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Resumen

Titulo: Efecto de nanoparticulas de oro y nanoestructuras de carbono sobre la respuesta

electroquimica de biosensores para la deteccion de ADN*

Autor: Julian René Cobos Suarez**

Palabras claves: Biosensor electroquimico. Nanoparticulas de oro. Nanoestructuras de

carbono. Aptdmero tiolado. Electrodos serigrafiados.
Descripcion:

En este trabajo se estudiaron diferentes configuraciones en la deposicion por adsorcion de
nanoestructuras de carbono tales como 6xido de grafeno (GO), nanotubos de carbono
multipared (MWCNT) y la sinergia entre ellos, sobre electrodos serigrafiados con el fin de
estudiar el efecto del transporte eléctrico en la sefial electroquimica para la deteccion de ADN
modelo de E. coli. Entre los materiales empleados estan: acido tetracloroaurico, nanotubos
de carbono multipared y 6xido de grafeno funcionalizados, sondas de ADN y electrodos
serigrafiados. Se sintetizaron por cronoamperometria nanoparticulas de oro (AuNPs) sobre
los electrodos para la inmovilizacion del receptor (Aptamero tiolado) mediante grupos tiol.
La dispersion de las nanoestructuras de carbono se caracterizo por espectroscopia Raman y
espectroscopia UV-Vis. La morfologia de las nanoestructuras fue analizada por microscopia
electronica de barrido (SEM). Para el proceso de cada modificacion de los electrodos se
aplico una caracterizacion electroquimica mediante las técnicas de Voltamperometria ciclica
(CV), Voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y Espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) en soluciones del par redox Ki[Fe(CN)s]*"; monitoreadas en un
potenciostato / galvanostato VersaSTAT 3.

Los resultados mostraron que el biosensor con la incorporacion de MWCNT alcanz6 la
respuesta electroquimica mas alta. Este biosensor basado en ADN, logré detectar
concentraciones de ADN complementario en el rango de 1.0 x 107" a 1.0 x 107 M con alta
reproducibilidad, alcanzando un limite de deteccion de 0.21 nmol/L. Los resultados revelaron
el impacto de modificar los transductores con nanomateriales de carbono en el mejoramiento
de los pardmetros analiticos de los biosensores.

*Trabajo de investigacion

**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas: Escuela de Ingenieria Quimica.
Directores: Dr. Jos¢ Luis Ropero Vega. PhD. Viviana Sanchez Torres.
Co-Director: Dr. Julio Andrés Pedraza Avella.
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Abstract

Title: Effect of gold nanoparticles and carbon nanostructures on the electrochemical

response of biosensors for DNA detection*

Author: Cobos Suéarez, Julidan René**

Key Word: Electrochemical biosensor. Gold nanoparticles. Carbon nanostructures. Screen

printed electrodes. Thioladed aptamer.
Description:

In this work, different configurations in the deposition by adsorption of carbon nanostructures
such as graphene oxide (GO), multi-walled carbon nanotubes (MWCNT), and the synergy
between them were studied on screen-printed electrodes to study the effect of electrical
transport in the electrochemical response for detection of E. coli model DNA. Among the
materials used were tetrachloroauric acid, multi-walled carbon nanotubes, functionalized
graphene oxide, DNA probes, and screen-printed electrodes. Gold nanoparticles (AuNPs)
were synthesized by chronoamperometry on the electrodes to immobilize the receptor
(thiolated aptamer) through thiol groups. Carbon nanostructures dispersions were
characterized by Raman spectroscopy and UV-Vis spectroscopy. The morphology of the
nanostructures was analyzed by scanning electron microscopy (SEM). For each modification
on the electrodes, an electrochemical characterization was applied using cyclic voltammetry
(CV), square wave voltammetry (SWV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
techniques in solutions of the redox pair K4[Fe(CN)s]*”*; monitored on a VersaSTAT 3
potentiostat/galvanostat.

The results showed that the biosensor with the incorporation of MWCNT achieved the
highest electrochemical performance. This biosensor based on DNA detected target DNA
concentrations in the range of 1.0 x 10! to 1.0 x 107 M with high reproducibility, with a
detection limit of 0.21 nmol / L. The results revealed the impact of modifying the transducers
with carbon nanomaterials to improve the biosensors' analytical parameters.

*Research work — Master's degree in Chemical Engineering

**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas: Escuela de Ingenieria Quimica.
Directors: Dr. José Luis Ropero Vega. PhD. Viviana Sanchez Torres.
Co-Director: Dr. Julio Andrés Pedraza Avella.
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Introduccion

Las infecciones por microorganismos contintian siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, siendo la poblacion infantil la méas afectada (OMS, 2020).
Los microorganismos pueden estar presentes en los alimentos, el agua y el medio ambiente. Seguln
la OMS cada afio 77 millones de personas se enferman y mas de 9.000 mueren tan solo en el
continente americano a causa de enfermedades de transmision alimentaria (ETA) (OMS, 2015).
Ademas, las ETA tienen un impacto socioecondémico negativo para cada pais, por la disminucién
en la productividad y aumento tanto de medicamentos como de atencion en salud. Esto se ha
convertido en un problema creciente a nivel mundial para la salud pablica, la calidad del agua y la
seguridad alimentaria (Ojeda, 2009; Rios-Tobdn, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017,
Varela, Lavalle, & Alvarado, 2016). Por esta razon, se requiere la identificacion en el menor
tiempo de estos microorganismos a través de métodos rapidos y sensibles para su respectivo

tratamiento, control y prevencion de infecciones (Gonzalez-Carrato, 2015).

Actualmente existen métodos tradicionales para la identificacion de microorganismos,
como el recuento de colonia y nUmero mas probable, considerados como las pruebas estandar de
deteccion. Sin embargo, estos métodos son limitados por su prolongado tiempo para la
confirmacion en la identificacion del tipo de microorganismo (72-120 h) (Abdalhai et al., 2014;
Amiri, Bezaatpour, Jafari, Boukherroub, & Szunerits, 2018). Dentro de las técnicas no
convencionales se encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que, aunque permite
una deteccion con alta especificidad y sensibilidad para fragmentos de ADN, esta técnica implica
elevados costos y complejidad en los ensayos (Amiri et al., 2018; Dominguez Fernandez, Peréz-
Peréz, Turbon, & Arroyo-Pardo, 2008). Un desafio en este campo es la blsqueda de estrategias

que sean rapidas, técnicamente factibles y reproducibles.
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Los biosensores se estan convirtiendo en una novedosa alternativa que se ha destacado en
el diagnostico de enfermedades, deteccion de drogas, prevencion de epidemias y proteccion
ambiental; dado a que logran respuestas en tiempos mas cortos y en el caso de los microorganismos
se minimiza la manipulacién de sus muestras (Jiménez, C. Ledn, 2009; Ortega, Russo, Acero,

Lorén, & Ruiz, 2015).

La tecnologia de los biosensores se basa en sistemas compactos de analisis, compuestos de
un elemento de reconocimiento biolégico (ADN, anticuerpo, aminoacidos, enzimas, células)
inmovilizado en un transductor que, en contacto con el analito (o diana), transformara la sefial
bioquimica producida de dicha interaccion en una sefial eléctrica u otro tipo de sefial analitica

(Ortega et al., 2015).

En las dltimas décadas se han desarrollado diferentes elementos de reconocimiento
bioldgico, donde los basados en ADN aumentan la selectividad a moléculas o receptores
especificos; estos consisten en sistemas de deteccion de acidos nucleicos, proteinas y otras
moléculas a partir de un aptamero que esta conformado por cadenas sencillas de ADN (Bock Gu
& Hak-Sung, 2014). En el caso de los transductores, existen de tipo electroquimico, 6ptico, masico
y térmico. De estos, el sensor electroquimico esta siendo el mas estudiado por sus ventajas tales

como producir métodos analiticos precisos, rapidos y econémicos (Moreno et al., 2009).

Para el disefio de un biosensor electroquimico, se comienza con la superficie del transductor,
conformado por soportes conductores como electrodos de oro, platino o carbono (Gonzélez-
Carrato, 2015). La superficie del transductor deber ser inerte, biocompatible y poseer grupos
funcionales para la inmovilizacion de aptameros que permiten detectar la diana. Existen diferentes
estrategias para detectar y cuantificar ADN mediante técnicas voltamperométricas, entre ellas, se

destaca el uso de indicadores electroquimicos los cuales aprovechan los cambios en las
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propiedades de transporte eléctrico del biosensor cuando ocurre la hibridacion (Joseph Wang,

2003).

Adicionalmente, se han propuesto novedosos transductores electroquimicos mediante la
modificacién de la superficie con nanoestructuras de carbono y nanoparticulas de oro, gracias a
sus excelentes propiedades (alta area superficial, su reactividad y la transferencia rapida de
electrones) (Agli, Yafiez-Sedefio, & Pingarrén, 2008; Bock Gu & Hak-Sung, 2014; Grieshaber,
MacKenzie, Voros, & Reimhult, 2008; Hernandez & Ozalp, 2012), que le otorgan al biosensor
alta sensibilidad, estabilidad, amplio rango lineal de concentracién y bajo limite de deteccion;
brindando de esta manera una mayor amplificacion en la sefial a la hora de detectar la diana (Bravo

Segura, 2017).

Otro factor importante para tener presente en el disefio de un biosensor es la quimica de la
superficie puesto que no solo se debe enfocar en la vinculacion del elemento de reconocimiento
bioldgico en la superficie de deteccidn, sino también para evitar interacciones con moléculas no

especificas en el momento de la deteccion (Amiri et al., 2018).

Si bien se han reportado diferentes biosensores electroquimicos modificados con nanoestructuras
de carbono tales como nanotubos de carbono, grafeno, éxido de grafeno; algunos estudios
desarrollan biosensores basados en un solo tipo de estas nanoestructuras, o hacen la combinacién
sin detenerse en el analisis de cémo podria influir cada nanoestructura en la respuesta
electroquimica. Por lo descrito anteriormente, esta propuesta de investigacion esta encaminada en
estudiar las propiedades de transporte eléctrico y observar el efecto de cada nanomaterial en los
biosensores electroquimicos para la deteccion de ADN en matrices acuosas con diferentes
configuraciones en la deposicion de nanoestructuras de carbono y nanoparticulas de oro sobre

electrodos serigrafiados.



Justificacién

Los métodos tradicionales para la deteccién de microorganismos requieren de una
serie completa de pruebas que toma varios dias para obtener un resultado confiable. Por esta
razon, para reducir el riesgo en la salud publica y otros campos de aplicacion con
microorganismos se necesitan nuevos métodos para la deteccion rapida y simple de estos,
siendo los biosensores electroquimicos una alternativa que promete resolver esta

problematica.

Un biosensor electroquimico estudia reacciones bioldgicas o quimicas que comdnmente se
detectan cerca de la superficie de un electrodo, generando una sefial medible por técnicas
electroquimicas. Para aumentar la sensibilidad de los dispositivos es indispensable el uso de

nanomateriales.

Se emplearon electrodos serigrafiados en el disefio de biosensores ya que presentan
ventajas tales como bajo costo, fabricacion simple, uso de muestras con volimenes muy
reducidos y al mismo tiempo su facil modificacion con nanomateriales. De esta manera se
tendria un dispositivo de forma portable, que lo volveria oportuno para su aplicacion en

campo.

En este trabajo se utilizaron aptameros como receptores debido a su reducido tamafio
comparado con el de anticuerpos o células, puesto que esta caracteristica ayuda a aumentar

la unién en un sustrato sélido cuando se trata de dimensiones micro y nano del soporte sélido.

Este proyecto tuvo como finalidad proponer una plataforma biosensora mediante el estudio

de nanoestructuras de carbono depositadas sobre electrodos serigrafiados para tener una
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certeza sobre las condiciones de operacion requeridas al momento de disefiar biosensores con

alta selectividad y sensibilida
1. Marco Teorico

1.1 Biosensores electroquimicos

1.1.1 Biosensores.

Los biosensores son dispositivos analiticos compuestos por un elemento de reconocimiento
conectado a un transductor, que relacionan la concentracion de un analito con una respuesta
medible. Inicialmente el elemento de reconocimiento interactda con el analito y a medida en
que se reconoce el analito, es detectado por el transductor (Ver Figura 1) (Abdalhai et al.,

2014; Yamanaka, Vestergaard, & Tamiya, 2016).

Figura 1.
Componentes de un biosensor
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Los biosensores se pueden clasificar dependiendo de las siguientes variables:
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Anticuerpos, tejidos
enzimas, células

Receptor —_— aminoacidos
ADN, aptameros
' Tipo df: . Biocatalitico
interaccion Bioafinidad
Biosensores —»
Meétodo de B Directo
deteccidén Indirecto

Opticos
Transductor |  — _ Jpucos
Calorimétricos

Piezoeléctricos
Electroquimicos

Los biosensores electroquimicos sobresalen actualmente en el campo de los métodos
de deteccion por la posibilidad de miniaturizacion y la capacidad de construccion de
dispositivos de deteccion electroquimicos flexibles, desechables y de bajo costo, por la
sensibilidad, simplicidad de operacion y tiempo de respuesta rapido. La sefial de deteccion
enviada desde el transductor puede ser de corriente, resistencia o potencial, lo que

proporciona gran variedad de pruebas (Y. Zhao et al., 2018).

1.1.2 Transductor.

Los transductores de los biosensores electroquimicos pueden clasificarse en

- Potenciométricos: Cuando la propiedad que mide es la carga acumulada o potencial
entre el electrodo en el que se inmoviliza el biorreceptor y un electrodo de referencia,
involucrando un equilibrio de intercambio de iones entre la solucién y un material
conductor.

- Amperométricos: Cuando la propiedad que miden es la intensidad de corriente
resultante de la oxidacion o reduccion de una especie electroactiva en una reaccion

bioguimica.
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- Conductimétricos: Cuando miden la variacion de la modificacion de las propiedades
de conductividad de un medio electrolitico. No son muy empleados, se han utilizado
principalmente como biosensores de gas para determinar la calidad del aceite de
motor (Moran, Fitzgerald, Mcpartlin, & Loftus, 2016).

- Impedimétricos: La impedancia es la oposicion al flujo de corriente alterna en un
sensor. Cuando se mide la combinacion entre la resistencia y la reactancia causada
por la unién del analito al receptor inmovilizado en la superficie del electrodo, se
obtiene como resultado una variacion de impedancia. Técnica muy empleada en la

deteccion de bacterias patdgenas (Moran et al., 2016).

1.1.3 Receptor.

Existe una variedad de elementos de reconocimiento o receptores que incluyen
enzimas, anticuerpos, aptameros, ssDNA, RNA, microorganismos, tejidos bioldgicos y
organulos. Es la unidad sensible especifica del biosensor, predica la eficacia del sistema de
transduccion y, por tanto, la utilidad del biosensor para fines de deteccion (Ortega et al.,

2015).

- Aptameros.

Son oligonucledtidos (ADN o ARN) cortos de cadena sencilla con capacidad de
reconocer una molécula particular (ADN objetivo). Cada aptamero posee una estructura
tridimensional particular que le permite unirse con alta afinidad y especificidad a la molécula
diana. Por la naturaleza de su composicion tienen ventajas significativas en cuanto a su
tamafio, produccion y modificacion. Entre sus principales ventajas se encuentran la baja

toxicidad e inmunogenicidad y la facilidad para producirlos y modificarlos. Uno de los
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métodos para la generacion de aptameros es por medio de la técnica SELEX. Este método
utiliza la quimica combinatoria para la seleccion de acidos nucleicos sintéticos con alta

afinidad por su molécula diana (Hernandez, Frank J., Botero-Hincapié, 2012).

1.1.4 Tipo de interaccion.

- Biocatalitico: Su funcionamiento se basa en la inmovilizacion de una enzima para
ayudar a reconocer el sustrato diana sin consumo del biocatalizador, que se regenera
y puede ser utilizado de nuevo (Jiménez, C. Le6n, 2009; Murugaiyan, Ramasamy,
Gopal, & Kuzhandaivelu, 2014).

- Bioafinidad: Los biosensores de bioafinidad se basan en la separacién y deteccién
de biomoléculas que incluyen la deteccion de anticuerpos, péptidos, proteinas, virus,
acidos nucleicos, aptameros y polimeros impresos molecularmente para interactuar

con nanomateriales (Piroozmand, Mohammadipanah, & Faridbod, 2020).

1.2 Transduccion electroquimica

1.2.1 Celda de tres electrodos.

Un biosensor que utiliza transduccién electroquimica normalmente se conforma por
una celda de tres electrodos: un electrodo de trabajo, un contraelectrodo (o auxiliar) y un
electrodo de referencia. El electrodo de referencia compuesto tipicamente de plata o cloruro
de plata, sirve como punto de referencia para controlar el potencial relativo del electrodo de

trabajo con la ayuda de un potenciostato (Mirceski, Skrzypek, & Stojanov, 2018).

El electrodo de trabajo actia como el transductor donde ocurren las reacciones redox,
mientras que el contraelectrodo mide la corriente y facilita el suministro de solucion

electrolitica para permitir la transferencia de corriente al electrodo de trabajo. Ambos tipos
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de electrodos deben ser conductores y quimicamente estables y en su mayoria estan

compuestos de carbono o metales inertes como oro y platino (Moran et al., 2016).

1.2.2 Electrodos serigrafiados (SPE: Screen printed electrodes).

Actualmente, los electrodos serigrafiados estan siendo una herramienta adecuada para
el andlisis electroquimico debido a sus propiedades Unicas, como tamafio pequefio, bajo
limite de deteccién, tiempo de respuesta rapido y alta reproducibilidad. Ademas, los
electrodos serigrafiados son plataformas adecuadas bien conocidas para el desarrollo de

biosensores (Martinez, 2012).

Su preparacion implica el uso de varios sustratos, como ceramica, plastico, papel o
vidrio. Se pueden producir diferentes sistemas de celdas de electrodos, entre estos, sobresalen

las celdas convencionales de tres electrodos (Ver Figura 2).

Figura 2.
Esquema de un biosensor electroquimico basado en ADN modificado con nanomateriales

Procesamiento
de datos

Plataforma
biosensora m
Deposicion de N ' ‘

| la muestra —

_;a Nanomateriales

é Receptor y
analito (ADN)

_____________

__________________

______________________

1
! Contactos eléctricos
:_Eleclrodo serigrafiado (SPE)




DISENO DE BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS CON NANOMATERIALES 15

Una de sus ventajas es la fabricacion personalizable, la modificacion de la superficie
para lograr aplicaciones deseables en la deteccion de analitos especificos en campos tales
como la industria, la investigacién clinica o académica. Entre las formas de modificar la
superficie del electrodo, se puede realizar por tres métodos: mezcla de la tinta con el agente
modificador, por deposicion electroquimica o por deposicién por gota de un material
nanoparticulado preformado (Antufia-Jiménez, Gonzalez-Garcia, Hernandez-Santos, &

Fanjul-Bolado, 2020).

1.2.3 Tipos de deteccion electroquimica de ADN.

1.2.3.1 Deteccion directa.

Los métodos directos para la deteccion de la hibridacién del ADN consisten en
diferenciar cambios de la estructura flexible del ssDNA (ADN monocatenario) a la estructura
mas rigida dsDNA (ADN doble hélice) debido a cambios en las propiedades interfaciales del
electrodo modificado con ADN, como la capacitancia, la conductividad o laimpedancia. Otra
forma es mediante la deteccidn directa de la oxidacion electroquimica de las bases de guanina
(Amiri, Bezaatpour, Jafari, Boukherroub, & Szunerits, 2018; Pardo, 2016; Rashid & Yusof,

2017).

1.2.3.2 Deteccion indirecta.

Los métodos indirectos o etiquetados son significativamente méas populares que los
métodos directos, debido a que proporcionan mas alternativas en las que la transduccién se
puede configurar con una alta sensibilidad y selectividad. En biosensores de ADN

electroquimicos, las etiquetas son tipicamente moléculas redox activas que actian como



DISENO DE BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS CON NANOMATERIALES 16

indicadores que se intercalan entre los pares de bases del ADN de doble hélice, y por lo tanto,
no interactdan significativamente con el ssDNA, o bien son moléculas que se unen
preferentemente a cualquiera forma ya sea de sSDNA o dsDNA (Amiri et al., 2018; Pardo,

2016; Rashid & Yusof, 2017).

1.2.3.3 Indicadores electroquimicos.

El método indirecto para la deteccion de hibridacion de ADN se basa en el uso de
intercaladores electroquimicos activos del ADN, como por ejemplo el azul de metileno,
mediadores activos redox, marcadores enzimaticos o nanoparticulas que amplifican la
respuesta de las secuencias de ADN o ADN hibridado para generar una sefial electroquimica

(Amiri etal., 2018b) .

La incorporacion de un indicador activo redox es el método mas empleado. Estas
moléculas con actividad redox pueden unirse a la superficie del ADN con diferentes modos
de interaccion: electrostatica, union por intercalacion, unidn por surcos y alta afinidad por

una secuencia de ADN especifica (Ver Figura 3) (Rashid & Yusof, 2017).

Figura 3.
Modos de interaccién de los indicadores redox con una superficie con ADN
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Por ejemplo, en algunos estudios previos se emple6é un complejo metalico catiénico,
Ru(NHs)e*" que puede interactuar con un esqueleto de fosfato de ADN hibridado cargado
negativamente mediante una interaccion electrostatica. Por lo tanto, la sefial electroquimica
del Ru(NHs)s*", reflejara la cantidad de hebras de ADN disponibles en la superficie del

electrodo (Rashid & Yusof, 2017).

