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DESCRIPCION
Método de deteccidn electroquimica
Antecedentes

La deteccion y cuantificaciéon de biomarcadores de proteinas en muestras bioldgicas es fundamental para la
protedmica, el disefio de farmacos, el prondstico de enfermedades y el desarrollo terapéutico. La generacion de
micromatrices de proteinas viables es, sin embargo, un reto. Las micromatrices épticas basadas en anticuerpos
actuales se basan cominmente en ensayos en sandwich en los que la unién del antigeno al anticuerpo inmovilizado
se detecta mediante el uso de un anticuerpo secundario, marcado. Aunque es sensible, este método es laborioso y
requiere un anticuerpo secundario especificamente marcado para cada antigeno de interés. Los protocolos de
etiquetado son potencialmente perturbadores, también pueden llevar mucho tiempo y pueden generar sefiales de
fondo altas. Los ensayos de deteccion sin etiqueta basados en resonancia de plasmén o microbalanza de cristal de
cuarzo (QCM), por ejemplo, ofrecen, tipicamente, limites de deteccion de nM, pero requieren el uso de equipos
sofisticados y muy costosos.

Otras técnicas que utilizan principios electroquimicos también se han desarrollado para ensayos. Los ensayos se
generan inmovilizando de manera controlada las biomoléculas receptivas (tipicamente anticuerpos, acidos nucleicos
0 péptidos) en los electrodos y convirtiendo el evento de unién a la proteina objetivo en una sefial eléctrica medible.
Uno de los medios mas sensibles y poderosos para hacer esto es por impedancia; es decir, mediante la aplicacion de
un volteja sinusoidal al electrodo de soporte y la medicién de la corriente resultante. Aunque puede ser
extremadamente sensible, la medicion de la impedancia es la de un solo parametro eléctrico interfacial y, ademas, se
interpreta comunmente solo a través de la aplicacion de un "circuito equivalente asumido". Existe una variedad de
circuitos equivalentes asumidos, y se utilizan para aproximarse a la interfaz electroquimica (por ejemplo, en la
superficie de un electrodo de trabajo). En general, se debe elegir o disefiar el circuito equivalente asumido mas
apropiado para interpretar correctamente los datos. Para que esto tenga éxito, se requiere un grado considerable de
conocimiento de la electroquimica en la interfaz electroquimica relevante.

La presente invencién pretende proporcionar una alternativa a, idealmente, una mejora sobre los métodos de la técnica
anterior. Por ejemplo, seria deseable poder calcular la concentraciéon de biomoléculas en solucién con alta precision
usando datos de impedancia, pero sin tener que interpretar los datos usando un circuito equivalente asumido.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra en forma esquematica una definicion de una funcién de transferencia. La funcién, H(s), se aplica
sobre un sistema invariante de tiempo lineal (LTIS).

La Figura 2 muestra esquematicamente coémo se puede tratar una sefal para generar un conjunto de funciones
complejas de inmitancia (centro) y un subconjunto de componentes de la funcién de inmitancia (derecha).

La Figura 3 muestra graficas de datos de Nyquist superpuestas para una interfaz de anticuerpo anti-CRP preparada a
diferentes concentraciones de la diana de CRP.

Figura 4A. (Izquierda) muestra Rct representada en funcion de la concentracion del objetivo en una escala logaritmica
para la interfaz | (valores obtenidos de un ajuste de valores medios obtenidos de tres conjuntos de datos de impedancia
independientes; las barras de error representan errores asociados con ajustes de impedancia a un modelo de circuito
equivalente).

La Figura 4B (Derecha) muestra la varianza de la parte real de la impedancia con log de concentracion de diana; datos
obtenidos a una frecuencia de muestreo de 1 Hz, donde Rt y Z' estan mas correlacionados.

Figura 5A. (Izquierda) muestra Rct representada en funcion de la concentracion del objetivo en una escala logaritmica
para una interfaz de enlace CRP alternativa (valores obtenidos de un ajuste de valores medios obtenidos de tres
conjuntos de datos de impedancia independientes; las barras de error representan errores asociados con ajustes de
impedancia a un modelo de circuito equivalente).

La Figura 5B (Derecha) muestra la varianza de la parte real de la impedancia con log de concentracion de diana; datos
obtenidos a una frecuencia de muestreo de 0.1 Hz, donde Rcty Z' estan mas correlacionados.

La Figura 6A muestra la varianza de la parte real de la funcidon de inmitancia de la capacitancia con la concentracion
de CRP para una interfaz receptiva; los datos obtenidos a una frecuencia de muestreo de 1 Hz, donde Rty Z' estan
mas correlacionados como se muestra en la Figura 8.

La Figura 6B muestra una curva analitica de Y" en funcién de la concentracién logaritmico de la diana (CRP). Las
variaciones son del ~45% en el mismo rango de concentracion del objetivo.

La Figura 7 muestra los cambios de fase para la interfaz de aptamero en funcién de la concentracién del objetivo a 1
Hz.
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La Figura 8A muestra diagramas de impedancia compleja de Bode superpuestos de una interfaz receptiva de CRP a
diferentes concentraciones de diana. La frecuencia de muestreo éptima (a partir de la cual se pueden generar las
curvas analiticas) es 1 Hz aqui.

La Figura 8B muestra diagramas de impedancia compleja de Bode superpuestos para una interfaz sensible a CRP
diferente. Aqui, la frecuencia de muestreo 6ptima es de 0.1 Hz (derecha).

La Figura 9 muestra una curva analitica lineal del valor maximo de la funcién de relacion c¢"/c’ en funcion de la
concentracion del objetivo. La dependencia lineal del coeficiente de Pearson es > 98%. Notese también que la relacion
de c¢"/c' no tiene unidad fisica y no es necesaria una interpretacion fisica de esta relacion en su utilizacion.

Las Figuras 10A y 10B muestran, respectivamente, la energia potencial superpuesta de los diagramas real e
imaginario de impedancia del complejo de Bode de una pelicula de proteina electroactiva en un electrodo de oro
modificado con SAM que muestra una dependencia potencial que es despreciable.

La Figura 11 muestra diagramas capacitivos (componente real, izquierda, imaginario, derecho) complejos de Bode
superpuestos de una pelicula de proteina electroactiva azurina en funcion de la energia potencial electroquimica (es
decir, de -100 mV frente al electrodo de referencia SCE a 250 mV).

La Figura 12 muestra una gréfica de la capacitancia rédox (Cr) frente al potencial de una pelicula de proteina
electroquimicamente activa. La grafica se centra en cero aqui por conveniencia.

La Figura 13 ilustra esquematicamente un ejemplo de un programa de ordenador descrito aqui.
La Figura 14 ilustra esquematicamente un ejemplo adicional de un programa informatico descrito en este documento.

La Figura 15 muestra una grafica de M"/C" frente a autoanticuerpo alfa-sinucleina enriquecido en un 50% de suero
sanguineo. Este grafico es el resultado de un experimento realizado, que se describe en el Ejemplo 3 a continuacion.

La Figura 16 muestra una grafica de combinacion de Z"/C", M"/C" y M"/Y" versus autoanticuerpo alfa-sinucleina
enriquecido en suero sanguineo al 50%.

Resumen de la Invencion
La presente invencion proporciona, en un primer aspecto, un método de prueba electroquimica que comprende

(i) comparar como una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio en un
parametro de interés para un primer sistema, y luego seleccionar una funcién de inmitancia o un componente de la
misma para usar en una prueba electroquimica;

(i) realizar un paso de prueba electroquimica para un segundo sistema para determinar al menos un valor para la
funcion de inmitancia o componente de la misma seleccionado en el paso (i), y luego, utilizando una relacion
cuantitativa entre la funcion de inmitancia seleccionada y el parametro de interés, determinar un valor en el parametro
de interés,

en donde el primer sistema proporciona un sistema adecuado para calibrar el parametro de interés para el segundo
sistema. La etapa de prueba electroquimica puede comprender o ser una prueba electroquimica.

La presente invencidon proporciona, en un segundo aspecto, un aparato para uso en un método de prueba
electroquimica, en donde el aparato esta adaptado para llevar a cabo el método electroquimico de acuerdo con el
primer aspecto.

En el presente documento también se describe un programa informatico, en donde el programa lleva a cabo un método
que comprende:

comparando como una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio en un
parametro de interés para un primer sistema, y luego seleccionando una funcién de inmitancia o un componente de la
misma para usar en una prueba electroquimica para un segundo sistema, el primer sistema proporcionando un sistema
adecuado para calibrar el parametro de interés para el segundo sistema.

Los presentes inventores han encontrado que al realizar pruebas electroquimicas, diferentes funciones de inmitancia
y sus componentes varian en diferentes grados cuando se altera un parametro de interés. Ademas, han descubierto
que, a diferencia de las técnicas estandar de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), no es necesario
utilizar modelos de circuitos equivalentes para intentar modelar el sistema de interés. Las diversas funciones de
inmitancia o sus componentes se pueden trazar simplemente contra el parametro de interés (o su logaritmo) y se
puede determinar la variacioén en un rango del parametro de interés. Los presentes inventores también han descubierto
que se pueden usar relaciones entre diferentes funciones de inmitancia para generar facilmente una biblioteca de
funciones de inmitancia y cémo varian con el parametro de interés, y luego usarlas en los métodos de prueba. El
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método también permite que el rango lineal y/o dinamico de un ensayo se amplie utilizando diferentes funciones de
inmitancia para diferentes rangos de un parametro.

Funciones de inmitancia y transferencia.
Primero se describiran las funciones de inmitancia y transferencia.

Una funcién de inmitancia en la presente solicitud es una funcién de transferencia electroquimica. A menos que se
indique lo contrario, una funciéon de inmitancia es la combinacion de sus partes reales e imaginarias, a veces
denominada funcién de inmitancia compleja. Un componente de una funcién de inmitancia puede incluir la parte real
de la funcién de inmitancia, la parte imaginaria de la funcién de inmitancia, la amplitud de una funcién de inmitancia y
la fase de la funcién de inmitancia. Se genera una funcién de inmitancia aplicando un voltaje o corriente variable,
tipicamente sinusoidal, entre un electrodo de trabajo y un contraelectrodo, luego midiendo la respuesta, es decir, la
corriente o el voltaje, respectivamente; una funcién de inmitancia representa una relacion entre el voltaje o la corriente
aplicada y la corriente o el voltaje resultante, respectivamente. El voltaje o corriente aplicada varia con una frecuencia
predeterminada y la corriente o voltaje resultante tipicamente tiene la misma frecuencia, pero una fase diferente.
Debido a esta diferencia de fase entre el voltaje o corriente aplicada y la corriente o voltaje resultante, la relacion puede
expresarse en términos complejos, es decir, con una parte real (o componente) y una parte o componente imaginario.
Esto se explica con mas detalle a continuacidn con referencia a las funciones de transferencia.

Las funciones de transferencia (TF) se han utilizado en el analisis de sistemas como los filtros de salida Unica-entrada
Unica, generalmente en los campos del procesamiento de sefiales, la teoria de la comunicacion y la teoria de control.
Una funcién de transferencia es una representacion matematica, en términos de frecuencia espacial o temporal, de la
relaciéon entre la entrada y la salida de un Sistema Lineal invariante en el Tiempo (LTIS). Con los dispositivos de
generacién de imagenes opticas, por ejemplo, esté la transformada de Fourier de la funcion de dispersion puntual (por
lo tanto, una funcion de la frecuencia espacial), es decir, la distribucion de intensidad causada por un objeto puntual
en el campo de vision.

La linealidad es una restriccion matematica que permite la conversién del tiempo en el dominio de la frecuencia, lo que
significa que la perturbacion en el sistema debe ser muy pequeina e independiente del tiempo de la respuesta. La
restriccion independiente del tiempo esta relacionada con el hecho de que se debe mantener la caracteristica de
estado estable del sistema durante la perturbacién. En la practica, para garantizar que la restriccion de linealidad se
aplique, generalmente se utiliza una pequefia perturbacion oscilatoria (es decir, voltaje o corriente variable) durante la
adquisicion de la sefial.

La funcion de transferencia de un proceso o sistema es caracteristica de su comportamiento dinamico. Para obtener
el comportamiento dinamico del sistema como una huella digital, se debe imponer una restriccién, es decir, mantener
el sistema en estado estable (asegurado por la linealidad en la relacién entre la sefial de entrada y salida).

