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Des de fa decades, la societat ha tingut la necessitat de disposar de dispositius
rapids i accessibles per al control de la salut, el medi ambient, la seguretat alimen-
taria i la bioseguretat, que permetin a les persones mesurar diversos parametres
d’interes, tant a casa com fora del laboratori especialitzat (al camp o en entorns
quotidians). Les persones, en general, tenen sovint la necessitat urgent de conéi-
xer, per exemple, que esta passant en el seu organisme, o bé de saber quina és la
qualitat dels aliments, I'aigua o Iaire en el lloc on viuen. Aquestes necessitats han
impulsat, al llarg dels anys, el desenvolupament de dispositius senzills d’utilitzar,
que no requereixin coneixements especialitzats i que ofereixin respostes rapides.
Un exemple classic és el paper indicador de pH: no només els quimics '’han utilit-
zat al laboratori, sin6 que qualsevol persona pot introduir una simple tira de pa-
per en una solucio, observar el canvi de color i saber-ne immediatament el pH. Un
altre cas emblematic és el del mesurament de la glucosa en persones amb diabetis. Ja
fa unes decades que es pot trobar a les farmacies un dispositiu anomenat glucome-
tre. Aquest consta d’un petit lector electronic, practicament un minicomputador, i
unes tires reactives d’'un sol s que permeten, de manera molt simple, mesurar el
nivell de glucosa a casa i, en funci6 del resultat, ajustar la dosi d’insulina. Aquests
exemples mostren com la necessitat d’evitar desplagaments innecessaris a ’hospi-
tal (com en el cas de la diabetis), o de prescindir d’equipaments voluminosos i
complexos (com els pH-metres de laboratori), ha impulsat la creacié de solucions
practiques, assequibles i d’accés general. Avui en dia, el ventall d’aquests disposi-
tius és encara més ampli: hi ha tecnologies capaces de mesurar biomarcadors cli-
nics, detectar patogens, analitzar la qualitat i la seguretat dels aliments i controlar



molts altres parametres rellevants per a la salut global i el benestar de la poblacio.
En definitiva, 'evoluci6 d’aquests instruments respon a una demanda creixent de
sistemes de diagnostic rapids, fiables i accessibles per a tothom, elements que cada
vegada tenen un paper més central en la prevencio i el control de malalties, aixi
com en la millora de la qualitat de vida.

DEFINICIO I CONCEPTE DE BIOSENSOR

El dispositiu que dona resposta a aquestes necessitats tan importants acabades
d’esmentar s’anomena biosensor. Segons la definici6 de la IUPAC: «Un biosensor
és un dispositiu que utilitza reaccions bioquimiques especifiques mediades per en-
zims aillats, sistemes immunologics, teixits, organuls o cel-lules enteres per detectar
compostos quimics, generalment mitjangant senyals eléctrics, térmics o optics».!

La part receptora d’un biosensor correspon al reconeixement especific i selec-
tiu de I'analit que es vol detectar. En el cas d'un biosensor de glucosa, el receptor
pot ser 'enzim glucosa oxidasa, capag¢ d’interaccionar amb la glucosa present en
una mostra de sang. La interaccid especifica entre I'analit i el receptor, unit al
transductor, genera un senyal electric (o Optic, de massa, etc.) que posteriorment és
processat per un petit ordinador, el qual proporciona un missatge facilment inter-
pretable per 'usuari final. En funcié del tipus de receptor o de transductor, existei-
xen diferents classes de biosensors: enzimatics (amb enzims com a receptors), im-
munosensors (amb anticossos com a receptors), genosensors (amb fragments de
DNA com a receptors), entre d’altres. Segons el transductor utilitzat, els biosen-
sors poden ser eléctrics, Optics, basats en canvis de massa, etc. A partir de la com-
binaci6 d’aquests elements s’han desenvolupat multiples variants de biosensors,
coneguts des de fa decades no només en 'ambit academic siné també com a dis-
positius comercials disponibles al mercat. El concepte de biosensor, descrit inici-
alment com a «eléctrode enzimatic», es va documentar per primera vegada 'any
1962.%2 Des de llavors, aquests dispositius han anat evolucionant en diverses plata-
formes de transducci6 del senyal, pero sempre mantenint dues caracteristiques
fonamentals: el format petit i integrat i la seva facilitat d’us.

La nanotecnologia i el seu impacte disruptiu en el desenvolupament de biosen-
sors. Des dels inicis de la recerca en aquest camp, I'interes per desenvolupar nous
biosensors ha crescut constantment, amb 'objectiu de millorar-ne les prestacions
en termes de limit de deteccid, sensibilitat i selectivitat. Segons I'aplicacio, també
es busca optimitzar la relacié cost-benefici per facilitar-ne I'arribada als usuaris
finals. En aquest procés, els avencgos en microfabricacié van convergir de manera
natural amb I'emergencia de la nanotecnologia, que va obrir nous horitzons en la
comprensi6 de fenomens fisics i en la creacié de nanomaterials amb propietats



uniques. Amb el desenvolupament d’eines com la microscopia electronica de
transmissié (TEM), es va poder controlar i observar la matéria a escala nanome-
trica. Aixo va permetre no sols millorar els biosensors existents, sind també generar
nous conceptes de deteccio i plataformes més eficients.

QUE ES UN NANOBIOSENSOR?

Definicié i caracteristiques diferenciadores en comparacié amb els biosensors
convencionals. El terme nanobiosensor va comencar a utilitzar-se a finals dels
anys noranta i principis dels 2000, quan la nanotecnologia es va integrar activa-
ment en les técniques de biosensat. Aquests dispositius, que combinen elements
biologics o sintetics amb components a escala nanomeétrica, han revolucionat el
diagnostic, el control ambiental i la recerca biomedica. Després de més de trenta
anys d’evolucid, han demostrat grans avengos, pero també han generat preocupa-
cions sobre I's inadequat o excessiu de nanomaterials. Per aix0, el camp necessita
orientar millor la recerca cap a aspectes clau com els limits de deteccio, la selecti-
vitat, la sensibilitat en entorns reals i la sostenibilitat de les aplicacions practiques.’

Els nanobiosensors constitueixen avui una classe d’instruments analitics en
rapida evolucié que combinen elements de reconeixement biologics (enzims,
anticossos, acids nucleics, cél-lules, receptors sintétics, etc.) amb transductors ba-
sats en nanomaterials o altres components a escala nanomeétrica. El resultat sén
plataformes de deteccié altament sofisticades, capaces d’oferir respostes més rapi-
des, més sensibles i amb un nivell de miniaturitzaci6 sense precedents en compa-
racio amb els biosensors convencionals. La seva aparicio ha transformat ambits
tan diversos com ara: a) El diagnostic medic, especialment en malalties infeccio-
ses i croniques; b) El control ambiental, amb sensors per a la deteccié de contami-
nants quimics o biologics; c) La seguretat alimentaria, que garanteix la detecci6 de
patogens o toxines; d) La recerca biomedica, que facilita estudis a nivell molecular
o cel-lular. Més de tres déecades d’historia dels nanobiosensors han evidenciat
avencos clau en multiples sectors, pero també han plantejat preocupacions com
ara: a) Riscos d’tis indegut, en camps com la vigilancia massiva o aplicacions mili-
tars; b) Sobreenginyeria, amb dispositius massa complexos o costosos que dificil-
ment arriben al mercat; c) Impacte ambiental i sostenibilitat en la fabricacid i ges-
tié de residus nanometrics. Aquestes qliestions posen de manifest la necessitat
d’una reflexié col-lectiva: cal orientar millor la recerca cap a aspectes essencials,
com la millora real del limit de deteccio, la sensibilitat i la selectivitat en entorns
reals, alhora que es té en compte la sostenibilitat i I'accessibilitat global.

Classificacio en funcio del mecanisme de transduccié. Els nanobiosensors es
poden classificar segons el tipus de transducci6 del senyal que utilitzen, amb



I'ajuda de nanomaterials que amplifiquen la resposta: a) Optics: aprofiten feno-
mens com la plasmonica (nanoparticules d’or, plata), la fluorescéncia (punts
quantics, nanocristalls), I'espectroscopia Raman millorada per superficie (SERS)
o la fotoluminescencia de nanomaterials 2D; b) Electrics / electroquimics: inclouen
sensors basats en grafe, nanotubs de carboni, nanofils semiconductors o MXens,
capagos de detectar variacions de conductivitat, corrent o potencial quan hi ha
interaccié amb I'analit; ¢) Mecanics: com els nanocantilevers, que detecten canvis
de massa o de forces intermoleculars quan una molecula s’uneix a la seva superfi-
cie; d) Magnetics: utilitzen nanoparticules magnétiques per concentrar, manipu-
lar o detectar molecules diana mitjangant respostes magnetiques mesurables.
Aquesta diversitat permet escollir el mecanisme optim segons I'aplicacid, la qual
cosa equilibra sensibilitat, cost i complexitat tecnologica.

El criteri REASSURED. Perqué els nanobiosensors tinguin un impacte real i
global, especialment en entorns amb recursos limitats, és fonamental que com-
pleixin el criteri REASSURED: Real-time connectivity (connectivitat en temps
real), Ease of specimen collection (facilitat de recollida de mostres), Affordable
(assequible), Sensitive (sensible), Specific (especific), User-friendly (facil d’usar),
Rapid (rapid), Equipment-free (sense necessitat d’equipament complex), Delive-
rable (disponible per al seu s efectiu al lloc de diagnosi). L’objectiu no és només
aconseguir sensors d’alta precisio6 en el laboratori, sind també garantir la seva im-
plementaci6 practica i equitativa.

Importancia de la miniaturitzacid, portabilitat i integracié amb sistemes digi-
tals. Un dels avantatges més clars dels nanobiosensors és la seva capacitat de mini-
aturitzacié. Les dimensions reduides dels nanomaterials i nanoestructures per-
meten fabricar dispositius portatils i integrables en plataformes com: a)
Dispositius de «punt d’atencié» (PoC, de 'angles: point of care), utilitzats en con-
sultes mediques o en entorns remots; b) Wearables i biosensors implantables, per
a monitoratge continu de parametres de salut; c) Sistemes lab-on-a-chip, que inte-
gren processos complexos de laboratori en un unic microxip; d) Connectivitat
amb el mon digital, a través de I'internet de les coses (IoT), telefons intel-ligents i
aplicacions d’informatica al ntivol. Aquesta integracié no només millora la porta-
bilitat i 'accessibilitat, siné que també obre noves possibilitats en la medicina per-
sonalitzada, la telemedicina i el seguiment ambiental en temps real.

