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RESUMEN

Los biosensores estan estrechamente relacionados con la vida moderna,
incluyendo aplicaciones en el diagnostico de enfermedades como también para la
deteccion de agentes biolégicos y contaminantes en el medio ambiente. Entre los
distintos biosensores, los electroquimicos representan una prometedora alternativa
debido a su alta sensibilidad, elevada relacion sefial/ruido, relativa simplicidad, tiempo
de respuesta rapido y posibilidad de portabilidad y miniaturizacién.

El carbono, un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza, ha sido
utilizado por los seres humanos durante mucho tiempo. Con los continuos avances en
la nanotecnologia, se han encontrado y aplicado diversos al6tropos del carbono en
numerosos campos, incluyendo la nanoelectrénica y electréonica de alta frecuencia,
almacenamiento y conversion de energia, transistores de emision de campo, terandstica
y biosensores.

En este trabajo de Tesis se funcionalizaron nanotubos de carbono y materiales
derivados del grafeno con polimeros y biomoléculas y se inmovilizaron sobre sustratos
de carbono vitreo (GCE) y oro con el objetivo de construir plataformas (bio)analiticas
para el desarrollo de biosensores electroquimicos y plasmonicos.

El CAPITULO 1 presenta una introduccion general acerca de los nanomateriales
de carbono utilizados en el trabajo de Tesis: nanotubos de carbono y grafeno y
derivados. Se describe la relacidn entre la estructura y las propiedades electroquimicas
y épticas. Se especifican las distintas metodologias de incorporacion de nanotubos de
carbono y grafeno sobre sustratos conductores y se detallan las aplicaciones de estos
materiales en el desarrollo de biosensores electroquimicos y plasmonicos.

El CAPITULO 2 discute los fundamentos de las técnicas mds representativas
empleadas en el presente trabajo Tesis y las metodologias llevadas a cabo para obtener
los resultados.

En el CAPITULO 3 se muestran los resultados de la funcionalizacién no covalente
de nanotubos de carbono multipared tipo bamboo (BCNT) con DNA de doble hebra de
timo de ternera (dsDNA). Se discuten las propiedades electroquimicas de la plataforma
y las ventajas que presentan BCNT frente a CNT tipo ho/low convencionales. Asimismo,
se analiza el efecto de las condiciones de dispersion (solvente, tiempo de sonicado y
relacion BCNT:dsDNA) sobre la respuesta electroquimica de la plataforma y la estructura
e integridad del DNA, empleando técnicas electroquimicas, espectroscopicas y
microscopias electrénicas.

En los CAPITULOS 4 y 5 se exponen las aplicaciones analiticas de la plataforma
GCE/BCNT-dsDNA para el desarrollo de biosensores electroquimicos. En el CAPITULO 4
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se presentan los resultados obtenidos tomando ventaja de las propiedades de bio-
reconocimiento del dsDNA soportado sobre BCNT dispersos para desarrollar un
biosensor dirigido a la cuantificacion sensible de prometazina (PMZ), un intercalador de
la doble hebra. Se discuten los cambios en la respuesta electroquimica de PMZ al
interaccionar con la plataforma GCE/BCNT-dsDNA. Mediante técnicas electroquimicas,
espectroscopia UV-Vis y calculos cuanticos se analiza el proceso de intercalacion de PMZ.
Se presentan las caracteristicas analiticas de la cuantificacion de PMZ a niveles
nanomolares empleando stripping de adsorcidn con deteccién por voltamperometria
de pulso diferencial. En el CAPITULO 5 se muestran las ventajas que ofrece la
caracteristica de polianién de dsDNA soportado sobre BCNT para autoensamblar capa
por capa la enzima glucosa oxidasa (GOx) con el fin de desarrollar un biosensor de
glucosa. Se discuten las condiciones 6ptimas de ensamblado de GOx y del policatién
poli(dialildimetilamonio) (PDDA), y la influencia del nimero de bicapas tipo (PDDA/GOX)x
en las caracteristicas morfoldgicas de las peliculas ensambladas como asi también en la
bioactividad de la enzima.

En el CAPITULO 6 se presenta la sintesis y caracterizacion de 6xido de grafeno
(GO) modificado covalentemente con quitosano (GO-CHIT) y su posterior reduccién
quimica (RGO-CHIT). Se comparan distintas estrategias de inmovilizacién sobre
sustratos de Au:

¢ No covalentes: mediante autoensamblado capa por capa de PDDA/GO, GO-CHIT
y RGO-CHIT sobre Au derivatizado con el tiol 3-mercaptopropan-sulfonato de
sodio (MPS).

e Covalentes: a través de la inmovilizacion de GO-CHIT y RGO-CHIT sobre Au
derivatizado con el tiol 4-aminotiofenol (4ATP), utilizando glutaraldehido como
agente de acoplamiento.

En todos los casos se discuten las propiedades electroquimicas y el proceso de
adsorcion a través del empleo de SPR y espectroscopia UV-Vis; y se efectua el analisis
comparativo del cubrimiento de una proteina modelo en las distintas plataformas para
poder implementarlas como sustratos de inmovilizacion de un anticuerpo para el
desarrollo de un inmunosensor con deteccion electroquimica y plasmoénica.

