo como el sistema
procede a hacerlo asi en su control de retroalimentacién. Mas aun, en un arreglo de sensor diferentes actuaciones
podrian conducir a una selectividad que siente o a una sensibilidad o precision, iniciando desde micro o nano sensores
inicialmente idénticos.

Un equipo bien conocido por investigar los mecanismos de reaccion relacionados con la quimica redox y otros
fendomenos quimicos es el potenciostato. Un potenciostato es un dispositivo de control y mediciéon que utiliza tres
electrodos: un electrodo de trabajo, un electrodo de referencia y un contraelectrodo. El uso basico de un potenciostato
consiste en considerarlo como un circuito eléctrico que controla el potencial a través de la celda al detectar cambios en
su impedancia, variando de acuerdo con esto la corriente suministrada al sistema: una mayor impedancia dara como
resultado una corriente disminuida, mientras que una impedancia menor dard como resultado una corriente creciente,
con el fin de mantener el voltaje constante. Como resultado, la impedancia del sistema variable y la corriente controlada
son inversamente proporcionales.
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Donde, |, es la corriente eléctrica de salida del potenciostato, E. es voltaje de entrada que se mantiene constante y Ry
es la impedancia eléctrica que varia.

El potenciostato, Figura 1, en su arquitectura convencional requiere asi una sefial E. de entrada, que es la diferencia de
potencial a ser aplicada entre el electrodo W de trabajo y el electrodo R de referencia. Entonces, el potenciostato genera
una sefial Usaiga de salida que es proporcional a la magnitud del flujo de corriente entre el contraelectrodo C vy el
electrodo W de trabajo. El flujo de corriente sirve para mantener el electrodo W de trabajo en el potencial deseado
contra el electrodo de referencia. Este sistema puede ser considerado con las imbricaciones de amplificadores
operacionales (circuito integrado, IC) en un ciclo de retroalimentacion analogo. En el esquema de la Figura 1, Al se
utiliza como un agregador, A2 como un seguir de voltaje y A3 como convertidor de corriente a voltaje graduado
mediante una resistencia R3 seleccionada.

Resumen de la invencién

Seria ventajoso lograr un aparato para medir el pH de una solucién con un potenciostato en el cual la deriva del
electrodo de trabajo de polianilina se controla para obtener mediciones confiables y repetibles.

Para encausar mejor una 0 mas preocupaciones, en un primer aspecto de la invencién un sistema para medir una
solucién de pH comprende:

. Un potenciostato que comprende un electrodo de trabajo hecho de un transductor de polimero solido
electroconductor, una entrada para recibir una sefial de entrada indicadora del potencial a ser aplicado entre el electrodo
de trabajo y el electrodo de referencia del potenciostato, y una salida para trasmitir una sefial de salida indiciadora de la
magnitud de la corriente que fluye entre un contraelectrodo del potenciostato y el electrodo de trabajo, estando los tres
electrodos sumergidos en la solucion;

. Un procesador digital conectado a un convertidor digital analogo para generar la sefial de entrada del
potenciostato; y un convertidor analogo digital para recibir un valor digital representativo de la sefial de salida del
potenciostato.

El procesador digital se adapta para modificar la sefial de entrada del potenciostato con el fin de mantener la sefial de
salida dentro de un rango predeterminado de tal manera que el potencial de sefial de entrada sea representativo del pH
de la solucién cuando la sefial de salida esta dentro del rango predeterminado.

En una realizacion particular:

. El electrodo de trabajo se hace de polianilina o polipirrol;
o El rango predeterminado se centra en cero;
. El potenciostato comprende un amplificador operacional que tiene una entrada conectada al electrodo de

trabajo, la salida del amplificador operacional que genera la sefial de salida y dicho amplificador operacional que se
monta en paralelo con un resistencia para actuar como un convertidor de corriente a voltaje graduada por la resistencia,
siendo la resistencia alta o infinita para limitar la corriente mediante saturacion del amplificador operacional; y/o

. La resistencia se modifica en un rango que evita la saturacion del amplificador operacional y el rango
predeterminado de la sefal de salida es externo a cero de tal manera que el estado redox del transductor de polimero
solido electroconductor se madifica por un flujo de corriente.

Dependiendo del tipo de medicion, se puede preferir una realizacidn particular que sea facil de adaptar o que de un
mejor resultado. Sin embargo, aspectos de estas realizaciones particulares se pueden combinar o modificar seguiin sea
apropiado o se desee.

En un segundo aspecto de la invencion un sistema para detectar moléculas biolégicas comprende un sistema como se
menciond anteriormente, en donde el transductor de polimero solido electroconductor esta sensibilizado por un
mediador de enzima que libera protones.
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En una realizacion particular el mediador de enzima que libera protones comprende una enzima -lactamasa.