Nanobiosensors basats en paper. Els sensors basats en paper (PBS, de I'angles:
paper-based sensors) constitueixen una de les classes més interessants de biosen-
sors i poden donar resposta als criteris REASSURED. Aquests dispositius son as-
sequibles, ja que el paper és un material economic i abundant. Presenten una sen-
sibilitat i especificitat elevades, com s’ha demostrat en casos en qué tenen lloc
reaccions immunologiques o hibridacions d’acids nucleics (entre d’altres) sobre o
dins d’aquestes plataformes. Son facils d’utilitzar, com ho exemplifica la



coneguda prova d’embaras, un dels PBS més difosos, o els tests de deteccié de la
COVID-19 emprats durant la pandémia. A més, ofereixen una resposta rapida i
robusta, ja que el resultat es pot obtenir en pocs minuts. Els PBS no requereixen
tampoc equipament especialitzat: es poden llegir a simple vista o, en cas de detec-
ci6 quantitativa, amb lectors senzills o fins i tot amb un teléfon intel-ligent. Un al-
tre avantatge és la seva facilitat de distribucié a I'usuari final, ja que sén estables en
un ampli rang de temperatures i temps. A més, es poden fabricar in situ i de ma-
nera ubiqua, i combinar-se amb altres meétodes de detecci6 (per exemple, eléc-
trics) emprant tecnologies diverses com la impressio per injeccid de tinta, la seri-
grafia o 'estampacio, fet que garanteix la seva produccio6 i distribucié de manera
senzilla. Gracies a les micro/nanofibres de la nitrocel-lulosa i a les forces capil-lars
resultants, els liquids poden desplagar-se al llarg del paper, caracteristica que con-
verteix aquests sensors en dispositius practicament d’energia zero. L’origen dels
primers PBS es pot considerar la invenci6 de la cromatografia en paper per Mar-
tin i Synge, guardonats amb el Premi Nobel I'any 1952. Un altre punt d’inflexi6 en
aquest camp va ser la comercialitzaci6 de la prova d’embaras, considerada el pri-
mer PBS de diagnostic point-of-care (PoC).*

NANOBIOSENSORS OPTICS

Els nanobiosensors optics inclouen diferents tipus de sensors que, segons el
mecanisme de transduccio, poden ser colorimétrics, fluorescents, electrocromics,
bioluminescents, entre d’altres. A continuaci6 es presentaran alguns exemples
d’aquests sensors, pero primer cal fer una breu introduccié als dispositius de flux
lateral basats en I'is de nanomaterials.

Dispositius d’assaig de flux lateral (Lateral Flow Assays, LFA). Una tira de flux
lateral esta formada per quatre components fisics principals: el coixinet de mostra
(sample pad), el coixinet del conjugat (conjugate pad), la membrana i el coixinet
de I'absorbent (absorbent pad). El funcionament d’un LFA ben dissenyat és molt
simple: n’hi ha prou amb afegir la mostra sobre la tira i, després d’un curt temps
d’incubacio, el resultat positiu o negatiu es revela mitjangant I'aparicié d'una rat-
lla. Si observem en detall qué passa amb la mostra després de la seva aplicacié (en
un assaig immunosandvitx estandard, tot i que també sdn possibles altres for-
mats), veiem que primer entra en contacte amb el coixinet de mostra, que assegu-
ra que les caracteristiques de la mostra (pH, for¢a ionica, viscositat, puresa i con-
centracié d’agents blocadors) siguin adequades per a una deteccié optima. A
continuacio, la mostra arriba al coixinet de conjugat que allibera el bioreceptor de
deteccié marcat (per exemple, un anticos, sovint conjugat amb una nanoparticula
per a la seva visualitzacid) i permet la primera interaccié entre 'analit i el



bioreceptor. Tot seguit, la mostra es desplaga per la membrana —també anome-
nada coixinet de deteccio (detection pad). En la majoria de LFA hi ha almenys
dues ratlles sobre la membrana. La ratlla de test, on un bioreceptor de captura
s’uneix a 'analit marcat i genera una linia o ratlla visible que indica la presencia o
abséncia de I'analit (es pot visualitzar a simple vista 0 amb un lector optic). La rat-
lla de control, que garanteix el correcte funcionament de I'assaig (en capturar se-
lectivament el bioreceptor marcat). Finalment, la mostra arriba al coixinet absor-
bent, que proporciona el volum necessari perque el flux de la mostra es completi
correctament al llarg de tota la tira.

Tot i que els dispositius de flux lateral (LFA) presenten avantatges com el baix
cost, la simplicitat d’us, la rapidesa i la deteccié a ull nu, també mostren alguns
inconvenients: solen ser dispositius majoritariament qualitatius, tenen un limit
de deteccio elevat i presenten dificultats per aconseguir analisis multiples (multi-
plexing). Amb I'objectiu de superar aquestes limitacions, s’han desenvolupat i
aplicat diverses estrategies.

En el nostre grup a I'Institut Catala de Nanociencia i Nanotecnologia (ICN2)
de Bellaterra hem demostrat que canvis molt simples en I'arquitectura de I'assaig
—com l'augment de la mida tant del coixinet conjugat com del coixinet de mos-
tra— poden millorar significativament la sensibilitat de la prova.® Les simulacions
de velocitat del flux corroboren els resultats experimentals i son eines ttils per al
disseny de noves arquitectures de flux lateral. Diferents dissenys que hem propo-
sat es poden aplicar facilment a qualsevol tipus de tira de flux lateral sense modifi-
car-ne el métode de fabricacid; a més, son simples i de baix cost, cosa que en per-
met I'is en aplicacions point-of-care, fins i tot en consultoris medics o en paisos en
vies de desenvolupament.

Com a alternativa, al nostre laboratori també s’han iniciat estudis utilitzant
una impressora de cera per definir millor la forma del dispositiu i reduir la mida
del coixinet de deteccid. Aquesta estratégia permet incrementar el temps de contac-
te entre I'analit i 'anticos marcat gracies a la creaci6 de barreres hidrofobiques que
frenen el flux habitual de la mostra. Aixo afavoreix la formacié de 'immunocom-
plex i millora la sensibilitat de 'assaig basat en nanoparticules d’or.” Es van avaluar
diferents dissenys i els optimitzats van mostrar una millora de gairebé tres vega-
des en el limit de detecci6 en comparacié amb membranes no modificades. Dife-
rents simulacions matematiques van corroborar aquests resultats. Aquesta estra-
tégia és més simple que altres propostes anteriors, ja que no requereix gaire temps,
és economica i no implica I'ts de reactius addicionals per amplificar el senyal ni
canvis en la configuracid basica de la tira.

També vam desenvolupar un nou sistema basat en paper i nanoparticules d’or
(AuNP), anomenat «laboratori en xeringa» (LIS, de I'angles: laboratory-in-syringe),
per a la deteccié immunologica de biomarcadors. Aquest dispositiu incorpora un
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immunoassaig de flux vertical (VFIA) amb bombeig mitjancant una xeringa.?
Utilitza cartutxos de plastic reutilitzables que contenen el coixinet conjugat i el
coixinet de deteccio, juntament amb una xeringa estandard per a la presa de mos-
tres, i no requereix material de laboratori addicional, com ara pipetes. El VFIA és
senzill, rapid i sensible, i permet analitzar volums de mostra molt més grans que
els immunoassaigs de flux lateral (LFIA) convencionals. El processament de vo-
lums més grans es tradueix en una preconcentracié de I'analit i, en conseqiiéncia,
en millors limits de deteccié en menys temps. Les analisis qualitatives es poden
realitzar simplement obrint el cartutx i observant a ull nu I'aparicié d’una taca
vermella al coixinet de deteccid. Les mesures quantitatives es poden obtenir mit-
jangant programari d’analisi d'imatge, quantificant la intensitat del color vermell
en una escala normalitzada. Aquestes caracteristiques fan que el LIS sigui especi-
alment adequat per a I'analisi d’orina, on el volum no és una limitaci6. En proves
de detecci6 de I'antigen prostatic especific (PSA) en mostres d’orina humana en-
riquides, el nostre LIS va detectar nivells al voltant de 150 ng/mL, dins del rang
rellevant per al diagnostic del cancer de prostata. Aixo suggereix que el LIS podria
servir com a base d’una nova generacié d’eines diagnostiques no invasives capa-
ces de reduir significativament el nombre de biopsies prostatiques. Més enlla
d’aquesta aplicacio clinica, el LIS té un gran potencial en arees com el control ali-
mentari, la seguretat o 'analisi ambiental.

Finalment, es va proposar un nou disseny de LFA basat en I'tis d’anticossos
secundaris al coixinet conjugat, aplicat a la deteccié de DNA de Leishmania infan-
tum amplificat a partir de mostres de sang de gos.” Mitjangant I'ts d'imprimadors
marcats es generen productes doblement marcats (FITC/biotina) que poden ser
detectats en un LFA. La naturalesa policlonal dels anticossos secundaris permet
multiples unions amb anticossos primaris, incrementant el senyal de les nanopar-
ticules d’or a la ratlla de test i augmentant aixi la sensibilitat fins a 0,038 parasits
per reaccié d’amplificacié de DNA (1 parasit/100 pL de DNA). A més, es va in-
cloure un control endogen per evitar falsos negatius, mitjangant I’addicié d’'un
parell d’imprimadors que amplifiquen el gen 18S rRNA (sempre present a la mos-
tra), marcats amb FITC i digoxigenina, i introduint una ratlla addicional amb
anticossos anti-digoxigenina. Aquesta estrategia es va implementar amb eéxit sen-
se perdre I'eficiencia en 'amplificacié del senyal. Es tracta d'una metodologia ver-
satil i universal que es pot aplicar a qualsevol disseny de LFA. A més, en aquest cas
no cal marcar directament I'anticos especific contra I’analit, la qual cosa comporta
clars avantatges en termes de cost de la tecnologia.