En el CAPITULO 7 se utiliza la plataforma Au/MPS/PDDA/GO para la
inmovilizacidn de un anticuerpo monoclonal especifico para la proteina Galectina-3,
biomarcador para la deteccion temprana de insuficiencia cardiaca aguda. Se evaluan las
propiedades Opticas y electroquimicas del autoensamblado (PDDA/GO), sobre Au/MPS
y su efecto en la capacidad de inmovilizacién del anticuerpo. Se presentan los
parametros analiticos y especificidad del biosensor propuesto.



Por ultimo, en el CAPITULO 8 se exponen las conclusiones generales del trabajo
de Tesis realizado.

PALABRAS CLAVES

Nanotubos de carbono tipo bamboo, DNA de doble hebra, intercalador, glucosa,
nanomateriales derivados de grafeno, quitosano, galectina-3, bionsensor
inmunosensor, biosensor de afinidad, biosensor enzimatico.
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En el presente capitulo se presenta una introduccion a los
nanomateriales de carbono, haciendo especial énfasis en
sus propiedades electroquimicas y usos en la construccion
de biosensores electroquimicos y plasmonicos.






1.1. Nanotubos de carbono

La primera publicacién sobre los nanotubos de carbono (CNT) en 1991 por Iijima
[1] trajo a dicho nanomaterial al centro de la escena en la comunidad cientifica. Los CNT
son nanomateriales grafiticos y forman parte de los alétropos de C junto con el grafito,
grafeno y fullerenos, entre otros (figura 1.1 A). Idealmente, su estructura consiste en
una lamina de C sp? enrollada en forma de tubo con dos medios fullerenos en los
extremos [2]. Los CNT poseen una elevada relacion de aspecto dado que su diametro se
encuentra en las dimensiones nano (entre 0,7 y 40 nm) mientras que su largo es del
orden de las micras [3].

A Nanotubo

Grafito

Fullereno

SWCNT BCNT

Figura 1.1. A Esquema de la estructura del grafito, grafeno y los al6tropos derivados de éste,
nanotubo y fullereno. B Imagenes TEM de CNT de pared simple (tomada de Ref. [4]) y de CNT
de pared multiple y tipo bamboo (tomada de Ref. [5]).

De acuerdo al numero de laminas de grafito enrolladas se pueden clasificar en
CNT de pared simple (SWCNT) o de pared multiple (MWCNT), como se muestra en las
imagenes TEM de la figura 1.1 B. Dependiendo de la densidad de defectos se puede
distinguir entre CNT tipo Ahollow, que presentan paredes laterales sin defectos; y CNT
tipo bamboo (panel central inferior de la imagen TEM de la figura 1.1 B) caracterizado
por tener defectos de borde transversales a intervalos regulares [6]. Las propiedades
electrénicas de los CNT dependen fuertemente de su estructura: mientras los SWCNT
pueden ser metdlicos o semiconductores (dependiendo de la quiralidad con la que se
enrolle la [dmina de grafeno), los MWCNT son normalmente metalicos [7].
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Los principales métodos de sintesis de CNT son por descarga de arco eléctrico,
ablacién laser, monoéxido de carbono de alta presion (HiPCO) y deposicion quimica-
catalitica de vapor (cCVD) [2,7,8]. Los dos primeros métodos emplean fuentes de
carbono sdlidas e involucran la vaporizacion de C a altas temperaturas [9]. HiPCO
produce CNT mediante reacciones en fase gaseosa de CO con catalizadores de Fe-
carbonilo a elevadas presiones [8]. Si bien mediante los tres primeros procesos las
nanoestructuras son de alta calidad, se obtienen productos secundarios como C amorfo,
nanoparticulas (NP) metalicas y fullerenos [7,9]. Por el contrario, con cCVD se obtiene
CNT con alta cristalinidad y baja densidad de defectos y un porcentaje infimo de C
amorfo. Dicha metodologia consiste en la descomposicidn catalitica de gases ricos en C
sobre NP metalicas [10].

1.1.1. Propiedades electroquimicas de CNT

Debido a la naturaleza interfacial de la electroquimica, la mayor parte de la
investigacién de la electroactividad de los CNT se enfoca en la estructura superficial de
los mismos [4,11].

%0 1 _ MWCNT
\_ Plano de bordes
20 | '/ &~ __—"Plano
~ =}~ basal
< AN
3 = =) =
- PSSy S S Fullereno
220 { = S { . . ; 4
- 60
-035 -0.15 0.05 025 045
E/V

Figura 1.2. Perfiles voltamperométricos obtenidos en [Fe(CN)¢]3- sobre electrodos de grafito
pirolitico con planos de borde, basal y modificados con MWCNT y fullereno. v= 0,100 V s™.
Tomado de la Ref. [12].

Banks y col. [12] compararon la respuesta voltamperométrica de [Fe(CN)s]* sobre
electrodos de grafito pirolitico con planos de borde y basales con electrodos
modificados con MWCNT y fullerenos (figura 1.2). Los resultados demostraron que la
velocidad de transferencia de carga es lenta sobre los planos basales de C sp? mientras
que es muy rapida sobre los planos de bordes. Al relacionar la estructura con la
respuesta electroquimica determinaron que la electrocatalisis hallada en los MWCNT se
debe a la presencia de defecto de bordes, lo cual ha sido ampliamente demostrado en
bibliografia [4,11,13]. Por otro lado, el grupo de Gooding [14] determind que los



extremos de los CNT poseen mayor electroactividad que las paredes al comparar la
respuesta electroquimica de CNT alineados en distintas direcciones. Existe cierto
consenso, también, en que la presencia de grupos oxigenados obtenidos al oxidar los
CNT mejora la transferencia de carga de las cuplas redox de esfera interna [11,13].