Otro caso, es la cupla redox del [Fe(CN)s]*"*, indicador redox muy utilizado, basado en el
principio de repulsion electrostatica donde la respuesta de corriente del [Fe(CN)s]>"* es
mayor en el electrodo sin modificar (sin la presencia de ADN) que después de la hibridacién
(Rashid & Yusof, 2017). Esto es debido a que se produce una alta repelencia electrostatica

entre el fosfato cargado negativamente de las cadenas de ADN y el [Fe(CN)g]>"*.

Asimismo, el indicador electroquimico se encarga de facilitar la transferencia de
electrones entre la especie a reaccionar y la superficie del electrodo, permitiendo emplear un
potencial bajo en la deteccion. Por otro lado, los indicadores no deben interactuar con el
oxigeno molecular ni con otras especies que puedan estar presentes. Para el caso de la cupla
redox de [Fe(CN)s]*"*, el ferrocianuro (Fe'') se oxida de manera altamente reversible a
ferricianuro (Fe"). Su capacidad como mediador de transferencia electronica se da a partir

de la siguiente reaccion (Amor, 2015):

Fe'l(CN)¢~ 2 Fe'(CN)~ + e~
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1.3 Integracion de nanomateriales en biosensores

1.3.1 Nanoestructuras de carbono.

1.3.1.1 El grafenoy éxido de grafeno.

El carbono es reconocido por ser el elemento mas importante que se encuentra en los
organismos vivos. Entre sus caracteristicas particulares se destaca la alotropia, con lo cual se
pueden encontrar diversas estructuras basadas en carbono con propiedades muy variadas,

algunas de estas son el grafeno y los nanotubos de carbono.

El grafeno consiste en una monocapa de atomos de carbono con hibridacion sp?
ordenados de manera hexagonal. Se puede considerar como una capa simple de grafito. Sus
propiedades intrinsecas entre las cuales se destacan su dureza y conductividad pueden ser
aprovechadas en diferentes aplicaciones como las peliculas delgadas, sensores, electronica,
fotonica y optoelectronica. Ademas, como derivado del grafeno se encuentra el 6xido de
grafeno, obtenido a partir del 6xido de grafito y se caracteriza por poseer oxigeno en su
estructura. La presencia de dichos grupos funcionales facilita la inmovilizacién de moléculas
0 nanoestructuras en la superficie del grafeno mediante la formacion de enlaces covalentes

(Ver figura 4) (Bock Gu & Hak-Sung, 2014; Lucarelli, Marrazza, Turner, & Mascini, 2004).

1.3.1.2 Los nanotubos de carbono.

Los nanotubos de carbono (CNT) son estructuras tubulares cuyo diametro es del
orden del nanometro, clasificadas como nanoestructuras tipo 1D que le otorga grandes
propiedades tales como eléctricas, mecanicas y térmicas (Diaz del Castillo, 2012). Su

estructura es procedente del enrrollamiento de las ldminas de grafeno (ARIKSOYSAL,
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2019). Los tipos de nanotubos que existen se pueden clasificar a partir de dos criterios: del
numero de capas que posee y la forma en que se enrolla la ldmina. Con relacion al nimero
de capas se tienen nanotubos de pared simple (SWCNT) y nanotubos de carbono de paredes
multiples (MWCNT) (Loos, 2007). Se pueden obtener por medio de métodos de sintesis de

descarga de aro o deposicion quimica de vapor.

Acerca de su rol en el campo de los biosensores, la modificacion con estos
nanomateriales permite interacciones tanto con el receptor como con la transduccion de
sefiales electronicas proporcionando una mayor area de superficie activa del electrodo, que
da lugar a respuestas electroquimicas mejoradas. Para que esto se lleve a cabo y se puedan
aprovechar y ampliar sus propiedades, es necesario la dispersion y funcionalizacion de estas
nanoestructuras (Bravo Segura, 2017). Un ejemplo son los nanotubos de carbono de paredes

multiple funcionalizado mostrado en la Figura 4.

La modificacion generalmente se puede realizar por recubrimiento o preparando
electrodos compuestos de aglutinante de CNT. También se pueden obtener disefios de
electrodos modificados simples mediante la incorporacion de un pequefio volumen de una

dispersion de CNT sobre el electrodo de trabajo (Agui et al., 2008).
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Figura 4.

Estructura molecular de A) Oxido de grafeno y B) Nanotubos de carbono multipared funcionalizados

Nota. Adaptado de (Sigma-Aldrich, 2020)

1.4 Técnicas electroquimicas

A continuacion, se presenta la definicién de las técnicas electroquimicas que se

aplicaron en este proyecto de investigacion.

1.4.1 Ladoble capa eléctrica.

Es importante tener en cuenta en las reacciones de transferencia de electrones la
naturaleza de la interfaz electrodo / electrolito (Biotechnology, 2013). Estas reacciones se
denominan procesos faradaicos. Sin embargo, existen fendémenos interfaciales que no
implican una transferencia de carga interfacial, pero que dan lugar a corriente, llamados
procesos no faradaicos. Estos procesos estan relacionados principalmente con la formacion
de una doble capa eléctrica en la interfaz electrodo/electrolito, que estd inevitablemente

presente en cualquier potencial de electrodo dado(Mirceski et al., 2018).

La formacion de una doble capa microscopica actia como un condensador con una
capacitancia significativa debido a una distancia extremadamente pequefia entre las dos capas

con carga opuesta.
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1.4.2 Voltamperometria ciclica (CV).

La voltamperometria pertenece a una categoria de métodos electroanaliticos,
mediante los cuales se obtiene informacion sobre un analito variando un potencial y luego
midiendo la corriente resultante una oxidacién o reduccion electroquimica en el electrodo de
trabajo (Por lo tanto, se trata de una técnica Amperométrica) (Elgrishi et al., 2018). Al igual
que hay muchas formas de variar un potencial, también hay muchas formas de emplear la
voltamperometria, como: polarografia, barrido lineal, escalera diferencial, pulso normal,

pulso inverso, pulso diferencial y méas (Barker & Walsh, 1991).

La voltamperometria ciclica es una de las formas mas utilizadas para obtener
informacion sobre el potencial redox y las velocidades de reaccién electroquimica. Se
recomienda como el primer experimento que se lleva acabo para un estudio de electroquimica
por ser la técnica mas versatil para el estudio de las reacciones electrédicas (Pingarron, Jose

M. Sanchez, 1999).

La técnica consiste en aplicar un voltaje de barrido entre dos valores a una velocidad
fija. Sin embargo, cuando el voltaje alcanza V2, el barrido se invierte y el voltaje vuelve de
nuevo a V1, (Ver figura 5) (Biotechnology, 2013). La velocidad de barrido es un factor
critico, puesto que la duracion de un barrido debe proporcionar tiempo suficiente para

permitir que se produzca una reaccion quimica significativa (Grieshaber et al., 2008).
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Figura 5.

Técnica de voltamperometria ciclica. Barrido del potencial (A la izquierda) y voltamperograma
ciclico tipico (A la derecha)
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Nota. Adaptado de (Biotechnology, 2013)

Las medidas obtenidas se grafican como corriente vs. voltaje, también conocido como
voltamperograma, como se muestra en la Figura 5. A medida que aumenta el voltaje hacia el
potencial de reduccién del analito, también aumentara la corriente catodica. Al aumentar el
voltaje hacia V2 mas alla de este potencial de reduccion, la corriente disminuye, formandose
un pico por la disminucion en la concentracion del analito cerca de la superficie del electrodo.
A medida que se invierte el voltaje para completar el barrido hacia V1, la reaccién comenzara
a reoxidar el producto de la reaccion inicial. Esto produce un aumento en la corriente anddica
en comparacion con el barrido directo, formandose un segundo pico a medida que el barrido

continda hacia V1 (Elgrishi et al., 2018; Grieshaber et al., 2008).

1.4.3 Cronoamperometria (CA).

Es también una técnica amperométrica, en la aplicacion de uno o varios saltos de
potencial al electrodo de trabajo y se mide una corriente de estado estable en funcién del
tiempo. Las alteraciones en la corriente surgen de la expansion o reduccion de la capa de

difusion en el electrodo (Grieshaber et al., 2008).
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1.4.4 Voltametria de onda cuadrada (SWV).

Se caracteriza por ser una técnica rapida comparada con otras técnicas
voltamperométricas (Alves Ferreira, 2016). Como en otras formas de voltamperometria de
pulsos, el electrodo se lleva a través de una serie de ciclos de medicidn; sin embargo, no hay

renovacion de la capa de difusion entre ciclos.

En la Figura 6 se pueden ver los pardmetros principales. La onda cuadrada se
caracteriza por una altura de pulso (Pulse height), AE,, medida con respecto al escalon
correspondiente de la escalera, y un ancho de pulso t,. Alternativamente, el ancho del pulso
se puede expresar en términos de la frecuencia de onda cuadrada, f = 1/2t,. La escalera tiene
un incremento de barrido (Step height) AEs al comienzo de cada ciclo; por tanto, la velocidad

de barrido se expresa como v = AEs/ 2t, = f AEs (Bard & Faulkner, 2001).

La corriente es medida durante intervalos de tiempo muy cortos en la parte final de
la onda positiva, lfor, que esta en la direccion del barrido de la escalera a un tiempo
determinado, y en la parte final de la onda negativa, Irev, a 0tro tiempo con direccion opuesta.
Ademads, se puede construir otra curva voltamperométrica restando los valores
correspondientes de corriente (lfor Y lrev), denominados corriente neta (Al). En consecuencia,
el resultado de una sola pasada de SWV son tres voltamperogramas (lfor, lrev, Al) (Mirceski
et al., 2018). La corriente neta representa un voltamperograma de onda cuadrada tipico.
Durante muchos ciclos, la forma de onda es una onda cuadrada bipolar superpuesta a la

escalera, dando lugar al nombre del método (Bard & Faulkner, 2001).
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Figura 6.

Técnica de voltamperometria de onda cuadrada. Aplicacidn de un ciclo de potencial (a la izquierda)
y voltamperograma de onda cuadrada tipico (a la derecha)

(Z&Ip. Efp)
Ifor &
.V 4 Im‘l
S | Y- I
I
Esw ‘2 £
= \ ) ¥
5 N% T = ¥
= 4 L L] — x
2 72 D g 1) 8 /
E N
q_tp _\ksw o

Irev

Tiempo Potencial

Nota. Adaptado de (Mirceski et al., 2018)

1.4.5 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

Esta técnica comparada con las mencionadas anteriormente, el enfoque es distinto, el
trabajo de la teoria es interpretar los valores equivalentes de resistencia y capacitancia en
términos de fendmenos interfaciales (Bard & Faulkner, 2001). La EIS es util para caracterizar
y monitorear todo tipo de reacciones electrodicas, dadas por los cambios en las propiedades
eléctricas que surgen de los eventos de biorreconocimiento de las superficies de los

electrodos modificados (Gonzalez Garcia, 2015).

A condiciones de equilibrio, la técnica no es destructiva. La EIS generalmente se
mide aplicando un potencial de corriente alterna a una celda electroquimica y midiendo la
corriente a través de la celda (Gramy Instruments Inc., 2014). La impedancia “Z” de un
sistema, se obtiene a partir de la medida de la corriente generada como respuesta a la
aplicacion de una perturbacion sinusoidal del voltaje con una pequefia amplitud y frecuencia

angular de variacion, o, que estén relacionadas con las propiedades de dichos materiales
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(Olaya & Ulises, 2018). A partir de las mediciones de desfase y de amplitud de la respuesta,
mediante una expresion analoga a la Ley de Ohm, se puede calcular la impedancia del sistema

como:

_E(t)_ Eqcos(w - t) B cos(w ' t)
T 1) Iycos(wt—¢@)  “°cos(w-t — )

(E.1.1)

Donde E, es el potencial, I, la intensidad, w es la frecuencia y ¢ es el desfase.
Ademas, por medio de una serie de arreglos aritméticos, empleando la expresion de Euler, es
posible expresar la impedancia en términos de numeros complejos, quedando de la forma
(Vazquez Gutierrez, 2007):

E(t)

=10

= Zyexp(jo) = Z, (cose +jsing) = Zr + jZi (E.1.2)

Z=27+jz" (E.1.3)

De acuerdo con la ecuacion E.1.3, la expresion para Z (o) se compone de una parte
real y otra imaginaria, trazandose la parte real en el eje X y la parte imaginaria en el eje Y,
representados en un "Diagrama de Nyquist". La Figura 7 muestra un ejemplo de este tipo de
gréficas, donde el eje Y es negativo, y también, que cada punto del gréfico es la impedancia
a una frecuencia aplicada. Respecto al eje x se pueden interpretar los datos como valores de
baja frecuencia los que estan al lado derecho del grafico y los de alta frecuencia en el lado

izquierdo.
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Figura 7.

Técnica de Espectroscopia de impedancia electroguimica. Diagrama de Nyquist (A la izquierda) y
Circuito equivalente de Randles
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Nota. Adaptado de (Diard, Gorrec, & Le Montella, 2013)

La interpretacion de los espectros de impedancia se basa en la seleccién de un modelo
eléctrico que se ajuste a los datos experimentales.
Entre los circuitos mas utilizados para modelizar los fendmenos interfaciales es el circuito de
Randles, el cual estd conformado por una resistencia en serie a un circuito que incluye un
condensador (C) en paralelo con una resistencia (R2) més el término de Warburg. El espectro
inicia en R1 representa la resistencia a la solucion, y el punto final a la suma de R1 y R2,
donde R2 es la resistencia a la transferencia de carga entre la solucion y la superficie del
electrodo. El valor de C es el valor de la capacitancia de la doble capa obtenido del valor
méaximo de impedancia imaginaria (Ocafia Tejada, 2011). En cuanto la impedancia de
Warburg que depende de la difusion de los iones desde el seno de la disolucion hacia la
interfase del electrodo, representado en la pendiente que se origina al final del semicirculo
(Gonzélez-Carrato, 2015). En resumen, depende de la complejidad del sistema

electroquimico estudiado, el circuito equivalente constara también de mayor complejidad.



2. Estado Del Arte

Los primeros estudios reportados sobre biosensores electroquimicos fueron en 1956.
Fue a partir del afio 1995 que surgieron los biosensores electroquimicos basados en ADN.
De esta manera, se parte de conocer que el estudio de biosensores se ha venido estudiando
de forma activa en las Gltimas décadas. Segun la base de datos Scopus a la fecha se han
publicado alrededor de 2490 documentos relacionados con los biosensores electroquimicos
basados en ADN como se puede ver en la grafica de la Figura 8, la cual se encuentra
distribuida en tres etapas. En la etapa | se estudiaba la forma de poder emplear mayor cantidad
de ADN de bacterias a la hora de deteccion por medio de la técnica de PCR para la deteccion
directa de bacterias. También se estudiaba la sefial de oxidacion de las guaninas presentes en
las sondas inmovilizadas una vez que ocurria el proceso de hibridacion. El problema era la
baja sensibilidad de los ensayos en muestras reales a la hora de detectar una bacteria objetivo

en medio de una matriz acuosa con diferentes microorganismos (Elgrishi et al., 2018).

En la segunda etapa (2002 - 2009) los nanomateriales, particularmente las
nanoparticulas de metal y materiales semiconductores, se convierten de gran interés como
indicadores de hibridacion y por otra parte se abre paso al desarrollo de biosensores con
deteccion indirecta a partir de indicadores electroquimicos (Lee, 2008). En la tercera etapa
(ultimos 10 afios) se ha venido trabajado en el disefio y fabricacion de biosensores
electroquimicos eficientes basados en nanoestructuras de carbono como nanotubos de
carbono, grafeno, 6xido de grafeno y nanodiamantes (P. Abdul Rasheed & Sandhyarani,
2017), debido gue se estan volviendo cada vez mas utiles como plataformas de biodeteccion

electroquimica.
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Figura 8.

Tendencia de las publicaciones de biosensores basados en ADN tomando como referencia la base de
datos Scopus
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Los biosensores basados en ADN han revolucionado los métodos de analisis debido
a su estabilidad y bajo costo para la fabricacion de nuevos dispositivos en nanotecnologia
(Tiwari, Singh, Pandey, & Sumana, 2015). Se basa principalmente, en que un ADN
monocatenario (SSDNA), sirve como elemento de reconocimiento al ser inmovilizado sobre
una superficie conductora. Después una muestra se introduce a la superficie del sensor,
ocurriendo el proceso de hibridacion si contiene la hebra complementaria de ADN, formando
finalmente la doble hélice de ADN. De esta forma va a ocurrir un cambio en la intensidad de
corriente respecto al indicador electroquimico que se esté empleando. El ferrocianuro es de

los indicadores redox mas utilizados debido a su alta actividad electroquimica.

Como se menciono anteriormente, la deteccién electroquimica de ADN se clasifica
en dos formas: directa e indirecta. La siguiente tabla presenta un resumen de publicaciones

sobre biosensores electroquimicos basados en ADN para la deteccion de algunos
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microorganismos patogenos. Por otra parte, la Tabla 1 también muestra informacidn acerca
de las técnicas electroquimicas mas empleadas para la deteccion y cuantificacion de

microorganismos; y finalmente el limite de deteccion que alcanza cada dispositivo.

Tabla 1
Resumen de estudios realizados en la deteccion de patdgenos por medio de biosensores
electroquimicos

Analito Técnicas Limite de Autores
electroquimicas  deteccion.
E. coli DPV 1x10°0 M (Tiwari et al., 2015)
E. coli O157H7 EIS 2 CFU/mL (Barreiros dos Santos
etal., 2013)
E. coli O111 EIS, SWV 112 CFU/mL (Luo etal., 2012)
Salmonella EIS 3 CFU/mL (Ma et al., 2014a)
S. typhimurium DPV 28 CFU/mL (Pei etal., 2017)
H. pylori. DPV 27 pM (Hajihosseini,

Nasirizadeh, Hejazi,
& Yaghmaei, 2016)

S. Aureus EIS, DPV 3.17 x10" M  (Abdalhai et al., 2014)
Streptococcus SWV 0.093 (Jinping Wang,
pneumoniae CFU/mL Leong, Leong, Kuan,
& Leong, 2017)
Aeromonas SWV 2ug/cm?® (Ligaj, Tichoniuk,
hydrophila Gwiazdowska, &
Filipiak, 2014)

2.1 Los nanomateriales y sus potenciales aplicaciones en sistemas de deteccion

electroquimica

Los avances de la nanotecnologia en los ultimos afios han tenido un gran crecimiento
desde que se descubrid que las propiedades de los materiales a escala nanométrica tales como
térmicas, eléctricas, Opticas, mecanicas y bioldgicas son diferentes a las propiedades que
tienen los materiales a escala microscopica. La morfologia es otro aspecto que los hace

particulares. Para evaluar su comportamiento se debe tener en cuenta factores como el
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tamafio, la forma, estructura cristalina, composicion quimica, entre otros (Bravo Segura,

2017).

Los nanomateriales han tenido gran influencia en el desarrollo de los biosensores
sobre todos sus componentes, desde el elemento de reconocimiento hasta el procesamiento
de la sefial con el fin de obtener dispositivos més selectivos y sensibles (Erdem, 2007). Entre
los nanomateriales mas empleados en los biosensores se ha enfocado en los nanotubos de
carbono y el grafeno y por otro lado en las nanoparticulas de oro (AuNps). Cada hanomaterial
tiene propiedades Unicas, pero en particular, su alta &rea superficial, su reactividad y la
transferencia rapida de electrones heterogéneos los convierten en materiales interesantes para
aplicaciones de deteccion electroquimica (Palchetti & Mascini, 2012). A continuacién, se

presenta informacion especifica de cada uno de estos nanomateriales.

Las nanoparticulas de oro se caracterizan por presentar propiedades o&pticas,
eléctricas, cataliticas y biocompatibles. Por otra parte, puede inmovilizar sondas de ADN
monocatenario, modificado con tiol, generando asi una capa autoensamblada, que pueda

hibridar la secuencia complementaria (Carrascosa et al., 2014).

La electrodeposicion quimica es uno de los métodos mas empleados en la obtencion
de nanoparticulas de oro sobre sustratos conductores principalmente porque permite el
control del tamafio y distribucion de las nanoparticulas por medio de la variaciéon del
potencial, tiempo de electrodeposicion o concentracion de la solucion (Abdalhai et al.,
2014)(Drahansky et al., 2016). El primer paso en la sintesis electroquimica de AuNps es la
reduccion electroquimica de la sal de AuCls, luego la formacion de ndcleos de oro sobre la

superficie, y finalmente el crecimiento de las nanoparticulas (Tonelli, Scavetta, & Gualandi,
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2019). Varios estudios se han realizado en la sintesis de AuNps (El-deab, Sotomura, &

Ohsaka, 2005; Etesami, Karoonian, & Mohamed, 2011; Viet & Takamura, 2016).