En un tercer aspecto de la invencién, el método mide el pH de una solucién con un potenciostato, el potenciostato que
comprende un electrodo de trabajo hecho de un transductor de polimero solido electroconductor, una entrada para
recibir una sefial de entrada indicadora del potencial a ser aplicado entre el electrodo de trabajo y un electrodo de
referencia del potenciostato, y una salida para transmitir una sefial de salida indicadora de la magnitud de la corriente
que fluye entre un contraelectrodo del potenciostato y el electrodo de trabajo, los tres electrodos estando sumergidos en
la solucion. El método comprende:

. Generar la sefal de entrada;
) Detectar la sefial de salida;
. Modificar la sefial de entrada para mantener la sefial de salida dentro de un rango predeterminado de tal

manera que el potencial de la sefial de salida sea representativo del pH de la solucidon cuando la sefal de salida esta
dentro del rango predeterminado.

En un cuarto aspecto de la invencion, un producto de software de ordenador almacenado en un medio de grabacion
comprende un conjunto de instrucciones para posibilitarle al ordenar practicar el método anterior cuando el ordenador
ejecuta un conjunto de instrucciones.

Estos y otros aspectos de la invencion serén evidentes y elucidados con referencia a la realizacion descrita a
continuacion donde:

- La Figura 1 es una vista esquematica de un potenciostato de acuerdo con la técnica anterior;

- La Figura 2 es una vista esquematica de un sistema de acuerdo a una realizacion de la invencion;
- La Figura 3 es un diagrama de flujo de un primer método para controlar el sistema de la Figura 2;

- La Figura 4 es un diagrama de flujo de un segundo método para controlar el sistema de la Figura 2;
- La Figura 5 es una foto de electrodos milimétricos utilizados en el sistema de la Figura 2;

- Las Figuras 6A, 6B y 6C son vista de una disposicion de electrodos interdigitados micrométricos donde la
Figura 6A es una macrofotografia del chip completo, la Figura 6B es una ampliacién microscépica éptica de un conjunto
de electrodos interdigitados en los cuales el electrodo més oscuro esti cubierto con polianilina; y la Figura 6C es una
amplificacion de microscopia electrénica de exploracion en la cual el electrodo més oscuro esta cubierto con polianilina;

- La Figura 7A es un diagrama de electrosintesis de polianilina en el periodo A y la posterior deteccién sobre un
conjunto de electrodos milimétricos en los periodos By C

- La Figura 7B es una ampliacién de la curva de la Figura 7A durante un periodo By C;

- La Figura 8 es un diagrama de la sefial del potencial para detecciones sucesivas de pH 4 y pH 10 que utilizan
dos algoritmos de las Figuras 3 y 4 que utilizan el conjunto de electrodos de la Figura 5

- La Figura 9 es un diagrama del potencial de la polianilina como una funcién del pH obtenido con el sistema de
la Figura 2 y con un voltimetro simple, un electrodo de referencia comercial y el mismo electrodo de trabajo de la Figura
5;

- La Figura 10 es un diagrama del potencial y de las detecciones de sefiales de corriente para pH 4, 7 y 10 que
utilizan el algoritmo de la Figura 4;

- La Figura 11A es un diagrama de las sefiales de potencial para las detecciones de pH 4, 7 y 10 que utilizan el
electrodo de trabajo de la Figura 5;

- La Figura 11B es un diagrama de las sefales de potencial para las detecciones de pH 4, 7 y 10 que utilizan los
electrodos de trabajo de la Figura 6;

- La Figura 12A es un diagrama de las sefales de potencial y corriente para las detecciones de pH 4, 7 y 10, que
muestran la influencia del pH sobre la magnitud de la corriente alterna medida;
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- La Figura 12B es una ampliacion de las mediciones de las Figuras 12A en pH=10;y

- La Figura 13 es un diagrama de las detecciones de sefiales de potencial, que muestran una variante de
realizacion.

En referencia a la Figura 2, un potenciostato 1 comprende una celda 3 de tres electrodos: un electrodo W de trabajo, un
electrodo R de referencia y un contraelectrodo C.