Por otro lado, se ha discutido extensivamente en bibliografia respecto a si las
impurezas que quedan de los procesos de sintesis (como el C amorfo o las NP metalicas)
son las que les imparten a los CNT de sus propiedades electrocataliticas [15]. De esta
manera, la purificacion de los CNT es vital para su incorporacién como transductor
electroquimico [16].

1.2. Grafeno y sus nhanomateriales derivados

El término grafeno (figura 1.1 A) se refiere a una mono-lamina de grafito, donde
los atomos de C sp? se encuentran arreglados en una red hexagonal que posee por
encimay por debajo de ésta orbitales conjugados = [17]. Estrictamente, este término se
reserva a una unica lamina bidimensional [18], mientras que cuando aumenta el nimero
de laminas apiladas se le coloca el prefijo bicapa, tricapa o multicapas [19].

Como mono-lamina de C, el grafeno es el nanomaterial mas delgado conocido
hasta ahora (~ 3,4 A), es impermeable a los gases y tan fuerte como el acero [20]. Debido
a esta elevada relacion de aspecto posee un area especifica tedrica de 2639 m?2 g y una
elevada conductividad eléctrica [20]. Las propiedades antes mencionadas corresponden
a la mono-lamina la cual es practicamente imposible de ser sintetizada de manera
masiva, siendo ésta su principal limitacidn [21]. Los métodos de sintesis escalables
incluyen los top-down a partir del grafito ya sea en solucidn, mediante exfoliacion o
tratamiento mecanico [22]; y por descomposicion epitaxial de SiCy CVD sobre sustratos
metalicos [21]. Con estos métodos por lo general se obtienen derivados de grafeno en
multicapas, con densidad de defectos y cierto caracter sp3 que, a pesar de ello, poseen
la mayoria de las propiedades de la mono-lamina.

El método de obtencién de nanoestructuras de grafeno mas utilizado, y el que se
implementa en el presente trabajo de tesis, es a través del 6xido de grafeno (GO) [19,23].
Como lo muestra el esquema de la figura 1.3, primero se oxida el grafito en una mezcla
a reflujo de agentes oxidantes para formar el xido de grafito, que luego por tratamiento
con ultrasonido se exfolia dando lugar al GO. La presencia de grupos oxigenados
hidrofilicos provoca un incremento en el espaciado entre las [dminas del 6xido de grafito
(@6 -12A)yluego la exfoliacion separa las ldminas. El GO forma una dispersion coloidal
estable en soluciéon acuosa debido a la carga superficial negativa de los grupos
carboxilato [24]. La reduccion de GO produce el éxido de grafeno reducido (RGO) [25].



Este material no es estrictamente grafeno debido a que la reducciéon no suele ser
completa y, ademas, se produce re-apilado del RGO para minimizar el area expuesta de
C sp? hidrofébico a la solucién acuosa. La modificacion con un agente dispersante
mejora la estabilidad coloidal del RGO [26].

N

OXIDO DE GRAFITO

GRAFITO

Figura 1.3. Esquema de la sintesis del grafeno a partir de grafito.

1.2.1. Propiedades electroquimicas del grafeno y sus nanomateriales
derivados

Al igual que los CNT, la velocidad de transferencia de carga del grafeno y sus
materiales derivados depende no sélo de la cupla redox en analisis sino también de la
cantidad de defectos presentes en su estructura, los grupos funcionales y las impurezas
[27]. Velicky y col. [28] midieron las constante de transferencia de carga heterogénea
(ko), empleando tres mediadores redox independientes, sobre muestras de grafeno con
distinto numero de laminas apiladas n. (de 1 a ~ 1000). Si bien los autores no hallaron
una tendencia entre n.y ko, encontraron que los planos basales son electroactivos y que
dentro de una misma muestra hay una gran variabilidad de ko [28].

La dificultad de establecer una relacién entre la estructura del grafeno y la
actividad electroquimica se debe a que la forma de deposicidn/inmovilizacién sobre el
electrodo es dificil de controlar, lo cual afecta la densidad relativa de bordes y planos
basales expuestos a la solucidn [29]. A pesar de esto, existe consenso respecto a que los
bordes poseen mayores propiedades electrocataliticas que los planos basales y que el
incremento en la relacién C/0 de los nano-materiales derivados del grafeno promueve
el incremento en la ko de cuplas redox de esfera interna [27,30]. En un trabajo reciente,
Tany col. [31] demostraron mediante microscopia de barrido electroquimico (SECM) con
[Fe(CN)e]> como mediador redox que los defectos sobre la estructura del grafeno
incrementan la reactividad electroquimica en un orden de magnitud (figura 1.4 A).