El grafeno es un atomo bidimensional con propiedades como alta conductividad
térmica y eléctrica debido al pequefio espesor de la capa que se compone y gran area
superficial. Ademas, permite la integracion de nanoparticulas metalicas en el mejoramiento
de las propiedades de los biosensores (Hernandez & Ozalp, 2012). Por su naturaleza
hidrofobica el grafeno tiende a aglomerarse irreversiblemente debido a las fuertes
interacciones z entre las lAminas. Una solucion a esto es la funcionalizacion del grafeno por
métodos covalentes o no covalentes (Rodriguez, Tutor, Jarque, Supervisora, & Segarra
Ferrando, 2015). El resultado es la obtencion de 6xido de grafeno (GO) que consta de una
parte hidrofébica, que conforma la estructura bésica del grafeno, y de una parte hidrofilica
formada por grupos oxigenados, como hidroxilos, epoxidos, carbonillos y carboxilos. La
presencia de tales grupos funcionales lo vuelve un material versatil para una gran variedad
de aplicaciones (Bravo Segura, 2017). En el caso de los biosensores a base de electrodos con
oxido de grafeno permite mejorar su eficiencia por medio de una transferencia de carga
superior puesto que conduce corrientes mas grandes y mejora la relacion de sefial-ruido

(Thangamuthu, Hsieh, Kumar, & Chen, 2019).

Acerca de los nanotubos de carbono, poseen un amplio rango de aplicaciones debido
a sus propiedades tales como conductividad térmica y eléctrica, estabilidad, resistencia
mecanica y la capacidad de interactuar con una variedad de analitos debido a su gran area
superficial por medio de la adsorcién de moléculas y biomoléculas sobre superficies
modificadas con estos. Se pueden distinguir de dos tipos: multipared o de pared simple.

Debido a su naturaleza altamente hidrofoba, producto de las interacciones n- © entre los
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anillos aromaticos lo hacen insolubles por lo que se requiere de la funcionalizacion de su
estructura para su dispersion en soluciones acuosas. La literatura reporta distintos solventes
como agentes dispersantes de estas nanoestructuras (Espinosa, Ortiz-Trujillo, Carlos-
Cornelio, Zapata-Hernandez, & Hoyos-Palacio, 2017; Jagadish, Srikantaswamy, Byrappa,
Shruthi, & Abhilash, 2015; Ozkan-Ariksoysal et al., 2017a; Sun, Liu, & Chen, 2010; Taylor,
Hilding, Grulke, Zhang, & Lockwood, 2011). Como resultado se obtienen nanotubos
funcionalizados con nuevas propiedades como solubilidad en agua y biocompatibilidad

(Sadegh & Shahryari-ghoshekandi, 2015).

Continuando con la basqueda en la literatura a continuacion se presenta informacion

de diferentes estudios en el disefio de biosensores basados en estos tipos de nanomateriales.

Zhu et al, desarrollaron un aptasensor basado en la electrodeposicién de AuNps sobre carbdn
vitreo con deposicion de 6xido de grafeno con NH> reducido para la deteccion de moléculas
de ATP. En este estudio se comparo0 la actividad electroquimica de la AuNps al comparar
aptasensores con AuNps sintetizadas por electrodeposicidén quimica y por inmersion. Por
medio de voltamogramas ciclicos en solucion buffer de PBS con pH 7.0 se observé que los
picos caracteristicos por parte de la sintesis de AuNps por inmersion luego de varios ciclos
el pico desaparecia practicamente, lo que indica que las AuNps adsorbidas sobre el electrodo
son inestables. Mientras en el caso de las AuNps sintetizadas por electrodeposicion
exhibieron una excelente actividad electroquimica al producir una sefial electroquimica
amplificada, que puede usarse como una sonda redox para la deteccion electroquimica de

ATP o moléculas con bajo limite de deteccién (Zhu, Liu, Yang, & Liu, 2015).

Shahrokhian et al, desarrollaron un biosensor con nanotubos de carbono de paredes

multiples y nanoparticulas de oro para la deteccion de tinidazol. En este caso, realizaron un
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estudio de la solucion buffer utilizada para las mediciones electroguimicas, variando el pH
de 3.0 hasta 8.0, siendo el pH 7.0 el que permite obtener picos maximos catodicos. Ademas,
presentan valores de medidas por cada modificacion del electrodo de trabajo del biosensor,
en donde el mayor valor de intensidad de corriente (50A) se alcanza cuando esta modificado
con los nanotubos de carbono de paredes maltiples y nanoparticulas de oro (Shahrokhian &

Rastgar, 2012).

Wang et al, investigaron la posibilidad de usar 6xido de zinc para la fabricacion de
aptasensores electroquimicos, empleando nanocables de zinc, nanotubos de carbono y
nanoparticulas de oro sobre electrodos de carbono vitreo para mejorar la sensibilidad del
mismo, en el cual obtuvieron un aptasensor capaz de detectar cuantitativamente el ADN
objetivo en un rango de 1x107® hasta 1x10”" M, por medio de medidas de voltamperometria
de pulso diferencial y utilizando [Ru(NHs)s]** como indicador electroquimicos, exhibiendo
excelente reproducibilidad y estabilidad, y por otra parte en cuanto a la selectividad detectd
cadenas no complementarias del ADN objetivo (Jie Wang, Li, & Zhang, 2010). Esto ultimo,
da indicio de que el biosensor a pesar de que puede detectar el ADN objetivo puede detectar
también el mismo ADN con cambio en algunas de sus bases nitrogenadas, que puede ser una
ventaja por el hecho de detectar diferentes ADN objetivo o0 desventaja si s0lo se desea como

tal la hebra complementaria del elemento de reconocimiento.

Ma et al construyeron un biosensor electroquimico basado en aptameros para la
deteccion de Salmonella entérica serovar Thphimurium. Emplearon electrodos de carbén
vitreo con 6xido de grafeno y nanoparticulas de oro e inmovilizaron el aptamero de cadena
sencilla tiolado. La cuantificacion se realiz6 por la técnica de espectroscopia de impedancia

electroquimica, en el rango de 2.4-2.4 x 10° CFU/mL la concentracion del microorganismo
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exhibi6 una relacion lineal con la impedancia y el limite de deteccién fue de 3 CFU/mL. Los
resultados mostraron que, al adicionar mas Salmonella al sistema de reaccion, la corriente
entre el electrodo y electrolito decrecia, lo que significa un aumento gradual de la impedancia

y alta sensibilidad del dispositivo (Ma et al., 2014b).

Ozkan et al, propusieron la aplicacion de ADN cubierto de nanotubos de carbono de
paredes multiples por apilamiento para la deteccion de E. coli a partir de muestras reales de
PCR, con un tipo de medicion directa a partir de la guanina presente en las secuencias de
nucle6tidos sintéticos. El aptasensor logré detectar ADN de E. coli en un tiempo de deteccion
de 20 min con 0,5 pmol de limite de deteccion en 30 pL de muestra de volumen (Ozkan-

Ariksoysal et al., 2017).

Housaindkht et al, propusieron un aptasensor electroquimico de marcador libre,
basado en una corriente de respuesta derivada del azul de metileno como indicador para
detectar E. coli O157:H7, por medio de la técnica de voltametria de pulso diferencial. En este
caso, la forma de inmovilizar el aptamero fue por medio de las interacciones de apilamiento
n-1 entre las bases de los &cidos nucleicos con nanotubos de carbono de pared simple. El
aptasensor logré detectar el ADN objetivo y recalcan que, el dispositivo por su sensibilidad
podria ser aplicado para otros ADN objetivo de deteccidbn en muestras de aguas

(Housaindokht et al., 2018).

También se reportan diversos estudios de biosensores basados con nanotubos de
carbono, 6xido de grafeno y 6xido de grafeno reducido, en los cuales se estudia la deteccion
de otros analitos y distintos indicadores redox; como células cancerigenas (Feng, Lu, Dong,

Ling, & Zhang, 2013), adenosina desaminasa (Taranejoo & Moghri, 2014), peréxido de



DISENO DE BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS CON NANOMATERIALES 35

hidrogeno (Li et al., 2017). Cabe resaltar de estas investigaciones la novedosa modificacion

de la superficie de los sensores.

Eissa et al, desarrollaron una comparacion en el rendimiento de aptasensores
modificados con distintas formas del carbono como grafeno, oxido de grafeno, nanotubos de
carbono de pared simple y nanofibras de carbono con el fin de estudiar el efecto de estas
nanoestructuras sobre electrodos serigrafiados por medio de voltamogramas ciclicos
empleando la dupla redox de ferrocianuro de potasio. Este estudio tenia como fin obtener
informacion sobre el efecto de cada nanoestructura de carbono en la inmovilizacion de
aptameros por adsorcion fisica, de cual encontraron que el aptasensor con mejor respuesta
electroquimica y selectividad fueron los nanotubos de pared simple (Eissa, Almusharraf, &

Zourob, 2019).

En el caso del panorama nacional sobre el desarrollo de biosensores se encontraron

los siguientes estudios (Ver Tabla 2).

Tabla 2
Estudios realizados a nivel nacional relacionados con biosensores electroquimicos

Titulo Resumen Autores
Construccion de un Por medio de voltametria ciclica,
electrodo enziméatico  voltametria de pulso diferencial vy

para la optimizaciony amperometria realizaron curvas de (Castillo,
disefio de biosensores calibracion para la deteccion de glucosa. 2009)
y celdas de

biocombustible

Desarrollo y Se basa en la electropolimerizacion de
caracterizacion de un peliculas compuestas por polipirrol vy
sensor basado en nanotubos de carbono funcionalizados

g . Ximena,
nanoestructuras de sobre un eletrodo de grafito, a partir de esta (\/elasco
carbono contenido en  se siguieron modificando los electrodos con Ximena &

polimeros conductores mas compuestos. Finalmente, el objetivo
para aplicaciones fue estudiar sensores con
dseas. electropolimerizacion en la deteccion de
proteina BSA contenida en bufer de PBS,

Velasco, 2017)
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con el fin de encontrar muestras que podrian
poseer propiedades especificas para una
aplicacion como biosensor.

Desarrollo de un
biosensor basado en
electrodos de
nanotubos de carbono  Desarrollé un biosensor para la deteccion de
modificados con TCS con rango lineal entre la sefial de
peroxidasa de pasto  corriente y la concentracion de TCS de 20-
guinea (Panicum 80 uM.
maximun) para la
determinacion de
triclosan (TCS)

(Orduz, 2017)

Biosensor para la Gold nanoparticle/DNA-based (Cajigas,
deteccion dgl Zika nanobioconjugate for electrochemical Alzate, &
' detection of Zika virus Orozco, 2020)

Se puede concluir que el desarrollo de biosensores electroquimicos basados tanto en ADN
como en otros elementos de reconocimiento ha sido favorable en el avance por encontrar
alternativas de medicién de patdgenos y otras moléculas de interés. También cabe resaltar la
importancia de los nanomateriales por sus propiedades conductoras sobre las superficies de
los electrodos que funcionaran como biosensores. Si bien se han reportado diferentes
biosensores electroquimicos modificados con nanoestructuras de carbono tales como
nanotubos de carbono, Oxido de grafeno, entre otros nanomateriales; pocas publicaciones
estan relacionadas con el efecto de cada nanomaterial o la sinergia entre ellas sobre la sefial
electroquimica. Aunque si se han realizado estudios comparando el efecto entre el éxido de
grafeno y los nanotubos de carbono se ha realizado para biosensores dpticos o con otro
elemento de reconocimiento (Yang et al., 2010; Zheng et al., 2013). EIl siguiente estudio
aporto a esta informacion, sobre el efecto de los nanomateriales (nanoestructuras de carbono
y nanoparticulas de oro sobre electrodos serigrafiados) con relacion al transporte eléctrico

observado por técnicas electroquimicas.
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3. Obijetivos

3.1 General

- Estudiar el efecto de nanoestructuras de carbono y nanoparticulas de oro sobre la
respuesta electroquimica del transductor y sobre la selectividad de aptameros

inmovilizados hacia la deteccién de ADN en matrices acuosas.

3.2 Especificos

- Determinar las condiciones de inmovilizacion de aptameros tiolados sobre electrodos

serigrafiados modificados con nanoparticulas de oro.

- Evaluar la influencia de nanoestructuras de carbono sobre la respuesta electroquimica

de electrodos serigrafiados

- Analizar parametros de deteccion del biosensor electroquimico frente al

reconocimiento de ADN en matrices acuosas.
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4. Esquema Metodologico

Figura 9.
Esquema general de la metodologia para el desarrollo del trabajo de investigacion
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3. Analisis de
parametros de
deteccion del biosensor
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2. Evaluacién de la electroquimico frente
influencia de al reconocimiento de
nanoestructuras de ADN en matrices
1. Determinacién de carbono sobre la acuosas.
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inmovilizacion de electrogquimica de . o
aptameros sobre electrodos Sensibilidad
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nanoparticulas de oro. nanoestructuras de « Estabilidad.
carbono
* Seleccion método de
sintesis de AUNPs « Deposicion de las
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Aptamero tioaldo carbono.
« Construccion del + Evaluacion de los

biosensor biosensores
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5. Efecto de las nanoparticulas de oro obtenidas por métodos de electrodeposicion en

la respuesta de los biosensores electroquimicos basados en ADN

Las AuNPs pueden ser obtenidas por diferentes métodos de sintesis, en una revision
realizada por Alex y colaboradores (Alex & Tiwari, 2015) presentan algunos métodos tales
como pulverizacién catddica de iones, ablacion laser, descarga de arco, radiacion UV e IR,
reduccion quimica, método Brust-Schiffrin, deposicidon electroquimica, entre otros. La
seleccién del método de sintesis apropiado es crucial para optimizar el tamafio y la forma de

las nanoparticulas; y asi ajustar sus propiedades para una aplicacion especifica dada.

La electrodeposicién ha surgido como una estrategia versatil con la ventaja de controlar el
tamafio y la distribucion de las nanoparticulas variando el potencial, el tiempo o la

concentracion de la solucion (Drahansky et al., 2016; Mohanty, 2011).

5.1 Proceso de electrodeposicion quimica de AuNPs

Para el proceso de electrodeposicion se requiere una celda electrolitica, un electrolito,
electrodos y una fuente de poder. El electrolito es la solucion electroquimica del metal que
se deposita en la superficie del catodo durante la electrolisis. Cuando una fuente de poder es
conectada a los terminales de los electrodos, el flujo de corriente fluye a travées de ellos.
Como resultado de esto, los cationes (iones metélicos M?*) son atraidos al catodo y depositado
sobre este(Mohan Mundotiya & Wahdat, 2016). La continua deposicién de los iones
metéalicos sobre la superficie del catodo forma una capa uniforme del metal por medio del
proceso de reduccidn. Las reacciones que toman lugar durante la electrodeposicion son las

siguientes:

Cétodo M%* +Ze= > M
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Anodo M —» MZ%* + Ze~

Existen dos tipos de anodos para la electrodeposicion: anodo de sacrificio y &nodo
permanente. En el primero, el material se sacrifica entregando en forma de iones metalicos
al electrolito; mientras que el segundo es un anodo inerte usado solo para completar el

circuito eléctrico, generalmente hecho de platino o carbon.

Entre los electrolitos usados para la deposicion de las nanoestructuras de oro, se destaca el
uso del complejo de cloro anionico [HAuUCI4]" en solucion clorhidrica con estado de

oxidacién +3 (Mohan Mundotiya & Wahdat, 2016).

5.1.1 Formacion de Nanoparticulas de oro de dimensional cero por electrodeposicion.

Las nanoparticulas de oro son usadas como accesorios fotoeléctricos, biosensores,
actividad electrocatalitica, etc. La electrodeposicion es una técnica versatil para sintetizar
nanoestructuras de oro sobre un sustrato conductor. En este método, la morfologia de las
nanoestructuras depositadas puede ser facilmente controladas por variaciones en el proceso
en los pardmetros de electrodeposicion tales como concentracidn del electrolito, temperatura

del electrolito, densidad de corriente, tiempo, etc (Mohanty, 2011).

El proceso de formacién de las nanoparticulas se puede describir de la siguiente
manera (Ver Figura 10). El primer paso en la sintesis electroquimica de AuNps es la
reduccion electroquimica de la sal de [AuCl4]", luego inicia el proceso de nucleacion con la
formacién de nucleos de oro sobre la superficie, la cual es més rapida al principio del proceso
de electrodeposicion. Luego de un prolongado tiempo de electrodeposicion, la superficie del

sustrato es cubierta por ntcleos de oro por lo que la formacidn de estos decrece en esta etapa.
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Finalmente toma lugar el crecimiento de estos nacleos por proceso de difusion (Tonelli et al.,

2019).

Figura 10.

Esquema general del proceso de sintesis de AuNps por electrodeposicion
Potencial de Tiempo de
reduccion electrodeposicion

HAuCl, ———— il ——— s

Precursor de oro Nucleacion Crecimiento

5.2 Proceso de autoensamblado de sondas de ADN tioladas

La inmovilizacién de sondas de ADN sobre la superficie del electrodo de trabajo para
reconocer su ADN complementario o diana por el proceso de hibridacion es un paso esencial
en la construccion de sensores electroquimico de ADN. Entre las técnicas de inmovilizacion

de sondas de ADN sobresalen los métodos de adsorcion y enlace covalente.

5.2.1 Enlace covalente entre el ADN y AuNps.

El enlace covalente ha demostrado una buena estabilidad, flexibilidad, alta fuerza de
enlace y previene la desorcion de las sondas de ADN inmovilizadas sobre la superficie del
electrodo. Ademas, este tipo de inmovilizacion brinda la orientacion vertical en donde el
extremo final de la sonda de ADN es insertado sobre la superficie del electrodo, resultando
un montaje que aumenta la eficiencia en la deteccion del ADN complementario (Pathath

Abdul Rasheed & Sandhyarani, 2017).

Para que este proceso ocurra, la sonda de ADN puede ser enlazada con grupos tiol
(S-H) en el terminal de 3’ a 5° para que se una de forma covalente al metal de la superficie

del electrodo o el grupo funcional introducido en esta. Un método de inmovilizacion de
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enlace covalente especifico es la quimisorcion, en el cual la inmovilizacién sucede entre una
sonda de ADN modificada con grupos tiol y una superficie de oro formando una monocapa
autoensamblada (SAM: self-assembly monolayer), por la fuerte afinidad que existe en la
interaccion del grupo tiol con el oro formando el enlace oro-azufre (S-Au)(Rozenblum,

Pollitzer, & Radrizzani, 2019).

Por otro lado, la quimisorcion se puede llevar a cabo con sondas de ADN sobre
nanoparticulas de oro, estrategia que ha ganado gran interés en el disefio de biosensores
electroquimicos de ADN debido al aumento del area superficial del electrodo que otorga
mayor cantidad de sonda de ADN inmovilizada (Ver Figura 12). Entre los avances
actualmente, se viene investigando con nanocompositos hibridos basados en AuNps como
nueva matriz de inmovilizacion de ADN, lo que promete amplificar la sefial electroquimica
de manera que se obtengan biosensores electroquimicos de ADN ultrasensibles para el

futuro(P. Abdul Rasheed & Sandhyarani, 2017).

Figura 11.
Esguema de sondas de ADN tiolado inmovilizadas por el método de quimisorcién

5.2.2 Tratamiento de capas autoensamabladas de ADN.

Cuando se tiene superficies de ADN inmovilizado en oro o nanoparticulas de oro por
quimisorcion, generalmente se emplean agentes de bloqueo. Entre estos el mercaptohexanol

(MCH) generalmente es muy utilizado, el cual evita interacciones inespecificas de especies



DISENO DE BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS CON NANOMATERIALES 43

presentes en la superficie del electrodo(Keighley, Li, Estrela, & Migliorato, 2008). Ademas,
otra funcion del MCH por ser una molécula muy pequefia (Ver Figura 12), actia como un
espaciador entre los receptores del biosensor orientando las sondas de ADN de forma vertical

(90°), lo que mejora la interaccidn y eficiencia con el ADN objetivo(Pardo, 2016).

Figura 12.

Esquema de la inmovilizacion de MCH actuando como agente de bloqueo y separados de los
bioreceptores

. 'Y Y ) é i 2
o\ e\ N\ *° = ® ‘0/“
'~ ADN tiolado ves MCH |

Nota. Adaptado de (X. Wang et al., 2018)

El objetivo de este capitulo fue encontrar las condiciones de inmovilizacion de
aptdmero tiolado por quimisorcion y el empleo de MCH, que permitan la construccion de un
biosensor electroquimico comparando dos métodos de electrodeposicion para la sintesis de
AuNPs: voltamperometria ciclica y cronoamperometria. Se seleccion6 el método que
permitié una amplificacion significativa en la respuesta electroquimica; empleando las
técnicas de voltamperometria ciclica, voltamperometria de onda cuadrada y espectroscopia

de impedancia electroquimica.
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5.3 Desarrollo experimental

5.3.1 Materialesy equipos.

5.3.1.1 Reactivos.

Los oligonucleétidos utilizados fueron adquiridos comercialmente en Macrogen,
pertenecen a un segmento conservado del gen ribosomal 16s rDNA de E. coli y ha sido
utilizado previamente para la deteccion de E. coli con biosensores electroquimicos (Ozkan-

Ariksoysal et al., 2017). A continuacion, se presentan las secuencias de bases:

Sonda de ADN receptor (B1lApt2): 5-Tiol-TTA CAA CCC GAA GGC C-3°

Secuencia de ADN objetivo (B1Comp): 5°-GGC CTT CGG GTT GTA A-3°

Ferricianuro de potasio (KsFe(CN)s) y Ferrocianuro de potasio (KsFe(CN)es) (<100%
adquirido de Merck). Cloruro de potasio y Cloruro de Sodio (<100 Comprado en PanReac).
Fosfato monopotasico. Fosfato dipotasico. Acido tetracloroatrico (HAUCIs-3H20) (99.9%
adquirido de Sigma Aldrich). Acido sulfarico (H2SO4) (98% comprado em PanReac). DTT,
1,4-Ditiotreitol (> 98% adquirido de Sigma Aldrich). MCH, 6-Mercapto-1-hexanol (97%
comprado en Sigma Aldrich). Flujo de nitrégeno. Agua libre de nucleasas (Invitrogen) y agua

tipo 1 (Resistividad 18.0 MQcm™).