El contraelectrodo C esta conectado a la salida de un amplificador 5 operacional del cual una entrada se conecta a tierra
y la segunda entrada se conecta a través de la resistencia 7 a un conector 9 de entrada. Un segundo amplificador 11
operacional tiene una primera entrada conectada al electrodo R de referencia y su segunda entrada conectada a su
salida y, a través de la segunda resistencia 13, a la segunda entrada del primer amplificador 5 operacional. El electrodo
W de trabajo se conecta a una primera entrada de un tercer amplificador 15 operacional, la segunda entrada del tercer
amplificador operacional estd conectada a tierra y su salida estd conectada a un conector 17 de salida del potenciostato.
Un selector 19 de resistencia denominado aqui como multiplexor, esta conectado en paralelo a un tercer amplificador
15 operacional al electrodo W de trabajo y al conector 17 de salida.

Un ordenador 21 comprende un procesador 23 digital conectado a un convertidor DAC 25 digital a analogo y a un
convertidor ADC 27 analogo a digital. El DAC esta conectado a un conector 9 de entrada del potenciostato 1 y el ADC a
su conector 17 de salida.

El ordenador 21 comprende ademas una pantalla 29 de datos.

El procesador 23 define un valor de sefial de entrada para ser generado por el DAC 25 como una sefial de entrada del
potenciostato 1 que es la diferencia en potencial a ser aplicada entre el electrodo W de trabajo y el electrodo R de
referencia. Luego, el potenciostato genera una sefial de salida que es proporcional a la magnitud de flujo de corriente
entre el contraelectrodo C, y el electrodo W de trabajo. El flujo de corriente sirve para mantener el electrodo de trabajo
en el potencial deseado. El primer amplificador 5 operacional se utiliza como un agregador, el segundo amplificador 11
operacional como un seguidor de voltaje, y el tercer amplificador 15 operacional como un convertidor de corriente a
voltaje graduado mediante una resistencia 19 seleccionado.

El ordenador 21 actia como un ciclo de retroalimentacion suplementario entre la entrada y la salida del potenciostato. El
objetivo de este ciclo de retroalimentacion es mantener la sefial de salida en un rango predeterminado al actuar sobre la
sefial de entrada. En esta configuracién el ciclo de retroalimentacién tiene que regular el potencial de trabajo aplicado
como una funcién de la corriente medida.

El procesador puede ejecutar diferentes algoritmos que permitan el control de retroalimentacion. Como un ejemplo en la
Figura 3, el procesador aplica un potencial P; de trabajo arbitrario sobre el potenciostato etapa 31. Esta accion dara
como resultado un flujo de corriente en el electroquimico o medido en la etapa 33. El potencial P;de trabajo aplicado se
puede incrementar o disminuir con un valor dS constante para iterativamente aproximar un flujo lowar de corriente
deseada, etapa 35: si el flujo Ip de corriente estd por encima del valor lor deseado, el potencial P; se disminuye
mediante dS y si el flujo Ip de corriente es menor que el valor lor deseado, el potencial P; se incrementa mediante dS.

El diagrama de flujo de la figura 4 es un algoritmo diferente que consiste en un incremento variable o en etapas de
disminucion para un asentamiento de equilibrio mas rapido. El disminucién/incremento de la variable se define como un
multiplo de 1.4. El procesador aplica un potencial P; de trabajo arbitrario sobre el potenciostato, etapa 41. Esta accién
dara como resultado un flujo de corriente en la electroquimica lo medida en la etapa 43. El potencial P; de trabajo
aplicado se puede entonces incrementar, o disminuir con un valor variable multiple de dS para aproximar iterativamente
a un flujo lgrar de corriente deseado, etapa 45: si el flujo I de corriente esta por encima del valor lorar deseado, el factor
de incremento Inc es restablecido a 1 y el potencial P; es disminuido por Dec*dS, luego Dec se incrementa por un factor
1.4 y si el flujo lp de corriente es menor que el valor lgrer deseado, el factor Dec de disminucion se restablece a 1y el
potencial P; se incrementa por Inc*dS, luego Inc se incrementa por un factor 1.4.