La Figura 1 ilustra esquematicamente la definicién de una funcién de transferencia. En esta figura, X(s) representa
una sefal de entrada, Y(s) representa una sefial de salida, y H(s) es la funcién de transferencia aplicada a X(s) para
dar Y(s). El H(s) se aplica sobre un sistema invariante de tiempo lineal.

En su forma mas simple para la sefial de entrada de -tiempo continuo x(f) y la salida y(t), la funcion de transferencia
es el mapeo lineal de la transformada de Laplace L{} de la entrada, X(s),a la salida Y(s) asi que

_ Y _ L)
Ys) = H(s)X(s) , H(s) = X(s)  L{x(®)

donde H(s) es la funcion de transferencia de la LTIS y

X(s) = L{x(O}= [ x(t)e st dt (definicion matematica)

Y(s) =Ly} = [ y(®)estdt (definicion matematica)

En particular, si se trata de una sefial arménica compleja con un componente sinusoidal con amplitud X(s),frecuencia
angular w y fase arg(X)

x([:) = Xejwt ] IX|ej(wt+arg(X))

donde X = |X|e/a9X)
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es la entrada a un sistema lineal -invariante en el tiempo, de manera que la salida correspondiente es:

y(t) = YVelwt = |Y‘ef(“’t+arg(y))
donde Y = |Y]e/a9"),

Nétese que, en un sistema lineal invariante en el tiempo, la frecuencia de entrada w de la perturbacion sinusoidal (por
ejemplo, el voltaje o corriente aplicada en el contexto de la presente aplicacion) no cambia a través de la linea de
tiempo del analisis de la sefial, solo la amplitud y el angulo de fase de la sefial de salida sinusoidal es modulado por
el sistema bajo analisis. La respuesta de frecuencia H(w) describe este cambio para cada frecuencia w de entrada en
términos de ganancia:

(@) = = [H(w)|

y desplazamiento de fase:

¢(w) = arg(¥) — arg(X) = arg(H(jw))

El retardo de fase (es decir, el desplazamiento entre la fase de la entrada y la fase detectada de la salida por la funcién
de transferencia) es:

$(w)
Tall) = ——
¢(@) -
El retardo de grupo (es decir, la cantidad de retardo dependiente de la frecuencia introducida en la envoltura de la
sinusoide por la funcién de transferencia) se encuentra al calcular la derivada del desplazamiento de fase con respecto
a la frecuencia angular w,

¢(w)

W)=

La funciéon de transferencia H(w) también se puede derivar utilizando la transformada de Fourier asi como la
transformada de Laplace para el caso donde s = jw, donde

j=v-1

Analisis de sefial de impedancia

La impedancia puede identificarse como la funcion de transferencia particular en el caso de que la sefial de entrada
sea un potencial modulado V(t) = V + Vei(en la que V es un potencial de estado estable sobre el cual se realiza la
perturbacion y V es la amplitud de perturbacion potencial) y una salida de la respuesta en la corriente /(f) = | + Jelwt9),
dando como resultado la funciéon de impedancia de impedancia compleja Z*(w), es decir, una funcién de transferencia
compleja:

7 Jwt

7" (W) = =————== |Z|e/?®

(w) [ eUwt=¢) 121

El potencial de estado estable, V, a veces se denomina potencial DC, y el potencial variable aplicado a veces se
denomina potencial de CA, que tiene la amplitud V'y la frecuencia w.

La funcién compleja Z*(w) se puede disolver en dos componentes constituyentes
i H
7'(w) =2 +2Z
donde Z'y Z" son, respectivamente, las partes reales e imaginarias (o los componentes real e imaginario) de la funcién
de transferencia de impedancia. |Z| se conoce como modulo y esta matematicamente relacionada con Z y Z'(|Z|? = Z*2
+Z“2).

Estos términos (Z'y Z') pueden relacionarse graficamente en diagramas de Nyquist. Los analisis de impedancia
estandar (también conocidos como Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, EIS) informan el conjunto de Z', Z,
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|Z| términos y la fase asociada ¢, utilizando diagramas de Nyquist o la representacion de Bode de estos términos. ¢
esta matematicamente relacionado con Z'y Z" por ¢ = tan''(Z"/Z").

En una realizacion, la amplitud del potencial de CA aplicado, que tipicamente esta en forma de onda sinusoidal, puede
ser un valor de 1 mV a 100 mV. El potencial de estado estable puede ser cualquier potencial deseado, y puede ser
seleccionado por el experto. En una realizacién, el potencial de estado estacionario tiene una magnitud de al menos
0.1V (en relacion con Ag/AgCl), y puede ser un potencial negativo o positivo.

A veces, en los métodos de la técnica anterior, utilizando una metodologia de circuito equivalente, el conjunto de datos
se puede ajustar y atribuir un significado fisico a los términos de ajuste derivados, como capacitancia y resistencia
(componentes de un supuesto "circuito equivalente"). Tipicamente, en estos métodos de la técnica anterior, solo se
resuelven estos términos o funciones (es decir, Z', Z, |Z|, ¢ y componentes del circuito).! El proceso de ajuste en si
también puede ser altamente problematico (ver, por ejemplo, J. R. Macdonald, IMPEDANCE SPECTROSCOPY: OLD
PROBLEMS AND NEW DEVELOPMENTS, Electrochimica Acta, Vol. 35, No. 10, pp. 1483-1492, 1990).

Cualquier tecnologia sensorial basada en la imagen anterior de EIS ha asociado estas restricciones y, en muchos
casos, tanto una configuracion de hardware predeterminada como un resultado asumido.

De lo anterior, es importante tener en cuenta que la impedancia es una forma especifica de la funcién de transferencia
en el caso del andlisis de la sefial de entrada/salida de voltaje y corriente. A partir de un potencial modulado V() = V
+ Vet sefial de entrada y una respuesta sigmoidal de salida en la corriente /(t) = | + fe/w*%). Como se explica a
continuacion, los presentes inventores han encontrado que al generar una pluralidad de funciones de inmitancia para
un sistema, y luego determinar cdmo las funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un parametro de
interés (por ejemplo, la concentracion de una especie diana), es posible seleccionar la funcién o el componente de
inmitancia mas adecuado para realizar una prueba posterior. En esta prueba posterior donde el parametro de interés
no se conoce inicialmente, se determina un valor para la funciéon de inmitancia seleccionada o el componente de la
funcion de inmitancia, y luego se usa para convertir a un valor en el parametro de interés.

Los presentes inventores han descubierto que, de hecho, se puede derivar una biblioteca completa de funciones de
inmitancia y sus relaciones (véase mas adelante), sin tener que recurrir a un ajuste de circuito equivalente. Han
encontrado que algunas funciones de inmitancia son mas sensibles a los cambios interfaciales altamente especificos
que otras. Hay ventajas considerables en la adquisicion y el procesamiento de una biblioteca de este tipo, y evita estar
vinculado a una funcién de muestreo y tener que asumir cualquier cosa sobre la mejor funcién a seguir o el circuito
para ajustar los datos.

Determinacion de las funciones de inmitancia

En la presente invencion, las funciones de inmitancia pueden seleccionarse de, por ejemplo, una funcién de
transferencia de impedancia compleja (que puede denominarse Z*), una funciéon de admitancia compleja (que puede
denominarse Y*), una funcién de transferencia de moédulo complejo (que puede denominarse M*), una funcion de
transferencia de constante dieléctrica compleja (que puede denominarse €*), una funcién de transferencia de
capacitancia compleja (que puede denominarse C*), una funcién de transferencia de conductancia compleja (que
puede denominarse 0*), y combinaciones de las mismas.

La funcién de impedancia de inmitancia y sus componentes se pueden generar como se describe anteriormente. Otras
funciones de impedancia pueden determinarse individualmente, es decir, obtenerse directamente, mediante un
experimento en el sistema de interés (por ejemplo, el primer sistema como se denomina aqui) o, preferiblemente,
determinando una primera funcién de inmitancia y luego generando una o mas funciones de inmitancia adicionales a
partir de la primera funcién de inmitancia. Esto se puede llevar a cabo para una pluralidad de valores conocidos para
el parametro de interés, por ejemplo la concentracion de una especie diana en una solucioén. A partir de esto, se puede
determinar la variacion en la pluralidad de funciones de inmitancia y sus componentes con el parametro de interés. La
naturaleza de la variacion se puede comparar, y la funcién de inmitancia mas apropiada o el componente de la funcion
de inmitancia pueden seleccionarse para su uso en un paso de prueba en donde el parametro de interés no se conoce,
pero debe determinarse.

La funcion de admitancia compleja se puede determinar para un sistema de la siguiente manera. La inversion
matematica de la impedancia Z*(w), con sus componentes reales e imaginarios, conduce a la generacién de otra
funcién compleja conocida como admitancia, Y*(w). Esta funcidon se puede obtener directamente si la perturbacion
aplicada es /(f) = | + Jel™) con una respuesta V(t) = V + Vel que

[ e/t "
Y (LO) = 7m = |Y|€J

en donde I(t) es la corriente aplicada que tiene un valor de estado estable /, y una corriente superpuesta variable con
una magnitud / y frecuencia w, y V(t) es el potencial de respuesta, que tiene un valor de estado estable V, magnitud
de potencial variable V'y frecuencia w, y ¢ es el desplazamiento de fase.
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En una realizacion, el método puede implicar determinar una primera funcién de inmitancia para un primer sistema y
luego generar una o mas funciones de inmitancia segunda a partir de la primera funcién de inmitancia para el primer
sistema, por ejemplo, usando un analisis fasorial, y luego determinar o comparar como la primera y una o mas
segundas funciones de inmitancia varian con el parametro de interés. La determinaciéon de una primera funcion de
inmitancia para un sistema puede obtenerse a partir del andlisis del potencial variable aplicado o actual, y el analisis
subsiguiente de la relacion entre el potencial variable actual o actual aplicado y la corriente variable o potencial
resultante, respectivamente, que puede ser llevado a cabo utilizando cualquier equipo o hardware convencional, como
un espectrometro de impedancia eléctrica, y luego el Analisis de Respuesta de Frecuencia (ARF) se puede usar para
generar la primera funcién de inmitancia. A partir de esta primera funcién de inmitancia, la una o mas segundas
funciones de inmitancia pueden generarse utilizando un programa de ordenador que realiza un analisis matematico
por fases, por ejemplo utilizando las relaciones que se muestran en la Tabla | a continuacion, en la primera funcion de
inmitancia.

En una realizacion, el método puede involucrar la determinacion de una primera funcion de inmitancia para un primer
sistema y luego la generacion de una o mas segundas funciones de inmitancia a partir de la primera funcion de
inmitancia para el primer sistema, por ejemplo, utilizando un analisis fasorial, derivando al menos un componente para
la primera funciéon de admitancia y al menos un componente para cada una de la una o0 mas segundas funciones de
inmitancia, y luego determinar o comparar cémo el al menos un componente para la primera funcién de admitancia y
el al menos un componente para cada una de la una o mas segundas inmitancia las funciones varian segun el
parametro de interés y, opcionalmente, la selecciéon de un componente para su uso en una prueba electroquimica. La
prueba electroquimica puede ser una prueba electroquimica, por ejemplo, una prueba para determinar la
concentracion de una especie en un medio portador.

En una realizacion, el método puede involucrar la determinacion de una primera funcion de inmitancia para un primer
sistema, que es una funcion de inmitancia de impedancia, y luego generar una o mas funciones de inmitancia de
segundo para el primer sistema que no sea una funciéon de impedancia de la primera funcidon de inmitancia, para por
ejemplo, usando un analisis de fasorial y luego determinando cémo la primera y una o mas funciones de la segunda
inmitancia y/o sus componentes varian con el parametro de interés y, opcionalmente, seleccionando un componente
para usar en una prueba electroquimica.

En una realizacion, el método puede involucrar la determinacion de una primera funcion de inmitancia para un primer
sistema, que es una funcién de transferencia de impedancia compleja (Z*), y luego generar una o mas segundas
funciones de inmitancia para el primer sistema seleccionado de una funcién de admitancia compleja (que puede
denominarse Y*), una funcién de transferencia de moédulo complejo (que puede denominarse M*), una funcion de
transferencia de constante dieléctrica compleja (que puede denominarse €*), una funcién de transferencia de
capacitancia compleja (que puede denominarse C*) , una funcién de transferencia de conductancia compleja (que
puede denominarse ¢*), por ejemplo, utilizando un analisis fasorial, y luego determinar cdmo la primera y una o mas
segundas funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con el parametro de interés, y opcionalmente,
seleccionando un componente para usar en una prueba electroquimica.