Figura 1.4. A Imagen SECM de grafeno sobre SiOy con un defecto inducido mecanicamente.
Cupla redox: [Fe(CN)s]*> 2,00 x10-3 M. UME: Pt de 7,5 um de diametro. Imagen tomada de Ref.
[31]. B Imagen SECM de GO sobre Au. Cupla redox: [Fe(CN)e]* 1,00 x10-3 M. UME: Pt de 10 um
de diametro. Imagen tomada de Ref. [32].

La electroquimica del GO esta caracterizada por una transferencia de carga lenta
dado el mayor caracter aislante por la alta densidad de C sp? presente en su estructura
[23,33]. Rapino y col. [32] estudiaron su comportamiento electroquimico a través de
SECM usando diversas sondas redox (figura 1.4 B) y demostraron que la respuesta
observada sobre superficies modificadas con GO depende fuertemente de la interaccion
electrostatica entre la carga negativa del mismo con la cupla y de la diferencia de ko
entre el GO y el sustrato [32].

1.3. Biosensores basados en el uso de nanoestructuras de
carbono

1.3.1. Generalidades de los biosensores

Un biosensor se compone, basicamente, de dos partes: una capa de bio-
reconocimiento, que cumple la funcién de reconocer e interactuar especificamente con
la especie de interés, confiriéndole selectividad al proceso; y el transductor, que se
encuentra en intimo contacto con el material biolégico de reconocimiento y transforma
la sefial fisico-quimica en una sefial medible [34]. Dicha sefal fisico-quimica se origina
como consecuencia de la interaccion entre la especie de interés y la plataforma de bio-
reconocimiento.

Los biosensores pueden ser clasificados segun la naturaleza de la capa de bio-
reconocimiento y el tipo de interaccidn que establecen con la muestra en [35,36]:

e Cataliticos: constituidos por organelas, tejidos o sistemas enzimaticos de origen
bioldgico, utilizados para la deteccion de diversos analitos. Son capaces de
reconocer selectivamente al sustrato y transformarlo en productos a través de
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una reaccidn catalitica. Los biocomponentes cataliticos incrementan la velocidad
de reaccion, disminuyendo la energia de activacidon necesaria para que ocurra.
El consumo del sustrato es continuo, dando lugar a una respuesta de estado
estacionario, la que es colectada por el detector. Entre los elementos de
reconocimiento se destacan las enzimas, que son moléculas de naturaleza
proteica altamente especificas y eficientes en la deteccion selectiva de diversas
especies.

e De afinidad: emplean la interaccion especifica existente entre la molécula de bio-
reconocimiento y la especie a detectar. Durante este evento de reconocimiento
no hay consumo neto de la especie por el bioacomplejante inmovilizado, es decir
que el proceso de reconocimiento esta gobernado fundamentalmente por la
termodinamica de la interaccidn, en contraste con el control cinético que
muestran los sistemas biocataliticos. Las interacciones que se estudian
usualmente, son las del tipo antigeno/anticuerpo (denominados
inmunosensores); la interaccidn entre células receptoras/ligandos (lectinas,
entre otros), y los sensores que involucran al DNA (denominados genosensores).

e Celulares: emplean organismos unicelulares tales como bacterias, hongos,
levaduras y células de origen animal o vegetal como elementos de bio-
reconocimiento. Este tipo de biosensores detecta la respuesta de las células
luego de su exposicion a una muestra y explota la toxicidad del analito sobre la
capa celular inmovilizada.

1.3.2. Nanoestructuras de carbono en la construccion de biosensores

Entre los multiples tipos de biosensores, los electroquimicos representan una de
las alternativas mas populares debido a su bajo costo, la capacidad de miniaturizarlos,
la portabilidad y su tiempo de respuesta practicamente instantaneo [37,38]. Por otro
lado, los biosensores plasménicos con deteccion por resonancia de plasmoén superficial
(SPR) si bien son mas recientes y menos desarrollados que los electroquimicos,
presentan la gran ventaja de ser extremadamente sensibles a eventos de
reconocimiento especifico ligando-biomoléculay que la deteccidn es directa y en tiempo
real [39].

En este sentido, la utilizacién de nanomateriales de carbono en el desarrollo de
sistemas electroquimicos de deteccidén es una de sus principales aplicaciones debido a
la mejora en el rendimiento analitico que les imparten. Esto se evidencia en el creciente
numero de publicaciones sobre CNT o grafeno y sus derivados con aplicaciones en
biosensores (figura 1.5).
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Figura 1.5. Nimero de publicaciones en revistas indexadas para una busqueda de los campos
“carbon nanotube biosensor’ yl/o “graphene biosensor' en el buscador Web of Science
(Thomson Reuters).

A pesar de que el costo y complejidad de las sintesis de algunos nanomateriales
de C suele ser similar al de otras nanoestructuras (como las NP metalicas o quantum
dots), el hecho que deriven de uno de los elementos de mayor abundancia en la corteza
terrestre hace que su fuente sea casi ilimitada. Desde el punto de vista de los
biosensores electroquimicos, las ventajas del uso de CNT/grafeno y derivados son [40-
43]:

e Disminucion de los sobrepotenciales de oxidacion y reduccién de un gran
numero de compuestos de interés analitico.

e Aumento del area expuesta del transductor electroquimico.

e Mejora en la transferencia de carga entre el transductor y el analito.

e Biocompatibilidad y alta capacidad de inmovilizacion de biomoléculas.

e Facilidad de ser funcionalizados y derivatizados mediante metodologias
covalentes y no covalentes.

e Elevada capacidad de adsorcion de diversos tipos de moléculas.