Las soluciones stock de las sondas de ADN fueron respectivamente constituidas en
agua libre de nucleasas y almacenadas a -20°C. A partir de las soluciones stock, se prepararon
las sondas de ADN tioladas empleadas para la etapa de inmovilizacion con agua tipo 1y las

sondas de ADN objetivo en 0.1 M de solucion salina tampén fosfato (PBS) a pH 7.4.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/dttro?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/dttro?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/dttro?lang=en&region=US
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Para analizar el comportamiento de los electrodos modificados, se prepararon
soluciones tanto en agua tipo 1 como en PBS pH 7.4, entre 0.5 mM a 10 mM de K2[Fe(CN)]

con 0.1 M KCI como electrolito soporte.

Se emplearon dos marcas de electrodos serigrafiados, BVT technologies e Italsens,
cada uno con un electrodo de trabajo (WE) de 1 mm y 3 mm de didametro respectivamente.
Estos, estaban conformados por un sistema de tres electrodos: un WE y un contraelectrodo
(CE), ambos de grafito; y un electrodo de pseudoreferencia de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl) (Ver Figura 13). En el presente trabajo, todos los potenciales de trabajo estan

reportados respecto al electrodo de referencia de Ag/AgCl.

Figura 13.

Electrodo serigrafiado (SPE) y sus partes: electrodo trabajo (WE), electrodo de referencia (RE) y
contraelectrodo (CE). A) Marca Italsense y B) BVT

Conectores
eléctricos
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5.3.1.2 Equipos.
La evaluacion electroquimica de los biosensores fue realizada a temperatura ambiente

en un potenciostato marca VersaSTAT3 (Princeton Applied Reasearch) conectado a un

computador y controlado por el software VERSASTUDIO 2.60.6.

5.3.1.3 Condiciones de trabajo de las técnicas electroquimicas.

- Voltamperometria de onda cuadrada

Se utilizé una solucion 10 mM [Fe(CN)s]*"*, en 0.1 M de KCI con amplitud de 0.050
V, E step de 0.05 V en un rango de potencial de -0.4 a +0.8 V y frecuencia de 10 Hz. Para la
seleccion de estos parametros se hizo un estudio preliminar que también permitié predecir

las condiciones para la técnica de voltamperometria ciclica (Ver Anexo A).
- Voltamperometria ciclica

Se utilizé una solucion 10 mM [Fe(CN)s]**, en 0.1 M de KCI, a una velocidad de

barrido de 50 mV/s, rango de potencial de +0.7 a -0.3 V' y un ciclo de barrido.
- Espectroscopia de impedancia electroquimica.

Se utilizo una solucion de la cupla redox entre 0.5 a 5 mM de [Fe(CN)s]*"* en 0.1M
de KCI, un rango de frecuencias entre 50000 a 0.5 Hz y amplitud de 10 mV (Brosel-Oliu et

al., 2018).
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5.3.2 Sintesis de AuNps por electrodeposicion quimica.

Se prepararon soluciones de acido tetracloroaurico (HAuCl4.3H,0) a concentraciones
de 0,5y 1 mMen 0.5 M de acido sulfurico (H2SO4) como electrolito. Seguidamente se realizo

una purga de Nitrégeno durante 5 min para desoxigenar la solucion.

Antes de realizar la sintesis se aplicaba una voltamperometria ciclica en una solucion
0.5 M de acido sulfurico (H2SO4) en un rango de potencial de +0.7 - -0.1 V durante tres ciclos
con el fin de activar la superficie del electrodo de trabajo. Después, se depositaban 100 pL

de la solucién sobre los electrodos serigrafiados bajo las condiciones a investigar.

5.3.2.1 Potencial de reduccion del Oro.

Inicialmente se determind el potencial de reduccion al cual se da la formacion de oro
sobre los electrodos modificados. Para lograr esto, se realiz una voltamperometria lineal al
electrodo en una solucion con 0.5 M de H2SO4 como blanco y luego en una solucion que
contenia el precursor de oro a un rango de potencial entre 0 a +1.0 V vs Ag/AgCl a una
velocidad de barrido de 50 mV/s. De esta manera, se encontrd el rango de potencial de
reduccion del precursor de oro para proceder con la sintesis de las AuNps por medio de las

técnicas de voltamperometria ciclica y cronoamperometria.

5.3.2.2 Voltamperometria ciclica.

Se evaluaron los siguientes parametros:

- Velocidad de barrido
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Se ajustd un rango de potencial fijo entre +0.6 a -0.2 V, estudiando las velocidades

de barrido presentadas en la Tabla 3.

Tabla 3

Estudio de la velocidad de barrido para sintesis de AUNPs
Muestra Velocidad de barrido [mV/s]
SPE/Aul 25
SPE/Au2 50
SPE/Au3 100

- Concentracion del precursor de oro

Se estudiaron dos concentraciones del precursor de oro a un rango de potencial de

+0.6 a2 -0.2 V con la velocidad de barrido seleccionada de 50 mV/s (Ver Tabla 4).

Tabla 4

Estudio de la concentracidn del precursor de oro
Muestra Concentracion Au [mM]
SPE/Aul 0.5
SPE/Au2 1

- Rango de potencial

Se fijo una concentracion del precursor de oro a 1 mM y velocidad de barrido de 50
mV/s. Para el estudio del rango de potencial, primero se dejé constante el potencial inicial,
variando el final; y luego en viceversa. Las variaciones del rango de potencial estudiadas se

presentan en la Tabla 5.

Tabla 5
Estudio del rango de potencial para la sintesis de oro

Muestra Rango de potencial [V]
SPE/Aul +0.6 - -0.2
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SPE/Au2 +0.5 - 0.2
SPE/Au3 +0.4--0.2
SPE/Aud +0.6 - 0

SPE/AUS +0.6 - 0.1

- Numero de ciclos de barrido

Ademas, se estudio la variacion del numero de ciclos de barrido de potencial (Ver

Tabla 6) entre uno y dos ciclos, con las condiciones definidas de los anteriores parametros.

Tabla 6

Estudio del rango de potencial para la sintesis de oro
Muestra Numero de ciclos
SPE/Aul 1
SPE/Au2 2

5.3.2.3 Cronoamperometria.

Las variables para la sintesis de las AuNPs fueron el potencial y tiempo de
electrodeposicion (Ver Tabla 7), para analizar cual condicion favorecera la inmovilizacién

de la concentracion de aptameros, teniendo en cuenta la respuesta de la sefial electroquimica.

Tabla 7
Estudio de los parametros de la técnica de cronoamperometria para sintesis de AUNPs

Condiciones
Muestra - -
Potencial [ V] Tiempo [s]

SPE/Aul 0.15 50
SPE/Au2 0.05 50
SPE/Au3 -0.05 50
SPE/Au4 0.05 10
SPE/AuU5 0.05 100

SPE/Au6 0.05 500
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5.3.2.4 Caracterizacién de los electrodos modificados SPE/AuNPs.

Los electrodos modificados con AuNps fueron caracterizados superficialmente de
forma cualitativa mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Asimismo, de forma
cuantitativa se utilizo el software Image J 1.52a para estudiar el tamafio de particula, la
densidad de particula y el porcentaje de recubrimiento en un area de 7.55 pm? de la superficie
analizada por SEM. El error fue calculado tomando tres zonas diferentes de cada
micrografia. Ademas, se utilizaron los voltamperogramas y cronoamperogramas de sintesis
correspondientes de cada método para determinar la carga acumulada y masa depositada de

oro.

5.3.2.5 Seleccién del método de sintesis de AUNPs para la construccion del biosensor.

En esta actividad, se estudio las condiciones seleccionadas de cada método de sintesis
de AuNPs con la inmovilizacion de 10 nM de sonda de aptamero tiolado durante 1h. Una vez
modificado los electrodos se tiene la conformacidn de los biosensores (el transductor més el
receptor). Posteriormente, se realizd la evaluacion con la deteccion de 30 nM de sonda
complementaria durante 1h. Finalmente, se seleccion6 el método de sintesis de AuNPs para

las siguientes etapas.

5.3.2.6 Definicidn de las condiciones de inmovilizacién del receptor.

- Optimizacién de la concentracién

Para la optimizacion de la concentracion de aptamero tiolado, se evalud el rango entre

10 nM a 1000 nM de sonda de aptamero tiolado con el fin de encontrar su punto de saturacion.
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Para asegurar la inmovilizacion de la sonda sobre las AuNPs por el método de

quimisorcion se empled el agente reductor DTT.

Para que ocurra la reduccion del enlace disulfuro del aptdmero tiolado se debe guardar
una relacion de concentracion molar ADN:DTT de 1:10 y aplicar un tiempo de incubacion
de 1h (Liang, Canoura, Yu, Alkhamis, & Xiao, 2018; Sigmaaldrich, 2018; Jinping Wang et

al., 2017).
- Tiempo de inmovilizacion
Los tiempos de inmovilizacion estudiados fueron 2, 4 y 16h.
- Inmovilizacién de Mercaptohexanol (MCH)

Una vez se realiz6 la inmovilizacion de la sonda tiolada, se adiciono al electrodo una
solucion de mercaptohexanol que permitid la reorientacion de las sondas y bloqueo de
especies inespecificas. Como pruebas preliminares se estudié la concentracion del MCH con
ADN, a partir de la relacion molar ADN:MCH 1:1000 (Gao, Zhang, Guo, Qi, & Zhang, 2011,
Luo et al., 2013) con un tiempo de inmovilizacion de 1h (Ver Anexo B). De lo anterior, se

definid el tiempo de inmovilizacion y se estudiaron mas relaciones ADN:MCH mostrados en

la Tabla8.
Tabla 8
Variacion de la relacion ADN:MCH
Muestra Relacion ADN:MCH
1 1:100
2 1:10
3 1:1

Volumen de la solucion inmovilizada: 5 puL
Tiempo de Inmovilizacion: 5 min
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- Deteccion de la sonda complementaria: Hibridacion.

Para la deteccion del ADN objetivo o sonda complementaria, se sumergio el
biosensor bajo una solucién tampén de PBS 0.1 M pH 7.4 con 5 mM de MgCl; a una
concentracion determinada de la sonda de ADN complementario. Esta solucién se emple6
debido a que el MgCl. otorga estabilidad a las hebras de ADN formadas y permite mayor
estabilidad por mas tiempo (Springer, Sipova, Vaisocherova, Stepanek, & Homola, 2010).
Cada muestra se dej6 durante 35 min a temperatura ambiente. Después se realizé un lavado
con agua para remover el ADN complementario no hibridado y finalmente un secado con

flujo de nitrogeno.

5.3.3 Caracterizacion electroquimica del biosensor construido.

Definidas las condiciones para el disefio del biosensor, cada modificacion del
electrodo se estudio por las técnicas de voltamperometria ciclica (CV), voltamperometria de

onda cuadrada (SWV) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

En el caso de las técnicas voltamperométricas, para los voltamperogramas ciclicos se analiz6
los cambios de intensidad de corriente y el delta de potencial entre los picos caracteristicos

por cada modificacion del electrodo.

Para los voltamperogramas de onda cuadrada se analizaron los cambios en la

intensidad de corriente, normalizando los valores con la siguiente ecuacion:

Iy—1
Iy

Al = (E.5.1)

Donde,
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lo= Valor de intensidad de corriente maxima de la sefial anterior a la deteccién de sonda

complementaria.

I= Valor de intensidad de corriente maxima de la sefial después de la deteccidn de la sonda

complementaria.

Por otro lado, los resultados fueron presentados en densidad de corriente, dado que

se utilizaron dos areas diferentes del electrodo de trabajo (Immy 3 mm).

Para complementar los analisis de las técnicas voltamperométricas se empled la
técnica EIS, la cual permitié establecer los cambios en las propiedades de la superficie del
electrodo, mediante una relacion entre la impedancia real Z’ contra la impedancia imaginaria
7’ utilizando los diagramas de Nyquist. Para la interpretacion de los diagramas de Nyquist
fue necesario seleccionar un modelo eléctrico apropiado que se ajuste a los datos
experimentales, proporcionando informacion especificamente de la resistencia a la
transferencia de carga, que es el pardametro relacionado con las modificaciones realizadas al

electrodo.
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5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Sintesis de AuNPs.

5.4.1.1 Potencial de reduccion de Au.

Figura 14.

Voltamperogramas lineales de A) 05 M de HSOs;, B) 1 mM de HAuCl; en 05 M
de H,SO4 para la sintesis de AuUNPs
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Inicialmente se determinG el potencial de reduccién de oro a partir de una
voltamperometria lineal como se muestra en la Figura 14, con un rango de potencial entre +1.0
a -0.2 V (La flecha indica el sentido del barrido, el cual se dio de la misma forma en los
voltamperogramas ciclicos posteriores). Se pueden observar dos voltamperogramas lineales,
uno en solucién de H.SO4 como electrolito (A), mientras que el otro contiene 1 mM de HAUCI4
(B), donde se forma un pico catddico en el valor de potencial de 0.2 V vs Ag/AgCl debido a la
reduccion de Au(l1l) a Au(0) (Etesami et al., 2011). De acuerdo con este resultado, la aplicacion
de potenciales mas negativos que +0.2 V favoreceran termodinamicamente la reduccién del

precursor de oro y, por tanto, la electrodeposicidon de nanoparticulas de oro sobre el electrodo
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de trabajo. Con base en este resultado se evaluaron diferentes condiciones para la sintesis de

AUNPs por voltamperometria ciclica y cronoamperometria.

5.4.1.2 AuNps sintetizadas por voltamperometria ciclica.

- Velocidad de barrido

En este caso se puede observar que existe una dependencia directa entre la velocidad de
barrido empleada y la corriente que se alcanza (Ver Figura 15). Esto ocurre debido a que la capa
de difusién que se forma sobre la superficie del electrodo crecerd mas lejos para velocidades de
barrido lento comparado con las de barrido rapido (Biotechnology, 2013). En el caso de la
velocidad de barrido de 25 mV/s, se alcanza una intensidad de corriente mas baja que los
voltamperogramas con velocidad de barrido de 50 y 100 mV/s. Sin embargo, al aplicar una
velocidad de barrido alta, se afecta el proceso de reaccion del electrodo-electrolito, debido a que
no existe mayor interaccion en esta interfaz (Elgrishi et al., 2018) y como consecuencia no se
definieron los picos de reduccion. Por lo tanto, se seleccioné la condicion de 50 mV/s para los

experimentos posteriores.

Figura 15.
Voltamperogramas ciclicos variando la velocidad de barrido a A) 25 mV/s, B) 50 mV/s 'y C) 100 mV/s;
en 1 mM de HAuCl, con 0.5 M de H2SO4 para la sintesis de AUNPs
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En la Figura 16 se presenta las micrografias SEM de las nanoparticulas de oro obtenidas
por la variacion de la velocidad de barrido. Para la condicion de 25 mV/s la cantidad de
nanoparticulas es menor gque en los otros casos. Cabe resaltar que la variedad de tamafios de las
nanoparticulas se relaciona con lo analizado en los voltamperogramas, puesto que a 100 mV/s
se tiene menor homogeneidad.

Figura 16.

Micrografias SEM (12000X) de las AuNPs obtenidas por voltamperometria ciclica variando la
velocidad de barrido a A) 25 mV/s, B) 50 mV/s'y C) 100 mV/s; en 1 mM de HAuCl4 con 0.5 M de H,SO4

- Concentracion

En cuanto al estudio de la concentracion se encontré en los voltamperogramas (Ver
Figura 17), una relacion directamente proporcional entre la concentracidn del precursor de oro
y la intensidad de corriente del potencial de reduccién. Lo anterior cumple con las leyes de
Faraday de la electrdlisis, que consiste en que la cantidad de sustancia depositada a la superficie
de un electrodo es consecuencia de cambios electroquimicos producidos por la cantidad de
energia eléctrica involucrada, relacionados de forma directamente proporcional (Barker &
Walsh, 1991). Con las concentraciones estudiadas de 0.5 MMy 1 mM se obtuvo las densidades
de corriente -1.4 y -3.2 uA-mm 2 respectivamente. Por otro lado, las micrografias complementan
el resultado, que, a menor densidad de corriente, hay menor cantidad de nanoparticulas con

menor tamafio (Ver figura 18).
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Figura 17.

Voltamperogramas ciclicos variando la concentracion a A) 0.5 mM y B) 1 mM del precursor HAuCl4
con 0.5 M de H,SO. para la sintesis de AuNPs
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Segun la literatura se pueden aplicar concentraciones del precursor de oro desde 0.1 a
mayores de 45 mM para la sintesis de AuNps (Hezard, Fajerwerg, Evrard, Vincent, et al., 2012;
Tonelli et al., 2019; G. Zhao & Liu, 2019). Sin embargo, se encontr6 que las concentraciones
empleadas del precursor de oro para el disefio de biosensores van entre 0.5 a 5 mM (Hartati,
Suryani, Agustina, Gaffar, & Anggraeni, 2019; Jie Wang et al., 2010; L. Wang et al., 2011). Por
esta razén se analizd las dos concentraciones mencionadas y se seleccioné la concentracion de
1 mM de HAuUCI, que favorece mayor formacién de nucleos de oro y cantidad de nanoparticulas

(Etesami et al., 2011).
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Figura 18.

Micrografias SEM (a 12000X) de las AuNPs obtenidas por voltamperometria ciclica variando la
concentracion a A) 0.5 mMy B) 1 mM del precursor HAuCl4 con 0.5 M de H,SO4

- Rango Potencial

Al analizar la variacién del rango de potencial para la sintesis de AuNps, en la Figura 19
se puede observar como el pico catodico se desplaza a un determinado potencial generalmente
cercano a +0.2 V, excepto en la condicion de +0.5 a -0.2 V vs Ag/AgClI cuando se reduce el
potencial inicial a 0.5 V. También, se observ6 una interseccion con el barrido de reversa de los
voltamperogramas, debido a la termodindmica y cinética de la reaccion de la formacion del oro,
puesto que se requerird menos energia en el electrodo modificado, comparado al electrodo

inicial que estaba conformado de grafito (Grujicic & Pesic, 2002).
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Figura 19.

Voltamperogramas ciclicos variando el rango de potencial entre A) +0.6 - -0.2V, B) +0.5--0.2V, C)
+0.4--0.2V,D)+0.6--0VYyE) +0.6 - +0.1 V; en 1 mM de HAuUCl, con 0.5 M de H,SO4 para la
sintesis de AUNPs
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En cuanto a los resultados de las micrografias SEM para estas condiciones (Ver Figura
20 A-E), se puede observar que al fijar el potencial final en -0.2 V (A-C) se forma mayor
cantidad de AuNPs, mientras que al fijar el potencial inicial +0.6 V (D-E) la cantidad de AuNPs
se ve reducida. Por lo tanto, para este trabajo se selecciond el rango entre +0.6 a -0.2 VV como

posible mejor condicion para la sintesis de AuNps aplicado en el disefio de biosensores.
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Figura 20.

Micrografias SEM (a 50000X) de las AuNPs obtenidas por voltamperometria ciclica variando el rango
de potencial entre A) +0.6 - -0.2V,B) +0.5--0.2V,C) +04--0.2V,D) +0.6 -0Vy E) +0.6 - +0.1 V;
en 1 mM de HAuCl, con 0.5 M de H2SO4

«— lpm—

— 1l pm—

- Numero de ciclos y condiciones seleccionadas para la aplicacion en biosensores.

Finalmente, como ultimo pardmetro por analizar de la sintesis de AuNPs por
voltamperometria ciclica, se estudio el nimero de ciclos del potencial de barrido (Ver Figura
21). En el voltamperograma con dos ciclos de barrido, en el barrido inicial se tiene que el pico
de reduccién ocurre a +0.2 V y el segundo se desplaza a un potencial de +0.5 V, lo que indica
que la segunda deposicion ocurre sin el mismo requerimiento de energia debido a la
modificacién del electrodo en el primer barrido. En un estudio realizado por Hezard y
colaboradores (Hezard, Fajerwerg, Evrard, Vincent, et al., 2012), este comportamiento coincide,
pero con potenciales de reduccion del oro de 0.48 V para el primer barrido y 0.78 V para el

segundo.
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Figura 21.

Voltamperogramas ciclicos variando el nimero de ciclos del potencial de barrido a A) 1 ciclo y B) 2
ciclos; en 1 mM de HAuCl4 con 0.5 M de H,SO4 para la sintesis de AUNPs
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Nota. Velocidad de barrido 50 mV/s
En cuanto a las micrografias SEM (Ver Figura 22) se observé dos tamafios de
nanoparticulas en ambos casos. Es decir, en el primer ciclo ocurri6 la formacion de una cantidad
de nucleos que en los ciclos posteriores van a crecer mas o0 aumentan su tamafio por
aglomeraciéon de las mismas a causa del fenédmeno de coalescencia (Arcidiacono, Bieri,

Poulikakos, & Grigoropoulos, 2004).

Ademas, se presenta un histograma correspondiente a cada micrografia que relaciona el
tamafio promedio de particula. De esta manera, se seleccionaron estas condiciones para una
caracterizacion que permiti0 comparar las nanoparticulas de oro obtenidas por

cronoamperometria y su posterior evaluacion en la inmovilizacion de aptdmeros tiolados.
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Figura 22.