Los presentes inventores han descubierto que pueden generar, a partir de una primera funcién de inmitancia, una
pluralidad de otras funciones de inmitancia utilizando el analisis fasorial. El andlisis fasorial se puede llevar a cabo
utilizando cualquier medio computacional adecuado, por ejemplo, un programa de ordenador. Las relaciones fasoriales
entre las diferentes funciones de inmitancia se dan en la Tabla | a continuacion.

Si se obtiene una de las funciones de la tabla de funciones de inmitancia (o matriz), cualquier otra puede obtenerse
facilmente a través de las operaciones matematicas tabuladas a continuacién en la "matriz de inmitancia". Por ejemplo,
Z* es una funcion de la frecuencia Z*(s) durante las mediciones. La funciéon compleja, Z*(s) = Z' + jZ", se puede obtener
de un equipo EIS comercial que genera una tabla de Z' y Z" para cada w frecuencia de muestreo. Esto proporciona
una tabla (o archivo ASCII) con tres columnas de datos: wi ...wr (primera columna), Z'... Z'{primera columna) y Z"...
Z", donde i es la frecuencia inicial y i-f es la frecuencia final y i-f es el rango de frecuencia del experimento. Estas
columnas de numeros se pueden tratar matematicamente facilmente, utilizando las relaciones mostradas en la tabla,
para generar las otras funciones tabuladas.

Tabla | - Funciones de la inmitancia y sus relaciones fasoriales

M z* Y* &* Cc* o*
MM 9z )T ()| CoC) | plxa)
| gz () )T $1C(C) X (o)
Y Mt | (o) y* pe* | ¢Cs'Cr | xo*



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2738537 T3

M z* Y* £ c* a*
e | (M) | ¢z | ety | e cs'ct | ¢ixo*
C* | Co(M*)" | Co(Z*)" | Cop'Y* | Cot® c* s'xo*
a* | p(xM*) 1 | (xZ*)! xy* | ¢xe sx'C* o*

s=jwy ¢ =sCeen que Ce = 0x y donde x = A/l.A es el area efectiva del electrodo (determinada experimentalmente),
| es el espesor de una pelicula/monocapa modificadora del electrodo (determinada experimentalmente o asumida), y
&o es la permisividad dieléctrica del espacio libre, 8.854 x 1072 F/m. x es, por lo tanto, un parametro geométrico.

En la tabla anterior, Z* indica una funcién de transferencia de impedancia compleja, M* indica una funcién de
transferencia de médulo, €* indica una funciéon de transferencia dieléctrica compleja, C* indica una funcion de
transferencia de capacitancia compleja, o* indica una funcién de transferencia de conductancia compleja.

Cada una de las entradas en la tabla anterior indica como debe tratarse una primera funcién de inmitancia determinada
(que se muestra en el encabezado de la primera fila) para obtener otra funcién de inmitancia (que se muestra en los
encabezados de la primera columna). La tabla | anterior, por ejemplo, muestra el fasorial (definido aqui como s = jw,

donde /= _1)

inmitancia.

o inversion compleja (por ejemplo, Z* = (Y*)') intercambio entre diferentes funciones de

Los presentes inventores han encontrado que aunque las funciones de inmitancia mostradas en la Tabla | estan
relacionadas matematicamente, los cambios en la sefial de corriente analizada (o sefial potencial) inducida por un
evento interfacial en la superficie de un electrodo de trabajo, podrian afectar a algunos dramaticamente y otros como
minimo (como se demuestra en los Ejemplos). Por ejemplo, la funcidon de capacitancia compleja tiene un significado
totalmente diferente y un campo de deteccion potencialmente diferente a la funcién de impedancia compleja (adquirida
simultaneamente). El acceso a uno u otro aspecto fisico del sistema depende del desplazamiento de fase y el médulo.
En otras palabras, todas las funciones y los significados fisicos relacionados pueden derivarse del analisis del
desplazamiento de fase y el médulo de el voltaje/corriente de salida.

En general, como se indicoé anteriormente para cada funciéon de inmitancia, habra un subconjunto de componentes
que se pueden determinar, es decir, partes imaginarias y reales, médulo y una fase asociada. Por ejemplo, la funcién
de inmitancia de capacitancia compleja C* se puede resolver en su componente imaginario C", su componente real
C', el médulo |C| y la fase asociada ¢.

Los presentes inventores han encontrado que tipicamente hay una funcién de inmitancia o un componente de la
funcién de inmitancia que es mas sensible que los demas a un cambio en un parametro de interés en un cierto rango.
Puede ser que, en un cierto rango para un parametro de interés, una funcién de inmitancia particular o componente
de la misma sea la mas sensible, pero para otros rangos, otras funciones de inmitancia o componentes de la misma
sean mas sensibles. Si la superficie del electrodo de trabajo que aplica el potencial o la corriente variable es
biosensorial, por ejemplo al tener una o mas moléculas de sonda especificas para una molécula diana (algunas veces
denominada analito), se puede generar una pluralidad de funciones de inmitancia en funciéon de su exposicién a la
molécula diana a diferentes concentraciones. La variacién de las diferentes funciones de inmitancia y sus componentes
sobre las diferentes concentraciones se puede comparar, y la funcién de inmitancia que es mas apropiada, por ejemplo
se puede seleccionar el mas sensible o que tiene la mayor correlacion con la variacion en la concentracion. La
generacion de funciones de inmitancia, sus componentes y su comparacion con el parametro de interés, y la seleccion
de la funcién de inmitancia mas apropiada se pueden llevar a cabo automaticamente, por ejemplo, en un dispositivo
que incluye un software que puede llevar a cabo el método.

Los presentes inventores han descubierto que se puede obtener una informacion considerablemente mayor sobre la
interfaz en un electrodo de trabajo (que puede ser, por ejemplo, una interfaz sensorial) que las formas estandar de
analisis de impedancia.

Los presentes inventores han encontrado que la medicién de la corriente o potencial modulada en funcion de un voltaje
o corriente variable, respectivamente, se puede usar para generar una biblioteca completa de funciones de inmitancia
para un sistema de interés (por ejemplo, el primer sistema como se denomina aqui) , cada uno con un subconjunto de
componentes; la interpretacion fisica de estos y su respuesta a los cambios (por ejemplo, eventos de reconocimiento)
en cualquier electrodo dado se demostrara en los siguientes Ejemplos. Los presentes inventores han encontrado que
el método es adecuado para la automatizacion, de manera que un dispositivo puede llevar a cabo, para un sistema de
interés (por ejemplo, el primer sistema descrito aqui) la determinacion de las funciones de inmitancia y/o sus
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componentes, la comparaciéon de la inmitancia funciones y/o componentes de los mismos con la variacién de un
parametro de interés, y la seleccion de la funcion de inmitancia mas apropiada o el componente de funcién de
inmitancia para usar en una prueba electroquimica posterior en la cual el parametro de interés es desconocido en un
segundo sistema. El primer sistema proporciona un sistema de calibracion adecuado para el segundo sistema.

El método puede implicar

(i) determinar una pluralidad de funciones de inmitancia para un primer sistema, y determinar o comparar cémo una
pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio en un parametro de interés para el
primer sistema, y luego seleccionar una inmitancia funcion o componente de la misma para uso en una prueba
electroquimica;

(i) realizar un paso de prueba electroquimica para un segundo sistema para determinar al menos un valor para la
funcion de inmitancia o componente de la misma seleccionado en el paso (i), y luego, utilizando una relacion
cuantitativa entre la funcion de inmitancia seleccionada y el cierto parametro, determinar un valor en el parametro de
interés.

El método puede involucrar la determinacion de una pluralidad de funciones de inmitancia para un primer sistema,
derivar al menos un componente para cada funcion de inmitancia y comparar como el al menos un componente para
cada funcion de inmitancia varia con un cambio en un parametro de interés para el primer sistema. y luego
seleccionando un componente de una de las funciones de inmitancia, que luego puede usarse en una prueba
electroquimica.

En una realizacion, el método puede implicar comparar como una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus
componentes varian con un cambio en un parametro de interés para un primer sistema, y luego seleccionar una
funcion de inmitancia o un componente del mismo para usar en una prueba electroquimica.

En una realizacion, el método puede implicar determinar una primera funcién de inmitancia para un primer sistema,
que es una funcién de inmitancia de impedancia, determinar una o mas segundas funciones de inmitancia distintas a
una funcién de inmitancia de impedancia para el primer sistema, y luego determinar como una o mas funciones de
segunda inmitancia y/o sus componentes varian con el parametro de interés y, opcionalmente, seleccionan una funcién
de inmitancia o un componente de la misma para usar en una prueba electroquimica.

Preferiblemente, la determinacion de la pluralidad de funciones de inmitancia se lleva a cabo en una pluralidad de
frecuencias de potencial o de corriente aplicadas, y la comparaciéon de las funciones de inmitancia y/o sus
componentes con el parametro de interés se lleva a cabo en cada una de las frecuencias aplicadas. y el método luego
implica seleccionar una frecuencia para usar, junto con una funciéon de inmitancia o un componente de funcion de
inmitancia, en la prueba electroquimica subsiguiente de acuerdo con criterios predeterminados. Por ejemplo, la
frecuencia y una funcién de inmitancia o componente de funcién de inmitancia pueden seleccionarse de tal manera
que juntas proporcionen la mayor variacion en la funcién de inmitancia y/o componente(s) de la misma con el
parametro de interés y/o la mayor correlacion en la variacién de la funcién de inmitancia y/o componente(s) de la
misma con el parametro de interés.

En una realizacién, la comparacion implica (i) determinar o comparar el grado de variacion de las funciones de
inmitancia y/o sus componentes con el cambio en el pardmetro de interés y/o (ii) determinar o comparar la correlacion
de la variacion de las funciones de inmitancia y/o funciones con el cambio en el parametro de interés.

En una realizacién, la determinacion implica trazar un componente de cada funcién de inmitancia contra la
concentracion de una especie en un medio portador en el primer sistema o el logaritmo de la concentracién de una
especie en un medio portador en el primer sistema.

En una realizacion, la seleccién de la funcién de inmitancia o componente de la misma para uso en una prueba
electroquimica se selecciona de (i) seleccionar de una funcion de inmitancia que tenga la mayor variaciéon con la
cantidad de cambio en el parametro de interés; (ii) seleccionar una funciéon de inmitancia que tenga la mayor
correlacion con el parametro de interés; (iii) seleccionar una funcién de inmitancia con una variacién con la cantidad
de cambio en el parametro de interés sobre un umbral preseleccionado y/o (iv) seleccionar una funciéon de inmitancia
que tenga una correlacion con el parametro de interés sobre un umbral preseleccionado; o una combinacion de los
mismos.

En una realizacién, el método implica, aplicar un potencial alterno o una corriente alterna a un primer sistema sobre
una pluralidad de valores para un parametro de interés y monitorizacion, respectivamente, la respuesta en términos
de, respectivamente, el potencial alterno de salida o el potencial alterno de salida, y utilizando una relacién entre el
potencial alterno aplicado o la corriente alterna y, respectivamente, la corriente alterna de salida o el potencial alterno
de salida, calcular una pluralidad de funciones de inmitancia y/o componentes de la misma para cada uno de los
valores del parametro de interés.

La frecuencia del potencial alterno y/o el voltaje alterna pueden estar en el rango de 1 mHz a 1 MHz.
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El método de prueba electroquimica puede ser un método implementado por ordenador, en donde el método se lleva
a cabo usando un ordenador, que puede controlar el aparato para llevar a cabo pruebas electroquimicas, por ejemplo
un espectréometro de impedancia electroquimica, y que puede llevar a cabo automaticamente los pasos de
determinacién, comparacion y seleccion, como se describe en este documento.

Preferiblemente, en la determinacion y/o comparacién, el método no utiliza un circuito equivalente asumido.
Preferiblemente, el método es un método sin etiqueta para detectar una especie diana.

Aqui también se describe un programa informatico para llevar a cabo y/o controlar aparatos para llevar a cabo el
método.