El desarrollo de multiples estrategias y metodologias analiticas de cuantificacion
empleando CNT o el grafeno y derivados con transduccion electroquimica y plasménica
fue posible gracias a la funcionalizacién y derivatizacion de los mismos con el fin de
conferirles selectividad y propiedades de reconocimientos especificas. La
bioespecificidad se logr6 mediante la incorporacion de polimeros [44-46], proteinas y
enzimas [47-49], acidos nucleicos [50,51], anticuerpos [52], aptameros [53], entre otros,
a CNTy grafeno y sus nanomateriales derivados.
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1.4. Procesamiento y funcionalizacion de nanoestructuras
de carbono

El desarrollo de biosensores basados en el uso de nanoestructuras de carbono
es posible siempre que la incorporacién de las mismas en el transductor (sea éptico o
electroquimico) se efectie de manera reproducible y controlada. La manera mas comun
de incorporar CNT/grafeno y derivados sobre sustratos solidos que actian como
transductores es mediante su dispersidn en algun solvente. El principal problema es la
baja o nula dispersabilidad de los mismos en los solventes habituales, especialmente en
agua.

La elevada superficie especifica del grafeno y derivados promueve Ila
aglomeracién espontanea e irreversible o el re-apilado de las [aminas cuando el GO se
reduce a RGO [25,54]. Como resultado de ello, se obtiene nuevamente un material
similar al grafito de partida. En el caso de los CNT, debido a la fuerzas de van der Waals
entre la superficies de C sp? de los nanotubos, éstos tienden a formar agregados o
“ramilletes” que son muy dificiles de separar incluso utilizando solventes organicos
apolares [44]. Esta propensidn al agregado y baja dispersabilidad esta favorecida por su
elevada relacion de aspecto y su peso molecular [55].

Grupo funcional o
dispersante

|
|
: * Alta estabilidad de |a dispersidn :
1 DESVENTAJA |
: * Pérdida de las propiedades inherentes :
: * Dafio estructural :
:_* Acortamiento 1

I % Procedimiento facil

1
1
| 1
1 * Minimo dano estructural :
| DESVENTAJIAS I

1

1

Figura 1.6. Principales estrategias de modificacion de CNT/grafeno y derivados.

Dado que las nanoestructuras forman dispersiones coloidales, la teoria de DLVO
enuncia que, para favorecer la estabilidad coloidal, se debe modificar la region
interfacial superficial de las particulas coloidales con el fin de promover la repulsion
entre las mismas [56]. Las diversas estrategias para superar este problema se basan en
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la modificacién de la superficie de los CNT/grafeno y derivados por métodos covalentes
o no covalentes (figura 1.6).

Las metodologias covalentes se dividen en dos, dependiendo del grupo funcional
que se utilice. La primera consiste en introducir grupos oxigenados mediante la
oxidacion de CNT [57] o utilizar los grupos presentes en el GO [24] para enlazar
covalentemente moléculas, polimeros o grupos funcionales. La segunda se basa en la
quimica del enlace C=C o la introduccién de grupos funcionales por mecanismos
radicalarios [58,59]. En todos los casos, las modificaciones covalentes suelen ser mejores
que las no covalentes en términos de estabilidad y grado de funcionalizacidn [44]. Sin
embargo, debido a que se producen cambios quimicos en la red de C sp? se suele perder,
en cierto grado, las propiedades electroquimicas de los CNT/grafeno y derivados [54].

La funcionalizaciéon no covalente se lleva a cabo a través de la adsorcion de
surfactantes y pequefias moléculas o el enrollamiento de polimeros sobre la superficie
de CNT/grafeno y derivados [44,60]. Dado que no se altera la red de C sp? ni el tamafio
de las nanoestructuras, este tipo de modificaciones preserva las propiedades intrinsecas
de estos materiales [55]. Sin embargo, la desventaja que posee la modificaciéon no
covalente es que suele ser reversible y, por lo tanto, menos estable a lo largo del tiempo.

1.5. Estrategias de ensamblado de nanoestructuras de
carbono sobre sustratos solidos

El ensamblado de nanoestructuras de carbono en arquitecturas ordenadas es un
proceso donde las interacciones entre los bloques constituyentes juegan un papel
decisivo. Muchas veces este ensamblado puede ser complejo debido a la naturaleza de
las multiples interacciones que se establecen y que incluyen fuerzas de van der Waals,
r-stacking, de interaccion hidrofobica y, en algunas ocasiones, interacciones
electrostaticas y de puentes de hidrégeno [61]. El agregado no controlado de estas
nanoestructuras raramente conduce a la formacién de arquitecturas con la
funcionalidad especifica que se desea. Es necesario, entonces, controlar el proceso de
ensamblado sobre sustratos haciendo uso de las interacciones que se establecen en el
coloide con el objetivo de disefiar plataformas con arquitecturas jerarquicas estables
[62].