Micrografias SEM (a 50000X) de las AuNPs obtenidas por CV variando el nimero de ciclos del
potencial de barrido a A) 1 ciclo y B) 2 ciclos; en 1 mM de HAuCl4con 0.5 M de H,SO4
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Nota. Histogramas de la distribucion de tamafio de particula de las AuNPs de las micrografias SEM
tomados a partir de un area de 7,55 um? respectivamente

5.4.1.3 AuNPs sintetizadas por cronoamperometria (CA).

La sintesis de las nanoparticulas de oro por cronoamperometria consistio en la variacion
del potencial de electrodeposicién a un tiempo constante de 50 s; y simultaneamente la variacion
del tiempo de electrodeposicion a un potencial constante de +0.05 V (Ver Figura 23). En todos
los cronoamperogramas se ve una tendencia a alcanzar una corriente catodica de -1 pA-mm2,

debido a que todos fueron preparados a la misma concentracion del precursor de oro.

Para la variacion del potencial de electrodeposicion, a -0,05 V la condicién tiene un
comportamiento diferente al de otros cronoamperogramas, comenzando con el crecimiento de
una corriente catddica. Esto se debe a que posiblemente esta condicion tiene mayor energia,
mientras que, las demas necesitan una modificacion en la superficie del electrodo antes de que

aparezca la corriente catodica. Por otra parte, al aumentar el tiempo de electrodeposicion los
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cronoamperogramas alcanzaron una mayor area bajo la curva relacionada con la cantidad de

carga acumulada.

Figura 23.

Cronoamperogramas variando el potencial y tiempo de electrodeposicion en 1 mM de HAuUCl4 con 0.5
M de H,SO4 para la sintesis de AuNps
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En las micrografias de SEM obtenidas por CA se puede observar mas homogeneidad en
el tipo de nanoparticulas (Ver Figura 24), comparadas con las de voltamperometria ciclica. Esto
se debe a que en la CA se aplica un potencial fijo, mientras que en la CV se empled un rango de

potencial.

Respecto al efecto del potencial de electrodeposicion, se encuentra que para aplicar un
potencial de reduccion mayor (-0,05 V), la cantidad de AuNPs formados aumenta y su tamafio
disminuye. En cuanto al tiempo de electrodeposicion, se conserva una relaciéon directamente
proporcional con la cantidad de AuNPs. Sin embargo, la morfologia de las nanoparticulas se ve
afectada cuando se aplica un tiempo de electrodeposicion prolongado, presentando
nanoparticulas mas grandes para la condicién de 500 s, diferentes a los demas tiempos. Esto se
debe a que para tiempos prolongados de sintesis deja de ocurrir la formacién de nicleos y se

favorece es el aumento de los que ya existen (Hezard, Fajerwerg, Evrard, Colliere, et al., 2012).
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Ademas, se muestran histogramas correspondientes a cada micrografia que relaciona el
tamafio promedio de particula (Dudin, Unwin, & Macpherson, 2010). Esto permitié hacer una
caracterizacion para comparar las nanoparticulas de oro obtenidas por voltamperometria ciclica

y su posterior evaluacién en la deteccion de ADN para las condiciones presentadas.

Figura 24.
Micrografias SEM (a 50000X) de AuNps obtenidas por cronoamperometria variando el potencial y
tiempo de electrodeposiciénen 1 mM de HAuCl4 con 0.5 M de H,SO4
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Nota. Histogramas de la distribucion de tamafio de particula de las AuNPs de las micrografias SEM
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tomados a partir de un area de 7,55 um? respectivamente

5.4.2 Caracterizacion de AuNps.

A continuacién, se presenta una caracterizacion de las AuNPs resumido en la Tabla 9.
Los parametros del diametro promedio, densidad de particula y porcentaje de recubrimiento
fueron calculados mediante una distribucion del tamafio de diametro en los histogramas de cada
micrografia SEM (Ver figura 22 y 24). Las nanoparticulas obtenidas por CA fueron més
homogéneas y definidas con tamafios entre 80 y 250 nm. Para un potencial de -0.05 V se

encuentran las de menor tamafo.

Por otro lado, la densidad de particula méas alta fue dada para valores de potencial de
reduccion mayor (-0.05V), mientras que la densidad de particula es menor cuando se tiene
mayor tiempo de deposicion (500 s). En contraste, el porcentaje de recubrimiento para la
condicion +0.05 V y 500s indico que hubo mayor area de tamarfio de particula cubriendo el area

de la superficie.

-(I:_:lr)allitgrizacién de las AuNps seleccionadas de cada método para la inmovilizacion de aptameros
Condicién de la Didmetro Densidad de Masa [ng] Porcentaje de
muestra promedio [nm] particula [um=2] recubrimiento [%6]
0.15V/50s 126.96 + 12.50 1.05 £ 0.58 88.39 2.55+0.39
0.05V/50s 116,98 + 14.88 3.74 £ 0,58 86.59 3.16 £ 1,08
-0.05V/50s 82.84 +11.33 16.48 £ 1.96 96.09 7.42 £0.81
0.05V/10s 125 +11.55 0.9357 £ 0.42 21.08 1.81+0.36
0.05V/100s 109.86 + 17.95 7.88£0.75 128.72 6.59 + 0.56
0.05V/500s 246.07 £ 97.00 2.39+£05 292.76 17.15+£2.63
+0.6 - -0.2 VV/ 1 ciclo 137.39 + 64.18 421 +£2.84 22.31 3.44+181

+0.6 - -0.2 VV/ 2 ciclos 197.05 + 81.43 5.05+1.69 50.55 4.26 + 1.56
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Adicionalmente, en la tabla se presenta la masa de particula que se obtuvo a partir de la
carga acumulada (Ver Figura 25), la cual se calcula por medio de las areas bajo la curva tanto
de los voltamperogramas como de los cronoamperogramas. Encontrandose que, al aumentar el
numero ciclos y mayor tiempo de electrodeposicién se tiene un aumento de masa, en cada

método respectivamente.

Figura 25.

Diagrama de barras que relaciona la carga acumulada del Au electrodepositado
250
225
2001
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5.4.3 Seleccion del método de sintesis de AUNPs para la construccion del biosensor.

A partir de las condiciones de la Tabla 9, se llevé a cabo una caracterizacion
electroquimica con la cupla redox del [Fe(CN)s]*"* para evaluar las intensidades méaximas de
corriente mediante de SWYV de electrodos modificados con nanoparticulas de oro (Figura 26-A)

y su prueba de deteccion de ADN complementario (Figura 26-B).

Para las condiciones, a -0,05 V con 50 s, y +0,05 V con 500 s se encontraron los picos
de corriente mas altos de 6,8 pA y 9,9 UM, respectivamente, lo que es atribuido a una mayor

conductividad de corriente por el aumento del area electroactiva de las superficies.
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Respecto a las medidas de deteccidn, la respuesta electroquimica se calculé con la
ecuacion (E.5.1), que indica el cambio de corriente normalizado entre la sefial de la sonda de
ADN complementaria y la sefial anterior. De ello se puede interpretar que en el método de CA
existe una tendencia de crecimiento de la respuesta electroquimica para la variacion del tiempo
de deteccidn, pero no para la variacion del potencial de electrodeposicion; mientras que en el
CV también ocurre una disminucién de la respuesta electroquimica con el aumento del nimero
de ciclos. Por lo anterior, a las condiciones -0,05 V con 50 s, y +0,05 V con 500 s, las
nanoparticulas de oro pueden amplificar la sefial tanto para inmovilizar més aptdmero tiolado

como para detectar mas ADN complementario.

Figura 26.

Evaluacion de A) Intensidad de corriente maxima de SWV y B) Deteccion de ADN complementrario de
cada electrodo modificado con AuNps a las condiciones de A) 0.15V -50s, B) 0.05V -50s, C) -0,05
V-50s,D)0.05V-100s, E) 1 cicloyF) 2 ciclos
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Nota. Medidas realizadas usando 10 mM de [Fe(CN)s]* 7 en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI.. Concentracién de la sonda complementaria 30 nM. Valores de voltametria de onda
cuadrada a una amplitud de 50 mV, frecuencia de 10 Hz y Paso de potencial 5 mV

Finalmente, se seleccion6 la condicién de +0,05 V con 500 s, por las ventajas

discutidas anteriormente, la cual se aplicé en los siguientes resultados del biosensor.
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5.4.4 Evaluacion del area electroactiva y la conductividad.

Se estudio el area superficial y la conductividad del electrodo antes (izquierda) y después
de ser modificado con AuNps (derecha) como se puede ver la en la Figura 27, respectivamente.
La conductividad y tipo de transporte se determiné mediante los voltamperogramas ciclicos
aplicando diferentes velocidades de barrido, y se calculandose el area electroactiva con la

ecuacion de Randles- Sevcik (Bard & Faulkner, 2001).

nFvD,

I, = 0.446nFACO( RT

)0.5

Si la solucién es a 25 °C:

3 1 1
I, =269%10°-n2-A-D2-C-v2

Donde,
Ip = Intensidad de corriente maxima = C = Concentracién de la especie
[A] electroactiva = [mol-cm?]
n = Numero de electrones transferidos v = Velocidad de barrido V/s
en eventos redox (n=1 para Fe*%*3) R = Constante de los gases
A = Area superficial del electrodo = J-K1-mol?
[cm?] T = Temperatura = [K]

F = Constante de Faraday = [C-mol]
D = Coeficiente de difusion de la cupla redox (D=7.6x10° cm?s?)
También se puede observar en la Figura 27, las corrientes anddicas de los picos
caracteristicos (Ip) del electrodo sin modificar y el electrodo modificado con AuNPs, los

cuales son proporcionales a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido. Linealizado estos
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datos se corrige el factor de correlacion, debido a las propiedades conductoras que las AUNPS

le otorgan al electrodo, resultando un sistema de transporte difusivo (Elgrishi et al., 2018).

Por otra parte, con los parametros constantes de D, C y n en la ecuacién de Randles-
Sevcik, se obtuvo los valores aproximados 0.1894 mm? y 0.3810 mm? correspondientes al
area electroactiva, aumentando el é&rea del electrodo modificado con AuNps
aproximadamente dos veces al valor del area del electrodo sin modificaciones. De esta
manera, se evidencio el efecto de las AuNPs en la conductividad y &rea superficial

electroactiva del electrodo.

Figura 27.

Relacion lineal de la intensidad del pico anddico redox versus la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido de un electrodo serigrafiad A) Sin modificar y B) modificado con AuNPs
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Nota. Medidas realizads usando 10 mM [Fe(CN)s] 3/*"en 0.1 M KCI medido a diferentes
velocidades de barrido desde 10 hasta 200 mVs™. Las imagenes insertadas muestran los
voltamperogramas ciclicos utilizados para la variacion de la velocidad de barrido

5.4.5 Optimizacion de los parametros del biosensor.

5.4.5.1 Concentraciony tiempo de inmovilizacion del receptor.

Con el fin de mejorar las condiciones de inmovilizacién en la construccion del

biosensor, se determiné el tiempo y concentracion del aptdmero tiolado.
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Diferentes concentraciones de la sonda de aptamero tiolado fueron empleadas (10,
50, 100, 500 y 1000 nM) en la inmovilizacion, dejandolas durante 16h (toda la noche) para
encontrar el punto de saturacién (Ver Figura 28-A). Es decir, se hall6 la concentracién donde
los cambios no son tan significativos en las medidas de voltamperometria de onda cuadrada,

entre la intensidad de corriente del electrodo modificado con oro y el electrodo con aptdmero

tiolado inmovilizado.

A partir de concentraciones de 100 nM se encontrd que no hay cambios significativos
en el delta corriente. Sin embargo, en 500 nM se obtuvo el valor dptimo, el cual se utiliz6

para los experimentos posteriores en la construccion de los biosensores.

Figura 28.

Resultados de la respuesta de los cambios de corriente AI=(I_Au-1_apt)/l_Au después de la
inmovilizacion de aptamero tiolado sobre electrodos modificados con AuNPs en medidas de SWV de
aptamero tiolado a A) diferentes concentraciones y B) diferentes tiempos de inmovilizacion
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Nota. Medidas realizadas usando 10 mM [Fe(CN)g]* "3 en tampén PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M
de KCI. Condiciones de trabajo de 50 mV de amplitud de 50, 10 Hz de fy 5 mV paso de potencial

Se evalud el tiempo de inmovilizacion del aptdmero (2,4 y 16 h), puesto que se habia
dejado toda la noche segun lo reportado en la literatura para este anélisis (Ver Figura 28-B).
Encontrandose en los resultados, que para tiempos de 2h y 4h no se alcanza la respuesta de

los cambios de corriente obtenidos a un tiempo del6 h, corrobordndose asi esta condicion.
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Para asegurar la inmovilizacién por el grupo tiol de los aptdmeros con las
nanoparticulas de oro, se emple6 DTT como agente reductor. En la Figura 29 se presenta dos
gréficas de voltamperogramas de onda cuadrada con medidas del electrodo sin modificar
(negro), modificado con oro (rojo) y después de inmovilizar el aptdmero tiolado. El grafico
del lado izquierdo se empled como blanco de referencia utilizando solo DTT en solucion para
la etapa de inmovilizacion, mientras que el grafico del lado derecho si contiene presencia del
ADN. De esto se observd, que en el caso del electrodo con presencia de aptamero tiolado,
ocurre una disminucion de la sefial de corriente, debido a la repulsion de cargas negativas
entre los fosfatos que conforma la cadena de ADN y la cupla redox del [Fe(CN)e]*"* (C.

Wang et al., 2013; Wu, Gao, He, Chang, & Xu, 2013).

Figura 29.

Voltamperogramas de onda cuadrada (SWV) para la comprobacion de la inmovilizacion de 500 nM
de aptamero tiolado sobre electrodos modificados con Au (curva roja). A laizquierda SWV utilizando
solo DTT en la solucién (actuando como blanco) y a la derecha SWV utilizando DTT + Aptamero
tiolado
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Nota. Medidas realizadas usando 10 mM [Fe(CN)s]*"* en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a las condiciones de 50 mV de amplitud de 50,
10 Hz de frecuencia y 5 mV paso de potencial
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5.4.5.2 Inmovilizacion de Mercaptohexanol (MCH).

Se estudio la concentracion a emplear de MCH, con valores de 50, 5y 0.5 pM como
se ilustra en los diagramas de Nyquist de EIS en la Figura 30 (La caracterizacién con CV'y
SWV se encuentra en el Anexo B). Se hizo un anélisis cualitativo de los cambios en los
semicirculos por cada modificacion del electrodo, modificado con AuNps (SPE/AuUNPS), con
Aptadmero tiolado (SPE/AuNps/Apt) y con MCH (SPE/AuNps/Apt/MCH). En teoria cada
modificacién del semicirculo debe aumentar, ya que el eje x indica la resistencia a la

transferencia de carga (Keighley et al., 2008).

Se observo que a la concentracion de 0.5 UM de MCH la respuesta no cambia con
respecto a la medida anterior, por lo que no hubo efecto relacionado del reactivo. Para la
concentracion de 50 uM se obtuvo un semicirculo muy grande, lo que puede estar siendo un
exceso de MCH sobre la superficie que la bloquea completamente, siendo un problema a la
hora de detectar la sonda complementaria ya que la sefial correspondiente a esta medida
estuvo por debajo de la anterior. Mientras que, para la concentracion de 5 uM de MCH, si
mostrd tanto un cambio respecto a la medida anterior y un aumento del semicirculo para la
sefial de deteccion. Por lo tanto, esta concentracion se selecciond como condicién para la

construccion del biosensor.
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Figura 30.
Diagramas de Nyquist de EIS, variando la concentracion de inmovilizacion de MCH
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Nota. Medidas realizadas usando 2 mM [Fe(CN)g]**- en solucion buffer PBS de 0.1 M pH 7.4 con
0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a una amplitud de 10 mV y un rango de barrido de
frecuencias desde 0.5-50000 Hz
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5.4.6 Construccidén del biosensor electroquimico.

A continuacion se presenta de forma detallada el efecto de la cupla [Fe(CN)s]** por
cada modificacién en la superficie a partir de las técnicas de CV, SWV y EIS. Inicialmente
se observan en los voltamperogramas ciclicos (Ver Figura 31), los picos caracteristicos del
electrodo sin modificar, ubicados en los potenciales de -0.2 V para el pico catdédicoy +0.5 V
para el pico anddico. Una vez el electrodo es modificado con AuNPs, la intensidad de
corriente de los picos caracteristicos aumenta y el delta de potencial se reduce, debido al
aumento en la conductividad de la superficie, facilitando la transferencia de electrones.
Después al inmovilizar la sonda de ADN tiolado, disminuye la sefial por la resistencia que

opone las cargas negativas de las cadenas de fosfato que hacen parte del ADN.

Al inmovilizar el MCH, este actla como agente de bloqueo sobre la superficie y al
mismo tiempo reorienta la estructura del aptamero tiolado, causando una inhibicion en la
intensidad de corriente de los puntos caracteristicos de la cupla redox y aumentando

nuevamente el delta de potencial. Esto ocurre porque el aptamero queda mas expuesto para
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detectar el ADN complementario. Finalmente, la sefial de la sonda de ADN complementario
disminuye, por aumento de la presencia de ADN y por tanto mayor repulsion de las cargas,
formandose una disminucion en los picos caracteristicos de la cupla redox (Keighley et al.,
2008).

Figura 31.

Voltamperograma ciclico de electrodos serigrafiado sin modificar (curva negra), modificado con
AuUNPs (curva roja), con 500 nM de aptamero tiolado (curva azul), con 5 uM MCH (curva fucsia) y
la deteccion de 100 nM de sonda complementaria (curva verde)
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Nota. Medidas realizadas usando 10 mM [Fe(CN)s]*"*- en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a una velocidad de barrido de 50 mV/s

La caracterizacion por SWV (Ver Figura 32), permite apreciar cada pulso de corriente
maximo por la modificacion del electrodo. En este caso la sefial envuelve una carga neta
luego de que sucede la reaccion redox entre la cupla [Fe(CN)s]** y el electrodo.
Inicialmente el electrodo sin modificar alcanza una densidad de corriente de 7.81 pA-mm
y al modificarse con Au aumenta hasta 36.94 uA-mm=2. Después, esta sefial comienza a

disminuir por el efecto impartido por el ADN, obteniendo intensidades de densidad corriente
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de 26.27 pA-mm para el aptamero tiolado inmovilizado, 18.09 pA-mm2 al inmovilizar el

MCH vy para la deteccion de la sonda complementaria 14.63 pA-mm.

Figura 32.

Voltamperograma de onda cuadrada de electrodos serigrafiado sin modificar (curva negra),
modificado con AuNPs (curva roja), con 500 nM de aptamero tiolado (curva azul), con 5 uM MCH
(curva fucsia) y la deteccion de 100 nM de sonda complementaria (curva verde)
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Nota. Medidas realizadas usando 10 mM [Fe(CN)g]**-en solucién tamp6n PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a las condiciones de 50 mV de amplitud de 50,
10 Hz de frecuencia y 5 mV paso de potencial

Se ampli6 la informacion del biosensor con la caracterizacion de EIS, por medio de
los cambios de impedancia en la superficie del electrodo para cada modificacién. La Figura
33 muestra los diagramas de Nyquist obtenidos en 2 mM de la cupla redox en un circuito de
potencial abierto en un rango de frecuencias desde 0.5 a 50000 Hz. En estos diagramas se
puede ver la formacién de semicirculos que hacen referencia a la resistencia en la
transferencia de electrones (representado como Ret para interpretacion de los valores en el

circuito equivalente de Randles).

Figura 33.

Diagrama de Nyquist de EIS del electrodo serigrafiado sin modificar (curva negra), modificado con
AuUNPs (curva roja), con 500 nM de aptamero tiolado (curva azul), con 5 uM MCH (curva fucsia) y
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la deteccion de 100 nM de sonda complementaria (curva verde).En la imagen insertada se muestra
el electrodo sin modificar. En la parte inferior se muestra el circuito equivalente de Randles de las
medidas de EIS
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Nota. Medidas realizadas usando 2 mM [Fe(CN)g]**- en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4 con
0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a una amplitud de 10 mV y un rango de barrido de
frecuencias desde 0.5-50000 Hz

En la Tabla 10 se puede ver en detalle los valores de la resistencia a la transferencia
de carga por cada modificacion del electrodo. Para esta técnica, el espectro del electrodo
modificado con AuNPs presenta una resistencia de 848.7 Q, y al detectar el ADN

complementario se incrementa a un valor de resistencia final de 391800 Q.

Tabla 10
Elementos del circuito equivalente de Randles de las medidas de EIS que hacen referencia al paso
a paso de cada modificacion del electrodo serigrafiado

Electrodo Rs [Q] Cal [F] Ret [Q] Zw [Q]

SPE 4277 0.019 2590000 655.4
AuUNPs 150.6 2.897 848.7 3
Apt 4421 0.194 45640 237.7
MCH 3739 0.138 241700 151.4

Hib 3939 0.092 391800 265
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5.5 Conclusiones Parciales

Se obtuvieron AuNPs con diferentes tamafios por la técnica de voltamperometria
ciclica (Rango de potencial de +0.6 a-0.2 V, entre 1y 2 ciclos a una velocidad de barrido de
50 mV/s) y mas homogéneas por cronoamperometria (Potenciales entre -0.05 V y +0.05 V,

y tiempos entre 50 a 500 s).

