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DEPARTAMEN
TO 

 DE QUIMICA 

Materiales y métodos 
Se utilizó un nano-anticuerpo anti MC-LR biotinilado (Nab A2), obtenido a partir de 
llama. Los reactivos estreptavidina (STP), [Fe(CN)6]4-/3-, Microcistina-LR (MC-LR) 
fueron adquiridos comercialmente. La técnica electroquímica empleada fue la 
espectroscopía de impedancia electroquímica (EIE).  

Introducción 
El desarrollo de inmunosensores electroquímicos para la detección de 
contaminantes ambientales es de gran interés por su simplicidad, alta sensibilidad 
y intervalo analítico extendido. Debido a que el anticuerpo se inmoviliza sobre un 
electrodo, es importante conocer los parámetros cinéticos involucrados en la 
inmunoreacción sobre el mismo. En este trabajo se introduce el uso de la 
espectroscopía de impedancia electroquímica (EIE) para determinar la cinética de 
la inmunoreacción en tiempo real. 
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Procedimiento 
Oxidación de la  superficie del electrodo de carbono vítreo en solución de NaOH 
por amperometría. 
Inmovilización covalente de STP (100 g mL-1) con los grupos carbonílicos del 
electrodo de carbono vítreo por la vía de EDAC/NHS. 
Incubación del Nab A2 (10 g mL-1) para formar el inmunosensor electroquímico. 
Incubación de la muestra de agua con MC-LR durante 30 min.  
Medición por EIE aplicando una amplitud de potencial de 15 mV alrededor del 
potencial de equilibrio del par redox. 

Resultados y discusión 

Figura 1. Representación esquemática del inmunosensor electroquímico para determinar microcistina-LR 
Nab A2/estreptavidina/electrodo CV. 
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 Activación de la superficie del electrodo. Generación de grupos oxigenados 

La oxidación en medio alcalino genera 
una densidad mayor de grupos 

carbonílicos. 
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 Elección de la concentración óptima de [Fe(CN)6]4-/3- para realizar EIE 

Se seleccionó una concentración  
de [Fe(CN)6]4-/3- = 5 mM. 

Figura 2. Voltamperogramas cíclicos obtenidos para el electrodo de carbono vítreo en solución 1 mM 
Fe(NH4)2(SO4)2 + 0,1 M KCl luego de su oxidación electroquímica en ) 0,1 M NaOH y ) 0,1 M H2SO4. v = 
0,1 mV s-1. 

Figura 3. Espectros de impedancia electroquímica obtenidos con el inmunosensor electroquímico 
empleando soluciones de [Fe(CN)6]4-/3- de ■) 10 mM, ▲) 5 mM y ) 1 mM, en 0,1 M KCl.  

 Elección de la concentración óptima de Nab A2 

Figura 4. Espectros de impedancia electroquímica obtenidos para el armado del inmunosensor 
electroquímico usando concentraciones de Nab A2 de ■)2,5 , ) 5, ♦) 10 y ▲) 15 g mL-1.  

 Estudios de las etapas de la modificación de la superficie del electrodo 

 Determinación por EIE de la kas y kdis entre  Nab A2 y MC-LR 

A partir de: 

𝜕𝑍

𝜕𝑡
= 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 ∗ 𝑍 

𝜕𝑍

𝜕𝑡
= 𝑘𝑎𝑠 ∗ 𝑐𝑀𝐶−𝐿𝑅

∗ + 𝑘𝑑𝑖𝑠  

  

Conclusiones 
Se logró desarrollar una nueva metodología para determinar los parámetros 
cinéticos de una inmunoreacción que permitirá optimizar la inmovilización 
de anticuerpos en el electrodo y evaluar posibles cambios en la afinidad de 
los anticuerpos tras la inmovilización. Esta metodología se puede aplicar a 
electrodos de diferentes materiales en la construcción de inmunosensores, 
mostrando una gran ventaja sobre la resonancia de plasmón superficial y la 
microbalanza de cristal de cuarzo. 

Se seleccionó una concentración  
de Nab A2 = 10  g mL-1. 

kas = (1,4 ± 0,3) x 106 M-1 s-1 

kdis = (2,0 ± 0,5) x 10-3 M-1 s-1 

KD = (1,4 ± 0,9) nM 
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Figura 5. Espectros de impedancia electroquímica obtenidos para ■)electrodo CV y ) electrodo de STP/ CV. 
Concentración de STP = 100 mg mL-1. 
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Figura 6. Variación de la impedancia electroquímica a una f = 80 Hz para concentraciones de 
microcistina-LR. a) 0, b) 0,01, c) 0,1, d) 1 y e) 10 ng mL-1. 
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Figura 7. Variación de Z/t a diferentes concentraciones de microcistina-LR. 

La reacción obedece una cinética 
de primer orden 
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Aumento en la Rct debido a la 
unión de STP en la superficie del 
electrodo. 

Figura 8.  Análisis cinético de microcistina-LR unida a Nab A2. Cada punto es el promedio de tres 
mediciones repetidas. 
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Las pendientes obtenidas de el ∂Z / ∂t frente a 
Z para cada sensograma impedimétrico se 

graficaron en función de la concentración la 
microcistina-LR. 