Si un resistor infinito se selecciona en el multiplexor, el convertidor 15 de corriente a voltaje se saturara y limitara la
corriente entre los contraelectrodos y los electrodos de trabajo para la perdida de corriente intrinseca del amplificador
operacional, es decir, tipicamente 10 a 100 pA para amplificadores operacionales comunes. El convertidor 15 de
corriente a voltaje alcanzara entonces una ganancia cuasi infinita y mayormente dara dos valores extremos que indican
si el potencial aplicado es mayor o menor que el potencial de equilibrio del electrodo de trabajo de polianilina. En esta
configuracién, con un lgrar =0, el potenciostato actia como un comparador de voltaje discreto que permite generar la
deteccién del pH potenciométrico simple con polianilina u otro electrodo de trabajo electroactivo. Debido a las
resoluciones instrumentales finitas (ADC y DCA) y el método real, las sefiales de voltaje y corriente primero
evolucionaran, luego oscilaran alrededor del voltaje real del electrodo de trabajo y la corriente nula respectivamente. En
ese momento, si un valor del resistor inferior se selecciona en el multiplexor, con el fin de mantener el convertidor de
corriente a voltaje por debajo de la saturacién la proporcién de amplitud y la diferencia de fase entre el voltaje y las
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oscilaciones de corriente seran indicadoras de la impedancia de la celda electroquimica. De hecho, una medicién EIS
tipica (Espectroscopia de Impedancia Electroquimica) consiste en aplicar una oscilacién de amplitud de voltaje pequefia
(sefial de excitacion) a la celda electroquimica y medir la oscilacion de corriente resultante (sefial de respuesta). La
impedancia de la celda es la caracteristica electroquimica que relaciona el voltaje y las sefiales de corriente. El método
real puede asi ser utilizado para medir el potencial electroquimico y las caracteristicas de impedancia electro quimicas
de la celda a la vez.

Experimentos que muestran la efectividad del potenciostato descrito aqui anteriormente se describen ahora.

El potenciostato es hecho en casa y es controlado por ordenador por via de una tarjeta de control y adquisicion
multipropdsito en NIDAQ USB-6009 de National Instrument. Los programas son construidos y compilados con Microsoft
VisualBasic 5.0.

Se prueban dos tipos de arquitecturas de celda electroquimica.

El primer tipo de celda electroquimica es un poso de 200 puL que contiene tres electrodos de pelicula dorada impresos
en un area circular de un diametro de 6 mm, Figura 5. La plataforma es una resina fendlica que es comiUnmente
utilizada como un sustrato para circuitos impresos de cobre sobre tarjeta (PCB).

Iniciando desde la tarjeta revestida de cobre foto sensibilizada estandar, estos electrodos se obtienen mediante técnicas
de realizacion de circuito impreso clasico sobre tarjeta (PCB). Como polianilina no puede ser electro sensibilizada
facilmente sobre cobre, la capa de cobre es primero grabada al agua fuerte en la forma de una mascara de sombra para
el disefio del electrodo real. La realizacion del electrodo se efectia con el depésito de una capa de 10 nm de titanio que
forma una capa de adherencia y 100 nm de capa de oro obtenida después de una evaporacion por haz de electrones.
Después de la evaporacion por haz de electrones, la capa de mascara de cobre se retira utilizando cloruro férrico.
Todos los materiales y quimicos para la realizaciéon del PCB son comprados en componentes RS.

El electrodo 50 de referencia se obtiene al aplicar una mancha 52 pequefia de amalgama Ag/AgCl solida (composicién
de cloruro plata/plata 5874 de Dupont). Este electrodo de referencia Ag/AgCl solido se ha revisado por su estabilidad,
repetibilidad y confiabilidad en diferentes configuraciones de medicién desde pH 2 a 12. Esta referencia despliega un
potencial de electrodo 100 mV mayor (~300 mV vs. SHE) que el electrodo de referencia comercial (~197 mV vs SHE).

La capa de polianilina en el electrodo 54 de trabajo se puede obtener mediante voltamperometria ciclica o mediante una
aplicacion de corriente constante. El electrodo 54 de trabajo de polianilina representado en la Figura 5 se obtuvo al
aplicar 1.5 pA durante 10 minutos en una solucion acuosa de anilina 0.2M y 2M HCI utilizando la arquitectura del sensor
inteligente presentada. El contraelectrodo 56 se localiza entre el electrodo 54 de trabajo y el electrodo 50 de referencia.

El segundo tipo de celda electroquimica es un poso de 40 pL que contiene nueve conjuntos de electrodos interdigitados
micrométricos de platino mostrados en las Figuras 6A, 6B y 6C. El conjunto central es puesto en corto circuito por una
pequefia mancha 61 de amalgama Ag/AgCl sélido (Composicion de cloruro plata/plata 5874 Dupon). Este conjunto se
ha revisado también por su estabilidad y repetibilidad como electrodo de referencia en diferentes configuraciones de
medicién de pH 2 a 12.

Los ocho conjuntos restantes son utilizados como parejas de contraelectrodos y electrodos de trabajo. Los
contraelectrodos 63 se conectan juntos de tal manera que el sistema contiene solo una referencia comudn, con un
contraelectrodo comun y ocho electrodos 65 individuales de trabajo.