La modificacion o ensamblado de nanomateriales de carbono sobre electrodos
sélidos se basa en la modificacion de los mismos por alguna estrategia covalente o no
covalente. Esta modificacién se lleva a cabo para mejorar la estabilidad del coloide o
brindarle alguna funcionalidad al mismo tal que oriente la modificacion de los
electrodos. Las mismas se clasifican de acuerdo al tipo de interaccién que establecen
con la nanoestructura de carbono en [61-64]:
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Mediante fuerzas de van der Waals: incorporando CNT/grafeno y derivados en
matrices poliméricas como compdsitos o hidrogeles. En este tipo de estrategias,
las nanoestructuras de carbono actian como el material conductor en la matriz
polimérica aislante.

Interacciones electrostaticas: aprovechando la carga superficial de los coloides
(como por ejemplo, el GO que se encuentra cargado negativamente) para
autoensamblarlos. En este caso, la fuerza impulsora es la reversion de cargas
opuestas entre el coloide y la superficie del electrodo.

Deposicidn fisica: involucra la formacion de una pelicula macroscépica del
nanomaterial. Se basa en las fuerzas de cohesidn de grafeno/CNT cuando se seca
el solvente de la dispersidn coloidal. Incluye las metodologias de drop-casting,
spin-coating, filtracion al vacio (formacidn de buckypapers), entre otros.
Inmovilizacién covalente: formacion de enlaces entre la superficie del electrodo
y algun grupo funcional del grafeno/CNT. Estos pueden ser introducidos
mediante oxidacion de las nanoestructuras con acidos fuertes o la modificacidn
no covalente con moléculas que posean grupos funcionales.
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En este capitulo se describen los fundamentos tedricos e
instrumentales y las aplicaciones de las técnicas
empleadas para el desarrollo de este trabajo de Tesis. Se
discuten también aspectos experimentales sobre los
sustratos solidos usados.






2.1. Voltamperometria ciclica

2.1.1. Respuesta de especies en solucion (difusion lineal semi-infinita)

La voltamperometria ciclica (VC) es la técnica electroquimica por excelencia dado
que se utiliza tanto para hacer los primeros estudios cualitativos de un sistema rédox
desconocido como para elucidar mecanismos de reaccion o para llevar a cabo analisis
cuantitativos [1].
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Figura 2.1. A Programa de potencial aplicado en voltamperometria ciclica. B Voltamperograma
ciclico resultante.

El programa potencial-tiempo utilizado en VC se muestra esquematicamente en
la figura 2.1 A. El potencial del electrodo de trabajo es variado linealmente (a una
velocidad constante 1) desde un valor inicial, E;, hasta un valor conocido como potencial
de corte, E;, donde la direccion de barrido se invierte hasta el potencial final, Er, que
puede ser igual o distinto a £. Como respuesta a dicha perturbacion se produce una
corriente que se registra en funcion del potencial aplicado, dando lugar al
voltamperograma ciclico para un proceso reversible (la reaccion Rag S O @ + ne)
mostrado en la figura 2.1 B. Dicha corriente, como lo muestra la ecuacién 2.1, depende
del gradiente de concentracion de la especie electroactiva (Cg) sobre la superficie del
electrodo (x = 0), de su coeficiente de difusion Dg, del area electroactiva Ay del nimero
de electrones intercambiados n[1].

dCx(x,t)

Ecuacion 2.1
ot x=0

i(t) = nF ADp [
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La concentracidon de la especie R en la superficie del electrodo dependerd del
sobrepotencial aplicado, E - E°, donde E° es el potencial de equilibrio. Para un sistema
que contiene sdlo la especie reducida R, si el barrido de potencial comienza a un E;
mucho menor que E?, no hay procesos de transferencia de cargay la corriente registrada
es sblo debido al cargado de la doble capa (corriente capacitiva). Conforme E aumenta,
R comienza a oxidarse provocando un aumento en el gradiente de concentracién y un
incremento en la corriente faradaica (ecuacién 2.1). Cuando se alcanza el potencial de
pico anddico (Epa), el gradiente de concentracion es maximo dado que la velocidad de
oxidacion es maxima. En estas condiciones la concentracidn de R disminuye a cero en x
=0y se obtiene un valor de corriente maximo [2]. Para E > Epa, sélo se formara O cuando
R difunda de la solucion lo cual provoca un aumento del espesor de la capa difusional
(8) con la consecuente disminucion del gradiente y de la corriente. Luego de E;, cuando
la direccion de barrido se invierte y se alcanza el potencial adecuado, ocurre el proceso
inverso donde ahora O se reduce a Ry la extension de este proceso dependera de la
reversibilidad de la reaccidn electroquimica.

En estos sistemas, donde la corriente se encuentra limitada por la difusion de la
especie electroactiva se encuentra que la corriente de pico i, (anddica o catddica) varia
linealmente con V2, segun la ecuacion de Randles-Sevcik (ecuacién 2.2) [2].

(Tl F)3/2

ip = —0,4-4-63 W

A Cr (Dg v)'/? Ecuacién 2.2

A partir de los perfiles de VC pueden obtenerse diferentes parametros que
caracterizan al proceso rédox que ocurre sobre el electrodo. Estos son la corriente de
pico anddica (ipa) y catddica (i), el potencial de pico anddico (Epa) y el catddico (Epe) y su
diferencia (AE,) [3]. Dichos parametros se encuentran sefialados en la figura 2.1 B.