Dispositius de flux lateral per a aplicacions ambientals. En 'actualitat, la ne-
cessitat de disposar de dispositius simples, sostenibles i de baix cost per al control de
la qualitat de 'aigua és cada vegada més urgent. L’accés a sistemes que permetin una
analisi rapida, fiable i assequible, fins i tot per a persones no especialitzades i fora
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dels laboratoris convencionals, resulta clau per garantir la seguretat ambiental i la
salut publica. Aquest repte és especialment rellevant en zones amb recursos limi-
tats o on els metodes d’analisi tradicionals son massa costosos, lents o requereixen
personal altament qualificat. En aquest context, el desenvolupament de platafor-
mes point-of-care emergeix com una eina indispensable per democratitzar I'accés
a la informacié i facilitar una presa de decisions immediata i responsable sobre
I'ts i el consum d’aigua. En paral-lel a aquesta necessitat, la recerca cientifica tre-
balla intensament en el desenvolupament de sistemes, dispositius o métodes que
integrin diversos processos en un sol pas multifuncional, amb aplicacions clini-
ques, ambientals o industrials. Aquest és un dels grans reptes que ocupen molts
projectes actuals d'R+D.

En aquest context es presenta un nou sistema integrat d'immunodetecci6 del
cadmi (Cd2+) en format de flux lateral basat en paper, que combina el procés de
tractament de la mostra amb el de detecci6 de I’analit en una tinica plataforma.*
El principi de la detecci6 es basa en una reacci6é competitiva entre el conjugat cad-
mi-etilendiaminotetraacétic-albimina bovina-nanoparticules d’or (Cd-EDTA-
BSA-AuNP), dipositat sobre la zona de conjugaci6 de la tira, i el complex Cd-ED-
TA format en la mostra sotmesa a analisi. Ambdds competeixen pels mateixos
llocs d’uni6 de I'anticos monoclonal 2A81GS5, especific per a Cd-EDTA, pero no
per a Cd2+ lliure, immobilitzat a la ratlla de test. Un aspecte rellevant d’aquesta
plataforma és que no requereix cap pas previ de pretractament de la mostra gracies
a la incorporacié d’una segona zona de conjugacié que assegura la complexaci6 de
Cd2+ amb EDTA i, alhora, la reducci6 de possibles interferencies mitjangant ovoal-
buamina (OVA). Els limits de detecci6 i de quantificacio assolits pel dispositiu han
estat de 0,1 i 0,4 ppb, respectivament, la qual cosa constitueix fins ara els valors més
baixos documentats per sensors de metalls basats en paper. La seva exactitud es va
avaluar mitjancant I'addicié de quantitats conegudes de Cd2+ a diferents mostres
d’aigua de consum, seguides de I'analisi del contingut resultant. Els resultats obtin-
guts van mostrar recuperacions compreses entre el 95% i el 105 %, amb un coeficient
de variacio inferior al 10 %. Finalment, els resultats d’aquest dispositiu es van compa-
rar amb els obtinguts mitjancant 'espectroscopia d’emissié amb plasma acoblat in-
ductivament (ICPES), aixi com amb I’analisi de mostres estandard certificades,
cosa que va confirmar la seva fiabilitat i potencial com a eina practica per al con-
trol rapid i efica¢ de contaminants metal-lics en aigua potable.

Una altra aplicacid interessant inclou la deteccié d’urani. La preséncia d’urani
ales aigiies subterranies constitueix avui un motiu de preocupacio creixent, ja que
s’associa a greus problemes de salut com la insuficiéncia renal, els efectes genoto-
xics i el desenvolupament de cancers. Les tecniques estandard disponibles per a la
seva deteccio es basen en procediments complexos i llargs, que requereixen equips
costosos. Aquesta limitacié fa que les analisis in situ siguin practicament
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inexistents i que el temps fins a 'obtencid de resultats s’allargui de manera signifi-
cativa. A més, els pocs métodes portatils disponibles actualment no permeten una
quantificacio fiable i sovint presenten limits de deteccié massa elevats per assolir
els valors recomanats per a aigiies de consum (30 ppb o 126 nM d’urani).

Per donar resposta a aquest repte, es va presentar per primera vegada un bio-
sensor de paper portatil, rapid, economic i altament sensible, capag de detectar in
situ 'urani en estat d’oxidacid (VI) en mostres d’aigua." Es tracta de tires de flux
lateral basades en nanoparticules d’or modificades i selectives per a U(VI). En
aquest sistema, les nanoparticules d’or recobertes amb anticossos actuen com a
marcadors, aprofitant-ne la biocompatibilitat i 'elevada sensibilitat derivada del
seu intens efecte plasmonic. L’assaig utilitza un anticos capag de reconeixer U(VI)
soluble quan esta complexat amb el quelant 1,10-fenantrolina, 2,9-dicarboxilic
(DCP). A causa de la mida reduida del complex U(VI)-DCP, el format adoptat és
competitiu, ja que assoleix un limit de deteccié de 36,38 nM, per sota del llindar
d’actuacio6 (126 nM) establert tant per I’Organitzacié Mundial de la Salut com per
I’Agéncia de Proteccié Ambiental dels Estats Units per a aigiies de consum.

Biosensors basats en grafé (Graphene-based PBS). L’extincid de la fluoresceén-
cia (quenching of the fluorescence) és un fenomen interessant que es pot utilitzar
com a mecanisme de funcionament dels biosensors. La transferéncia d’energia de
ressonancia de Forster (FRET, Forster resonance energy transfer) implica la transfe-
rencia d’energia des d'un donador d’energia fotoexcitat cap a un acceptor proper.
En aquest sentit, els punts quantics (QD), com a donadors, s’apaguen quan es tro-
ben al costat d’'un material acceptor. El grafit, els nanotubs de carboni (CNT, carbon
nanotubes), les nanofibres de carboni (CNF, carbon nanofibers) i I'0xid de grafeé
(GO, graphene oxide) han estat explorats com a acceptors d’energia dels QD en la
FRET en fase solida. En el nostre muntatge experimental, els valors més alts esti-
mats d’eficiéncia d’extinci6 per a cada material son els segiients: grafit, 66 + 17 %;
CNT, 71 £ 1%; CNF, 74 £ 07 % i GO, 97 + 1 %. Entre aquests materials, el GO és el
millor acceptor dels QD en fase solida. Aquesta altissima eficiéncia d’extinci6 per
part del GO i el mecanisme simple proposat poden obrir la porta a nombroses apli-
cacions interessants en el camp del biosensat (biosensing).'* A partir d’aquests resul-
tats vam desenvolupar un mecanisme de biosensing innovador per a la detecci6 de
bacteris. Sha dissenyat i avaluat un sistema «activat per un patogen» (turned ON by
a pathogen) altament sensible per a la deteccid de patogens, en aquest cas
d’E. coli, en diverses matrius. Aquest sistema utilitza sondes d’anticossos-punts
quantics (antibody-quantum dot, Ab-QD probes) i aprofita 'extraordinaria es-
tructura bidimensional i les capacitats d’extinci6 de la fluorescencia del GO. En el
cas d’'una mostra que conté E. coli, d’'una banda, els anticossos especifics (contra
E. coli) modificats amb QD de selenur de cadmi interaccionen amb els bacteris.
De Paltra, les lamines de GO s’aproximen als bacteris a causa d’interaccions
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electroestatiques. Ates que els bacteris tenen una mida de pocs micrometres, els
QD queden relativament allunyats del GO i, per tant, la fluorescencia dels QD
esta ON. En canvi, quan no hi ha bacteris a la mostra, els QD queden a prop del
GO i la fluorescencia s’extingeix (OFF, extincié per quenching).” En funcio
d’aquest concepte de deteccio, s’ha desenvolupat un immunoassaig de flux lateral
en paper (paper-based lateral flow immunoassay) per a la deteccié de patogens
que evita I'as d’anticossos secundaris i que es revela per la capacitat d’extincié de
la fotoluminescéncia del GO. Com a patogen model s’ha seleccionat Escherichia
coli. El dispositiu proposat mostra un rendiment altament especific i sensible,
amb un limit de deteccié de 10 CFU mL™" en tamp¢ estandard i 100 CFU mL" en
aigua embotellada i en llet. Aquest dispositiu de baix cost, d'un sol us i facil d’em-
prar té un gran potencial per a aplicacions de diagnostic portatil i automatitzat."

Nanopaper. El nanopaper de cel-lulosa bacteriana (BC, bacterial cellulose) és
un material multifuncional conegut per les seves nombroses propietats adients:
sostenibilitat, biocompatibilitat, biodegradabilitat, transparéncia optica, propie-
tats termiques, flexibilitat, alta resistencia mecanica, hidrofilicitat, alta porositat,
amplies possibilitats de modificacié quimica i gran superficie especifica. Les im-
pressionants propietats del nanopaper de BC per fabricar plataformes simples,
versatils i d’un sol us per a la detecci6 optica s’han explotat ampliament. Vam
preparar facilment dos tipus de nanopaper plasmonic (basat en nanoparticules de
plata, AgNP-BC, i d’or, AuNP-BC) i dos tipus de nanopaper fotoluminescent (ba-
sat en nanoparticules de conversi6 ascendent, UCNP, per les seves sigles en an-
gles, Upconverting Nanoparticles) i de punts quantics, QD-BC, utilitzant diferents
nanomaterials, ja sigui amb BC com a agent reductor, com a motlle o funcionalit-
zant-lo."”” En totes aquestes aproximacions, vam aprofitar la transparéncia optica,
la porositat, la hidrofilicitat i la facilitat de modificacié quimica de la BC.

També hem demostrat que la BC es pot transformar facilment en dispositius
utils (per exemple, cubetes, plaques multiposicié i punts de deteccio) per a assaigs
individuals mitjangant impressié amb cera (wax printing) o eines de perforacié
simples. Aixi mateix, hem comprovat que les propietats plasmoniques o fotolu-
minescents d’aquests composits basats en nanopaper es poden modular de mane-
ra efectiva per realitzar tasques analitiques.