Las condiciones utilizadas para la construccién del transductor del biosensor fueron
electrodos serigrafiados modificados con AuNps (+0.05 V y 500 s), permitiendo aumentar
un 50% el area electroactiva de los electrodos de trabajo, con intensidad de densidad de
corriente de 12.8 pA-mm2 obtenida por medio de medidas electroquimcas de SWV usando

la cupla redox [Fe(CN)s]* 7.

A partir de los metodos de sintesis de AuNps estudiados, se selecciono la técnica de
CA, puesto que permitio obtener mayor cambio en la respuesta electroquimica (0.16 pA)

para la deteccion de la sonda complementaria (0.30 nM).

Las condiciones definidas para el receptor fueron 500 nM de aptdmero tiolado con un
tiempo de inmovilizacion de 16h. Se complementé la conformacién del receptor con la

inmovilizacion del MCH con una concentracion de 5 uM durante 5 min de incubacion.
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6. Evaluacion de la influencia de nanoestructuras de carbono sobre la respuesta
electroquimica de electrodos serigrafiados aplicados en biosensores

electroquimicos para la detecciéon de ADN modelo

El uso de nanoestructuras de carbono para el desarrollo de plataformas biosensoras
se ha vuelto un paso crucial para mejorar las caracteristicas analiticas de estos dispositivos.
En cuanto a la construccion de biosensores electroquimicos basados en ADN, el gran efecto
que han mostrado estas nanoestructuras en la modificacion de la superficie del electrodo
proviene de sus propiedades de rapida transferencia electronica, alta conductividad térmica,
excelente flexibilidad mecénica, rapida cinética en la reaccion del electrodo, facil

funcionalizacion y alta &rea superficial (P. Abdul Rasheed & Sandhyarani, 2017).

La aplicacion de estos nanomateriales se lleva a cabo por una etapa de deposicion de
los materiales sobre la superficie de un electrodo conductor. Este procedimiento juega un rol
fundamental para asegurar el contacto adecuado entre el nanomaterial y la superficie del
electrodo (Ahmad et al., 2018). La deposicion de nanomateriales tiene como fin proporcionar
una alta area superficial que permita mejorar la sefial en la respuesta electroquimica de los
biosensores, contribuyendo ademas a una inmovilizacion del receptor mas estable,

bioafinidad, que termina aumentando la efectividad en la deteccién del analito.

Por lo tanto, la seleccién de un electrodo adecuado, un tipo de nanomaterial activo y
su respectivo método de deposicion, son parametros importantes para obtener una alta

sensibilidad con buenos tiempos de respuesta en los biosensores.
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6.1 Método de deposicion Dropcasting

La técnica del dropcasting es un método simple y de bajo costo. Consiste en la
deposicion manual de nanomateriales sobre la superficie de un electrodo para la fabricacion
de biosensores (Ver Figura 34) (Ahmad et al., 2018). El grosor de la pelicula formada y sus
propiedades dependen del volumen de la dispersion y concentracidn. Otros parametros para
tener en cuenta son la humedad del sustrato, la velocidad evaporacion y el proceso de secado.
Entre sus ventajas y desventajas esta que no se desperdicia tanto material y que dificilmente
se puede controlar el grosor de la pelicula respectivamente (Kajal, Ghosh, & Powar, 2018).
Una forma de asegurar peliculas con mayor grado de estabilidad y uniformidad es utilizando

aglutinantes (Ahmad et al., 2018).

Figura 34.
Esquema de la técnica de deposicion por la técnica dropcasting

b \ \
[}
Electrodo Electrodo Electrodo

Evaporacion

En este capitulo, se hizo un estudio del efecto de los nanotubos de carbono multipared
y oxido de grafeno funcionalizados, empleados en electrodos serigrafiados, sobre la sefial
electroquimica de biosensores basados en ADN por las técnicas de voltamperometria ciclica,

voltamperometria de onda cuadrada y espectroscopia de impedancia electroquimica para
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encontrar la configuracion de las nanoestructuras mas favorable en el disefio de estos

dispositivos.
6.2 Desarrollo experimental
Para el desarrollo de esta etapa se propusieron transductores electroquimicos por

medio de la modificacion de electrodos de trabajo con 6xido de grafeno (GO), nanotubos de

carbono multipared (MWCNT) y la sinergia entre ambas nanoestructuras.

6.2.1 Materialesy reactivos.

Los materiales y reactivos empleados en este capitulo ya fueron mencionados en el
capitulo uno, agregando para este caso las nanoestructuras de carbono. Se adquirio
comercialmente Graphene oxide, flakes, 15-20 sheets, 4-10% edge-oxidized y Carbon

nanotube, multi-walled, carboxylic acid functionalized; ambos de marca Sigma Aldrich.

6.2.2 Dispersion de nanoestructuras de carbono.
6.2.2.1 Dispersion del 6xido de grafeno.

Se preparo una suspension de 1 mg/mL de 6xido de grafeno en agua tipo 1. Luego se
realizd una agitacion por 3 min en agitador vortex. Después, para lograr la dispersion

completa del 6xido de grafeno, se sometio a un bafio ultrasénico por 15 min. Finalmente se

agito la dispersion por 2 min en agitador vortex y se repitid el procedimiento dos veces mas.

6.2.2.2 Dispersion de los nanotubos de carbono.

La dispersion de los nanotubos de carbono fue evaluada en dos tipos de solucion, en

aguay en una solucion de 1% p/V de SDS como agente dispersante(Duan, Wang, & Collinsa,
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2011; Zhang & Gao, 2007). La suspension tenia una concentracion de 1 mg/mL, la cual se
colocé en bafio ultrasonico durante 15 min por 3 ciclos, empleando agitacidn en vortex por

2 min por cada ciclo alcanzado.

6.2.3 Determinacion de las concentraciones a depositar de nanoestructuras de

carbono.

6.2.3.1 Determinacién concentracion de las nanoestructuras de carbono.

A partir de 0.1 mg/mL de GO y MWCNT se realizaron dos diluciones seriadas como
se muestra en el Anexo D, con el fin de determinar la concentracion de cada nanoestructura
a depositar sobre los electrodos serigrafiados. En la Tabla 11 se presentan las condiciones

definidas de concentracion para cada nanoestructura.

Tabla 11
Concentracion de las nanoestructuras de carbono

Tipo de nanoestructurade C  Concentracion [mg/mL]

GO 0.05
MWCNT 0.001

6.2.3.2 Preparacion de los transductores modificados con nanoestructuras de carbono.

Seleccionadas las concentraciones a depositar de cada nanoestructura se realizaron

las configuraciones de los electrodos modificados (transductores) como se muestra en la

Tabla 12.
Tabla 12
Composicion de los electrodos modificados con nanoestructuras de carbono
Electrodo base Composicion.
Electrodo 1 SPE/GO
Electrodo 2 SPE/MWCNT

Electrodo 3 SPE/GO/MWCNT
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Electrodo 4 SPE/MWCNT/GO

Para la deposicion de oxido de grafeno se empled una alicuota de 3 pL de dispersion
aplicada en dos partes, primero se agregd 1.5 UL y se dejé 1h de secado; despues se aplico la

cantidad restante y se dej6 en secado por mas de 4h.

Para la deposicién de los nanotubos de carbono multipared se aplicé 1.5 pL de
dispersion y se dejo en secado por mas de 4h. El proceso de secado se hizo a temperatura

ambiente en ambos casos.

Para el caso de la sinergia de las nanoestructuras se agregd cada capa
respectivamente. Por ejemplo, para la configuracién SPE/GO/MWCNT se aplic6 primero 1.5
uL de la dispersion GO dejandola 2h de secado y luego se deposit6 1.5 L de la dispersion
de MWCNT por més de 4 h de secado. Para la configuracion SPE/MWCNT/GO, se realizo
el procedimiento anterior invirtiendo el orden de deposicion de las dispersiones de las

nanoestructuras.

6.2.4 Caracterizacion de las dispersiones y deposicion de las nanoestructuras de

carbono.

Esta actividad, consistio en observar el estado de las nanoestructuras de carbono una
vez realizada la dispersion y posteriormente la deposicion sobre los electrodos serigrafiados,

verificando la conservacion de sus propiedades.

6.2.4.1 Estabilidad de las dispersiones.

Se estudid las dispersiones obtenidas por ultrasonido, donde se evalué de forma

cualitativa la estabilidad de las dispersiones de las nanoestructuras por medio de fotografias.
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Primero, se compararon las suspensiones antes y después del proceso de dispersién. Luego,
se hizo una dilucion seriada de cada dispersion y se tomaron fotografias siete dias después

para analizar el estado de las muestras.

6.2.4.2 Espectroscopia de Absorcion UV-vis.

Las medidas de absorbancia de las dispersiones fueron registradas en un
espectrofotdbmetro de fibra Optica marca AvaSepc-ULS2048 Starline conectado a un
computador y controlado por el software Avantes. Las muestras fueron medidas en un rango
de longitud de onda 180-1000 nm, utilizando celdas plasticas para UV micro volumen 70 -

850 L.

6.2.4.3 Espectroscopia Raman.

Los espectros Raman se registraron en un equipo Horiba LabRAM HR Evolution,
equipado con un laser de 532 nm y rango de adquisicion 664-2262 cm™. Estas medidas
permitieron verificar la conservacion de las nanoestructuras de carbono una vez dispersados,

a partir de la informacion de sus bandas caracteristicas.

6.2.4.4 Medidas de microscopia electrdnica de barrido.

Una vez depositadas las nanoestructuras de carbono, se sintetizd por
cronoamperometria las nanoparticulas de oro. Después se procedié a caracterizar las
superficies de cada configuracion por microscopia de barrido SEM con el fin de analizar
cualitativamente la conformacion superficial de las nanoestructuras de carbono y observar su

morfologia, su textura y su tamafio; comparandolos con un electrodo modificado Unicamente
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con AuNPs como referencia. Las micrografias SEM fueron tomadas en un microscopio FEI

Quanta FEG 650 con detector de electrones electrodispersados operando a 15 kV en el vacio.

6.2.4.5 Caracterizacion electroquimica.

Se realiz6 una caracterizacion electroquimica de los transductores por VC (area
electroactiva, rango de potencial e intensidad de la densidad de corriente) y EIS (Resistencia
a la transferencia de carga), por medio de la cupla redox [Fe(CN)s]* "> en 0.1 M PBS (0.1 M

KCI).
6.2.5 Construccion del biosensor.

Inicialmente se realiz6 un lavado por CV con 0.1 M KCI para seguidamente hacer la
primera caracterizacion electroquimica del electrodo serigrafiado sin modificar, medida que
fue llamada “SPE”. Segundo, se realizd6 la deposicion de las dispersiones de las
nanoestructuras de carbono (CN) para cada configuracién (GO, MWCNT, GO-MWCNT,
MWCNT-GO), dejando en un tiempo de secado de 4h para cada electrodo, donde la medida
de caracterizacion se denominé “SPE/CN”. Luego, se aplicé una voltamperometria ciclica
en una solucién 0.5 M de &cido sulfarico (H2SOs) en un rango de potencial de +0.7 a-0.1 V
durante tres ciclos como pretratamiento para la sintesis de AuNPs. Se agreg6 una alicuota de
100 pL a 1 mM de HAUCI4.3H20 en 0.5 M de H2SO4, para la sintesis de AuNPs y se aplicd
un potencial de +0.05 V -100 s (se empled un tiempo de electrodeposicion de 100s, puesto
que al agregar las nanoestructuras de carbono a la configuracién se mejora notablemente la
sefial, lo que no requiere aumentar la sefial con las AuNPs) por la técnica de CA, el cual

también se caracterizd electroquimicamente y se nombré como “SPE/CN/AuNPs”.
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Seguidamente se realiz6 la inmovilizacion de 500 nM de aptamero tiolado, el cual se
incubd por 1h con DTT y posteriormente se agrego 10 pL de esta solucion sobre el electrodo
modificado con AuNPs en cdmara humeda durante 16 h, para luego lavar con agua y asi
remover el ADN no inmovilizado. En este caso la medida de caracterizacion fue asignada
como “SPE/CN/AuNPs/Apt”. Finalmente se inmovilizé 5 pL de 5 uM de MCH y se dejo
incubando sobre el electrodo por 5 min, para después lavar con agua, denominando la medida

de caracterizacion como “SPE/CN/AuNPs/Apt/MCH”.

Una vez construido los biosensores se realizd la deteccion de la sonda
complementaria a una concentracion de 1nM. Se agreg6 100 pL de esta solucidn sobre los

biosensores durante 35 min, realizando tres repeticiones de esta prueba.

6.3 Resultados y discusion

6.3.1 Caracterizacion de las nanoestructuras de carbono.

6.3.1.1 Estabilidad de las dispersiones.

En las fotografias de la Figura 35 se puede observar una suspension de GO antes y
después de ser dispersados, en donde se encontré que utilizando agua habia una mejor

dispersion del nanomaterial.

Figura 35.

Fotografia de una suspensién 1 mg/mL de éxido de grafeno en agua A) Sin dispersar y B)
Dispersados
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De la misma forma se sometié a ultrasonido una suspensién de MWCNT en agua
(Ver figura 36), lo cual no favorecié la dispersion. Por esta razon, se emple6 SDS como

agente dispersante, obteniendo de esta forma la dispersién de los MWCNT.

Figura 36.

Fotografia de suspensiones 1 mg/mL de nanotubos de carbono multipared A) en agua sin dispersar,
B) en agua dispersados y C) en solucion 1% de SDS dispersados

En cuanto a la estabilidad de estas nanoestructuras, se encontré que después de una
semana la dispersion comenzaba a precipitarse (Ver Figura 37), especialmente en las
dispersiones que contenian 0xido de grafeno. Con base en este resultado se decidio preparar

las dispersiones y aplicarlas de inmediato.
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Figura 37.
Estabilidad de las dispersiones de las nanoestructuras de carbono

B

Nota. Diluciones de A) 6xido de grafeno B) nanotubos de carbono multipared; en la parte superior
una fotografia recién realizada la dispersion y diluida a diferentes concentraciones y en la parte
inferior el estado de las mismas muestras siete dias después

6.3.1.2 Caracterizacion de las nanoestructuras de carbono por espectroscopia de

absorcion UV-Vis.

Mediante espectroscopia UV-Vis se comprobd que las nanoestructuras se dispersaron
completamente, puesto que las bandas caracteristicas entre 200- 1200 nm son activas en una
region diferente del UV-Vis a cuando estan aglomeradas (Jagadish et al., 2015).

La Figura 38 muestra los espectros de cada tipo de nanoestructura variando su
concentracion. Se observo que la banda de absorcion en donde las dispersiones son activas
es aproximadamente en 260 nm, lo cual concuerda con trabajos como el Jagadish y otros
(Jagadish et al., 2015), que variaron el tipo de solvente para dispersar nanotubos de carbono,
encontrando un pico de absorcion en la region entre 200-300. En otro estudio realizado por
Lai y otros (Lai, Zhu, Luo, Zou, & Huang, 2012), se observé un pico de absorcion para el
GO con agua, inicialmente en la region entre 230-300 nM y después al ir aumentando la

concentracion de KMnOg este pico se fue desplazando.
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Ademas, se vario las concentraciones de cada tipo de dispersion, como otra forma de
asegurar que el comportamiento de los espectros fuese causado por efecto de la dispersion,
dado que la concentracion de la dispersion esta relacionada directamente con la intensidad
de la absorbancia (Thuy et al., 2012). En el caso del GO, se encontrd que después de 0.08
mg/mL los valores de absorbancia son superiores a 1y para los MWCNT ocurri6 lo mismo
a una concentracion de 0.02 mg/mL.

Figura 38.
Espectros de absorcion UV-Vis de dispersiones de las nanoestructuras de carbono
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Nota. Diluciones de 6xido de grafeno (GO) a la izquierda y nanotubos de carbono (MWCNT) a la
derecha

6.3.1.3 Caracterizacion de las nanoestructuras de carbono por espectroscopia Raman.

La técnica de espectroscopia Raman, puede ser utilizada para investigar el nimero de
capas, el tipo y cantidad relativa de defectos, tension mecanica, y funcionalizacién de las

nanoestructuras de carbono (Biru & lovu, 2018).

En la Figura 39 se presentan dos espectros Raman del GO antes y después de ser
dispersado, identificandose los picos caracteristicos de las bandas D y G. Una vez el GO se

disperso, se puede observar mayor intensidad en los dos picos, lo que puede estar relacionado

800
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a las vibraciones causadas por las oscilaciones de estiramiento de los enlaces de C-C sp? en
la banda caracteristica G (~1580 cm™); y respecto a la banda D se asocia a la presencia de
defectos en la red de carbono (Zheng et al., 2013) (Childres, Jauregui, Park, Caoa, & Chena,

2013).

Figura 39.
Espectroscopia Raman de la dispersion con éxido de grafeno
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Nota. Muestra de GO antes (espectro color negro) y después (espectro rojo) de ser dispersados

En cuanto a la relacién entre el desplazamiento de ambas bandas (D/G) se observo
que en ambos casos fue de 0.86, confirmando de esta manera la conservacion de la estructura

del material y sus propiedades.

De igual modo, se aplico el analisis de espectroscopia Raman para la dispersién de
los MWCNT (Ver la Figura 40), en el cual se observd mayor intensidad de absorcion en la

banda D, indicando mayor nimero de grupos funcionales en los nanotubos de carbono, que
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después de ser dispersados, se indujo un desorden en las paredes del nanomaterial (Biru &

lovu, 2018).

En cuanto a la ubicacion de las bandas, no se presentan desplazamientos, lo que
significa que no hubo separacion entre las capas de los nanotubos. Caso contrario se presentd
en el estudio de Jagadish y otros (Jagadish et al., 2015), en el cual utilizaron diferentes tipos
de solvente ocurriendo un desplazamiento de la bandas respecto a los nanotubos de carbono
sin dispersar. Adicionalmente, se tiene una conservacion de los nanotubos, debido a que la

relacion entre las bandas se mantiene (D/G=0.85).

Figura 40.
Espectroscopia Raman de nanotubos de carbono multipared
120 . . . T . .
110 D 4
100 1 —— MWCNT sin dispersar
_ —— MWCNTdispersados
90 1
80 .
5 G
-1 70_-' =
~
2 60 .
= 50 =
= 40- .
8 -
= 30 _
I— 4
20 .
]0 B ool a: _V‘L
0 : T : T : T : T . T : T :
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Desplazamiento Raman / cm’

Nota. Muestra de MWCNT antes (espectro color negro) y después (espectro rojo) de ser
dispersados



DISENO DE BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS CON NANOMATERIALES 91

6.3.1.4 Caracterizacion SEM: Deposicidn de las nanoestructuras de carbono y sintesis

de AuNPs por electrodeposicion quimica.

De acuerdo con la Figura 41 se tuvo en cuenta un electrodo modificado con AuNps
como referencia para comparar las diferencias que se observan al depositar las
nanoestructuras de carbono. En este caso se analiz6 la micrografia mediante un barrido de
electrones secundarios que permiten ver la composicién de las muestras. Se observo
formacion de particulas de oro, evidenciando un cambio en la base de las micrografias SEM
que contienen ya sea GO (morfologia 2D), MWCN (morfologia 1D) 0 ambos nanomateriales,

confirmando de esta manera la deposicién efectiva de los mismos.

Figura 41.
Micrografias SEM (a 50000x) de electrodos modificados con A) AuNPs, B) GO/AuNPs, C)
MWCNT/AuNPs, D) GO/MWCNT/AuNPs y E) MWCNT/GO/AuNPs

T

Nota. Condiciones de sintesis de AuNPs en todos los casos 0.05 V — 100 s. Micrografia de
electrones secundarios
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En cuanto al electrodo que fue modificado solo con MWCNT (Ver Figura 42), se
logro evidenciar de forma amplificada que su estructura se mantuvo después del proceso de
dispersion, recubriendo toda la superficie y sobre estos la formacion por electrodeposicion
quimica de las nanoparticulas. En estudios relacionados como el de Wang y otros (Jie Wang
et al., 2010), en los resultados SEM se vio que las superficies contenian recubrimiento de

nanotubos de carbono multipared, y ademas, depositaban nanocables de 6xido de zinc.

Figura 42.
Micrografia SEM (a 100000x) de un electrodo modificado con MWCNT

Ademas, se presentaron las mismas micrografias medidas a partir de electrones
retrodispersados para mirar el efecto de las nanoestructuras de carbono depositadas
previamente sobre la morfologia de las AuNps (Ver Figura 43). En algunas zonas de la
superficie, se resaltd mayor concentracion de las nanoparticulas, lo que puede ser causado

por la presencia tanto del GO como de los MWCNT, facilitando su crecimiento.

Por otro lado, se observo que en las deposiciones donde hay presencia de MWCNT y
ambas nanoestructuras (Figura 43 C-E) se dio un aumento de tamafio de las nanoparticulas,
posiblemente por ser la superficie mas conductora, puesto que prima el crecimiento sobre la

formacion de més nucleos.
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Figura 43.

Micrografias SEM (a 50000x) de electrodos modificados con A) AuNPs, B) GO/AuNPs, C)
MWCNT/AuNPs, D) GO/MWCNT/AuNPs y E) MWCNT/GO/AuNPs

1
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Nota. Condiciones de sintesis de AuNPs en todos los casos -0.05 V — 100 s. Micrografia de
electrones retrodispersados

6.3.2 Caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados con las

nanoestructuras de carbono.