Las relaciones entre las velocidades de transferencia de carga y masa determinan
la reversibilidad electroquimica de los sistemas redox [4]. En procesos reversibles, la
velocidad de la reaccion electroquimica (dada por el valor de ko) es mas rapida que la
transferencia de masa y las concentraciones de O y R siempre estan determinadas por
la ecuacion de Nernst. Asi, E, no depende de vy AE, = 59 mV/n (a 25 °C). De la misma
manera, se encuentra que para este tipo de procesos ipa / ipc = 1.

En un sistema con comportamiento irreversible, la velocidad de transferencia de
masa es mayor a la transferencia de carga. En estos sistemas, i, es menor que el valor
correspondiente a un sistema reversible, E, depende de v, y no se observa pico catddico
al invertir el barrido de potencial, entre otros criterios de diagnostico [4].
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Los sistemas cuyo comportamiento varia entre los extremos reversible e
irreversible, segun la velocidad de barrido empleada, se clasifican como cuasi-
reversibles. En éstos, AE, es mayor que 0,059 Vy aumenta con v[4].

2.1.2. Respuesta de especies adsorbidas

Si la especie electroactiva se encuentra adsorbida fuerte o débilmente sobre la
superficie del electrodo, la forma del perfil voltamperométrico i-E VC se modifica. Dado
que la reaccion R ag¢sy S5 O @ds) + n e indica que sblo se oxida la especie R que se
encuentra adsorbida, la corriente solo dependera de su cubrimiento superficial.

Cuando la adsorcion de R puede ser descripta por la isoterma de Langmuir y para
un comportamiento reversible, entonces AE, = 0 V, el ancho de pico a la mitad de la
corriente maxima, Ey1/2 tiene un valor de 96 mV/n (a 25 °C) y la corriente de pico estara
dada por la ecuacién 2.3

2 2
ncF ..

i = Ecuacion 2.3

iy = RT Al v

donde Tk es el cubrimiento superficial de R sobre la superficie del electrodo [1]. Para
este caso, el perfil voltamperométrico obtenido es simétrico respecto a E,, como se
muestra en la figura 2.2 a. El area bajo el pico anddico corresponde a la carga asociada
con el proceso de oxidacion de la especie R adsorbida, Qads, [2] por lo que T'r puede
calcularse segun la ecuacion 2.4.

Quas = nF ATy Ecuacién 2.4

10

Q

I/uA

-10

0,200 0,400 0,600
E/V

Figura 2.2. Voltamperogramas ciclicos para la oxidacién de Rsegin R @ads) S O ags) + N €,
donde el proceso es reversible (a), cuasi reversible (b) e irreversible (c).
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En la figura 2.2 b y ¢ se muestran los VC para la oxidacidn cuasi reversible e
irreversible de R, respectivamente. Al disminuir ko, los picos se hacen mas anchos y
asimétricos y las corrientes asociadas se hacen menores. En procesos cuasi-reversible
AE, # 0 (figura 2.2 b) y aumenta conforme incrementa v[5]. Para el caso irreversible no
hay proceso catddico al invertir el barrido (figura 2.2 ¢) y E, = 62,5 mV/a. n,, (siendo o el
coeficiente de transferencia y n,, el numero de electrones transferidos hasta el paso
determinante). Sin embargo, el area bajo el pico de oxidacion es independiente de ko y
la ecuacién 2.4 se sigue cumpliendo [5].

2.1.3. Repuesta de especies con difusion finita

En ciertas ocasiones, la especie electroactiva se encuentra confinada en una
pelicula delgada cuyo espesor L oscila entre 8 y el de una monocapa en contacto directo
con la superficie del electrodo (~ 4 - 5 A). Esto se puede dar en el caso de peliculas de
polimeros rédox, moléculas electroactivas que interactian fuertemente con una capa
de polimero 6 de dxidos inorganicos [1].

RT nFV({d-a)v
(A-a)nF | RTAk,

E, = E°+ Ecuacioén 2.5

En este caso el comportamiento voltamperométrico oscilara entre los
observados en las secciones 2.1.1 y 2.1.2 y dependera de L, la velocidad v del
experimento y Dz Cuando Ly vson pequefios, el comportamiento de R se aproxima al
de una especie adsorbida y cuando dichos valores son grandes, se aproxima al
comportamiento de difusién lineal semi-infinita (seccion 2.1.1) [6,7]. Los Ep varian con
la velocidad segun la ecuacidn 2.5, obteniéndose lo que se conoce como “graficos de
trompeta” [6].

2.2. Voltamperometria de pulso diferencial

Una de las desventajas de los métodos voltamperométricos convencionales es la
baja sensibilidad analitica debido a que la corriente faradaica suele ser enmascarada
por la no faradaica [2], fundamentalmente en electrodos porosos de gran area, como
los usados en el presente trabajo de tesis. Las técnicas de pulso proveen limites de
deteccion menores (del orden de 10 M). La base de estas técnicas es la diferencia en la
velocidad de decaimiento de las corrientes de cargado de la doble capa (i o« t) y
faradaica (i «c t7/2): la primera tiene una velocidad de decaimiento mucho mayor que la
segunda [8]. De esta manera, midiendo la corriente a tiempos cortos se minimiza la
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contribucion capacitiva. Una de las técnicas de pulso mas ampliamente utilizadas es la
voltamperometria de pulso diferencial (DPV).