La presente divulgacion también proporciona un programa informatico, en donde el programa lleva a cabo un método
que comprende: comparar como una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio
en un parametro de interés para un primer sistema, y luego seleccionar una funcién de inmitancia o un componente
del mismo para uso en una prueba electroquimica para un segundo sistema, el primer sistema proporciona un sistema
adecuado para calibrar el parametro de interés para el segundo sistema. La comparacion puede ser como se describe
aqui. La comparacion puede implicar (i) comparar el grado de variacién de las funciones de inmitancia y/o sus
componentes con el cambio en el parametro de interés y/o (ii) comparar la correlacion de la variacién de las funciones
de inmitancia y/o funciones con el parametro de interés. La seleccion de la funcién de inmitancia o componente de la
misma para su uso en una prueba electroquimica puede seleccionarse de criterios predeterminados, por ejemplo
criterios seleccionados de (i) seleccionar una funciéon de inmitancia que tenga la mayor variacién con la cantidad de
cambio en el parametro de interés; (ii) seleccionar una funciéon de inmitancia que tenga la mayor correlacion con el
parametro de interés; (iii) seleccionar una funcién de inmitancia con una variaciéon por encima de un umbral
preseleccionado con la cantidad de cambio en el parametro de interés y/ o (iv) seleccionar una funcién de inmitancia
que tenga una correlacion con el parametro de interés por encima de un umbral preseleccionado.

Opcionalmente, antes de la comparacion, el programa genera, a partir de una primera funcién de inmitancia para un
primer sistema, una o mas segundas funciones de inmitancia para el primer sistema, y luego determina cémo varian
la primera y una o mas segundas funciones de inmitancia y/o sus componentes con el parametro de interés. Puede
llevarse a cabo como se describe anteriormente, por ejemplo, con referencia a las relaciones entre las funciones de
inmitancia dadas en la Tabla | anterior. La primera funcién de inmitancia puede ser una funciéon de inmitancia de
impedancia compleja, y la segunda funcién de inmitancia seleccionada entre una funcién de admitancia compleja, una
funcion de transferencia de médulo complejo, una funcion de transferencia de constante dieléctrica compleja, una
funcion de transferencia de capacitancia compleja, una funcién de transferencia de conductancia compleja y
combinaciones de los mismos (incluidas, en un ejemplo, combinaciones de sus componentes reales e imaginarios).

El programa informatico puede adaptarse ademas para controlar un aparato para llevar a cabo una etapa de prueba
electroquimica para un segundo sistema para determinar al menos un valor para la funcién de inmitancia o componente
de la misma seleccionado después de la etapa de comparacion, y luego, utilizando una relacién cuantitativa entre la
funcién de inmitancia seleccionada y el parametro de interés, determinar un valor en el parametro de interés. El aparato
puede ser como se describe aqui.

El programa informatico puede almacenarse/distribuirse en un medio adecuado, como un medio de almacenamiento
Optico o un medio de estado sélido suministrado junto con o como parte de otro hardware, pero también puede
distribuirse en otras formas, como a través de Internet u otros sistemas de telecomunicacién cableados o inalambricos.

Un ejemplo de un programa informatico se ilustra esquematicamente en la Figura 13, en la que, en la etapa 1301, el
programa compara cémo una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio en un
parametro de interés para un primer sistema. En la etapa subsiguiente, 1302, el programa selecciona una funcién de
inmitancia o un componente de la misma.

Un ejemplo adicional de un programa informatico se ilustra esquematicamente en la Figura 14, en la que, en el paso
1401, el programa compara cémo una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un
cambio en un parametro de interés para un primer sistema. En la etapa posterior, 1402, el programa selecciona una
funcién de inmitancia o un componente de la misma. En este ejemplo, el programa incluye un paso 1403, antes del
paso 1401, que genera, a partir de una primera funcion de inmitancia para un primer sistema, una o mas segundas
funciones de inmitancia para el primer sistema, y luego determina como el primer y uno o mas segundos las funciones
de inmitancia y/o sus componentes varian con un parametro de interés.

La invencién proporciona ademas un aparato para uso en un método de prueba electroquimica, en donde el aparato
esta adaptado para llevar a cabo el método electroquimico como se describe en el presente documento. El aparato
puede comprender un espectrometro de impedancia electroquimica. En una realizacion, el aparato comprende un
espectrometro de impedancia electroquimica que es capaz de medir al menos una funciéon de inmitancia,
preferiblemente una funcion de impedancia compleja. El aparato estd adaptado preferiblemente para (i) comparar
cémo una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio en un pardmetro de interés
para un primer sistema, y luego seleccione una funcién de inmitancia o un componente de la misma para usar en una
prueba electroquimica; y (ii) realizar un paso de prueba electroquimica para un segundo sistema para determinar al
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menos un valor para la funcién de inmitancia del componente seleccionado en el paso (i), y luego, utilizando una
relacion cuantitativa entre la funciéon de inmitancia seleccionada y el parametro de interés, determinar un valor en el
parametro de interés. La comparacion y seleccion en el paso (i) puede llevarse a cabo automaticamente por el aparato.
El aparato puede adaptarse para llevar a cabo la etapa de prueba electroquimica para el segundo sistema
automaticamente. El aparato puede adaptarse adicionalmente para llevar a cabo una etapa, antes de la etapa de
comparacioén (i), de determinar para el primer sistema como la pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus
componentes varian con un cambio en un parametro de interés y determinar la relacién cuantitativa entre la funcion
de inmitancia seleccionada y el parametro de interés. El aparato puede adaptarse para llevar a cabo una etapa, antes
de la etapa de comparacion (i), de determinar una primera funcién de inmitancia para un primer sistema y luego generar
una o mas segundas funciones de inmitancia a partir de la primera funcién de inmitancia para el primer sistema, por
ejemplo usando un analisis de fasorial y luego determinar como la primera y una o mas segundas funciones de
inmitancia varian con el parametro de interés. En una realizacién, la primera funcién de inmitancia es una funcién de
impedancia compleja, y la una o mas segundas funciones de inmitancia se seleccionan de una funcién de admitancia
compleja, una funcion de transferencia de médulo complejo, una funcion de transferencia de constante dieléctrica
compleja, una funcién de transferencia de capacitancia compleja, una funcién de transferencia de conductancia
compleja, y combinaciones de los mismos (incluidas combinaciones de sus componentes reales e imaginarios). La
determinacion puede ser una medicion directa de los datos electroquimicos del primer sistema para obtener una
funcién de inmitancia, por ejemplo la primera funcién de la inmitancia.

Si el aparato comprende un espectrédmetro de impedancia electroquimica, el espectrémetro de impedancia
electroquimica puede tener un disefio estandar. El espectrometro de impedancia electroquimica puede comprender
un electrodo de trabajo, un contraelectrodo y, si se desea, un electrodo de referencia. El espectrometro de impedancia
electroquimica comprende preferiblemente un medio para aplicar, controlar y variar un potencial entre los electrodos
de trabajo y el contador, y un medio para medir la corriente resultante. El espectrometro de impedancia electroquimica
comprende preferiblemente un potenciostato para controlar el potencial y medir la corriente resultante. El
espectrometro de impedancia electroquimica comprende preferiblemente un medio para calcular los datos de
impedancia a partir del potencial aplicado y la corriente resultante. El espectrometro de impedancia electroquimica
puede comprender un medio para calcular la resistencia de transferencia de electrones del electrodo de trabajo.

Seleccion y optimizacion de las funciones de impedancia para una aplicacién especifica

Como se describié anteriormente, los presentes inventores han encontrado que el método de la presente invencion se
puede automatizar en un dispositivo, de modo que la funciéon de inmitancia mas apropiada o el componente de la
funcion de inmitancia para una variacion en un parametro de interés se seleccione automaticamente para un sistema
de interés, por ejemplo el primer sistema como se describe en este documento, y luego esta funciéon de inmitancia es
utilizada en un segundo sistema para determinar un valor para el parametro de interés a partir de un valor medido de
la funcién de inmitancia seleccionada o componente de funcién de inmitancia. El método es ampliamente aplicable y
se puede usar en una Plataforma de Respuesta de Frecuencia (MFRP) individual o Multiplexada para monitorizar
cualquier superficie sensible o sensible a LTI (invariante de tiempo lineal). La pluralidad de funciones de inmitancia
analizadas anteriormente se puede generar a partir de cualquier conjunto de datos de voltaje de corriente inicial dado
para un sistema de interés automaticamente. Para estas funciones, se pueden grabar el imaginario, el real, el médulo
y la fase. Todo esto puede realizarse de manera analoga al concepto de conectar y reproducir en computacion, sin la
intervencion del usuario (y sin suposiciones previas sobre la superficie o el electrodo de trabajo o la funcién éptima o
el circuito equivalente). Preferiblemente, para un dispositivo que lleva a cabo el método para un sistema dado y la
variacion de un parametro de interés, el software generara y/o comparara una biblioteca de (es decir, una pluralidad
de) funciones de inmitancia, y calibrara automaticamente el dispositivo con la funcién de inmitancia que se selecciona
de acuerdo con criterios predeterminados, por ejemplo, la mayor sensibilidad a la variacién en el parametro de interés
y/o la mayor correlacién con la variaciéon en el pardmetro de interés.

Una vez que se haya seleccionado la funcion de inmitancia mas apropiada, el componente de la funcién de inmitancia
o la combinacién de dichos componentes en el método para un sistema, la frecuencia de analisis se optimizara y la
adquisicion de datos subsiguiente sera mucho mas rapida (ya que solo los datos especificos se adquieren de manera
Optima) se recopilara la frecuencia), es decir, la necesidad de un rango de frecuencia completo de datos solo es
necesaria en la primera seleccion para el andlisis de la funcién de calibracién e inmitancia. Los presentes inventores
consideran que el método y los aspectos relacionados descritos aqui son Unicos y representan una mejora en los
procedimientos electroanaliticos actuales. Los presentes inventores consideran que el método puede usarse en la
deteccién de marcadores de enfermedad, donde los aptameros o anticuerpos receptivos, por ejemplo, se inmovilizan
a través de diferentes medios quimicos en un electrodo de trabajo y se usan para detectar objetivos de composiciéon
quimica y fisica notablemente variable. Los cambios interfaciales subsiguientes en el electrodo de trabajo pueden ser
capacitivos, impedancia, corriente, fase, resistencia de transferencia de carga o incluso de cualquier otra funcién de
inmitancia (0 componente o combinacién de los mismos). Tipicamente, en los métodos de la técnica anterior, por
ejemplo. En la espectroscopia de impedancia electroquimica estandar, solo uno de estos parametros ha sido evaluado,
a menudo solo en una frecuencia y por los usuarios que requieren un buen conocimiento electroquimico. En muchos
casos, este enfoque falla o esta limitado a una sola formulacién/objetivo de superficie especifica. Se sabe que el
parametro mas sensible refleja en gran medida la quimica de la superficie y la quimica de reconocimiento empleada
en la superficie del chip y, por lo tanto, es poco probable que un enfoque unico sea eficaz en muchas situaciones, o al
menos sea improbable que se optimice, particularmente si se busca detectar varios marcadores simultaneamente en
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un formato multiplexado (utilizando matrices de electrodos funcionalizados de manera diferente con diferentes
receptores).

Los presentes inventores consideran que el método presente y los aspectos relacionados tienen una aplicacién
considerable y poderosa en muchas areas. El método se puede usar, por ejemplo, en la deteccion sin marcacion de
moléculas diana biolégicas (inmunoensayos) y en bioelectroquimica fundamental (y, por lo tanto, potencialmente
biosensores basados en enzimas).

El término sistema, en la presente solicitud, indica un entorno fisico alrededor de un electrodo de trabajo utilizado para
obtener los datos electroquimicos para generar las funciones de inmitancia. El primer sistema proporciona un sistema
adecuado para calibrar el parametro de interés para un segundo sistema. Por ejemplo, el primer y segundo sistema
pueden tener una o mas caracteristicas comunes seleccionadas de, pero no limitadas a, electrodos del mismo o
sustancialmente del mismo tipo, unidades estructurales de sonda inmovilizadas en los electrodos, en donde las
unidades estructurales de sonda y/o los electrodos son sustancialmente el mismo o del mismo tipo, especies diana de
sustancialmente el mismo tipo o del mismo tipo, que opcionalmente pueden estar en un medio portador de
sustancialmente el mismo o del mismo tipo. En una realizacién, todos o sustancialmente todos los aspectos del primer
y segundo sistemas son iguales, excepto por la posible diferencia en el parametro de interés, por ejemplo
concentracion de una especie diana, para los sistemas primero y segundo.