A més, hem demostrat que les plataformes desenvolupades permeten una alta
selectivitat i especificitat mitjangant la funcionalitzacié amb biomolécules com
anticossos i poden operar en matrius complexes. Finalment, hem descobert que la
BC també es pot explotar com una plataforma avantatjosa per a la preconcentra-
cid de petits volums de nanomaterials opticament actius. Creiem que aquesta
classe de plataformes sera valuosa per mostrar informacié analitica en camps di-
versos com el diagnostic, el monitoratge ambiental i la seguretat alimentaria. Cu-
riosament, com que la cel-lulosa bacteriana és flexible, lleugera, biocompatible
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i biodegradable, els composits proposats podrien utilitzar-se com a sensors optics
portables (wearable optical sensors) i fins i tot integrar-se en dispositius teragnos-
tics innovadors. Seguint aquest concepte i per fer-lo selectiu envers 'analit, es va
desenvolupar un nanocomposit basat en nanopaper recobert amb oxid de grafe
(graphene oxide-coated nanopaper, GONAP), que facilita una plataforma immu-
nosensing (immunosensat) avantatjosa utilitzant un inic anticos i sense necessitat
de passos de rentat.' El caracter hidrofilic, pords i amb capacitat d’extincié de la
fotoluminescencia (photoluminescence-quenching) del GONAP permet I'adsorcio
i l'extinci6 dels punts quantics fotoluminescents (Ab-QDs) complexats amb anti-
cossos, creant una plataforma immunosensing llesta per aI'tis. La fotoluminescen-
cia es recupera quan es forma 'immunocomplex (anticos-antigen), que implica
diverses interaccions (enllagos d’hidrogen, electroestatiques, hidrofobiques i de
Van der Waals) que provoquen la desorcié del complex antigen-Ab-QD de la su-
perficie del GONAP. L’antigen queda llavors unit a la superficie del GONAP per
interaccions electroestatiques, creant un espai (spacer) d’'uns =20 nm entre els
Ab-QD iel GONAP, el qual impedeix la transferéncia no radiativa d’energia. Sha
demostrat que aquesta plataforma simple —pero altament sensible— representa
un enfocament immunosensing gairebé universal, que es pot fer servir amb analits
de mida petita o gran, com la proteina humana IgG i els bacteris d’Escherichia coli.
A més, 'assaig és efectiu en I'analisi de matrius reals, incloent-hi serum huma,
carn de pollastre i aigua de riu. El GONAP obre el cami a dispositius innovadors
basats en paper per a l'immunosensing, aptes per a aplicacions point-of-care i de
diagnostic automatitzat.

Utilitzant el mateix tipus de material, hem demostrat la idoneitat d’un dispo-
sitiu de nanopaper bioluminescent (BLN, bioluminescent nanopaper) de baix
cost, ecologic, controlable i de facil fabricacio, basat en nanocel-lulosa bacteriana,
que actua tant com a suport per al cultiu com a substrat biosensor, utilitzant el
bacteri luminescent Aliivibrio fischeri com a bioindicador."” Mitjan¢ant la deter-
minacid de la inhibici6é de la luminescéncia causada per 'exposici6 a toxics,
aquesta nova plataforma BLN ha funcionat de manera eficient i sensible per a la
detecci6 rapida de la toxicitat de diversos xenobiotics. A més, els dispositius BLN
han demostrat una amplia aplicabilitat en mostres ambientals, fet que ha permés
una avaluacio directa i in situ. Encara més rellevant és que el sistema BLN ha faci-
litat una mesura simple i en un sol pas mitjan¢ant un analitzador convencional,
fet que en destaca el potencial per al monitoratge ambiental a través d’un procés
simplificat. Finalment, la nostra arquitectura BLN ha mostrat una bona tolerancia
a’emmagatzematge en congelacio i una gran robustesa durant el procés de reuti-
litzacio, la qual cosa pot conferir al sistema BLN avantatges competitius com a
dispositiu distribuible, llest per a I'tis, apte per a la produccié a gran escala i amb el
potencial de ser integrat en un dispositiu portatil d’assemblatge automatic.
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NANOBIOSENSORS ELECTRICS

Els nanobiosensors eléctrics constitueixen una de les arees més prometedores
dins el camp de la deteccié biomedica i ambiental, ja que combinen la sensibilitat de
les tecniques electroquimiques amb les propietats iniques dels nanomaterials.
Aquests dispositius es basen en el mesurament de senyals eléctrics generats com a
conseqiiéncia de la interaccid entre una biomolecula diana (proteina, acid nucleic,
cél-lula, etc.) i un element de reconeixement especific (anticos, sonda de DNA, apta-
mer). La transducci6 del senyal es pot dur a terme mitjangant diferents técniques
electroquimiques, entre les quals destaquen la voltamperometria ciclica, la voltam-
perometria d’'impulsos diferencials, 'amperometria o la impedancia electroquimica
(EIS). Aquestes tecniques permeten obtenir informacié quantitativa i qualitativa de
manera rapida, sensible i amb equips relativament senzills. Un dels aspectes més
innovadors en aquest camp és la incorporacié de nanomaterials, especialment
nanoparticules metal-liques (com les d’or, plata o plati), nanotubs de carboni, oxids
metal-lics o grafe. Aquests nanomaterials no només milloren la superficie activa dels
electrodes i, per tant, la sensibilitat del sensor, sind que també poden presentar pro-
pietats electrocatalitiques que amplifiquen el senyal electric generat durant el procés
de deteccid. Aquest fet resulta especialment rellevant si considerem que, en molts
biosensors convencionals, s’utilitzen enzims com a marcadors (per exemple, per
oxidar o reduir un substrat i generar un senyal detectable). Els enzims, pero, presen-
ten inconvenients: sOn costosos, tenen estabilitat limitada i poden perdre activitat
en condicions ambientals adverses. L's de nanoparticules i altres nanomaterials
amb propietats electrocatalitiques ofereix una alternativa robusta i de baix cost als
enzims, ja que permeten la miniaturitzacid i la portabilitat dels dispositius.

Aixi, els nanobiosensors eléctrics es poden aplicar en diversos ambits: di-
agnostic clinic (detectar biomarcadors de malalties com el cancer o la diabetis),
seguretat alimentaria (identificacié de contaminants o patogens) i medi ambient
(monitoratge de metalls pesants, pesticides o toxines en aigiies i sols). A més, la
possibilitat de combinar-los amb la microelectronica i dispositius portatils (per
exemple, telefons intel-ligents) obre noves perspectives cap a sistemes point-of-
care, accessibles i facils d’utilitzar fora dels laboratoris convencionals.

Els nanobiosensors electrics basats en técniques electroquimiques i potenciats
per nanomaterials electrocatalitics representen una nova generacié de dispositius
d’alta sensibilitat, sostenibles i amb un gran potencial per transformar tant el di-
agnostic medic com el control ambiental. A continuacio, es mostraran alguns
exemples de nanobiosensors eléctrics desenvolupats pel nostre laboratori, que il-
lustren el potencial real d’aquestes plataformes.

Nanobiosensors basats en nanoparticules electroactives com a marcadors. Ac-
tualment, hi ha una demanda creixent de meétodes alternatius que siguin simples,
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rapids, eficients i facils d’utilitzar per a la deteccid de cél-lules en general, i molt
especialment de cel-lules cancerigenes. Disposar d’un biosensor capag d’identifi-
car cel-lules en un sol pas representaria una autentica revolucid, un dispositiu «tot
en un» somiat des de fa temps en el camp del diagnostic biomeédic. En aquest con-
text, la integracio reeixida de nanoparticules en assajos de deteccié cel-lular obre
la porta al desenvolupament d’una nova generacié de sensors cel-lulars, amb apli-
cacions potencials no només en diagnostic medic sind també en altres arees emer-
gents de la biotecnologia i la recerca biomolecular. Com a exemple d’aquesta nova
classe de biosensors, presentem aqui un dispositiu electrocatalitic capag¢ d’identi-
ficar especificament cél-lules tumorals mitjangant la quantificacié de nanoparti-
cules d’or (AuNP) acoblades a una plataforma electrotransductora.'® El sistema
es basa en I'is d’electrodes de carboni serigrafiats (SPCE, screen-printed carbon
electrodes), produits a gran escala, sobre els quals s’aconsegueix la proliferacio i
adherencia de les cel-lules tumorals. Aixo permet que la identificacid i quantifi-
cacid de les cel-lules es faci directament in situ. S’assoleix un limit de deteccié de
4000 cel-lules per cada 700 uL de suspensio, una sensibilitat destacable per a un
dispositiu portatil i de baix cost. El principi de detecci6 es fonamenta en la reacci6
entre proteines de la superficie cel-lular i anticossos especifics conjugats amb
nanoparticules d’or. Aquestes nanoparticules, a més d’actuar com a marcadors,
ofereixen un fort efecte catalitic en el procés d’evolucié d’hidrogen, la qual cosa
permet obtenir un senyal de deteccié en només uns minuts. Una caracteristica
clau d’aquest meétode és que no requereix I's d’agents quimics addicionals habi-
tualment necessaris en molts altres assajos de detecci6 basats en AuNP, cosa que
simplifica enormement el procediment i en redueix el cost.

El dispositiu proposat presenta grans avantatges respecte als metodes conven-
cionals de detecci6 de cel-lules tumorals, els quals solen ser sofisticats, cars i re-
quereixen personal altament especialitzat. Gracies a la seva simplicitat, aquest
sensor es pot miniaturitzar facilment, de manera que es redueixen els costos i es
facilita la seva aplicacié en entorns clinics amb recursos limitats. A més, el seu
disseny versatil en permetria I'is no només com a immunosensor, sind també
com a biosensor de DNA, amb possibilitats reals de detectar tant molecules pro-
teiques com fragments de DNA. En aquest sentit, la seva facilitat d’us podria per-
metre fins i tot que personal no expert pogués dur a terme assajos de deteccié amb
resultats rapids i fiables. En resum, aquest nou dispositiu electrocatalitic repre-
senta un pas significatiu cap a la democratitzacié de la deteccié cel-lular, amb el
potencial de transformar el diagnostic de cancer i obrir noves vies en la recerca
biomeédica i la medicina personalitzada.