Estos electrodos de platino (5 nm Ti, 100 nm Pt) se producen mediante técnicas de evaporacion y fotolitografia usuales
sobre una capa de SiO2 de 100 nm de grueso obtenida mediante oxidacion en seco de un sustrato de silicio de 360 um
de grueso. Los electrodos de 6 pm de ancho (2*21 digitos) estan espaciados por 6 pm e interdigitados sobre una
superficie cuadrada de 500*500 umz. Con propositos de deteccion en las soluciones acuosas, las pistas eléctricas son
aisladas de liquido por medio de una capa de 500 nm de grueso de nitruro de silicio visible en las Figuras 6A y 6B. Esta
capa se obtiene mediante una deposicién de vapor quimico mejorada con plasma a 250°C.

La capa de polianilina sobre los electrodos de trabajo interdigitados se puede obtener mediante voltamperometria ciclica
o mediante una aplicacién de corriente constante. El electrodo de trabajo de polianilina visible en las Figuras 6B y 6C se
obtiene al aplicar 0.15 pA durante 5 minutos en una solucidn acuosa de anilina 0.2M y HCL 2M utilizando el sistema
presentado.

Las diferentes soluciones amortiguadoras de pH para detectar pH se obtuvieron utilizando recetas que FIXANAL de
Riedel de Hean Company. La conductividad de todas estas soluciones se ajusté a 11 mS utilizando soluciones de KCL y
un conductimetro Hanna HI255.

La anilina se destilo dos veces bajo presion reducida con argoén antes de uso.
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Todos los quimicos fueron adquiridos en Aldrich Chemicals.
La electrosintesis y las mediciones se efectuaron a temperatura ambiente.

Las mediciones de potenciometria clasica se efectuaron utilizando el electrodo de trabajo PANI y milimétrico, un
electrodo de referencia Ag/AgCI comercial HI 1083 de Hanna Instruments y un voltimetro Keithley 2000.

La figura 7A muestra un experimento completo que comprende electrosintesis de polianilina y la posterior deteccion
sobre una configuracién de electrodo milimétrico que utiliza el mismo algoritmo nucleo descrito en relacién con la Figura
4 con un dS =1 pV y una iteracién cada 100 ms. La Figura 7B es una amplificacion del periodo B, C y de la corriente
medida. La curva 71 muestra el potencial de entrada con su escala sobre el lado izquierdo y la curva 73 muestra la
corriente de salida con su escala sobre el lado derecho.

Durante el periodo A, la polianilina se electrosintetiza, utilizando el algoritmo mostrado en la Figura 4, manteniendo la
corriente de la sefial de salida en un objetivo de 1.5pA y utilizando un resistor de carga de 10 KOhms en el multiplexor
19. La electrosintesis ocurre a un potencial de ~0.75 voltios vs la referencia de Ag/AgCl sélida. Después de 10 minutos
la electrosintesis de polianilina, periodo de B, el registrador de carga es cambiado a infinito y el objetivo se establece a
cero. El potencial de equilibrio del electrodo de trabajo PANI en su solucién de sintesis se encuentra a ~0.7 voltios.
Durante el periodo C, se reemplaza la solucién de sintesis mediante una soluciéon amortiguadora a pH 4. El potencial de
equilibrio del electrodo de trabajo de polianilina alcanza ~0.37 voltios, indicando el funcionamiento adecuado del
dispositivo como un sensor de pH.

La curva de corriente de la Figura 7B ilustra de manera clara el potenciostato que actia como un comparador de voltaje
discreto: como el resistor elegido es infinito, la corriente que pasa a través del electrodo de trabajo se limita a la pérdida
de corriente intrinseca del amplificador operacional. Por esta razén, la corriente curvada mostrada en la Figura 7B es la
salida del convertidor de corriente a voltaje (es decir -5V a 5V) graduada con la especificacion del fabricante de perdida
de corriente intrinseca del amplificador operacional (~10 pA). Es interesante notar que este tipo de sefial podria ser
directamente utilizada como una sefial codificada vinaria para la reduccion del tamafio de datos. De hecho, ya que el
algoritmo es conocido la curva de potencial se puede reconstruir utilizando esta sefial de corriente discreta con una
operacion digital simple.

La Figura 8 ilustra la diferencia en las sefales 81 y 83 de potencial medido utilizando los algoritmos propuestos en las
Figuras 3 y 4, respectivamente. Las dos curvas se han obtenido al cambiar sucesivamente la solucién amortiguadora
entre pH 4 (~0.36 V) y pH 10 (~-0.1 V) con un algoritmo de iteracién cada 100 ms, un resistor de carga infinito y una
corriente de salida objetivo nula. La curva punteada se obtuvo con una etapa de voltaje de incremento y disminucién fija
de dS =1 mV (algoritmo de la Figura 3), mientras que la curva solida se obtuvo con un incremento variable y una etapa
de voltaje disminuida con dS = pV (algoritmo de la Figura 4).