En una realizacion, el primer y/o segundo sistema comprende un medio portador que comprende una especie diana y
un electrodo de trabajo en contacto con el medio portador, y, opcionalmente, el parametro de interés es la
concentracion de la especie diana en el medio portador. El electrodo de trabajo puede tener en su superficie unidades
estructurales de sonda que se unen a la especie diana.

El medio portador puede estar en forma gaseosa, en forma liquida o en forma sdélida.

El medio portador puede estar en forma liquida, y la especie diana puede suspenderse y/o disolverse en el medio
portador. Las especies diana pueden seleccionarse de, pero no se limitan a, proteinas, polipéptidos, anticuerpos,
nanoparticulas, drogas, toxinas, gases nocivos, quimicos peligrosos, explosivos, particulas virales, células,
organismos multicelulares, citoquinas y quimioquinas, ganietocitos, organulos, lipidos, secuencias de acidos nucleicos,
oligosacaridos, intermedios quimicos de vias metabdlicas y macromoléculas. En realizaciones preferidas, la especie
diana comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una molécula biolégica, mas adecuadamente una
macromolécula bioldgica, lo mas adecuadamente un polipéptido.

Si la especie diana es una proteina, la proteina puede seleccionarse de, entre otras, proteinas nativas, proteinas
desnaturalizadas, fragmentos de proteinas y proteinas expresadas procaridticamente o eucaridticamente. La proteina
puede tener su significado normal en la técnica, y mas preferiblemente "proteina" se refiere a una molécula
polipeptidica. Dicho polipéptido puede comprender modificaciones tales como glicosilacion; fosforilacién u otras
modificaciones similares.

Si la especie diana es un anticuerpo, el anticuerpo puede seleccionarse de una o mas de las clases IgA, IgD, IgE, IgG
e IgM.

Si la especie diana es una nanoparticula, la nanoparticula puede seleccionarse, pero no se limita a, una o mas de
nanoparticulas aislantes, metalicas o semiconductoras.

Si la especie diana es un farmaco, el farmaco se puede seleccionar de, entre otras cosas, alcohol (por ejemplo, etanol),
anfetaminas, nitrato de amilo, heroina, ketamina, esteroides anabdlicos, LSD, disolventes, cannabis, cocaina (como
la cocaina) clorhidrato o 'coca'), tabaco, calmantes, crack (es decir, base libre de cocaina), éxtasis y/o
gammahidroxibutirato (GHB). Alternativamente, en algunas realizaciones, el farmaco puede ser una sustancia
medicinal.

La especie diana puede ser un farmaco candidato, por ejemplo una entidad quimica o biolégica que puede probarse
o cribarse con respecto una actividad o propiedad particular utilizando la presente invencion.

Si la especie diana es una toxina, la toxina puede seleccionarse, pero no se limita a, una o més toxinas que se originan
de animales, plantas o bacterias.

Si la especie diana es una particula viral, la particula viral se puede seleccionar de, pero no se limita a, una o mas
particulas virales con y sin genoma.

Si la especie diana es una célula, la célula puede seleccionarse, pero no se limita a, una o0 mas de células progenitoras
pluripotentes, células humanas (por ejemplo, células B, células T, mastocitos, fagocitos, neutrdfilos, eosindfilos,
macroéfagos, células endoteliales), células cancerosas (por ejemplo, las originadas por cancer de higado, hueso,
cervical, pancreas, colorrectal, prostata, epidérmico, cerebro, mama, pulmoén, testicular, renal, vejiga), organismos
unicelulares de origen no humano, algas, hongos, bacterias, células vegetales, huevos de parasitos, plasmodios y
micoplasmas.
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Si la especie diana es un organulo, el organulo puede seleccionarse de, entre otros, uno 0 mas nucleos, mitocondrias,
aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, lisosoma, fagosoma, membranas intracelulares, membranas extracelulares,
citoesqueleto, membrana nuclear, cromatina, matriz nuclear y cloroplastos.

Si la especie diana es un lipido, el lipido se puede seleccionar, entre otros, uno o mas de los lipidos de sefalizacion,
lipidos estructurales, fosfolipidos, glicolipidos y acidos grasos.

Si la especie diana es la secuencia de &cido nucleico, la secuencia de acido nucleico puede seleccionarse, pero no se
limita a, uno 0 mas de ADN, ADNc, ARN, ARNr, ARNm, miARN y ARNt.

Si la especie diana es un oligosacarido, el oligosacarido puede seleccionarse, pero no se limita a, uno o mas de
oligosacaridos de origen humano, animal, vegetal, fungico o bacteriano.

En una realizacion preferida, la especie diana es una proteina. EI método y otros aspectos de la invencién pueden
usarse para la deteccioén o identificacion de una proteina.

La especie diana puede ser cualquier antigeno o analito que sea indicativo de una enfermedad particular. El objetivo
se puede seleccionar de, por ejemplo, la enzima convertidora de angiotensina | (peptidil-dipeptidasa A) 1; adiponectina;
receptor especifico del producto final de glicosilacién avanzada; glicoproteina alfa-2-HS; angiogenina, ribonucleasa,
familia de la ARNasa A, 5; apolipoproteina A-l; apolipoproteina B (incluido el antigeno Ag (x)); apolipoproteina E;
Proteina X asociada a BCL2; CLL de células B/linfoma 2; complemento C3; quimioquina (motivo C-C) ligando 2; CD
14, soluble; CD 40, soluble; cdk5; proteina C-reactiva, relacionada con pentraxina; catepsina B; dipeptidil peptidasa
IV; factor de crecimiento Epidérmico; endoglina; Fas; fibrindgeno; ferritina; hormona del crecimiento 1; alanina
aminotransferasa; factor de crecimiento de hepatocitos; haptoglobina; choque térmico 70kDa proteina 1 B; molécula
de adhesién intercelular 1; factor de crecimiento similar a la insulina 1 (somatomedina C); receptor del factor de
crecimiento tipo insulina 1; proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina 1; proteina de union al factor
de crecimiento similar a la insulina 2; -proteina de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 3; interleuquina
18; receptor de interleucina 2, alfa; receptor de interleucina 2, beta; interleucina 6 (interferon, beta 2); receptor de
interleucina 6; transductor de sefial de interleucina 6 (gp130, receptor de oncostatina M); interleucina 8; activina A;
leptina (homdlogo a la obesidad, ratén); activador del plasminégeno, tejido; propiomelanocortina
(adrenocorticotropina/beta-lipotropina/hormona estimulante del melanocito alfa/lhormona estimulante del beta-
melanocito/beta-endorfina); proinsulina; resistina; selectina e (molécula de adhesion endotelial 1); selectina P (proteina
de membrana de granulo 140 kDa, antigeno CD62); inhibidor de la peptidasa de serpina, clado E (nexina, inhibidor
del activador del plasmindgeno tipo 1), miembro 1; suero/glucocorticoide regulado quinasa; globulina fijadora de
hormonas sexuales; factor de crecimiento transformante, beta 1 (enfermedad de Camurati-Engelmann); TIMP
metalopeptidasa inhibidor 2; superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, miembro 1 B; molécula 1 de
adhesion de células vasculares (VCAM-1); factor de crecimiento vascular endotelial; Factor Il, Factor V, Factor VI,
Factor 1X, Factor XI, Factor Xll, F/productos de degradacién de fibrina, trombina-antitrombina Ill complejo, fibrindgeno,
plasminégeno, protrombina y factor de von Willebrand y similares. Los marcadores Utiles para la diabetes incluyen,
por ejemplo, proteina C reactiva, glucosa; insulina; TRIG; GPT; HSPA1 B; IGFBP2; LEP; ADIPOQ; CCL2; ENG; HP;
IL2RA; SCp; SHBG; y TIMP2. EIl objetivo puede ser un objetivo asociado con el control de la diabetes. En una
realizacion, el objetivo puede seleccionarse de glucosa, insulina, receptor alfa de interleuquina 2 (IL2-RA), proteina C
-reactiva (PCR) y hemoglobina glucosilada (HbAIc). Si la diana es la glucosa, las unidades estructurales de la sonda
se pueden seleccionar de, por ejemplo, el elemento de reconocimiento molecular del ensayo GDH-FAD o una proteina
de unién a glucosa/galactosa ("GGBP") (Scholle, et al., Mol. Gen. Genet 208:247-253 (1987)). Si la diana es IL-2RA,
las unidades estructurales de la sonda pueden comprender o consistir en un anticuerpo monoclonal especifico para
IL-2RA.

El medio portador puede comprender una muestra de fluido biolégico, por ejemplo recogida de un sujeto humano o
animal. Las especies diana, que pueden estar en la muestra de fluido biolégico, pueden seleccionarse de productos
metabdlicos como glucosa, lactato, acido urico, acido ascérbico, catecolaminas como norepinefrina, epinefrina y
dopamina, 02, iones como sodio y calcio, células humanas completas, patégenos que incluyen bacterias, hongos,
parasitos y particulas virales, iones metélicos como el zinc y biomarcadores de proteinas como las citoquinas
inflamatorias.

Las unidades estructurales de la sonda se pueden seleccionar de, pero no se limitan a, uno o mas de una
macromolécula biolégica, un aptamero, un péptido aptamero, un reactivo de reconocimiento presentado en el contexto
de otra estructura de ingenieria, un ADN aptamero, un ARN aptamero, una entidad quimica, una entidad quimica de
potencial valor terapéutico, un oligosacarido, un péptido, una proteina y un anticuerpo. Preferiblemente, las unidades
estructurales de sonda se seleccionan de uno o mas de un anticuerpo, un acido nucleico y un péptido. Preferiblemente,
las unidades estructurales de sonda se unen selectivamente a la especie diana.

Si las unidades estructurales de sonda comprenden un anticuerpo, el anticuerpo puede seleccionarse de una o mas
de las clases IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. El anticuerpo preferiblemente se une selectivamente a la especie diana.

En una realizacion, el primer y/o segundo sistema comprenden un electrodo de trabajo que tiene las unidades
estructurales de sonda inmovilizadas sobre el mismo. En una realizacion, el primer y/o segundo sistema comprenden
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una pluralidad de electrodos que tienen las unidades estructurales de sonda inmovilizadas sobre ellos. Cada uno de
los sistemas primero y/o segundo puede comprender una pluralidad de electrodos, y la pluralidad de electrodos puede
estar en una matriz. Cada uno de la pluralidad de electrodos es preferiblemente direccionable individualmente.
"Direccionable individualmente" es un término conocido en la técnica y significa que cada electrodo de la matriz o
estructura de electrodo puede conectarse eléctricamente a dispositivos externos por si solo, es decir, sin la necesidad
de conectar otros electrodos de la matriz al mismo tiempo. En una realizacion, la matriz puede ser capaz de detectar
una pluralidad de especies diana. Por ejemplo, la matriz puede comprender una pluralidad de electrodos, cada uno de
los cuales tiene moléculas de sonda en la misma, en donde las moléculas de sonda en al menos dos de la pluralidad
de electrodos son capaces de unirse a diferentes especies diana entre si.

Cada uno de los sistemas primero y/o segundo puede comprender una pluralidad de electrodos en una matriz.
Preferiblemente, la matriz comprende al menos 10, mas preferiblemente al menos 20, mas preferiblemente al menos
50, mas preferiblemente al menos 100, mas preferiblemente al menos 1,000, mas preferiblemente al menos 10,000
electrodos, cada uno de los cuales puede ser direccionado individualmente.

Opcionalmente, en el primer sistema, una pluralidad de electrodos de trabajo estan presentes, cada uno en contacto
con un medio portador que contiene una especie diana en una concentracion conocida, siendo el medio portador el
mismo para cada electrodo de trabajo, pero la concentraciéon de la especie diana en cada medio portador siendo
diferente para cada electrodo de trabajo y las funciones de inmitancia y/o sus componentes se determinan para cada
electrodo a una frecuencia preseleccionada de potencial o corriente aplicada. Esto permite la comparacion de la
variacion de las funciones de inmitancia y/o sus componentes con una variacion en la concentracion de la especie
diana. Esto puede llevarse a cabo para una pluralidad de frecuencias para el potencial o la corriente aplicada para
permitir la comparacion de la variacion de las funciones de inmitancia y/o sus componentes con la variacion en la
concentracion de la especie diana.