Per reduir el limit de detecci6 en la identificacié de cél-lules cancerigenes, amb
especial interés en la deteccid de cél-lules tumorals circulants (CTC), també cone-
guda com a biopsia liquida, hem desenvolupat una nova aproximacié basada en
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I'ts de microesferes magnetiques. En aquest treball es presenta una estratégia in-
novadora per a la deteccié simple i rapida de CTC mitjangant nanoparticules.”
Com a model experimental, es va escollir la linia cel-lular d’adenocarcinoma de
colon huma (Caco-2). De manera similar a altres adenocarcinomes, aquestes cel-
lules expressen fortament la glicoproteina EpCAM, que s’ha utilitzat com a diana
de captura. La metodologia combina la capacitat de captura de microesferes mag-
netiques funcionalitzades amb anticossos anti-EpCAM amb I'etiquetatge especi-
tic proporcionat per nanoparticules d’or (AuNP) modificades amb anticossos,
que aprofiten alhora I'elevada sensibilitat de la técnica electroquimica basada en
la reacci6 d’evolucié d’hidrogen (HER) catalitzada per les AuNP. El procediment
optimitzat s’ha aplicat a la deteccid electroquimica de cél-lules Caco-2 en pre-
séncia de monocits (THP-1), un altre tipus de cél-lules circulants que poden in-
terferir en mostres reals de sang. Aixi, s’ha obtingut un format de detecci6 in
situ senzill i innovador, adequat per a la quantificacié rapida de CTC marcades
amb AuNP en mostres que contenen altres tipus de cél-lules humanes. Els princi-
pals avantatges d’aquest metode, en comparacié amb altres técniques utilitzades
per a la deteccié de CTC (com ara meétodes optics, ELISA o RT-PCR), rauen en
la sensibilitat i quantificacio que ofereix la detecci6 electroquimica, juntament
amb les excel-lents propietats dels marcadors basats en AuNP. La seva sensibili-
tat, simplicitat, baix cost, facilitat dus i la possibilitat de miniaturitzaci6 o por-
tabilitat fan que sigui una eina ideal per a aplicacions de diagnostic point-of-ca-
re. A més, I'ts d’etiquetes electrocatalitiques d’AuNP permet obtenir registres
electroquimics molt simples que faciliten la quantificacié rapida de les cel-lules
presents en la mostra. Es preveu que aquesta metodologia pugui aplicar-se a la
quantificacié de CTC en mostres humanes reals, on, a més de cel-lules cancero-
ses i no canceroses, també hi ha presents proteines i metabolits. Tot i que I'anti-
cos anti-CEA no és especific per a les CTC (ja que pot reconéixer també 'antigen
CEA present sovint en el sérum de pacients amb diversos tipus de cancer), la seva
combinaci6 amb les microesferes magnetiques funcionalitzades amb anti-Ep-
CAM permet una captura i un marcatge selectius de les cél-lules que expressen
ambdos antigens. Aquest principi pot adaptar-se facilment a altres tipus de cél-
lules canceroses mitjancant el redisseny dels micro i nanoconjugats amb anticos-
sos adequats. Finalment, la possible integracié d’aquest meétode per a 'aillament,
marcatge i deteccid electroquimica sensible de cel-lules Caco-2 en sistemes lab-
on-a-chip podria contribuir a I'estandarditzacié desitjada de les tecnologies de de-
teccio de CTC.

Seguint la mateixa linia de treball, vam aplicar aquest metode també a la de-
teccié de bacteris d’interés en I'ambit de la seguretat alimentaria. En concret, es va
desenvolupar un immunosensor d’un sol us per a la deteccié de Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 (S), basat en un immunoassaig magnetic
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ienIts de nanoparticules d’or (AuNP) com a marcadors per a la detecci6 electro-
quimica.”® L’immunosensor es fonamenta en 1'ds d’un eléctrode de carboni seri-
grafiat (SPCE) amb un imant permanent integrat a la seva base. Es van analitzar
mostres que contenien Salmonella (com ara llet desnatada) mitjan¢ant microesferes
magnetiques recobertes amb anticossos anti-Salmonella (MB-pSAb) com a fase de
captura, seguides d'un muntatge en sandvitx amb anticossos modificats amb AuNP
(sSAb-AuNP). La deteccid es va dur a terme mitjangant voltamperometria de pols
diferencial (DPV). El métode va permetre assolir un limit de detecci6 de 143 cel-lu-
les per mil-lilitre, amb un rang lineal de resposta entre 10* i 10° cél-lules/mL de Sal-
monella, i un coeficient de variacié aproximat del 2,4 %. Les proves de recuperacio,
realitzades afegint-hi quantitats conegudes de Salmonella a mostres de llet desnata-
da, van mostrar valors del 83 % i del 94 % per a concentracions de 1,5x 10° i
1,5% 10° cél-lules/mL, respectivament. Aquesta tecnologia de detecci6 basada en
AuNP, combinada amb I'aplicacié d’'un camp magnétic, ofereix un limit de deteccié
inferior al dels meétodes comercials convencionals utilitzats com a referéncia en
mostres de llet desnatada.

Amb l'objectiu de fer el sistema més integrat, també es va explorar la combi-
naci6 de la detecci6 electroquimica amb la téecnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction, o reaccid en cadena de la polimerasa), que és un métode molecular
utilitzat per amplificar seqiiéncies especifiques de DNA, la qual cosa en permet la
deteccio fins i tot quan la quantitat inicial és molt baixa. Aquesta integracio es va
dur a terme directament sobre un eléctrode de treball.?! Es va desenvolupar una
metodologia innovadora per a 'amplificacié isotérmica del DNA de Leishmania,
utilitzant encebadors marcats i combinant els avantatges de la purificacid i pre-
concentracié magnética amb 1'as de nanoparticules d’or (AuNP) com a etiquetes
per a la deteccid electroquimica sensible del material amplificat. Per primera ve-
gada, s’han utilitzat encebadors marcats amb AuNP i microesferes magnetiques
(MB) en la reaccié d’amplificacié isotérmica, de manera que el producte final
queda directament preparat per a la detecci6 electroquimica.

L’activitat electrocatalitica de les AuNP envers la reaccié d’evolucié d’hidrogen
(HER) permet una quantificacié rapida del DNA mitjangant electrodes de carboni
serigrafiats. Els productes amplificats provinents de mostres de sang de gossos in-
fectats amb Leishmania (mostres positives) es van poder distingir clarament dels
de gossos sans (mostres control). Els estudis quantitatius van demostrar que el me-
tode optimitzat permet detectar menys d’un parasit per microlitre de sang (fins a
8x 10~* parasits en la reaccié d’amplificacid isotérmica). Aquesta aproximacio pio-
nera mostra una sensibilitat molt superior a la dels métodes tradicionals basats
en la PCR en temps real, a més de ser més rapida, economica i facil d’utilitzar,
fet que la converteix en una alternativa molt prometedora per a aplicacions de
diagnostic molecular.
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NANOCANALS/NANOPORUS PER AL BIOSENSAT DE TIPUS ON-OFF

Els nanoporus, tant en membranes sintétiques com biologiques, s’utilitzen
habitualment com a sensors per a I'analisi de molécules i macromolécules. En els
darrers anys, s’han estudiat en profunditat tant el transport electroestatic a través
d’electrodes nanoporosos com les propietats d’exclusié per mida de films no po-
rosos. La major part de les aplicacions descrites dels nanoporus i nanocanals en
analisi electroquimica s’han centrat en la deteccié de DNA. En aquest ambit, els
filtres d’alimina nanoporosa han demostrat ser substrats molt adequats. Els dis-
cos d’oxid d’alumini anoditzat (AAQO) presenten una elevada densitat de porus i
un diametre molt reduit, cosa que els confereix una gran superficie especifica i els
fa facilment funcionalitzables. Aquests filtres, modificats amb cadenes de DNA
enllacades covalentment, s’han utilitzat per detectar seqiiéncies complementaries
mitjangant el seguiment de 'augment d’impedancia a I'electrode que es produeix
després de la hibridacié del DNA, a causa del bloqueig dels nanoporus al flux i0-
nic. De manera similar, s’ha explorat el bloqueig de nanoporus com a conseqiien-
cia d’una reaccié immunologica per detectar proteines, mitjangant el monitoratge
dels canvis en la resposta interferometrica. Tot i aix0, la majoria d’aquests dispo-
sitius de biosensat presenten configuracions experimentals complexes i mesura-
ments electroquimics lents i laboriosos. Per aquest motiu, cal desenvolupar alter-
natives més simples i de baix cost que permetin obtenir dispositius d’un sol us,
aptes per a aplicacions de biosensat real.

En aquest context, s’ha desenvolupat una nova plataforma d’immunoassaig
basada en el bloqueig de nanocanals o nanoporus mitjangant nanoparticules d’or
(AuNP) i deposicio catalitica posterior de plata. La formacié dels immunocom-
plexos a I'interior dels nanoporus provoca un bloqueig parcial en la difusié de les
especies electroactives a través de les membranes nanoporoses fins a la superficie
del transductor electroquimic. Aquest fenomen es tradueix en una disminucié del
senyal voltamétric corresponent a 'oxidacié de [Fe(CN)s]* a [Fe(CN)s]*", en
comparacié amb el que s’observa quan no té lloc la reaccié especifica. Aquest me-
tode mostra un gran potencial per respondre a la creixent demanda d'immunoas-
saigs simples, rapids i aplicables directament a sang sense tractar.*

El principi de bloqueig dels nanocanals induit per les AuNP, combinat amb
Pamplificaci6 obtinguda amb la deposicié de plata, pot adaptar-se facilment a altres
sistemes d'immunodeteccid. Aquesta estratégia podria obrir el cami cap a immuno-
assaigs més robustos, capagos de detectar diferents proteines d’interes clinic. A més,
la seva simplicitat tecnica redueix la necessitat de personal altament qualificat i dis-
minueix el risc d’errors experimentals en comparacié amb els ELISA convencionals.