De la Figura 8, es claro que el tipo de algoritmo tiene su importancia en la velocidad de deteccién o el tiempo requerido
para que el sistema electronico alcance un estado de cuasi equilibrio. Pero mas importante este puede tener una
influencia muy fuerte si el resistor multiplexor no es infinito, y de hecho, en un instrumento real, el resistor nunca puede
ser realmente infinito.

En la Figura 9, la respuesta nerstiana de la polianilina hacia el pH obtenido con el sistema descrito, curva 91, se
compara con una deteccién de voltimetro simple con un electrodo de referencia comercial y el mismo electrodo
milimétrico PANI, curva 93.

Como se observa en la Figura 9, los experimentos con el sensor inteligente y el potenciémetro clasico despliegan
pendientes muy cercanas de -74 y -70 mV/pH respectivamente y unas desviaciones estandar muy equivalentes. El
desfase observable de aproximadamente 100mV entre los dos experimentos es solo debido al uso de diferentes tipos
de electrodos de referencia Ag/AgCl como se explico aqui anteriormente.

El arreglo de los electrodos interdigitados micrométricos ha sido entonces considerado. La proximidad del
contraelectrodo a cada uno de los ocho electrodos de trabajo y su escala micrométrica ha sido intuitivamente
seleccionada para el confinamiento de las corrientes eléctricas en volimenes separados muy pequefios de la misma
muestra. En esta configuracion de celda electroquimica, las mediciones de potenciémetro clasicas como una funcién del
pH utilizan solamente los electrodos de trabajo y los electrodos de referencia sélidos, que utilizan solo los electrodos de
trabajo y los electrodos de referencia solida, se han encontrado dificiles de reproducir. La proximidad y el tamafio
reducido de estos electrodos es responsable de una descarga constante de la celda electroquimica: La diferencia en el
potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia tiende a cancelarse tal como se observa en la Figura
10 que utiliza el sistema descrito aqui anteriormente y un conjunto de electrodos interdigitados micrométricos como en la
Figura 6A. Las oscilaciones rapidas, la sefial de corriente indican claramente los periodos de cuasi equilibrio.
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La influencia del algoritmo se puede observar sobre el comportamiento de la celda en el caso de los electrodos
micrométricos en los cuales una corriente muy baja puede cambiar rapidamente los estados redox PANI. En la Figura
10, la curva 101 de potencial de la sefial de entrada y la curva 103 de corriente de la sefial de salida de corriente son
dibujadas para tres diferentes medicines de pH a pH 4, 7 y 10. Cada periodo 105 de medicion es precedido por un
periodo 107 de activacion. El algoritmo de la Figura 3 se encontré que produce un ruido reducido cuando se compar6
con el algoritmo de la Figura 4. De la figura 10, un algoritmo simple podria disminuir la iteracion de actuacién durante el
estado de cuasi equilibrio electrénico para mantener el nivel de carga de polianilina mas constante.

Sin embargo, el algoritmo de la Figura 4 permitié6 efectuar un barrido de pH mas rapido y asi reducir el efecto de
descarga constante tal como se observo en la Figura 11A, que muestra la curva 110 de potencial para las detecciones
de pH 4, 7 y 10 utilizando el electrodo de trabajo de las Figuras 5 y en la Figura 11 B que muestra un arreglo de las
curvas 111 de potencial para detecciones de Ph 4, 7 y 10 utilizando los electrodos de trabajo de la Figura 6. Las
mediciones de la Figura 11B también verifican la reproducibilidad de los ocho censores paralelos en un arreglo.

Algunas pequefias discrepancias pueden ser observadas algunas veces entre las mediciones de pH cuando se
comparan los voltajes obtenidos en la Figura 8 con aquellos obtenidos en las Figuras 11A y 11B. Esto es la
consecuencia de utilizar una amalgama de Ag/AgCIl como electrodo de referencia. La amalgama puede dar pequefias
diferencias en el potencial electroquimico debido al envejecimiento de la tinta utilizada. De esta observacion, puede ser
uatil calibrar el sistema completo cuando se mide el pH en una aplicacion especifica tal como aquella que sera descrita
posteriormente en la Figura 3.

La Figura 12A ilustra el potencial 120 electroquimico y las mediciones 121 de corrientes asociadas para un electrodo de
polianilina sumergido sucesivamente en pH = reguladores 10, 7y 4 en 11 mS de conductividad.