El método y otros aspectos de la invencién son aplicables a electrodos de cualquier escala. En algunas realizaciones,
es particularmente beneficioso para arreglos de pequefos electrodos. En algunas realizaciones, el primer y/o segundo
sistema comprenden electrodos que tienen un diametro (dimensién mayor) de no mas de 50 um, mas preferiblemente
no mas de 20 ym, mas preferiblemente no mas de 1 ym, mas preferiblemente no mas de 500 nm, mas preferiblemente
no mas de 200 mn, mas preferiblemente no mas de 50 nm. El diametro en el presente contexto puede indicar la
dimensién mas grande, ya que los electrodos no siempre pueden asumir formas geométricamente reconocidas debido
a las tolerancias de fabricacioén u otras consideraciones. Por lo tanto, para electrodos asimétricos o con forma de dedo
u otras formas de electrodos, el "diametro" puede interpretarse en consecuencia como "ancho" o "dimensién mas
grande", adecuadamente la dimensién mas grande paralela al plano del sustrato en donde se encuentra el electrodo.

Los métodos de la presente invencidon se pueden aplicar a estructuras de electrodos o estructuras de matriz de
electrodos donde los electrodos estan muy separados, en particular, la distancia (separacién) minima entre los
electrodos es preferiblemente menor que 100 um, preferiblemente menor que 50 um, mas preferiblemente menor a
20 um, mas preferiblemente por debajo de 1 um, mas preferiblemente por debajo de 200 series y lo mas
preferiblemente por debajo de 50 nm.

El método se puede aplicar a estructuras de electrodos o estructuras de matriz de electrodos con una alta densidad
de electrodos, que incluyen, entre otros, estructuras de electrodo o estructuras de matriz de electrodos con densidades
de electrodo de preferiblemente 10/cm? o mas, mas preferiblemente de 100/cm? o méas, méas preferiblemente de mas
de 1000/cm? o mas, mas preferiblemente de mas de 10000/cm?. Los electrodos utilizados en el método de este
documento, por ejemplo en el primer y/o segundo sistema, estan formados por material eléctricamente conductor.
Preferiblemente, estos materiales son metalicos, pero pueden ser, por ejemplo, no-metalicos, tales como materiales
de carbono o semiconductores. Se prefieren oro, plata, platino, cobre o aluminio y, en particular, oro.

El primer y segundo sistema comprenderan tipicamente un contraelectrodo, asi como el electrodo de trabajo, que
puede ser del mismo o diferente tipo de material que el contraelectrodo. Un electrodo de referencia también puede
estar presente en el primer y/o segundo sistema. El potencial aplicado a, y la corriente monitorizada entre los
electrodos de trabajo y los de contador se puede aplicar y controlar mediante un potenciostato, como entenderia un
experto.

Los aspectos de la presente invencién se describiran ahora con referencia a los siguientes Ejemplos no limitativos y
las Figuras adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Aplicaciones de inmunoensayo: Superficies transductoras biofuncionalizadas y deteccioén libre de
etiqueta de marcadores de enfermedades

Metodologia de espectroscopia de impedancia tradicional versus metodologia de funcion de inmitancia

Como se mencion6 anteriormente, la deteccién sensible de moléculas diana clinicamente importantes se puede lograr
a través de la inmovilizacion de receptores apropiados en la superficie de un electrodo y el mapeo posterior de las
caracteristicas electronicas o electroquimicas de esta interfaz en funcién de la unién del objetivo. Los presentes
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inventores muestran aqui no solo que algunas funciones de inmitancia pueden ser sondas muy sensibles y calibrables
de un objetivo, sino que también la mejor funcion de seguimiento depende en gran medida de la interfaz receptiva
construida y del objetivo.

Las interfaces receptivas a objetivos especificos (por ejemplo, clinicamente importantes) se pueden generar al
establecer combinaciones de quimicas de superficie y receptores biolégicos (la mayoria de las veces anticuerpos o
aptameros). En un andlisis EIS, las caracteristicas de impedancia de dichas interfaces se seleccionan como una
funcién de la concentracion del objetivo en la generaciéon de curvas analiticas. Los presentes inventores comienzan
aqui mostrando que los medios estandar para evaluar tales datos (es decir, mediante el uso de un circuito equivalente)
no solo son innecesarios e inherentemente limitantes, sino también inferiores, incluso cuando la funciéon de inmitancia
que se esta muestreando es la parte real de la funciéon fundamental Z*. Todos los productos quimicos se adquirieron
de Sigma-Aldrich a menos que se indique. HS-C11H22-(EG)3-OCH2-COOH se adquirié de Prochimia Surfaces, Polonia.
CRP fue comprado de MP Biomedicals. Anti-CRP (monoclonal, cabra) fue de AbDSerotec. Los electrodos de Au recién
limpiados (mecanicamente y electroquimicamente) se sumergieron en una solucién de tiol 2.5 mM (HS-C11H22-(EG)3-
OCH2-COOH) en 200 pl de etanol y se dejaron en funcionamiento durante 16 horas. El electrodo se lavé luego en
etanol puro, luego en agua desionizada y se seco bajo nitrégeno. La inmovilizacién de anticuerpos se logré a través
de la quimica de bioconjugacion EDC/NHS estandar; se prepard una solucion de 0.4 M EDC y 0.1 M de NHS y se
afiadio al electrodo activando los grupos carboxilo terminales en el tiol durante 30 min. La superficie se sumergioé luego
en 10 uM del anticuerpo en PBS 10 mM, pH 7.4 y se dej6é durante 1 hora. Finalmente, los ésteres de NHS restantes
se desactivaron con una solucién de etanolamina 1 M durante 5 minutos y la superficie se enjuagé a fondo en agua
desionizada (18.2 M Ohm).

Se utilizé un potenciostato Autolab modelo PGSTAT12 con un mddulo de impedancia FRA2, controlado por los
programas GPES y FRA, para las mediciones electroquimicas. Se utilizé una configuracion de tres electrodos para
todas las mediciones, que consiste en un electrodo de trabajo de oro de 1.6 mm de diametro (area de 0.02 cm-2), un
electrodo contador de malla de platino y un electrodo de referencia Ag/AgCl/3 M KCI. Las mediciones de EIS y VC
(voltametria ciclica) se registraron en un electrolito hecho de 1 mM [Fe(CN)s]*>* con un electrolito de soporte de PBS,
pH 7.4. La VC se realizo a una velocidad de barrido de 100 mV S entre -0.1V y 0.5V en relacion con Ag/ AgCl. Las
mediciones de EIS se realizaron en un rango de frecuencia de 50 mHz a 10 kHz en una soluciéon de PBS que contiene
1 mM [Fe(CN)s]*/* a un potencial fijo de 0.25 V, el potencial de reduccion formal de la sonda en relacion al electrodo
de referencia utilizado, determinado por CV en el electrodo en blanco. Todas las mediciones se realizaron por
triplicado. Los datos de impedancia compleja generada (Z*) se procesaron para obtener la parte imaginaria de la
capacitancia segun Z* =1/jwC*, C" = $Z'and C' = ¢Z", donde ¢ = (w|Z[?)" y |Z| es el modulo de Z*.Los espectros de
capacitancia se utilizaron para determinar la influencia de los parametros de una sola capa en la resistencia de
transferencia de carga, es decir, la influencia de la contribucion capacitiva del SAM al proceso de transferencia de
carga. Al representar la impedancia y la capacitancia complejas, se eliminé la influencia de la resistencia de la solucion
Rs. En el analisis de impedancia posterior, la capacitancia interfacial del electrodo modificado con SAM se modelo
mediante dos capacitancias en serie, la de la monocapa (Cm) y la de doble capa (Ca) donde Ca>> Cm (lo que significa
Cm domina en los analisis). La monocapa estd, ademas, configurada con un término de polarizacién asociado
compuesto de contribuciones Rty Ct (en el formulismo de Debye o Cole-Cole). Este proceso de carga y su escala de
tiempo asociada se resuelven directamente en el régimen de dominio de frecuencia de capacitancia compleja y su
consideracion dentro del modelo de circuito equivalente utilizado. La Figura 5 proporciona un analisis mas preciso de
la interfaz.

Entre cada medicion, el electrodo se regenerd con una solucién de glicina/HClI 1 M a pH 2.5 o NaOH 6 mM en H20
con EtOH al 0.6% para eliminar todas las interacciones no-covalentes y se lavd con PBS. Se usé BSA como control
negativo para garantizar que la interfaz no fuera receptiva a proteinas no-especificas. La Figura 3 muestra graficos de
datos de Nyquist superpuestos para una interfaz de anticuerpo anti-CRP preparada a diferentes concentraciones de
la meta de CRP. La grafica muestra que la impedancia compleja, Z* responde al objetivo en un rango de
concentraciones y frecuencias. Todos los valores que se muestran aqui son valores medios adquiridos a partir de
mediciones de tres electrodos diferentes. En particular, la Figura 3 muestra la respuesta de una interfaz receptiva a la
unién de un objetivo clinicamente importante, la Proteina Reactiva C (CRP). Es evidente, como se esperaba, que la
union del objetivo esta asociada con un aumento de la impedancia. El grado en que las componentes Z' o Z" cambian
depende de la frecuencia de muestreo experimental.

La Figura 4A (lzquierda) muestra la resistencia de transferencia de carga R representada en funcién de la
concentracion del objetivo en una escala logaritmica para la interfaz | (valores obtenidos de un ajuste de valores
medios obtenidos de tres conjuntos de datos de impedancia independientes; las barras de error representan errores
asociados con ajustes de impedancia a un modelo de circuito equivalente). La Figura 4B (Derecha) muestra la varianza
de la parte real de la impedancia con log de concentracion de diana; (datos obtenidos a una frecuencia de muestreo
de 1 Hz, donde Rct and Z' estan mas correlacionados). Ambos parametros son capaces de proporcionar una buena
dependencia en funcion de la concentracion del objetivo, pero Z'se obtiene con un 10% menos de error y sin necesidad
de un procedimiento de ajuste. La dependencia lineal del coeficiente de Pearson es > 96% en ambos casos, y 98%
para la parte real de la impedancia en esta frecuencia. Las variaciones de las funciones son de ~25% en un rango
diana de 250 nM CRP.
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La aplicacién de un ajuste de circuito equivalente "Randles" estandar a Z* muestreado permite la resoluciéon de la
resistencia de transferencia de carga Rct en funciéon de la presencia de CRP diana, como se muestra en la Figura 4A.
Aunque es evidente que R« muestra una respuesta adecuada al objetivo y puede usarse en la generacion de una
curva analitica, su ajuste lineal esta asociado con un error significativo (~10%). Significativamente, se puede generar
una curva analitica equivalente, a partir de los mismos datos sin procesar, a partir de cualquiera de las funciones de
inmitancia. En la Figura 4B (derecha), una curva analitica se presenta con Z' (obtenida sin el supuesto previo de la
aplicacién de un "circuito equivalente") y notablemente la presencia del objetivo con mayor precision que el parametro
Rt obtenido clasicamente.

La ventaja de muestrear la funcién compleja Z* y su componente real derivado Z'y no recurrir al uso de un circuito
equivalente en estos ensayos se muestra de nuevo en un ensayo de uniéon a CRP con una superficie receptiva
diferente en la Figura 5 donde, nuevamente, el ajuste de R., derivado de la aplicacién de un presunto circuito
equivalente, ha asociado un mayor error de ajuste.

La Figura 5A (Izquierda) muestra Rct representada contra la concentracion del objetivo en una escala logaritmica para
una interfaz de enlace CRP alternativa (valores obtenidos de un ajuste de los valores medios obtenidos de tres
conjuntos de datos de impedancia independientes; las barras de error representan errores asociados con ajustes de
impedancia a un modelo de circuito equivalente). La Figura 5B (Derecha) muestra la varianza de la parte real de la
impedancia con log de concentracion de diana; datos obtenidos a una frecuencia de muestreo de 0.1 Hz, donde Rqt y
Z' estan mas correlacionados). La dependencia de ambos parametros es equivalente a dentro del 10%. La
dependencia lineal del coeficiente de Pearson es > 96% en ambos casos, y 98% para la parte real de la impedancia
en esta frecuencia. Las variaciones de las funciones son de ~50% en un rango diana de 250 nM CRP.