L’assaig mostra una resposta quantitativa per a concentracions d'immunoglo-
bulina humana (IgG) compreses entre 100 i 1000 ng/mL, amb una desviacié

20



estandard relativa del 9 %. Els resultats obtinguts demostren que, en absencia de la
proteina analitzada, no es produeix cap bloqueig dels nanocanals. El correcte fun-
cionament electroquimic de la tecnologia i el control d’eventuals falsos positius o
negatius s’han verificat mitjangant tecniques de microscopia confocal i de trans-
missid. També s’han dut a terme estudis complementaris, com voltamperometria
ciclica, espectroscopia d’'impedancia electroquimica i analisis per ICP-MS i EDX,
que han confirmat la validesa de la metodologia electroquimica proposada.

Els dispositius desenvolupats també han demostrat eficacia en la detecci6 del
marcador tumoral CA15-3 afegit a mostres de sang completa, mostrant un doble
comportament de filtratge i deteccid gracies a la membrana nanoporosa. Aquest
funcionament és comparable al dels dispositius comercials de flux lateral, pero
amb 'avantatge addicional de permetre una analisi quantitativa amb equips elec-
troquimics de baix cost. El bloqueig dels nanocanals només es produeix després
de I'addici6 de I'analit, fet que confirma la seva selectivitat.

En conjunt, s’ha demostrat que és un immunoassaig eficient capag de detectar
concentracions tan baixes com 50 ng/mL d’immunoglobulina i 52 U/mL de
CA15-3 en diferents medis, amb una tecnologia de deteccid senzilla i economica.
A més, I'is de membranes menys poroses podria millorar la sensibilitat del siste-
ma i permetre la deteccié de proteines en concentracions encara més baixes. Ac-
tualment, s’estudia com ajustar la resposta dels nanocanals mitjangant el control
de la mida dels porus per a noves plataformes basades en aquesta tecnologia.

S’ha desenvolupat també una nova plataforma basada en nanoparticules i
nanocanals, economica, d’un sol Us i muntada sobre un substrat flexible, disse-
nyada per a la deteccié immunologica sense necessitat de marcadors (label-free).”

Aquesta plataforma de deteccid s’obté mitjancant la tecnica de dip-coating,
amb la qual es diposita una monocapa homogenia i ordenada de nanoesferes de
poliestire (PS) carboxilat de 200 i 500 nm de diametre sobre la zona activa d’eléec-
trodes flexibles d’oxid d’indi-estany/polietile tereftalat (ITO/PET) impresos seri-
graficament. Els espais entre les nanoesferes autoorganitzades generen nanoca-
nals ben estructurats, amb distancies interparticules d’aproximadament 65 i
24 nm, respectivament. Aquests nanocanals formats s’utilitzen per a la immobilit-
zacio eficient d’anticossos i la deteccid subseqiient de proteines, basada en el segui-
ment del flux de [Fe(CN)s]* per difusio i en la disminucié del senyal voltamétric de
pols diferencial que es produeix després de la formacié dels immunocomplexos.

El sistema de deteccié obtingut mostra una clara dependéncia de la mida dels
nanocanals i permet detectar immunoglobulina G humana (IgG), utilitzada com a
analit model, a concentracions d’aproximadament 580 ng/mL. A més, el dispositiu
mostra una excel-lent especificitat davant d’altres proteines presents en mostres
reals i ofereix bons resultats amb mostres d’orina humana. En conjunt, el disposi-
tiu desenvolupat constitueix un sistema de biodetecci6 integrat i simple que supera
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moltes de les limitacions dels enfocaments previs basats en nanocanals, i que pot
estendre’s en el futur a altres sistemes d'immunodetecci6 o deteccié de DNA.

En un altre treball, es proposa, per primera vegada, 'is de membranes
nanoporoses d’0xid d’alumini anoditzat (AAQO) per al seguiment in situ de la se-
creci6 de ’hormona similar a la paratohormona (PTHLH) en cél-lules humanes
en cultiu.* El sistema de biosensat es basa en el bloqueig dels nanocanals produit
per la formacié dels immunocomplexos, el qual es monitoritza electricament mit-
jangant I'oxidaci6 voltametrica de nanoparticules de blau de Prussia (PBNP). Els
models cel-lulars avaluats inclouen una linia de neuroblastoma (SK-N-AS) i que-
ratinocits immortalitzats (HaCaT), utilitzats com a control amb una elevada pro-
duccié de PTHLH. S’ha estudiat 'efecte del nombre total de cél-lules sembrades i
del temps d’incubaci6 sobre els nivells de PTHLH secretada; s’observen concen-
tracions que oscil-len entre aproximadament 60 i 400 ng/mL. A més, la metodolo-
gia desenvolupada s’ha aplicat a I'analisi de la produccié de PTHLH després del
silenciament genic transitori mitjangant transfeccié amb un RNA d’interferéncia
especific (siRNA). Ates que la inhibici6 de la secrecié de PTHLH redueix la proli-
feracio, supervivencia i capacitat invasiva de diverses linies tumorals, aquest siste-
ma representa una eina potent per a 'avaluacio preclinica de terapies que modu-
len la produccié d’aquesta hormona. Aquesta tecnologia de deteccié basada en
membranes nanoporoses podria aplicar-se també al seguiment de la secrecio acti-
va d’altres proteines, aspecte que contribueix a caracteritzar-ne els mecanismes de
regulacid i funcio.

NANOBIOSENSORS BASATS EN TECNOLOGIA D’'IMPRESSIO DE RAIG DE TINTA

La tecnologia d’impressié de raig de tinta (inkjet) s’ha consolidat com una
eina versatil i economica per a la fabricacio rapida de biosensors electroquimics i
altres dispositius analitics miniaturitzats. Es tracta d'un metode d’impressio sense
contacte que permet dipositar amb gran precisié microgotetes de tinta sobre dife-
rents substrats, com plastic, vidre, paper o oxids conductors, seguint un patré di-
gital predefinit. Aquesta tecnica ofereix una elevada resolucid, un consum minim
de material i la possibilitat de produir dispositius personalitzats o de fabricar seri-
es o tandes a petita escala sense necessitat d’infraestructura industrial complexa.

En I'ambit del biosensat electroquimic, la impressio inkjet permet la creacio6
d’electrodes funcionals i zones actives de deteccié mitjancant I'tis de tintes conduc-
tores basades en nanoparticules, com ara nanoparticules d’argent, d’or o d’oxid
d’indi-estany (ITO). Aquestes tintes, formulades per mantenir 'estabilitat col-loi-
dal de les nanoparticules, s'imprimeixen en capes fines que, un cop sinteritzades
quimicament o térmicament, generen traces conductores d’alta qualitat electrica.
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Les propietats de les nanoparticules, mida, forma, recobriment i concentracio, de-
terminen I'adhesio, la conductivitat i la compatibilitat amb el substrat.

Un dels grans avantatges d’aquest enfocament és la seva compatibilitat amb la
biofuncionalitzacié directa: després de la impressio, les superficies poden modifi-
car-se amb bioreceptors especifics (anticossos, aptamers, DNA, enzims) per obte-
nir dispositius capagos de reconeixer selectivament molecules d’interes.

Les dispersions de nanoparticules metal-liques col-loidals s’utilitzen amplia-
ment per fabricar dispositius electronics funcionals impresos, perod habitualment
requereixen tractaments posteriors que consumeixen temps, energia i equipa-
ment per millorar les seves propietats electriques i mecaniques. Els metodes tradi-
cionals, com ara tractaments térmics, UV/IR o microones, limiten les opcions de
substrat i sovint impliquen equipament costds, no sempre disponible en tots els
laboratoris. A més, aquests processos poden provocar el col-lapse dels porus i in-
tersticis del film, restringint o fins i tot impedint la seva nanoestructuracio.

Trobar una estrategia senzilla que permeti obtenir materials nanoestructurats
complexos amb minims tractaments posteriors continua sent un repte. En aquest
sentit, recentment, s’ha documentat un nou metode de sinteritzacio per tintes de
nanoparticules d’or, anomenat click sintering, que utilitza una reaccié catalitica
per potenciar i modular la nanoestructuracié del film mentre sinteritza les
nanoparticules metal-liques, sense necessitat de tractaments posteriors laborio-
s0s.” El resultat és un film prim conductor i electroactiu amb estructura nanopo-
rosa, les propietats del qual es poden ajustar controlant les condicions de la reac-
cid, com la concentracio6 del reactiu i el temps d’exposici6. Aquesta estrategia
representa un enfocament innovador d’un sol pas, que permet simultaniament
sinteritzar els films de nanoparticules i generar nanoestructures funcionals de
manera directa i senzilla, mitjancant la introducci6 del concepte de tractament en
temps real. Les aplicacions potencials d’aquesta tecnologia séon moltes i inclouen
electronica flexible, biosensat, energia i catalisi.

La simplicitat és un dels factors clau que determinen I’éxit i la difusi6 de qual-
sevol producte tecnologic. En aquest treball es presenta un metode rapid i de baix
cost per a la fabricacid de biosensors electroquimics, concebut sota el concepte de
plug, print & play.*® Aquesta metodologia permet imprimir els dispositius mitjan-
cant tecnologia inkjet fins i tot en entorns no especialitzats, com una oficina, sense
necessitat d’equipaments complexos ni coneixements tecnics avangats. D’aquesta
manera, s’aconsegueix reduir drasticament el temps que transcorre entre la idea
inicial i la produccié del prototip escalable.