Durante los remplazos del amortiguador de pH, los intercambios de corriente son deliberadamente restringidos al utilizar
un resistor infinito en el convertidor 15 de corriente a voltaje con el fin de limitar las alteraciones redox de la polianilina.
Cuando se alcanza un potencial electroquimico estable, se permiten y se miden los intercambios de corriente al utilizar
un resistor de 1 MOhm en el convertidor 15 de corriente a voltaje.

Como se observé en la Figura 12A, la magnitud de la corriente alterna medida, que resulta de las alternaciones de
voltaje aplicado alrededor del potencial electroquimico de equilibrio real (observable en la Figura 12B), se incrementa
globalmente cuando disminuye el pH, tal como se representa por medio de las flechas 122, 123 y 124, respectivamente
asociadas con pH=10, pH=7 y pH=4. Esta observacion esta de acuerdo con el incremento de resistividad de polianilina
bien conocido con el pH.

La Figura 12B muestra un agrandamiento de la medicion de la Figura 12A a pH=10. Como se puede observar en la
Figura 12B, el potencial 130 alterna cada 200 ms (periodo de iteracién) con una amplitud seleccionada de 6 mV
alrededor del potencial de equilibrio como consecuencia del algoritmo. Para cada iteracion, solamente la primera
adquisicion de corriente se utiliza para aplicar el algoritmo. Estas alternaciones de voltaje bajo de onda cuadrada induce
las relajaciones 131 sucesivas de corriente. Estas curvas 131 de relajacion de corriente son indicaciones directas de los
procesos electroquimicos que tiene lugar en la superficie del electrodo de trabajo (impedancia electroquimica, procesos
redox, etc.).

La Figura 13 muestra una variante de realizacion que utiliza una enzima de B-lactamasa como un sensibilizador. Las
enzimas de B-lactamasa pueden hidrolizar los antibidticos a base de B-lactama, tal como la penicilina G, para conducir a
una disminucion global del pH. El experimento inicia desde ocho electrodos de trabajo pristinos.

Durante el periodo A, los electrodos son sumergidos en anilina 0.2 M, soluciéon acuosa de HCI 2 M y la polianilina es
electro sensibilizada utilizando el algoritmo mostrado en la Figura 4. La electrosintesis ocurre en un potencial de
aproximadamente 0.75 voltios vs la referencia Ag/AgCIl sélida. Después de aproximadamente 10 minutos de electro
sintesis de polianilina, el resistor de carga es cambiado a infinito y la corriente objetivo se ajusta a cero para todos los
electrodos. Los potenciales de equilibrio de los electros de trabajo PANI y en sus solucion de sintesis disminuyen.

Durante el periodo B, los ocho electrodos son sucesivamente sumergidos juntos en reguladores de pH = 4,7 y 10 con el
fin de efectuar una calibracion de pH utilizada para ajustar el segundo eje de las ordenadas (eje pH) de la Figura 13.

La medicion es luego pausada y cuatro de los electrodos son sumergidos en 1ug/ml de la solucion amortiguada pH =7
de pB-lactamasa, mientras que los otros son solo mantenidos en un amortiguador puro de pH = 7. Después de esta
absorcién de enzima, los ocho electrodos son agrupados y la medicion se reasume.

Durante el periodo C, se hacen tres detecciones sucesivas 141, 142 y 143 de penicilina G a una concentracion de 1
mM. Los electrodos se lavan en un amortiguador pH = 7 entre cada medicién. Los cuatro electrodos sensibilizados
despliegan una respuesta 144 abrupta a la penicilina, desde pH~7 a pH~5, mientras que los otros potenciales 145
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electroquimicos de los electrodos solo se incrementan lentamente como consecuencia de la difusiéon de protones de los
electrodos sensibilizados.

Este ejemplo demuestra las posibles extensiones de los experimentos previos a esquemas de biodetenciones mas
especificos cuando se utilizan biomarcadores marcados con enzima.

Se pueden obtener resultados muy similares sobre varios tipos de electrodos o materiales de electrodos de trabajo (Au,
Pt, Pd, C, inox).

El método se puede ejecutar mediante un producto de programa de ordenador que es capaz de ejecutar cualquiera de
las etapas del método como se describi6 anteriormente cuando se cargan y corren en medios de ordenador. El
programa de ordenador se puede almacenar/distribuir en un medio adecuado suministrado junto con o como parte de
otro hardware, pero también se puede distribuir en otras formas, tales como por via de la internet u otros sistemas de
telecomunicacién alambrico o inalambrico.

Un circuito integrado se puede disponer para efectuar cualquiera de las etapas del método de acuerdo con las
realizaciones descritas.