Al extender esta metodologia a una gama mas amplia de funciones de inmitancia, los presentes inventores
encontraron que, para cualquier interfaz dada, algunas funciones son mejores para informar sobre el cambio interfacial
especifico (como la unién de una molécula diana) que otras. Para la interfaz receptiva de CRP que se mostro
anteriormente que se puede calibrar con la funcién Z', por ejemplo, se observa que la funciéon C' no informa sobre el
analito de manera sensible o calibrable. Debido a que el método usé un tratamiento fasorial de datos en bruto sin
suposiciones previas sobre la superficie o cambios inducidos, por ejemplo, por un evento de enlace especifico, su
aplicacién es independiente de la interfaz especifica utilizada (el electrodo, la quimica de la superficie, la quimica
bioldgica, etc.).

La Figura 6 ilustra la varianza de la parte real de la capacitancia con la concentracién de CRP para una interfaz
receptiva; los datos obtenidos a una frecuencia de muestreo de 1 Hz, donde Rty Z' estan mas correlacionados como
se muestra en la Figura 8. Las variaciones de las funciones son ~14% en un rango diana de 250 nM CRP. Curva
analitica de Y" frente a la concentracion logaritmica objetivo. Las variaciones son de aproximadamente 45% en el
mismo rango de concentracion del objetivo.

Por otro lado, se observa que el término imaginario de funcién compleja Y* es altamente sensible (Figura 6).

Un resumen de las sensibilidades en un rango de funciones de inmitancia se muestra en las Tablas Il y Illl a
continuacion para dos interfaces receptivas diferentes preparadas para el mismo objetivo (una basada en un
anticuerpo, la otra en un aptamero peptidico), donde la variacion, tanto con desempefio funcional como con pelicula
receptiva, es digno de mencion.

Tabla Il. Variaciones de las funciones a través del rango diana de CRP de 250 nM para la interfaz receptiva de
anticuerpos. La funcion de relacion C"/C' se explicara mas adelante.

Funcién de Inmitancia | Componente | Sensibilidad | Rango diana | Dependencia logaritmica

z z ~25% 250 nM Si
% y" ~22% 250 nM Si
c* c’ ~7% 250 nM Si
- ® ~3% 250 nM Si
c* cIc’ ~6% 250 nM No

Tabla lll. Variaciones de las funciones en un rango diana de CRP de 250 nM para una interfaz no receptora de
anticuerpos.
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Funcién de Inmitancia | Componente | Sensibilidad | Rango diana | Dependencia logaritmica

z z ~50% 250 nM Si
% y" ~45% 250 nM Si
c* c' ~14% 250 nM Si
- ) ~7% 250 nM Si
c clc  ~12% 250 nM No

Finalmente, se ha sugerido previamente (Ko Ferrigno et al. Patente de Estados Unidos 2010/0234234 A1) a partir de
ensayos EIS completamente estandar (basados solo en la funcion Z* y el posterior analisis del circuito equivalente)
que el desplazamiento de fase entre la V aplicada y la medida puede servir como una buena funcién sensorial. Para
las interfaces receptivas con las que se esta ejemplificando aqui, es evidente que este no es el caso y, de hecho, la
variacion de fase (~7%) se excede en gran medida (de una manera mas calibrable) en magnitud por la capacidad de
respuesta de muchas de las otras funciones de inmitancia que se pueden muestrear.

La Figura 7 ilustra los cambios de fase para la interfaz de aptamero en funcion de la concentracion del objetivo a 1 Hz.

En resumen, esta claro que la capacidad de muestrear un rango de funciones de inmitancia es poderosa para
maximizar la capacidad de la persona experta para muestrear cambios interfaciales sensibles en un electrodo de
trabajo, donde algunos rastrean los cambios deseados de manera sensible y reproducible y calibrable, mientras que
otros no lo hacen y, de hecho, al extender esta capacidad a través de una amplia gama de interfaces.

Potencialmente podriamos agregar mas graficos de funcion de inmitancia aqui, con diferentes receptores u objetivos,
algunos son notablemente mas sensibles que otros.

Ampliacion del rango analitico.

Es probable que diferentes funciones de inmitancia respondan a los procesos de enlace de destino en una interfaz
preparada adecuada con diferentes niveles de sensibilidad. Puede ser el caso, por ejemplo, de que una funcion
comience a responder de manera calibrable en niveles u objetivos extremadamente bajos y luego se sature y se
vuelva, a partir de entonces, que no responda. En este punto, se puede muestrear adicionalmente la union del objetivo
(en niveles mas altos de concentracion del objetivo) utilizando diferentes funciones de inmitancia. De esta manera se
amplia el rango analitico del experimento.

Debido a que el procedimiento experimental se basa en la aplicacion de una traza de voltaje de CA, la frecuencia de
la aplicacidon de voltaje forma otro parametro experimental altamente ajustable. A continuacién se muestra que la
frecuencia de muestreo tiene un efecto profundo en el grado en que las funciones responden.

En una realizacion, diferentes funciones de inmitancia, componentes de las mismas, o relaciones de las mismas se
seleccionan en la etapa (i) del método y se usan, en la etapa (ii), para diferentes rangos del parametro de interés.

El uso de funciones de ratio

Cualquier proporcion de partes reales e imaginarias dentro de las mismas o diferentes funciones de inmitancia
constituye una funcién independiente del tamafio fisico o area de la superficie de ensayo, es decir, una propiedad
intensiva. Significativo en esto es el hecho de que la funcién analitica de relacion deberia ser mucho menos
dependiente de las variables de fabricacion (como las inherentes a la generacion de multiplos de electrodos de ensayo
individuales o matrices de electrodos). Esto puede reducir drasticamente la variacion lote a lotes y los coeficientes de
variacion.

Por consiguiente, en una realizaciéon del método, en la etapa (i), se selecciona una proporciéon de funciones de
inmitancia o componentes de la misma o diferentes funciones de inmitancia, para uso en la prueba electroquimica de
la etapa (ii); y, opcionalmente, la proporcion es de las partes reales e imaginarias de la misma funcién de inmitancia,
0 componentes, por ejemplo, partes reales e imaginarias, de diferentes funciones de inmitancia; opcionalmente, se
seleccionan las mismas o diferentes funciones de impedancia de una funcién de transferencia de impedancia
compleja, una funciéon de admitancia compleja, una funcién de transferencia de moédulo complejo, una funcién de
transferencia de constante dieléctrica compleja, una funcién de transferencia de capacitancia compleja, una funcion
de transferencia de conductancia compleja.
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Optimizacién automatica de frecuencia

Como se explicé anteriormente, la respuesta de cualquier funcion de inmitancia a la frecuencia de muestreo se puede
resumir en un grafico de Bode. Como es evidente en la Figura 8, la frecuencia de muestreo éptima depende no solo
de la funcién de inmitancia utilizada, sino también de la construccion especifica y las caracteristicas quimicas de la
interfaz. En la Figura 8A, por ejemplo, es evidente que 1 Hz es la mejor frecuencia para rastrear la union del objetivo
en algun electrodo modificado en la construccion de una curva analitica basada en Z'. En una interfaz igual y
selectivamente receptiva al mismo objetivo pero preparada con un receptor diferente, la frecuencia 6ptima es de 0.1
Hz (Figura 8B).

La Figura 8A muestra diagramas de impedancia compleja de Bode superpuestos de una interfaz receptiva de CRP a
diferentes concentraciones de diana. La frecuencia de muestreo éptima (a partir de la cual se pueden generar las
curvas analiticas) es 1 Hz aqui. Para una interfaz de respuesta CRP diferente, la frecuencia éptima es de 0.1 Hz
(derecha).

La frecuencia de muestreo éptima se puede obtener para cualquier combinacién de funcién de inmitancia, interfaz y
destino a través de un procedimiento de software automatizado. Una vez que esto se ha establecido, los analisis solo
deben realizarse en esa frecuencia especifica (optimizada).

Uso de relaciones entre los componentes de las funciones de inmitancia.

Los métodos descritos anteriormente no se limitan solo a la matriz de funciones enumeradas en la Tabla I, sino que
también pueden extrapolarse a combinaciones casi "ilimitadas"” de funciones de inmitancia o términos derivados reales
e imaginarios. Por ejemplo, aunque se muestra que los componentes reales e imaginarios (no mostrados) de la funcién
de transferencia C* no responden en gran medida al objetivo especifico de CRP en las interfaces sensoriales
mencionadas anteriormente (Tabla Il y Ill), las combinaciones de C" y C’, conocida como funcién tan 8, puede ser
utilizada de manera efectiva y sensible (véase Figura 9). Ademas, es de destacar que, al usar las relaciones de funcion
de esta manera, la concentracién del objetivo se mapea de manera lineal, en oposicién a logaritmica.

La Figura 9 muestra la curva analitica lineal del valor maximo de la funcién de relacion C"/C' en funcién de relacion
frente a concentracion del objetivo. La dependencia lineal del coeficiente de Pearson es > 98%. Notese también que
la relacion de C"/C' no tiene unidad fisica y una interpretacion fisica de esta relaciéon no es necesaria en su utilizacion.
Las variaciones de las funciones son ~12% en un rango diana de 250 nM CRP.

En resumen, el enfoque de la funcién de inmitancia como se describié anteriormente proporciona a los usuarios un
vasto arsenal potencialmente automatizado (software) con el cual probar cambios interfaciales como los generados
por la unidon de objetivos en superficies receptivas adecuadas. De la biblioteca de curvas analiticas generadas, se
encontrara que algunas son sondas mas sensibles y confiables que otras 0 mas adecuadas para rangos de
concentracion especificos. Al habilitar un muestreo de una biblioteca de funciones de inmitancia, este envio ensefa la
capacidad de muestrear poderosamente superficies de electrodos (y, por lo tanto, detectarlas) sin ninguna suposicion
previa por parte del usuario final.

Ejemplo 2 - Novedoso analisis bioelectroquimico usando funciones de inmitancia

La capacidad de intercambiar electrones con los sitios activos rédox de proteinas y enzimas no solo ha arrojado luz
sobre los procesos fundamentales de mantenimiento de la vida, sino que también se aplica poderosamente en la
generaciéon de biosensores derivados basados en enzimas. El biosensor de glucosa es un ejemplo especifico y
altamente exitoso.

Los presentes inventores muestran aqui que la compleja funcién de la capacidad de inmitancia también se puede
utilizar directamente después de eventos electroquimicos (es decir, la transferencia de electrones entre las
biomoléculas inmovilizadas en la superficie y la superficie del electrodo subyacente) con una definicion
excepcionalmente alta. Esto es especialmente poderoso en la bioelectrénica donde las sefiales faradaicas (de
proteinas o enzimas inmovilizadas) pueden ser bajas y dificiles de resolver por métodos electroquimicos estandar. En
tales interfaces, la inmovilizacion es comunmente en una monocapa intermedia (de soporte) autoensamblada.
Ejemplificada aqui con la proteina azurina, la metodologia es igualmente aplicable a cualquier sistema bioelectronico
inmovilizado de superficie. Al analizar la magnitud de esta funciéon a medida que se barre el potencial de superficie del
electrodo, se tiene acceso directo a una determinacion del potencial de media onda electroquimica, cinética de
transferencia de electrones y una cuantificacion de la densidad molecular presente.

El 1-hexanotiol, el 1-octanotiol, el 1-decanotiol y el 1-dodecanotiol se compraron a Sigma-Aldrich. El 11-ferrocenil-1-
undecanotiol se adquiri6 de Dojindo Molecular Technologies, Japén. Todos fueron utilizados sin modificaciones
adicionales. Las sales de tetrabutilamonio (perclorato, hexaflorofosfato), etanol, diclorometano y acetonitrilo puros para
HPLC se utilizaron como se recibieron (Sigma). La azurina de Pseusomonas aeruginosa fue donada amablemente
por el grupo del Prof. Canters (Leiden University, NL). Todas las soluciones se prepararon en agua MilliQ agua (18.2
MQ). Los electrodos de disco de oro policristalino (GDE) (Cypress Gold, didametro 1 mm) se limpiaron mediante pulido
mecanico y electroquimico y se sumergieron en soluciones de tiol 1 mM en etanol puro para HPLC (durante la noche,
a temperatura ambiente). Los electrodos se enjuagaron con etanol y agua y se secaron bajo nitrégeno. La fisisorcion
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de azurina sobre superficies de SAM hidrofébicas (hexanotiol, octanotiol, decanotiol, dodecanotiol) se obtuvo
depositando durante 30 minutos. una alicuota de 5 ul de proteina 0.5 mM en un regulador MES 20 mM a pH 7.0. Los
electrodos asi modificados se enjuagaron copiosamente con regulador y se sumergieron en la celda electroquimica
para su analisis.