Els biosensors impresos poden connectar-se directament a un teléfon intel-li-
gent a través de I'entrada d’audio, que s’utilitza per mesurar la seva impedancia, la
qual cosa demostra la viabilitat del sistema per a biosensat en punt d’atencioé. El
disseny dels electrodes s’ha optimitzat per garantir alta sensibilitat, i aquesta
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configuracio s’ha validat mitjangant simulacions d’elements finits. La incorpora-
cié d’un procés de passivacio per impressié amb cera ha permés completar la fa-
bricacié del dispositiu i, alhora, millorar-ne la sensibilitat. L’as de cera redueix les
interferéncies associades als corrents parasitaris que poden circular a través del
recobriment permeable dels substrats utilitzats per a la sinteritzacié quimica, de
manera que s’evita el tractament termic habitual posterior a la impressié. Com a
prova de concepte, els dispositius s’han aplicat al desenvolupament d’un aptasen-
sor electroquimic per a la detecci6 rapida de la lipocalina associada a la gelatinasa
dels neutrofils NGAL) en mostres d’orina, un biomarcador clinic rellevant de lesio
renal aguda. La plataforma d’aptasensors és capag de detectar concentracions clini-
ques de NGAL de manera rapida, senzilla i utilitzant unicament un telefon mobil
com a lector. Aquesta tecnologia podria ampliar-se en el futur a sistemes de moni-
toratge continu, aprofitant la seva flexibilitat per integrar-se en tubs o dispositius
medics, aixi com en altres aplicacions diagnostiques en que el cost, 'eficiencia i la
rapidesa en el desenvolupament de dispositius point-of-care siguin essencials.

La tecnologia d’impressio inkjet ha evolucionat rapidament en els ultims anys
i s’utilitza avui en dia en una gran varietat d’aplicacions, des de la fabricaci6 de
dispositius electronics flexibles fins a biosensors d’alta sensibilitat. La seva capaci-
tat per dipositar materials funcionals amb precisié sobre diferents substrats, com-
binada amb la possibilitat de crear estructures nanoestructurades i controlar la
composicid de les tintes, la converteix en una eina molt versatil per al desenvolu-
pament de tecnologies biomediques innovadores.

Després de la pandémia global de COVID-19 causada pel SARS-CoV-2, la
necessitat de solucions diagnostiques rapides, especifiques i economiques en el
punt d’atencid continua sent prioritaria. Toti que la COVID-19 ja no es considera
una emergencia sanitaria mundial, la malaltia segueix representant una amenaga
global, ja que provoca morts i es manté el risc que apareguin noves variants que
puguin generar un augment de casos i defuncions.

En aquest context, es proposa una plataforma de deteccié multipunt basada
en DNA que combini eléctrodes d’or nanoestructurats impresos per inkjet i un
potenciostat sense bateria amb comunicacié de camp proper (NFC) també im-
pres per inkjet. Aquesta plataforma permet la deteccié simultania i quantitativa
de dos gens del SARS-CoV-2,I’ORFlabiel gen N.”

L’estrateégia de deteccio, basada en la formaci6 d’una estructura de tipus sand-
vitx RNA-DNA, genera un senyal electroquimic altament especific. Els electrodes
d’or nanoestructurats impresos ofereixen una gran superficie activa, que facilita la
unio eficient de les sondes i augmenta la sensibilitat. D’altra banda, el potenciostat
NFC sense bateria permet mesures rapides i analisi de dades en temps real a través
d’una aplicacié mobil, aspecte que fa la plataforma accessible i portatil. Gracies a
les seves caracteristiques de velocitat (5 minuts), simplicitat, alta sensibilitat (rang
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de pM baix, amb un guany de senyal d’'uns 450 %) i cost reduit, aquesta tecnologia
representa una alternativa prometedora per a diagnostic en el punt d’atencié i
analisi d’elevat rendiment, que complementa les eines diagnostiques existents per
ala COVID-19.

A més de la impressio inkjet amb impressores d’oficina (com en els exemples
mostrats anteriorment), I'is d’impressores inkjet comercials és una altra opci6
quan es busca una major resolucid. Aixo és especialment rellevant en la impressio
de biosensors basats en transistors d’efecte de camp (FET).

Un exemple d’aixo és un transistor d’efecte de camp biologic flexible (Bio-
FET) dissenyat per a aplicacions de biosensat. Aquest BioFET es basa en un tran-
sistor organic de pel-licula fina (OTFT), fabricat principalment mitjan¢ant im-
pressié de raig de tinta (inkjet printing) i posteriorment funcionalitzat amb
anticossos per al reconeixement de proteines. El dispositiu es valida per a la detec-
cid sense etiquetes d’'una proteina model, laimmunoglobulina humana G (HIgG).
El BioFET s’avalua electricament per determinar la contribuci6 de cada pas en la
funcionalitzacié de 'OTFT i per detectar la preséncia de la proteina objectiu.
També es discuteixen la fabricacio, estructura, optimitzacié de materials, caracte-
ristiques electriques i funcionalitat de TOTFT inicial i del BioFET final. Per ala
capa aillant superior es van avaluar diferents materials, amb I'objectiu de protegir
les capes inferiors de I'electrolit i preservar el rendiment electric del BioFET.?®

SENSORS BASATS EN GRAFE

El grafe és un material bidimensional format per una capa unica d’atoms de
carboni disposats en una xarxa hexagonal, i ha despertat un gran interes en el
camp dels biosensors eléctrics i electroquimics per les seves propietats iniques. La
seva alta conductivitat electrica permet una transferéncia rapida i eficient de car-
rega, essencial per a la detecci6 sensible de biomolécules. A més, la seva gran area
superficial facilita la immobilitzacié d’una elevada densitat de receptors biologics,
com anticossos, aptamers o enzims, la qual cosa millora significativament la capa-
citat de reconeixement de les biomolécules. La flexibilitat mecanica del grafé per-
met integrar-lo en dispositius sobre substrats flexibles o portables, cosa que obre
la porta a aplicacions en sensors portatils o portables (wearable). Altres propie-
tats, com l'estabilitat quimica, biocompatibilitat i capacitat de modificacio6 super-
ficial, el fan especialment adequat per a la fabricacié de biosensors electroquimics
amb alta especificitat i baix soroll de fons. Gracies a aquestes caracteristiques, el
grafe ha esdevingut un material clau per al desenvolupament de dispositius que
poden detectar proteines, acids nucleics, metabolits i altres biomarcadors clinics
amb alta sensibilitat i rapidesa, de manera que contribueix a avancar en
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diagnostics puntuals i en temps real. En aquest context, es proposa una tecnologia
d’'impressi6 d’oxid de grafe basada en membranes impreses amb cera, que permet
un patronatge rapid i la transferéncia amb activacid per aigua mitjangant meca-
nismes de pressid. Aquestes membranes de cera ofereixen resolucié de 50 um, es-
tabilitat a llarg termini i possibilitat de formes il-limitades.” L’s combinat
d’aquestes membranes amb la filtracié al buit de I'0xid de grafe permet controlar
amb precisid el gruix de les capes impreses. La metodologia desenvolupada no
conté dissolvents, i permet imprimir dispositius d’oxid de grafe de qualsevol for-
ma i sobre qualsevol substrat mitjan¢ant un mecanisme automatitzat de tipus
roll-to-roll de la maquina d’impressi6 de cera. Als nostres laboratoris, es va trans-
ferir amb exit I'oxid de grafe sobre una amplia varietat de substrats, com textils o
PET, entre d’altres. Finalment, es va desenvolupar un dispositiu sensor de tipus
touch switch, integrat dins d’un circuit electronic amb LED, que demostra la fun-
cionalitat practica de la tecnologia.

Amb I'objectiu de millorar la tecnologia d’estampaci6 de grafe, la vam combi-
nar amb la técnica de gravacio laser, amb 'objectiu d’augmentar la resolucié de
I'estampacio i fer que la tecnologia sigui més automatica i flexible per a futurs
desenvolupaments. Per aquesta rad, s’ha desenvolupat una tecnologia rapida i
economica per produir pel-licules primes de grafe reduit (rGO) amb alta conduc-
tivitat sobre substrats flexibles.”® Mitjangant un procés en tres passos a temperatu-
ra ambient, es poden obtenir pel-licules aillades de fins a 30 nm de gruix i amb una
conductivitat de 10> S m™": en primer lloc, filtraci6 de la solucié d’oxid de grafeé
(GO) a través de membranes de nitrocel-lulosa; en segon lloc, reduccié del GO
amb un laser de reproductor de DVD; i en tercera instancia, transferéncia sense
dissolvent del patré resultant de rGO sobre nous substrats mitjan¢ant un meca-
nisme de pressi6. La disminucié de densitat a la zona reduida provoca un aug-
ment de gruix, la qual cosa permet transferir només el rGO. El material obtingut
es caracteritza amb diverses técniques analitiques, i s’optimitzen el grau de reduc-
cio, gruix, morfologia, aixi com les propietats electroquimiques i electromecani-
ques. La tecnologia es valida sobre una amplia gamma de substrats, fet que de-
mostra la seva utilitat com a plataforma de deteccié de dopaminaicom a electrode
posterior en una lampada electroluminescent, de manera que s’obre la porta a
nombroses aplicacions innovadores.

Els biosensors electroquimics nanoestructurats han marcat I'inici d’'una nova
etapa en la precisio diagnostica, ja que ofereixen una major sensibilitat i especifi-
citat en la detecci6 de biomarcadors clinics. D’aquests, els biosensors capacitius
permeten una deteccié ultrasensible sense necessitat d’etiquetes per a multiples di-
anes moleculars. Tot i aix0, la complexitat i el cost dels métodes convencionals de
fabricaci6 de plataformes nanoestructurades en limiten I'adopcié generalitzada.
En aquest estudi es presenta un biosensor capacitiu que combina electrodes de
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grafé reduit (rGO) gravats amb laser decorats amb nanoparticules d’or (AuNP).*!
La seva fabricacié implica pel-licules de GO-Au®* gravades amb laser que es con-
verteixen en electrodes rGO-AuNP, transferides de manera eficient sobre subs-
trats de PET mitjan¢ant un mecanisme de pressid. Aquests electrodes mostren
una afinitat notable per al reconeixement biomolecular després de la seva funcio-
nalitzacié amb bioreceptors especifics.

Per exemple, estudis preliminars amb anticossos humans d’IgG confirmen la
capacitat de deteccié del biosensor mitjancant espectroscopia de capacitancia elec-
troquimica. A més, el dispositiu és capag de quantificar la glicoproteina CA-19-9,
un biomarcador clinic del cancer, i mostra un rang dinamic de 0 a 300 U/mL™" i un
llindar de deteccié de 8,9 U/mL". Proves rigoroses amb concentracions conegudes
de l'antigen CA-19-9 pretractat en fluids humans en van confirmar la precisio i fia-
bilitat. Aquest estudi representa un progrés important en el camp dels biosensors
capacitius per a biomarcadors clinics, ja que obre la porta a solucions més accessi-
bles i economiques per a diagnostic a peu de pacient.