Seguidamente, se realizé la caracterizacion electroquimica de las configuraciones
estudiadas a partir de las técnicas de voltamperometria ciclica y espectroscopia de

impedancia electroguimica.

6.3.2.1 Voltamperometria ciclica.

En la Figura 44, se presentan los voltamperogramas ciclicos medidos en 10 mM de
la cupla redox del [Fe(CN)g]**", siendo la curva de color negro la sefial del electrodo base,
con el cual se compar6 el aumento de los picos caracteristicos al depositar GO, MWCNT o

la sinergia entre ambas nanoestructuras de carbono seguin corresponda. Esto sucede debido
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al aumento en la conductividad y mejora del transporte eléctrico en la cinética de la reaccion

proporcionado por el efecto de las nanoestructuras de carbono (Ahmad et al., 2018).

Para analizar de forma cuantitativa los voltamperogramas, se determinaron los
valores de intensidad de corriente anddica maxima, el delta de potencial y el &rea
electroactiva efectiva a partir de cada modificacion aplicada sobre los electrodos (Ver Tabla
13). De esta manera, se puede afirmar que el incremento en la intensidad de los picos
caracteristicos es dado por el aumento en el area superficial del electrodo. En cuanto a la
reduccion del delta de potencial, resulta por el incremento de la transferencia de carga de los

electrodos modificados.

Figura 44.

Voltamperogramas ciclicos de electrodos modificados con nanoestructuras de carbono A) Con GO,
B) Con MWCNT, C) Con GO-MWCNT y D) MWCNT-GO
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Nota. Medidas realizadas usando 10 mM [Fe(CN)s]* 73 en solucién tampo6n PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI. Velocidad de barrido de 50 mV/s

Con base en la literatura se conoce que en la reaccion de la cupla redox del
[Fe(CN)s]* " se transfiere un electrén, donde la relacion de los picos caracteristicos (Icp/lap)
es igual a 1 y la diferencia entre los potenciales de estos picos debe ser igual 59 mV, para
gue ocurra un proceso reversible (Bard & Faulkner, 2001; Biotechnology, 2013). En este
caso, el delta de potencial que alcanzé mayor reduccién fue la configuracion MWCNT-GO
pasando de un delta de 184.13 mV a 125.74 mV, correspondiendo todas las muestras a un

proceso cuasi reversible.

Tabla 13
Comparacién de los parametros de medicion y area electroactiva de los electrodos serigrafiados
sin modificar y modificado con nanoestructuras de carbono

Electrodo Densidad de Delta de Potencial ~ Area [mm?]
Corriente [uA/ [mV]
mm?]
SPE-GO
Sin modificar ~ 8.1689 +0.9045  191.9967 +0.0058  3.4822 + 0.0545
GO 9.3549 £1.3992  140.3700 £ 0.0054  3.9877 +0.0844
SPE-MWCNT

Sin modificar  8.4061 +1.9047  182.3867 £0.0135  3.5833 £0.1149

MWCNT 9.5805 +1.9128  134.2333 £0.0051  4.0839 +0.1154
SPE-GO- MWCNT

Sin modificar  8.1515+1.6296  190.7667 £0.0050  3.4748 + 0.0983

GO 8.8371 £0.5063  156.4200 +0.0062  3.7670 * 0.0305

MWCNT 9.9739 +0.7648  135.2600 £ 0.0024  4.2516 +0.0461
SPE-MWCNT-GO

Sin modificar  8.2036 + 1.8322  184.1300 £ 0.0062  3.4970 +0.1105

MWCNT 9.1379 £0.8374  145.7900 +0.0109  3.8953 * 0.0505

GO 10.4049 +£1.7972  125.7467 +0.0023  4.4353 + 0.1084

Ademas, se calculé el area electroactiva a partir de la ecuacion de Randles-Sevcik,

encontrandose igual incremento del area al depositar solo GO 0 MWCNT (0.5 mm?).
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Mientras que, al analizar las configuraciones donde se emplearon ambas nanoestructuras, se
obtuvo mayor area electroactiva cuando se modifico inicialmente con MWCNT y después

con GO (igual a 4.43 mm?).

6.3.2.2 [Espectroscopia de impedancia electroquimica.

En la Figura 45 se muestra la mayoria de las configuraciones estudiadas y en la Figura
46 lo correspondiente al electrodo modificado con nanotubos de carbono multipared para
observar detalladamente el diagrama de Nyquist. En la primera figura, la modificacion del
electrodo tanto con GO como con MWCNT mejoraron la transferencia de carga, por las
propiedades enunciadas anteriormente. Como consecuencia la resistencia a la transferencia
de carga disminuye y analizando el efecto de cada nanoestructura este valor es mas
significativo al depositar MWCNT, lo que puede estar relacionado a una mayor
conductividad por presentar mayor area superficial esta nanoestructura. Los valores de
resistencia de carga fueron obtenidos a partir del circuito equivalente y son presentados en la

Tabla 14.

Figura 45. Diagrama de Nyquist de electrodos modificados con nanoestructuras de carbono con A)
GO, B) GO-MWCNT y C) MWCNT-GO
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Nota. Medidas realizas usando 2 mM [Fe(CN)g]* - en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4 con
0.1 M de KCI. Condiciones de trabajo: amplitud de 10 mV y un rango de barrido de frecuencias
desde 0.5-50000 Hz
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En el caso de la modificacién del electrodo con GO, consta de un semicirculo y una
linea recta al final con pendiente de aproximadamente 45°. El semicirculo se forma en la
regién de frecuencias altas (1-2 kQ), lo que esté asociado con la resistencia a la transferencia
de carga. Mientras que, la pendiente se denomina resistencia de Warbug, la cual ocurre a
frecuencias bajas y esta relacionado a los procesos de difusién de iones que se dan a través
del electrolito a la interfaz del electrodo, muy utilizado en otros trabajos (Congur, Sayar,

Erdem, & Piskin, 2013; C. Wang et al., 2013).

Tabla 14
Cambio de la resistencia a la transferencia de carga Recde
configuraciones de las nanoestructuras de carbono

Muestra Ret [kQ]
GO
Sin modificar 3.9770 +0.1538
GO 1.5513 + 0.0461
MWCNT

Sin modificar 4.0247 £0.2489

MWCNT 0.1165 +0.0068
GO- MWCNT

Sin modificar 4.0503 + 0.4615

GO 1.8763 £ 0.1107

GO- MWCNT 0.1526 +0.0588
MWCNT-GO

Sin modificar 3.5523 +£0.1547

MWCNT 0.2253 +0.0268

MWCNT-GO 0.1520 +0.0385

Para el caso del electrodo modificado con los MWCNT (Ver en la figura 46),
aparentemente no se observa el semicirculo relacionado con la resistencia a la transferencia
de carga. Sin embargo, al amplificar la region de altas frecuencias (eje Z’ 0-0.4 kQ) en la
gréfica insertada (al lado derecho Figura 46), se puede observar que, si ocurre la resistencia

a la transferencia de carga, pero por las propiedades conductoras que le otorga el
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nanomaterial a la superficie, este valor de resistencia es muy pequefio. Esta forma vertical
también se puede explicar como un comportamiento capacitivo del espectro, ya que entre

mas vertical sea la curva, mas capacitivo sera (Y. Wang et al., 2009).

Figura 46.

Diagrama de Nyquist del electrodo serigrafiado sin modificar y modificado con nanotubos de
carbono multipared
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Nota. Medidas realizadas usando 2 mM [Fe(CN)g]**- en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4 con
0.1 M de KCI. Inserto del mismo diagrama méas amplificado. Condiciones de trabajo: amplitud de
10 mV y un rango de barrido de frecuencias desde 0.5-50000 Hz

Por esta razén, el circuito equivalente de Randles que se venia empleando para
obtener informacion de la modificacion del SPE, fue necesario ajustarlo para calcular la
resistencia a la transferencia de carga para el caso de los electrodos con presencia de
MWCNT (Ver Figura 47). Lo que se puede interpretar que al depositar MWCNT sobre la
superficie del electrodo cambio las caracteristicas del material; sin embargo, se mantiene un

proceso difusivo(Vazquez Gutierrez, 2007).
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Figura 47.
Modelo del circuito equivalente para las superficies modificadas con MWCNT

1000 0 1.000 Ko 1000 0

Finalmente, se tienen los electrodos con la sinergia de ambos materiales, en donde la
Gltima medida de la resistencia a la transferencia resulta muy baja, pasando de valores de
alrededor de 4 kQ a valores de 0.15 kQ para ambas configuraciones. De este Ultimo resultado,
no se encontro en la literatura estudios relacionados, puesto que se encontraban solo con un
tipo de nanomaterial o modificados con AuNPs (Benvidi, Firouzabadi, Moshtaghiun,
Mazloum-Ardakani, & Tezerjani, 2015; Congur et al., 2013; Mohammad-Razdari et al.,
2019). De esta forma, los resultados de EIS concuerdan con los obtenidos por

voltamperometria ciclica.

6.3.3 Evaluacion de los biosensores para la deteccion del ADN complementario.

A partir de la deteccién de sonda complementaria con los cuatro biosensores
propuestos, se encontr6 informacion sobre el efecto del uso de diferentes nanoestructuras de
carbono, mostrando que la combinacion de GO y MWCNT no es significativo comparado
con la respuesta de cada nanoestructura por separado (Ver Figura 48). Lo anterior, puede
explicarse debido a que las propiedades electroquimicas y area superficial, especificamente
de los nanotubos se aprovecha en mayor medida de forma individual. En un trabajo realizado
por Zheng y otros (Zheng et al., 2013) se obtuvo mejor respuesta electroquimica en la

deteccion de glucosa empleando un electrodo con MWCNT, comparado con otro modificado
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con GO. Por lo tanto, se selecciono la configuracion SPE/MWCNT para la evaluacion de los

parametros del biosensor.

Figura 48.

Comparacion de los biosensores modificados con nanoestructuras de carbono para la deteccion de
1 nM de ADN complementario
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Nota. Medidas de SWV usando 10 mM de [Fe(CN)s]* 3 en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI. Condiciones de trabajo: amplitud de 50 mV, f 10 Hz y paso de potencial 5 mV

6.3.4 Caracterizacion electroquimica del Biosensor seleccionado.

A continuacion, se muestra en la Figura 49 la caracterizacion electroquimica del
biosensor seleccionado por las técnicas CV, SWV y EIS. Para el caso de las técnicas
voltamperométricas (CV y SWV) se observa un incremento en los picos de corriente del
electrodo modificado con MWCNT, comparado con el electrodo sin modificar. Esto es
atribuido por la alta cinética de transferencia de electrones, gran area superficial y excelente
conductividad de los nanotubos de carbono multipared. Luego, la sefial sigue incrementando
una vez se han electrodepositado las AuNps, contribuyendo también al mejoramiento de la

actividad electroguimica del electrodo por sus propiedades conductoras y nanoestructurales.
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Cuando es inmovilizado el aptamero tiolado, la sefial de densidad de corriente se
reduce por la interaccion del esqueleto de fosfato cargado negativamente del ADN de la
sonda con la cupla redox. Posteriormente, la sefial sigue disminuyendo por el ordenamiento
de las sondas del aptamero tiolado por el efecto del MCH sobre la superficie. Cuando se ha
realizado la deteccidn de la sonda complementaria de ADN, se aumenta la presencia de ADN
y por tanto también las cargas repulsivas con la cupla redox(Benvidi et al., 2015)(Eissa et al.,

2019) (Benvidi et al., 2015; Eissa et al., 2019).

En contraste, para la caracterizacion realizada por EIS, por tratarse del estudio de las
resistencias resultantes por cada modificacion del electrodo, cambia el comportamiento. Es
decir, en las modificaciones relacionadas con los nanomateriales la resistencia disminuye y

comienza a aumentar a medida que se hacen las modificaciones con el ADN.
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Figura 49.

Caracterizacion electroquimica de la plataforma biosensora con nanotubos de carbono

multipared por las técnicas de CV, SWv y EIS
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Nota. Deteccidn de 1 nM de ADNcomplementario. Medidas de SWV usando 10 mM de
[Fe(CN)g]* > en solucién tampén PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de KCI. Condiciones de trabajo:
amplitud de 50 mV, f 10 Hz y paso de potencial 5 mV
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6.4 Conclusiones parciales

Las condiciones de dispersion del éxido de grafeno y nanotubos de carbono,
permiteron la deposicion sobre los electrodos serigrafiados a concentraciones de 0.05 mg/mL
y 0.001 mg/mL respectivamente, conservando cada una sus propiedades estructurales y

conductoras.

Se disefiaron cuatro transductores obteniendose valores del area electroactiva de 3.98
mm? (SPE/GO), 4.08 mm? (SPE/MWCNT), 4.25 mm? (SPE/GO/MWCNT) y 4.43 mm?

(SPE/MWCNT/GO).

La plataforma biosensora modificada con nanotubos de carbono multipared

(SPE/MWCNT), resultd ser mas eficiente electroquimicamente (101_—1 =0.24 £ 0.007 pA) que
0

las otras plataformas para la deteccion de sonda de ADN complementario.
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7. Analisis de los parametros de deteccidn del biosensor electroquimico frente al

reconocimiento de ADN en matrices acuosas

7.1  Introduccion

En general los sensores basados en el reconocimiento molecular, es importante
caracterizar su sefial de respuesta; que facilite su optimizacion para una matriz dada. En la
siguiente seccion, se presentan brevemente los principales criterios de la respuesta de un
biosensor y mediante los resultados obtenidos se discutird su relacion con las propiedades

del receptor y las partes del transductor de los biosensores electroquimicos propuestos.

7.2 Criterios para tener en cuenta en la respuesta de un biosensor

7.2.1 Curva de calibracién.

La curva de calibracion de un método bioanalitico es una relacion lineal entre la
concentracion (variable independiente) y la respuesta (variable dependiente) utilizando un
método de minimos cuadrados(Moosavi & Ghassabian, 2018). Esta relacion se construye
para ser aplicado en la prediccion de concentraciones desconocidas del analito de una matriz
dada. La calidad de un método bioanalitico depende en gran medida de la linealidad de la
curva de calibracion, brindando una indicacion positiva de los resultados para un ensayo en

un rango validado.

7.2.2 Rango de linealidad.

La linealidad de la curva de calibracion es un requerimiento fundamental en el campo
del andlisis quimico. En general, la linealidad no se cuantifica, pero se observa por simple

inspeccion o mediante pruebas significativas de no linealidad. La no linealidad se elimina
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mediante la seleccidén de un intervalo de operacion mas restringido(Dosal & Villanueva,

2008). Cada intervalo lineal puede ser distinto por el efecto causado de la matriz procedente.

Para demostrar la linealidad de la curva de calibracion resultante, se requieren cumplir
ciertos criterios de aceptacion en la que estadisticamente se puede justificar esa linealidad,;
para ello es necesario calcular: la pendiente, el intercepto en “Y” y el coeficiente de

correlacion. Este tltimo debe cumplir un r>> 0.98 (Perdomo, 2017)

7.2.3 Sensibilidad.

La sensibilidad de un método mide la capacidad del biosensor para diferenciar
pequefias variaciones en la concentracion del analito. Es la pendiente de la curva de

calibracién (Thevenot et al., 2013).

7.2.4 Limite de deteccion (LOD).

Corresponde a la menor concentracion que se puede detectar por el método de anélisis

empleado. Una forma de determinar el LOD, x., es por el criterio definido por IUPAC que:

Y=Ypt ksp (E.7.1)

Donde Y. es la probabilidad de la sefial analitica mas pequefia discernible, y es el
promedio de las medidas del blanco y k es un valor que se elige de acuerdo con el nivel de
confianza que se desee, generalmente 3 (Leary, 2010). El blanco se refiere a la sefial emitida
por el instrumento con una disolucion que contiene las mismas especies de una muestra,

exceptuando el analito.
Ademas, como x. es funcién de YL, se tiene:

x, e T_nYB (E.7.2)
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Sustituyendo la ecuacion (E.7.2) en (E.7.1), se obtiene:

X, —= (E.7.3)

Donde m es la pendiente de la curva de calibracion.

Como informacion adicional se puede obtener de la ecuacion el limite de

cuantificacion variando k a 10 normalmente(Dosal & Villanueva, 2008).

7.2.5 Selectividad.

La selectividad es la capacidad de un método analitico para medir exacta y
especificamente el analito sin interferencias de impurezas, productos de degradacion que
puedan estar presentes en la muestra. Se expresa como la relacion de la sefial de salida del
analito cuando esta de forma pura en una solucion. Seguidamente se adicionan impurezas a
la solucién. Por lo tanto, la selectividad es expresada como el porcentaje en la variacion de
respuesta del biosensor (Thevenot et al., 2013). La selectividad se puede calcular comparando
las medidas obtenidas de la deteccion de una muestra del blanco con y sin el analito (Moosavi

& Ghassabian, 2018).

7.2.6 Repetibilidad.

Refleja la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas condiciones,
utilizando la misma muestra, analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con
los mismos equipos y reactivos y durante una misma sesion de trabajo en un periodo corto

(Stoytcheva, Zlatev, Velkova, Valdez, & Ovalle, 2009).
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7.2.7 Reproducibilidad y estabilidad.

La reproducibilidad es la medida de la precision de los resultados de ensayos
realizados sobre la misma muestra homogénea, pero ejecutados por diferentes analistas en
dias diferentes y se expresa con los mismos parametros matematicos que la repetibilidad. El
coeficiente de variacion en el estudio de la reproducibilidad debe ser igual o mayor que el
obtenido en el estudio de repetibilidad para la misma cantidad o concentracion debido a la

mayor fuente de error que existe en la reproducibilidad.

En el caso de determinar la estabilidad operacional del biosensor se debe considerar
la concentracion del analito, el continuo contacto del biosensor con la solucidn del analito, la
temperatura, el pH, la composicién del buffer. Su tiempo de vida es desconocido por lo que
puede servir por dias, semanas o incluso mas tiempo de acuerdo con su uso y forma de

almacenamiento (Stoytcheva et al., 2009; Thevenot et al., 2013).

La estrategia experimental que se llevd a cabo para determinar los parametros
analiticos consistio en realizar una curva de calibracion para dos biosensores, uno modificado
solo con nanoparticulas de oro y otro con nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro, para
posteriormente comparar la sensibilidad de cada dispositivo. Por otra parte, se estudié la
selectividad y especificidad de cada biosensor. Finalmente, se hizo un estudio de la

estabilidad en el tiempo de los biosensores preparados con el fin de mirar su reproducibilidad.
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7.3 Desarrollo experimental.

Esta etapa estuvo orientada en analizar los parametros de deteccion del biosensor
electroquimico modificado con nanoparticulas de oro y nanotubos de carbono multipared

(AuNps-MWCNT).
7.3.1 Sensibilidad.

Se realizd una curva de calibracion para detectar el rango de trabajo de los
biosensores. Los biosensores fueron preparados a las condiciones definidas en los capitulos
anteriores y se pusieron a incubar en soluciones con distintos valores de concentracion (0.01,
0.1,1,10y 100 nM) de la sonda de ADN complementaria durante 35 min. Una vez terminado
el tiempo de deteccidn, los electrodos fueron lavados con agua y luego se secaron con flujo

de nitrogeno.

Posteriormente se realizd las medidas electroquimicas empleando la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada, obteniendo respuestas de intensidad de corriente, los
cuales fueron utilizados para realizar la curva de calibracion del delta de corriente vs. el
logaritmo de la concentracion de la secuencia de ADN complementario, realizando tres
repeticiones del experimento. De esta forma, se obtuvo una ecuacion del biosensor hacia la

deteccion de ADN complementario de la forma:

Ip—1 nmol

Iy

(uA) = mLogC4py < ) + b(uA) (E.7.4)

7.3.2 Selectividad.

Se emple6 una sonda de ADN no complementaria, con el fin de identificar la

capacidad de hibridacién de ADN en solucién acuosa del biosensor seleccionado. A
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continuacion, se presenta la secuencia de las sondas de ADN utilizadas previamente y la

sonda no complementaria empleada para estudiar la selectividad:

Sonda de ADN receptor (B1Apt2): 5°-Tiol-TTA CAA CCC GAA GGC C-3°
Secuencia de ADN objetivo (B1Comp): 5’-GGC CTT CGG GTT GTA A-3’
Secuencia de ADN no complementaria (B1Trs):  5-TTA AGG ATT TGG TGC C-3’

La concentracion empleada en el estudio de este parametro fue de 100 nM durante un

tiempo de incubacién de 35 min del ADN no complementario.

7.3.3 Pruebas de estabilidad.

La estabilidad de los biosensores de ADN consistio en realizar medidas de deteccion

después de 7 dias de almacenados en el refrigerador a 4°C en camara humeda.