Se realizaron mediciones de Voltametria Ciclica (VC) y de impedancia utilizando un Autolabpotentiostat GSTAT20
(Ecochemie NL) equipado con un médulo ADC750 y un ARF (analisis de respuesta de frecuencia). Los voltamogramas
ciclicos se adquirieron solo con el propdsito de realizar comparaciones entre las dos metodologias. También se
realizaron barridos de VC individuales para predefinir las ventanas faradaicas antes del analisis EIS (requerido solo si
no se conocen los potenciales rédox antes). Las frecuencias de CA para los experimentos de impedancia oscilaron
entre 1 MHz y 10 mHz, con una amplitud de 10 mV. La funcién compleja Z*(w)(impedancia) se convirtié en C*(w)
(capacitancia) a través de la definicién fisica Z*(w) = 1/jwC*w) en la que w es la frecuencia angular. Los CV y las
exploraciones de EIS se midieron en 5 mL, una celda de un compartimento, que contiene el GDE, una referencia de
calomel saturada (SCE) y una gasa de platino como contraelectrodo. Como electrolito de soporte, se usaron NaClO4
200 mM y MES 5 mM, regulados a pH 5.0 con NaOH. Todas las soluciones utilizadas para la electroquimica se
desoxigenaron burbujeando con argoén ultrapuro y purgando la superficie del electrolito durante la duracién del
experimento. Los datos de impedancia se adquirieron a potenciales fijos de -200 mV y 90 mV frente a SCE, con
frecuencias de modulacién que se variaron en 80 pasos de 0.1 mHz a 10 MHz.

Primero se muestra que la respuesta de impedancia de tales interfaces bioelectronicas es insensible al potencial del
electrodo (véase Figuras 10A y 10B). Las Figuras 10A muestran la energia potencial superpuesta de la impedancia
real de complejo de Bode y la Figura 10B muestra diagramas imaginarios de una pelicula de proteina electroactiva en
un electrodo de oro modificado con SAM que muestra una dependencia potencial que es despreciable.

Las Figuras 11A y 11B muestran los complejos capacitivos de Bode superpuestos (componente real, en la Figura 11A,
componente imaginario en la Figura 11B) de una pelicula de proteina electroactiva azurina en funcién de la energia
potencial electroquimica (es decir, de -100 mV frente al electrodo de referencia SCE a 250 mV).

En particular, si se analiza la funcién de inmitancia compleja, C* (y posteriormente sus componentes reales e
imaginarios) como una funcién de potencial, resuelve los cambios marcados con el potencial de superficie (Figura 11)
en un amplio rango de frecuencias de muestreo. La impedancia compleja derivada de la impedancia de la funcion,
entonces, informa sensiblemente sobre el proceso de transferencia de electrones. En ausencia de la electroquimica,
esta dependencia desaparece. El uso de la funcién de inmitancia C* para estudiar electroquimica de esta manera no
tiene precedentes. Si uno analiza esta "capacitancia rédox" (etiquetada como Cr aqui) como una funcion del potencial
del electrodo con mas detalle, el grado al que se informa sobre la electroquimica es claro (Figura 12). Se observa una
dependencia Gaussiana del potencial, con Cr maximo en el potencial electroquimico reversible. El area bajo esta curva
informa directamente la cantidad de material electroquimicamente activo abordado por el electrodo.

La Figura 12 muestra una grafica de la capacitancia rédox (Cr) frente al potencial de una pelicula de proteina
electroquimicamente activa. La grafica se centra en cero aqui por conveniencia.

En conclusion, los presentes inventores han mostrado una nueva forma de comunicarse con peliculas electroactivas.
Aunque se ejemplifica con una pelicula de proteina rédox (donde las ventajas de la sefial: el ruido es particularmente
ventajoso), la metodologia es igualmente aplicable a cualquier pelicula electroactiva y permite una resolucion facil de
potencial reversible, cinética de transferencia de electrones y cobertura molecular.

Ejemplo 3 — Extension del rango lineal

Los presentes inventores consideran que hay un gran valor en la extension del rango analitico lineal que, por defecto,
ofrece un ensayo. Examinaron, mediante el uso de multiples funciones analiticas, el potencial de extender el rango
lineal con cualquier superficie receptiva Unica dada (de una afinidad fija de unién receptor-diana). Esto se ilustra en
las Figuras 15 y 16, respectivamente (utilizando una IF y 3 IF, respectivamente).

La Figura 15 muestra una grafica de M"/C" frente a autoanticuerpo alfa-sinucleina enriquecido en un 50% de suero
sanguineo.

La Figura 16 muestra una grafica de combinacion de Z"/C", M"/C" y M"/Y" frente a autoanticuerpo alfa-sinucleina
enriquecido en suero sanguineo al 50%.

Detalles experimentales para el Ejemplo 3

Las interfaces receptivas se generaron a través de la modificaciéon covalente de una monocapa autoensamblada de
polietilenglicol (PEG) tiol HS-C11-(EG)3-OCH2-COOH (Prochimia Surfaces, Polonia) con alfa-sinucleina humana
recombinante (expresada en E. coli y se purificé como se describié anteriormente (véase V. N. Uversky, J Biomol
Struct Dyn, 2003, 21, 211-234). La modificacion covalente se logré mediante el uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) (adquirida en Sigma Aldrich). Se obtuvo agua ultrapura (18.2 MQ/
cm) de un sistema Milli-Q y se us6 en todo el proceso. Se prepard solucién salina regulada con fosfato (PBS, 10 mM)
con Tween-20 (PBST, 10 mM, pH 7.4) disolviendo tabletas de PBS (Sigma Aldrich) en agua con Tween-20 al 0.2%
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v/v, y se filtré utilizando una solucién de 0.22 um filtro de membrana. Todos los demas productos quimicos fueron de
grado analitico. Los experimentos electroquimicos se realizaron con un Autolab Potentiostat 12 equipado con un
modulo FRA2 (Metrohm Autolab B.V.). Se usé un sistema convencional de tres electrodos con un electrodo de trabajo
de disco de oro (1.6 mm de didmetro, BASi), un contraelectrodo de alambre de platino y un electrodo de referencia de
plata/cloruro de plata (Ag/AgCl, relleno con 1.0 M KCI) (instrumentos CH). Todos los potenciales se informan en
relaciéon con esta referencia. Los espectros de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) se registraron en
el rango de frecuencia de 0.05 Hz a 10 kHz. La amplitud del potencial de onda sinusoidal aplicada fue de 10 mV con
el potencial de corriente directa establecido en 0.25 V (el Eo de la sonda rédox utilizada, 1.0 mM Fe(CN)e®/* El
anticuerpo alfa-sinucleina puro se afiadié al suero diluido comercialmente disponible (Sigma Aldrich) diluido al 50%
(con PBST (10 mM, pH 7.4) a lo largo de un rango amplio y cuantificado (0.1 nM-1200 nM). Los electrodos modificados
del receptor se incubaron luego en estas soluciones que ademas contenian 1.0 mM Fe(CN)s*/* a temperatura
ambiente durante 20 minutos, y las respuestas EIS se registraron en la misma solucién de incubacion. Para evaluar
inicialmente la selectividad interfacial, se utilizé BSA y se midié de manera similar.

Los biosensores usados se regeneraron utilizando una celda de flujo (1 mL de volumen con un caudal de 3 mL/min)
con glicina/HCI 0.5 M durante 10 minutos antes del lavado con PBST. Los datos de las funciones M", C", Z" e Y" se
adquirieron a partir de datos sin procesar como se detalla anteriormente. Todos los puntos de datos representados en
las Figuras 15 y 16 son los medios de repeticiones en 3 electrodos receptores diferentes a esa concentracion del
objetivo.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2738537 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método de prueba electroquimica que comprende

(i) comparar cémo una pluralidad de funciones de inmitancia y/o sus componentes varian con un cambio en un
parametro de interés para un primer sistema, y luego seleccionar una funciéon de inmitancia o un componente de la
misma para usar en una prueba electroquimica;

(i) realizar un paso de prueba electroquimica para un segundo sistema para determinar al menos un valor para la
funcién de inmitancia o componente de la misma seleccionado en el paso (i), y luego, utilizando una relacion
cuantitativa entre la funcién de inmitancia seleccionada y el parametro de interés, determinar un valor en el parametro
de interés,

en donde el primer sistema proporciona un sistema adecuado para calibrar el parametro de interés para el segundo
sistema.

2. El método de prueba electroquimica de la reivindicacién 1, en donde el método comprende antes de la etapa de
comparacion (i), determinar para el primer sistema cémo la pluralidad de funciones de inmitancia y / o sus componentes
varian con un cambio en un parametro de interés y determinar la relacion cuantitativa entre la funcién de inmitancia
seleccionada y el parametro de interés.

3. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
el parametro de interés es la concentracion de una especie diana en un medio portador.

4. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
las funciones de inmitancia se seleccionan de una funcién de transferencia de impedancia compleja, una funcién de
admitancia compleja, una funcion de transferencia de médulo complejo, una funcién de transferencia de constante
dieléctrica compleja, una funcion de transferencia de capacitancia compleja, una funcion de transferencia de
conductancia compleja, y combinaciones de los mismos.

5. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
el método implica, antes de la etapa de comparacion (i), determinar una pluralidad de funciones de inmitancia para el
primer sistema, derivando al menos un componente para cada funcién de inmitancia y, al comparar el paso (i)
comparando cémo el al menos un componente para cada funcién de inmitancia varia con un cambio en el parametro
de interés para el primer sistema.

6. El método de prueba electroquimica de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde al menos un componente de cada
funcion de inmitancia se selecciona de la parte real de la funcion de inmitancia, la parte imaginaria de la funcion de
inmitancia, la amplitud de una funcién de inmitancia y la fase de la funcién de la inmitancia.

7. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
el método implica determinar una primera funcién de inmitancia para el primer sistema, que es una funcién de
inmitancia de impedancia, determinar una o mas segundas funciones de inmitancia distintas a una funcién de
inmitancia de impedancia para el primer sistema, y luego determinar cémo la primera y una o0 mas segundas funciones
de inmitancia y/o sus componentes varian con el parametro de interés.

8. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
la comparacion implica (i) comparar el grado de variacién de las funciones de inmitancia y/o sus componentes con el
cambio en el pardmetro de interés y/o (ii) comparar la correlacion de la variacion de las funciones de inmitancia y/o
sus componentes con el parametro de interés.

9. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
la determinacion implica trazar un componente de cada funcidn de inmitancia contra la concentracion de una especie
en un medio portador en el primer sistema o el logaritmo de la concentracion de una especie en un medio portador en
el primer sistema.

10. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
la seleccion de la funcion de inmitancia o su componente para su uso en una prueba electroquimica se selecciona de
(i) seleccionar una funcién de inmitancia que tenga la mayor variacion con la cantidad de cambio en el parametro de
interés; (ii) seleccionar una funciéon de inmitancia que tenga la mayor correlacion con el parametro de interés; (iii)
seleccionar una funcién de inmitancia con una variacién con la cantidad de cambio en el parametro de interés sobre
un umbral preseleccionado y/o (iv) seleccionar una funcion de inmitancia que tenga una correlacioén con el parametro
de interés sobre un umbral preseleccionado; o una combinacién de los mismos.

11. El método de prueba electroquimica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde
diferentes funciones de inmitancia, componentes de las mismas, o relaciones de las mismas se seleccionan en la
etapa (i) del método y se usan, en la etapa (ii) para diferentes rangos del parametro de interés.
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12. Un aparato para uso en un método de prueba electroquimica, en donde el aparato esta adaptado para llevar a
cabo el método electroquimico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
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