La recerca en detecci6 electroquimica en assajos de flux lateral (LFA) ha ex-
perimentat un augment significatiu en els darrers anys, motivat principalment per
la necessitat d’aconseguir llindars de deteccié més baixos, ja que els LFA continuen
sent els biosensors de punt d’atencié més utilitzats. Tradicionalment, la integracio
de Ielectroquimica amb els LFA s’ha basat en la superposicié d’electrodes impresos
sobre substrats de nitrocel-lulosa durant la fabricacié de I'assaig. No obstant aixo,
aquesta estratégia presenta limitacions importants en termes d’escalabilitat.

Com a resposta, hem desenvolupat un meétode innovador per a la integracié
completa d’eléctrodes de grafe reduit (rGO) en tires de LFA.** Sha utilitzat un la-
ser de CO, per reduir simultaniament el grafé oxidat i patronejar la nitrocel-lulo-
sa, i exposar el seu suport per crear punts de connexié impermeables a la filtracié
de la mostra. Posteriorment, rGO i nitrocel-lulosa es van posar en contacte i es
van introduir en un sistema roll-to-roll amb impressora de cera, en que la pressio
aplicada va facilitar la transferéncia del rGO sobre la nitrocel-lulosa. Shan avaluat
sistematicament diverses estrategies electroquimiques per aprofitar la sinergia
entre rGO i LFA. Tot i que encara persisteixen alguns reptes, la tecnologia de
transferéncia de rGO ofereix un gran potencial per establir un nou estandard en la
fabricacio electroquimica dels LFA.

SENSORS I BIOSENSORS PORTABLES (WEARABLES)
Els sensors i biosensors portables, sovint anomenats simplement wearables, ja

son dispositius d’iis comu a la nostra societat. Les principals aplicacions actuals
d’aquests dispositius se centren en el benestar i I’esport, els quals incorporen
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sensors fisics basats en giroscopis i accelerometres, i sensors optics per ala mesura
de la freqiiéncia cardiaca. Entre els biosensors portables, el que més exit ha tingut
fins ara és el biosensor de glucosa, que les persones amb diabetis utilitzen per me-
surar el nivell de glucosa a la sang i transmetre les dades directament a un telefon
intel-ligent.

Els portables s’estan convertint en omnipresents a la nostra societat, perd en-
cara es basen principalment en sensors fisics, amb només algunes excepcions op-
tiques i electroquimiques. La suor, entre altres fluids corporals, és facilment ac-
cessible de manera no invasiva, abundant i relativament poc interferida per altres
especies. Els biomarcadors d’interés presents a la suor van des d’ions i petites mo-
lecules fins a organismes complets. Els metalls pesants s’han identificat com a bio-
marcadors de diverses malalties i condicions patologiques. En particular, el coure
esta correlacionat amb la malaltia de Wilson i la cirrosi hepatica, entre d’altres.

Per a la deteccid de metalls pesants, la nostra aproximaci6 utilitza la técnica
electroquimica de stripping, ben coneguda per la seva elevada sensibilitat en la
deteccié d’aquest tipus d’analits. Aquesta técnica permet mesurar concentracions
molt baixes de metalls pesants amb gran precisié. No obstant aixo, encara cal
abordar diversos problemes en I'analisi de la suor amb portables, com ara les con-
dicions de mostreig, la normalitzacié de la taxa de suor, el seguiment continu fia-
ble i els métodes de fabricaci6 sovint costosos. En aquest context, proposem un
nanosensor microfluidic portable completament impres amb una lectura sense
fils integrada basada en teléfons intel-ligents.” El nostre sistema es pot aplicar fa-
cilment sobre la pell i estimular activament la sudoracio, i es normalitzara la con-
centraci6 de metalls pesants en comparacié amb el volum de la mostra i la taxa de
suor. El sistema té un limit de deteccié de 396 ppb, un rang lineal fins a 2500 ppb i
una sensibilitat de 2,3 nA/ppb.

En un altre treball, hem presentat un disseny compacte i innovador per a un
portable impres amb inkjet capa¢ de mesurar la temperatura, la humitat (sudora-
cid) i les contraccions musculars.’* De manera singular, aquest portable es pot
alimentar i llegir mitjangant un teléfon intel-ligent via NFC sense fils.

A més, hem demostrat I'ts d’aquesta metodologia per a la integraci6 de sen-
sors en membranes bioinspirades i conformables que imiten 'adhesi6 resistent a
'aigua observada en els musclos. Hem comparat diferents estrategies per impri-
mir els sensors i les antenes per a la lectura NFC sobre les membranes: mitjancant
inkjet i mitjangant la deposicié de pastes amb una impressora Voltera; destaquen
els avantatges i desavantatges de cada enfocament. Hem dissenyat amb precisio la
xarxa de sensors per assolir el maxim grau d’integracio possible per a aquest tipus
de metode de fabricacio. Concretament, i) hem abordat les limitacions de la de-
tecci6 de temperatura amb un resistor en zig-zag (meander) introduint-hi un
resistor addicional d’0xid de grafe reduit per compensar els canvis de resisténcia
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induits per flexions, deformacions o variacions d’humitat; ii) hem aprofitat el re-
cobriment absorbent del substrat plastic utilitzat per a la impressio inkjet, la qual
cosa millora la deteccié d’humitat amb sensors resistius IDE; i iii) hem utilitzat
mesures amperometriques simples per mesurar el corrent associat al potencial
d’accié muscular, la qual cosa permet la identificacid de 'envolupant electromio-
grafica superficial relacionada amb la contraccié muscular. Finalment, hem vali-
dat tots els sensors amb proves de laboratori i in vivo en un voluntari sa realitzant
exercici fisic, de manera que hem assegurat la fiabilitat de la plataforma i hem
salvat efectivament la bretxa entre portabilitat i monitoratge precis.

Aquests dispositius podrien esdevenir un punt clau per a la prevencié de con-
dicions d’emergencia amb risc vital, com els cops de calor classics i d’esforg. La
capacitat de multisensoritzacid, els algorismes de normalitzacié adequats, la con-
nectivitat sense fils en temps real i la compatibilitat amb el moviment natural sén
caracteristiques essencials d’aquests sistemes de prevencio. Les linies futures se
centraran en la fiabilitat a llarg termini, la robustesa d’aquests sistemes complexos
ila reduccio de les interferencies creuades, que continuen sent arees critiques per
a la investigaci6 futura.

CONCLUSIONS I PERSPECTIVES DE FUTUR

Els nanobiosensors representen una autentica revolucio en la ciéncia diagnos-
tica contemporania, ja que permeten detectar biomarcadors i compostos quimics
amb una rapidesa i sensibilitat que fins fa poc eren inabastables. El seu progrés ha
evidenciat un potencial extraordinari, pero també la necessitat d’una seleccié ri-
gorosa dels nanomaterials i d’'un disseny de plataformes de deteccié ben fona-
mentat.

L’as de materials a escala nanometrica només aporta un valor real quan se’n
coneixen a fons les propietats i quan la seva incorporacié millora de manera de-
mostrable el rendiment del sensor. En alguns casos, la introduccié indiscriminada
de nanomaterials ha generat dispositius excessivament complexos, poc reprodui-
bles i amb beneficis limitats. Per aix0, és imprescindible una caracteritzaci6 acu-
rada abans i després de qualsevol modificacié per validar les millores atribuides.

Aquest plantejament critic també és necessari en linies de recerca ampliament
explorades, com el dopatge sistematic de materials, per exemple, del grafe en sen-
sors electroquimics, que no sempre ofereix avengos substancials segons diverses
evidencies experimentals.’

El desenvolupament d’un nanobiosensor til requereix entendre amb preci-
sio Pescenari d’us: 'analit d’interés, el limit de deteccid necessari, la naturalesa i
volum de la mostra, la freqiiéncia de mesura i les necessitats de 'usuari final.
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Quan hi ha desajustos entre les dimensions dels components i les de les estructu-
res biologiques implicades, I'arquitectura pot esdevenir poc eficient o inadequada
per aplicacions in vivo.

L’aplicacié de nanomaterials és realment justificada quan proporciona un
avantatge clar, una sensibilitat superior, una integracié més compacta o respostes
més rapides, dificil d’assolir amb materials convencionals. En canvi, el seu ts en
sensors d’un sol Us o en contextos on la mida no és un factor limitant sovint no és
necessari.

Les linies emergents de recerca se centren a reforgar els elements de reconei-
xement, impulsades per la intel-ligéncia artificial i tecniques basades en acids nu-
cleics com SELEX, que permeten generar aptamers més robustos i versatils amb
aplicacions en diagnostic i terapia. Paral-lelament, tecnologies bioinspirades com
CRISPR faciliten plataformes més accessibles i adaptades a entorns amb recursos
limitats, mentre que la deteccié quantica obre la porta a sensibilitats fins ara im-
pensables.

El camp dels sensors portables i implantables també avanca rapidament, gra-
cies a materials flexibles que permeten monitorar la salut en temps real fora del
laboratori. Entendre els processos de mostreig i el comportament a la interficie
—mitjan¢ant microfluidica, micro/nanomaces o electronica integrada—, és un
factor determinant per al seu correcte funcionament.

A tot aix0 s’hi suma la necessitat de promoure tecnologies sostenibles i assequi-
bles, i d’'implicar metges, pacients i agents industrials i ambientals des de les fases
inicials del disseny per assegurar dispositius ttils i alineats amb les necessitats reals.

Finalment, la col-laboraci6 estreta entre centres de recerca i empresa és im-
prescindible per convertir la innovacié en productes viables. El camp ja ha assolit
tites destacables, i 'aportaci6 de la intel-ligéncia artificial en el disseny de nano-
materials, sensors i receptors apunta cap a un progrés continu en el desenvolupa-
ment de tecnologies més eficients, fiables i aplicables en entorns reals.
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