7.4 Resultados y discusion

7.4.1 Sensibilidad.

Los biosensores propuestos fueron usados para evaluar diferentes concentraciones de
la sonda de ADN complementaria, empleando la técnica de SWV, como se puede observar
en la Figura 50. Al aumentar la concentracion de ADN, ocurre una reduccion gradual de la

sefial de corriente.
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Figura 50.
Voltamperogramas de onda cuadrada variando la concentracion de ADN complementario
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Nota. Valores de concentracion desde a — g (0, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 nM) aplicados sobre los
biosensores propuestos: Biosensor 1 (AuNPS) a la izquiera y Biosensor 2 (AuNps_ MWCNT) a la
derecha; en 10 mM [Fe(CN)g]* 7 en solucion tampén PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de KCI.
Condiciones de trabajo: 50 mV de amplitud de 50, f 10 Hz y paso de potencial 5 mV. Velocidad de
barrido de 50 mV/s

Como resultado de la sefial electroquimica obtenida para cada concentracion, se hallé
la curva de calibracion para cada biosensor (ver Figura 51). De esto, se puede interpretar la
pendiente de cada grafica como la sensibilidad del método de deteccién empleado, resultando
una mayor pendiente para el Biosensor 2 (AuNPs-MWCNT), lo que se puede atribuir al

efecto de los nanotubos de carbono multipared.
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Figura 51.
Curvas de calibracion de los biosensores
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Nota. Biosensor 1 (AuNps) a la izquierda y Biosensor 2(AuNps-MWCNT) a la derecha.

Seguidamente, se calcul6 el limite de deteccion considerando tres repeticiones de la
desviacion estandar de la medida del blanco (solucién sin ADN complementario) dividido
por la pendiente, obteniendo los valores que se muestran en la Tabla 15 correspondientes a
cada biosensor. El Biosensor 1, alcanz6 un limite mas bajo de deteccion de 0.05154 nmol/L,

mientras en el Biosensor 2 fue de 0.2159 nmol/L.

A partir de la literatura al comparar con otros biosensores voltamperométricos, se
encontr6 que algunos logran un LOD inferior al rango de deteccion(Jahandari, Taher,
Karimi-Maleh, Khodadadi, & Faghih-Mirzaei, 2019), otros tienen un limite con un valor
igual a la concentracién inicial de deteccion(Zhu et al., 2015), y otros cerca a este primer

valor de concentracién como se evidencio también para este caso(Eissa et al., 2019).

Ademas, se calcularon los limites de cuantificacion, de manera que estos lo que
indican es un criterio aceptable de la menor concentracién que puede detectar cada

dispositivo, siendo el Biosensor 1 en el que se encontré un menor limite de cuantificacion.
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Tabla 15
Limites de deteccidn
Muestra Limite de deteccion Limite de
[nmol/L] cuantificacion
[nmol/L]
Biosensor 1
(AuNPs) 0.05154 0.1718
Blosensor 2 0.2159 0.7198

(MWCNT-AUNPS)

De los resultados obtenidos acerca de la curva de calibracion de ambos dispositivos,
se tiene que el Biosensor 2 logré detectar de forma significativa las pequefias variaciones de
concentracion de ADN complementario para el rango de trabajo al cual funciona. Y respecto
al limite de deteccion, se encontrd que el Biosensor 1 tiene la capacidad de detectar una
concentracion minima del ADN complementario. Si bien ambos pardmetros son influyentes
en el disefio de biosensores, el objetivo de este trabajo era estudiar el efecto proporcionado
por las nanoestructuras de carbono en la sensibilidad de la sefial, encontrandose que si

favorece en en el mejoramiento de la respuesta electroquimica.
7.4.2 Selectividad.

Se utilizé 100 nM de la sonda no complementaria para el estudio de este parametro,
encontrandose una selectividad parcial para ambos biosensores, como se puede observar en
la Figura 52. En el biosensor 1, la capacidad para detectar una sonda no complementaria es
menor a 30.81% y en el biosensor 2 corresponde a 48.31% con respecto a la deteccion de la
sonda complementaria. Encontrandose que el biosensor 2 tiene menor selectividad, debido a
una posible interaccion de los grupos funcionales adicionados en la estructura de los

nanotubos de carbono, que pueden estar detectando la sonda no complementaria.
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Figura 52.
Selectividad de los biosensores
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Nota. Deteccion de sonda complementaria (C) y no complementaria (NC) con concentracion 100
nM empleando los biosensores propuestos: Biosensor 1 (AuNPS) y Biosensor 2 (AuNps MWCNT)

7.4.3 Estabilidad.

En esta prueba se encontré que la inmovilizacién del ADN tiolado (receptor) fue
estable en el séptimo dia para los dos biosensores. Sin embargo, una vez agregado el ADN

complementario no se alcanza alta capacidad de deteccion para el Biosensor 1.

Tabla 16
Valores de estabilidad

Porcentaje de estabilidad  Porcentaje de estabilidad

Muestra . L T,
inmovilizacion hibridacién

Biosensor 1 82.96 % 25.45 %
Biosensor 2 97.56 % 82.19 %
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7.5 Conclusiones parciales

Se obtuvo dos biosensores reproducibles con sus respectivas curvas de calibracién

para un rango de deteccion entre 0.01 a 100 nM de ADN complementario, resultando las

ecuaciones: ?(ﬂA) = 0.04532LogC 4pn + 0.2835 para el Biosensor 1 (SPE-AuNPS) y
0

%WA)=0.04692LogCADN+O.2962 para el Biosensor 2 (SPE-MWCNT-AUNPS),
0

presentando una mayor sensibilidad en el Biosensor 2.

El limite de deteccidn para cada dispositivo fue de 0.05154 nmol/L (Biosensorl) y

0.2621 nmol/L (Biosensor2).

Los biosensores resultaron parcialmente selectivos al evaluar la deteccidn hacia una
sonda de ADN no complementaria., detectando una sefial del 30.81% para el Biosensor 1y

48.31% para el Biosensor 2.

Los biosensores presentaron una estabilidad en la inmovilizacion del receptor; sin
embargo, al detectar la sonda complementaria no hubo una deteccion aceptable. Por lo

tanto, se debe emplear el biosensor recién preparado.
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8. Conclusiones Generales

Las condiciones determinadas para la construccién del transductor fueron electrodos
serigrafiados modificados con AuNps sintetizadas y electrodepositadas por la técnica de
cronoamperometria (+0.05 V tiempos de 100 y 500 s). Para la inmovilizacion del receptor se
empled una concentracion de 500 nM de aptamero tiolado con un tiempo de inmovilizacién
de 16h. Se complement6 la conformacion del receptor con la adicion del MCH a una
concentracion de 5 UM durante 5 min de incubacién. Para la deteccion del ADN objetivo o
sonda complementaria, se sumergié el biosensor bajo una solucion tampén de PBS 0.1 M pH
7.4 con 5 mM de MgCl> a una concentracién determinada de la sonda de ADN

complementario durante 35 min a temperatura ambiente.

Se logroé la dispersion del 6xido de grafeno y los nanotubos de carbono multipared
conservando cada una sus propiedades estructurales y conductora. Se deposité sobre los
electrodos serigrafiados a concentraciones de 0.05 mg/mL (GO) y 0.001 mg/mL (MWCNT).
Se disefiaron cuatro transductores obteniendose valores del area electroactiva de 3.98 mm?
(SPE/GO), 4.08 mm? (SPE/MWCNT), 4.25 mm?2 (SPE/GO/MWCNT) y 4.43 mm?
(SPE/MWCNT/GO). La plataforma biosensora modificada con nanotubos de carbono

multipared (SPE/MWCNT), resulté ser méas eficientes electroquimicamente empleando

medidas de voltamperometria de onda cuadrada (I"I—_I =0.24 £ 0.007 pA), que las otras
0

plataformas para la deteccion de sonda de ADN complementario.



DISENO DE BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS CON NANOMATERIALES 116

Se obtuvo dos biosensores reproducibles con sus respectivas curvas de calibracion,

resultando las ecuaciones de ? (uA) = 0.04532LogC 4py + 0.2835 para el Biosensor 1
0

(SPE-AuUNPs) y ?(MA) = 0.04692LogCpy + 0.2962 para el Biosensor 2 (SPE-
0

MWCNT-AuUNPs), presentando mayor sensibilidad en el Biosensor 2. Alcanzando un limite
de deteccion para cada dispositivo de 0.05154 nmol/L (Biosensor 1) y 0.2621 (Biosensor 2).
Los biosensores resultaron parcialmente selectivos, detectando una sefial del 30.81% y
48.31% de los biosensores 1y 2 de sonda no complementaria respectivamente. Respecto a la
estabilidad, los biosensores presentaron una estabilidad en la inmovilizacion del receptor. Sin
embargo, al detectar la sonda complementaria no hubo una deteccién aceptable. Por lo tanto,

se debe emplear el biosensor recién preparado.
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9. Recomendaciones

Cabe resaltar que este trabajo es uno de los primeros que se realiza en los grupos de
investigacion participes, con relacion al tema de los biosensores electroquimicos, por lo que

se proponen las siguientes recomendaciones para contribuir con su avance y desarrollo.

Estudiar el nimero de ciclos aplicados a la activacion del electrodo de trabajo con
lavado de de 0.5 M de acido sulfarico con el fin de aumentar la actividad electroquimica de
la superficie, especialmente luego de sintetizar nanoparticulas de oro por electrodeposicion.
De la misma manera, aplicar un lavado antes de inmovilizar el receptor para evitar la

oxidacion de las nanoparticulas.

Evaluar la temperatura de hibridacion con el fin de optimizar la deteccion de la sonda

complementaria, teniendo como punto de referencia 37°C.

Cambiar la solucion de inmovilizacion del aptdmero tiolado, para mirar el efecto de
la fuerza idnica y el pH sobre la conformacidn de la estructura y optimizacion de la sefial de

la respuesta electroquimica.

Evaluar el tiempo de deteccion del analito a tiempos inferiores y superiores de 35
min, con el fin de encontrar la sefial de saturacion. Al mismo tiempo emplear otras matrices

en la disolucion del analito como agua y otras soluciones tampon (TE, EDTA 06 Tris-HCI).

Emplear azul de metileno (u otras moléculas redox) como indicador electroquimico,
con el fin aumentar mas formas de deteccion y corroborar el buen funcionamiento del

receptor estudiado.

Realizar pruebas de estabilidad de los biosensores a temperaturas inferiores de -20 °C

con el fin de crear lotes de biosensores y no necesariamente de forma instantanea.
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Realizar pruebas de validacion a partir de la deteccidn del mismo analito por técnicas

como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o pruebas convencionales.

A partir de las plataformas obtenidas se puede ampliar el estudio de otros receptores,
por ejemplo, la inmovilizacion de aptameros con mayor nimero de nucleétidos, péptidos,

moléculas inorganicas, entre otros.

Se sugiere estudiar el parametro de la selectividad aplicando mas tipos de analitos

diferentes al analito objetivo.
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Apéndices
A. Definicion de los parametros de las condiciones de trabajo de la técnica SWV
Para establecer las condiciones de trabajo de la técnica de SWV, se estudiaron sus pardmetros
principales: El pulso de altura (PH), el paso de altura (SH) y la frecuencia (f)). Para esto, se
estudio cada parametro variando uno y fijando los dos parametros restantes. Por ejemplo, al

varias el valor de frecuencias se dejaba fijo el pulso de alturay el paso de altura. Se estudiaron

tres pulsos de altura como se muestra en la Tabla Al.

Tabla A.Al.

Condiciones estudiadas
SWV SWv SWvV SWvVv SWv SWvVv
variacion variacion de variacion variacion de variacion variacion de
def[Hz] SH[mV] def SH [mV] de f SH [mV]
2 1 2 1 2 1
5 2.5 5 25 5 2.5
10 5 10 5 10 5
15 7.5 15 7.5 15 7.5
20 10 20 10 20 10
Condiciones fijas
SH=5mV f=10Hz SH=5 mV f=10 Hz SH=5mV f=10Hz
PH= 25 mV PH=50 mV PH=75mV

Los resultados se analizaron de forma cualitativa a partir de los voltamperogramas de onda

cuadrada obtenidos para cada caso.
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Figura Al. SWV variando la f (a la izquierda) y SH (a la derecha) a un pulso de altura de 25 mV
usando 10 mM [Fe(CN)e]# - en solucion acuosa con 0.1 M de KCI
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Figura A2. SWV variando la f (a la izquierda) y SH (a la derecha) a un pulso de altura de 50 mV
usando 10 mM [Fe(CN)s]* - en solucién acuosa con 0.1 M de KCI
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Figura A3. SWV variando la f (a la izquierda) y SH (a la derecha) a un pulso de paso de 75 mV
usando 10 mM [Fe(CN)e]* 73 en solucién acuosa con 0.1 M de KCI
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Al observar los resultados SWYV se observa, que al cambiar de un potencial de pulso de 50 a

75 mV la intensidad del pico de corriente no cambia tanto, como si ocurre a 25 mV.

Se sabe que la multiplicacion de la f con SH da como resultado la velocidad de barrido del
sistema. Sin embargo, cada una tiene una funcion diferente. Por un lado, la f esta relacionada
con el tiempo en que tarda en completarse un ciclo de SWV, en donde a f mayores (f>10) se
observa que el pico va perdiendo definicion (especialmente al decrecer el pico). Ademas de

los tres parametros segun la literatura el mas critico es la f.

En el caso del SH, se define como la altura del paso, es decir la forma en que esta segmentado
el pulso o amplitud dada. Por lo que se observa como los resultados obtenidos al modificar
este parametro muestra mas cambio en cuanto al ruido de la curva, debido a que, si se toman
valores bajos, el nUmero de puntos por correr el mayor y hace que tarde mas en realizarse el
pulso, por lo que lo mas conveniente seria emplear un paso intermedio que no tarde tanto,
pero tampoco que sea tan alto porque no tendria en cuenta la cinética o fendmenos que

ocurren durante la reaccion.

1.0
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Basado en los dos voltamperogramas de onda cuadrada obtenidos (variando f y SH) a un
pulso de 50 mV, se va a definir las condiciones de trabajo para posteriores pruebas. Se puede
observar como en la variacion de f, al aumentar el tiempo luego de que ocurre el pulso la
curva no llega al mismo valor de corriente como al inicio del pulso, esto pasa a que esta
ocurriendo una interferencia debido a la capa difusa que se forma, mientras que a un SH de
5 mV (comparar las tres variaciones de pulso de altura), si logra cerrar con el mismo

comportamiento al que inicia, indicando mayor reversibilidad de la reaccion.
Por lo tanto, se concluye que las condiciones favorables para emplear en SWV son:
PH=50 mV ; SH=5mV ; F=10 Hz.

Respecto a las condiciones que se empled en CV, el scan rate es de 50 mV/s y se pude
observar que es una condicion intermedia, la cual no toma tanto tiempo, pero tampoco es tan
rdpida como para despreciar el tipo de reaccién que esté ocurriendo. Por lo anterior, la

velocidad de barrido en ambas técnicas fue 50 mV/s.
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B. Determinacioén de la concentracién de MCH
B.1. Concentracién de MCH

La concentracion se estudio con base en la teoria que establece guardar una relacion de
1:1000 de ADN:MCH. Se prepard una solucion con concentracion de 0.5 UM de aptdmero
tiolado y 500 uM de MCH, variando el tiempo de inmovilizacién a 60, 30 y 5 min. Los
resultados mostraron que la sefial se mantuvo similar para los tres casos (Ver Figura B4, B5
Y B6). Por esta razén se decidié disminuir la concentracion, ademas que la superficie del
electrodo no es completamente de oro, por lo que también eso pudo influir en que el MCH

este bloqueando toda la superficie (Keighley et al., 2008).

Figura B1. Voltamperogramas ciclicos variando el tiempo de inmovilizacion de una solucion de
1mM de MCH usando 10 mM [Fe(CN)s]** en solucién buffer PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de
KCI. Las medidas fueron realizadas a una velocidad de barrido de 50 mVs™.
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Figura B2. Voltamperogramas de onda cuadrada variando el tiempo de inmovilizacién de una
solucién de 0.5 mM de MCH usando 10 mM [Fe(CN)s]* " en solucién buffer PBS de 0.1 M pH 7.4
con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a una velocidad de barrido de 50 mVs
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Figura B3. Diagramas de Nyquist de EIS, variando el tiempo de inmovilizacion de una solucion de

0.5 mM de MCH usando 2 mM [Fe(CN)s]* 3~ en solucion buffer PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de

KCI. Las medidas fueron realizadas a una amplitud de 10 mV y un rango de barrido de frecuencias
desde 0.5-50000 Hz.
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B.2. Graficas complementarias del andlisis de la concentracion seleccionada de MCH.

A continuacion, se complementa el analisis del resultado analizado en la seccion 5.3.5.2 del
libro con las otras dos técnicas empleada (CV y SWV). presenta las concentraciones que se
estudiaron, bajando la relacion de ADN:MCH de 1:1000 a 1:100, 1:10, y 1:1, fijando un
tiempo de inmovilizacion de 5 min. Se puede observar en SWV (Ver Figura B8),
especialmente que a una concentracion de 0.5 la sefial de MCH ya no es fija sobre la

superficie o suficiente, puesto que la sefial obtenida supera la sefial anterior del aptamero
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tiolado. Para la concentracion de 50 uM aun la sefial se desplaza en el eje que representa el

potencial similar a la sefial base (electrodo sin modificar), lo que la cantidad de MCH bloquea

la superficie completamente. Mientras que a un concentracion de 5 pM, aunque

aparentemente no se ve un cambio entre la sefial del MCH y la de Hibridacion, el pulso se

mantuvo en la misma posicion respecto al valor de potencial anterior y con el resultados

presentado de EIS se confirma que si hubo cambios en la deteccion del analito. Por esta razén

esta condicion fue la seleccionada

Figura B4. Voltamperogramas ciclicos variando la concentracion de MCH inmovilizado durante
cinco minutos usando 10 mM [Fe(CN)s]* 7 en solucién buffer PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de
KCI. Las medidas fueron realizadas a una velocidad de barrido de 50 mVs?

I/ pA

10.5 uM MCH

— SPE
w— SPE/AuNPs

e SPE/AUNPs/Apt

e SPE/AUNPs/AptyMCH
e SPE/AuNPs/Apt MCH/Hib

5 uM MCH

SPE/AuNPs/ApyMCH
s SPE/ AuNPs/Apt/MCH/I Iil]

50 uyM MCH

SPE
e SPE/AuNPs
PE/AUNPS/Apt
AuNPS/ApUMCH
—— SPE/AuNPS/ApUMCH/Hit

— S

-0.4

02 00 02 0.4

0.6 -0.4

T T
-0.2 0.0

T T
0.2 0.4

Potencial/V vs. Ag/AgCl

T +
0.6 -04

02 00 02 04 0.6

Figura B5. Voltamperogramas de onda cuadrada variando la concentracion de MCH inmovilizado
durante 5 minutos usando 10 mM [Fe(CN)s]#*- en solucién buffer PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M
de KCI. Las medidas fueron realizadas a una velocidad de barrido de 50 mVs-.
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C. Determinacién de las concentraciones de las nanoestructuras de carbono

Para la determinacion de la concentracion se tuvo en cuenta las disoluciones seriadas
analizadas por Espectroscopia UV-vis en la seccion 6.3.1.2 del libro y lo encontrado en la
literatura, acerca de las concentraciones de estas nanoestructuras depositadas sobre
electrodos comprenden valores inferiores a 1 mg/mL (Jie Wang et al., 2010). Se estudiaron
dos valores de concentracion (0.1y 0.05 mg/mL) para cada una de las nanoestructuras (Ver
Figuras C1, C2 y C3). Los resultados obtenidos, muestra todas las modificaciones de la
superficie hasta la sefial del analito. Se encontré respecto a la sefial de los electrodos
modificados con MWCNT tiene una alta intensidad de los picos caracteristicos de los
voltamperogramas ciclicos lo que indica que hay mayor conductividad. Sin embargo, en lo
resultados en la técnica por SWV esta sefial se trasladaba verticalmente, lo que implicaba un

error en la sefial a la hora de emplear un rango de deteccién del analito.

Ademas, tanto los electrodos modificados con GO como los MWCNT al detectar el ADN
complementario, la sefial disminuia mucho, lo que puede estar pasando por una adsorcion en
la superficie de que no permite detectar lo que se quiere, que es a partir del receptor
inmovilizado con las nanoparticulas de oro mediante el grupo tiol. Por esta razon, se
selecciond la concentracion de 0.05 mg/mL de GO, mientras que, para los MWCNT, se
disminuyd la concentracion y se encontré que seguia siendo muy conductivo, por lo que la

concentracion seleccionada para tales nanoestructuras fue de 0.001 mg/mL (Ver Figura C4)
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Figura C1. Voltamperogramas ciclicos de electrodos modificados con nanoestructuras de carbono
variando la concentracion depositada a 0.1 y 0.05 mg/mL; usando 10 mM [Fe(CN)6]4—/3- en
solucion tampon PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a una

velocidad de barrido de 50 mV/s
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Figura C2. Diagramas de Nyquist de EIS de electrodos modificados con nanoestructuras de
carbono variando la concentracion depositada a 0.1 y 0.05 mg/mL; usando 2 mM [Fe(CN)g]* " en
solucién buffer PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron realizadas a una
amplitud de 10 mV y un rango de barrido de frecuencias desde 0.5-50000 Hz
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Figura C3. Voltamperogramas de onda cuadrada de electrodos modificados con nanoestructuras
de carbono variando la concentracion depositada a 0.1 y 0.05 mg/mL; usando 10 mM
[Fe(CN)6]4—/3- en solucion tampon PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de KCI. Las medidas fueron
realizadas a una velocidad de barrido de 50 mV/s
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Figura C4. Voltamperogramas de onda cuadrada de electrodos modificados con nanotubos de
carbono multipared variando la concentracion depositada a 0.0.01 y 0.002 mg/mL; usando 10 mM
[Fe(CN)6]4—/3- en solucién tampon PBS de 0.1 M pH 7.4 con 0.1 M de KCI
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