Mientras que la invencion se ilustrado y descrito en detalle en los dibujos y en la descripcién anterior, tal ilustracién y
descripcién va a ser considerada ilustrativa o de ejemplo y no restrictiva; la invencién no esta limitada a la realizacion
descrita.

Otras variaciones de las realizaciones descritas se pueden entender y efectuar por aquellos expertos en la técnica al
practicar la dimension reivindicada de un estudio de los dibujos, la descripcion y las reivindicaciones finales. En las
reivindicaciones, la palabra “que comprende” no excluye otros elementos y el articulo indefinido “un” o “una” no excluyen
una pluralidad.
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REIVINDICACIONES
1. Sistema para medir un pH de solucién que comprende

. Un potenciostato (1), dicho potenciostato comprende un electrodo (W) de trabajo hecho de un transductor de
polimero solido electroconductor, un entrada (9) para recibir una sefial de entrada indicativa del potencial al ser aplicado
entre dicho electrodo de trabajo y un electrodo (R) de referencia del potenciostato, y una salida (17) para transmitir una
sefial de salida indicativa de la magnitud del flujo de corriente entre un contraelectrodo (C) del potenciostato y dicho
electrodo de trabajo, dichos tres electrodos se sumergen en dicha solucién;

. Un procesador (23) digital conectado a un convertidor (25) digital analogo para generar dicha sefial de entrada;
y un convertidor (27) analogo digital para recibir un valor digital representativo de la sefial de salida; caracterizada
porque dicho procesador digital se adapta para modificar dicha sefial de entrada para mantener dicha sefial de salida
dentro de un rango predeterminado de tal manera que el potencial de sefial de entrada es representativo del pH de
solucién cuando dicha sefial de salida esta dentro de dicho rango predeterminado.

2. Sistema de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde el electrodo de trabajo se hace de polianilina o polipirrol.
3. Sistema de acuerdo a la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho rango predeterminando se centra en cero.

4. Sistema de acuerdo a la reivindicacion 3, en donde dicho potenciostato comprende un amplificador operacional que
tiene una entrada conectada a dicho electrodo de trabajo, la salida del amplificador operacional que genera dicha sefial
de salida y dicho amplificador operacional estan montados en paralelo con un resistencia para actuar como un
convertidor de corriente a voltaje grabado mediante dicha resistencia, dicha resistencia es alta o infinita para limitar la
corriente mediante la saturacion del amplificador operacional.

5. Sistema de acuerdo a la reivindicacién 4, en donde dicha resistencia se modifica en un rango que evita la saturacion
del amplificador operacional y dicho rango predeterminado de sefial de salida es externo a cero de tal manera que el
estado redox del transductor de polimero solido electroconductor se modifica por medio de un flujo de corriente.

6. Un sistema de acuerdo a la reivindicacion 4, en donde dicha resistencia se modifica en un rango que evita la
saturacion del amplificador operacional de tal manera que dicha sefial de salida oscila dentro de dicho rango
predeterminado, la amplitud y fase y de dichas oscilaciones son indicadores de la impedancia electroquimica de dichas
celda electroquimica.

7. Sistema para detectar las moléculas biolégicas que comprende un sistema de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde el trasductor de polimero solido electroconductor se sensibiliza mediante un mediador
de enzima de liberacién de protones.

8. Sistema para detectar las moléculas bioldgicas de acuerdo a la reivindicacion 7, en donde el mediador de enzima de
liberacién de protones comprende una enzima de -lactamasa.

9. Método para medir un pH de solucion con un potenciostato, dicho potenciostato comprende un electrodo de trabajo
hecho de un trasductor de polimero solido electroconductor, una entrada para recibir una sefial de entrada indicadora
del potencial a ser aplicado entre dicho electrodo de trabajo y un electrodo de referencia al potenciostato, y una salida
para trasmitir una sefial de salida indicadora de la magnitud de la corriente que fluye entre un contraelectrodo del
potenciostato y dicho electrodo de trabajo, dichos tres electrodos son sumergidos en dicha solucion, dicho método
comprende:

. Generar (31,41) la sefal de entrada;
. Detectar (33,43) la sefial de salida;
. Modificar (35,45) la sefial de entrada para mantener dicha sefial de salida dentro de un rango predeterminado

de tal manera que el potencial de la sefial de entrada es representativo del pH de la solucion cuando dicha sefial de
salida esté dentro de dicho rango predeterminado.

10. Producto de software de ordenador almacenado en un medio de grabacién y que comprende un conjunto de
instrucciones para posibilitarle a un ordenador practicar el método de acuerdo con la reivindicacion 9 cuando el
ordenador ejecuta dicho conjunto de instrucciones.

10
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