La figura 2.3 A muestra el esquema de la perturbacion potencial-tiempo aplicada
al electrodo de trabajo. En un experimento de DPV se aplica una escalera de potencial
(dada por Eswep) superpuesta a un pulso (dado por Esiep-Eamp). La corriente se mide dos
veces para cada pulso, la primera vez (1, en la figura) antes del pulso y la segunda vez
(2, en la figura) al final del mismo. Estos puntos de medida se seleccionan para permitir
la caida de la corriente capacitiva [8]. La diferencia entre estas corrientes Ai = i, - i1 se
registra en funcion del potencial, como se encuentra graficado en la figura 2.3 B.

I : 60 -
A . B
I amp
L —e
2 E, < 40}
2 [ ' : 2
Lu | ? a
L 20+
E' 1 step int
Tiempo 04 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

E/V
Figura 2.3. A Esquema del programa de potencial-tiempo aplicado para DPV, con los
parametros caracteristicos. B Perfil voltamperométrico de pulso diferencial.

2.2.1. Stripping de adsorcion con deteccion por DPV

Una estrategia para mejorar la sensibilidad y el limite de deteccién es la
utilizacion de una etapa de pre-concentracién de manera de acumular la/s especie/s
electroactiva/s sobre la superficie del electrodo. Este paso puede realizarse con control
de la corriente o el potencial aplicado o sin aplicar perturbaciones, al potencial de
circuito abierto (o.c.p.). Esta metodologia se conoce como stripping de adsorcion, cuyas
etapas se muestran a modo ilustrativo en la figura 2.4.

La metodologia de stripping de adsorcion generalmente consta de tres pasos [9]:

e Etapa de pre-concentracion: adsorcidon de la/s especie/s en la superficie del
electrodo durante un determinado tiempo. Este paso se realiza bajo conveccion
forzada y aplicando una corriente o un potencial o bien a o.c.p. (figura 2.4 a).

e Enjuague del electrodo modificado con la/s especie/s adsorbidas, en una
solucion adecuada durante un tiempo determinado (figura 2.4 b).

27



e Reduccion u oxidacion de la/s especie/s acumulada/s (adsorbida/s) sobre la
superficie del electrodo (figura 2.4 c).

o mi i
E
a) Pre-concentracion b) Enjuague c) Deteccion mediante DPV

Figura 2.4. Representacién esquematica de los pasos involucrados en la determinacion de un
compuesto electroactivo mediante stripping de adsorcion: a) pre-concentracidn a un potencial
constante, b) enjuague en buffer y transferencia de medio, y c) deteccién electroquimica
mediante DPV del compuesto adsorbido sobre el electrodo.

En el presente trabajo de Tesis se utiliza DPV para la deteccion electroquimica
mediante la metodologia de stripping pero se puede emplear cualquier otra técnica
electroquimica para la determinacion de la/s especie/s pre-concentradas.

Dado que el paso de deteccion se realiza en ausencia de la muestra en la que se
encuentra/n la/s especie/s a determinar, la gran ventaja del “cambio de medio” en el
stripping de adsorcidn es que se evitan posibles interferencias de otros compuestos
presentes en una matriz real. Por lo tanto, ademas de mejorar la sensibilidad debido a
la etapa de pre-concentracion, esta estrategia permite la determinacion analitica de
compuestos redox sin el efecto matriz.

2.3. Amperometria

La amperometria consiste en aplicar un potencial al electrodo de trabajo desde
un valor en el que no ocurre la reaccion faradaica a un valor de potencial en el que la
concentracion de R en x = 0 es nula. Como el transporte de masa en estas condiciones
es sOlo por difusion, la curva corriente-tiempo registrada refleja el cambio en el
gradiente de concentracién en la superficie del electrodo (ver ecuacidon 2.1). Esto
involucra una expansion gradual de la capa de difusion (aumento de 3) asociada con el
consumo de R en la vecindad de x = 0y, por consiguiente, la corriente cae con el tiempo
segun la ecuacion de Cottrell (ecuacién 2.6), como lo muestra la figura 2.5 A [1].
nF ACgDy?

(TT t)l/z

Ecuacion 2.6

i) =
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Desde el punto de vista analitico, las determinaciones de compuestos con esta
técnica suelen tener baja sensibilidad debido a la limitacién por difusién del analito. Una
manera de mejorar el limite de deteccidn es agitando la solucién mediante conveccion
controlada, la cual provoca que la capa de difusion & no cambie con el tiempo [4]. El
espesor de & estara dado por la viscosidad de la solucion y la velocidad de agitacion. Asi,
el gradiente de concentracién de R en x = 0 sera constante por lo que se alcanza una
corriente de estado estacionario (iee), la cual es independiente de t (ecuacién 2.7).

' A B

. I
I L Concentracion
Tiempol/s Tiempol/s

Figura 2.5. A Registro amperométrico para un agregado de compuesto electroactivo, marcado
con una flecha roja. B Registro amperométrico con conveccidon forzada para sucesivos
agregados de compuesto electroactivo, marcados con flechas rojas. El /nset muestra la curva
de calibracion correspondiente.

lpe = w Ecuacion 2.7
1)

El agregado del analito a la celda produce un aumento en la Cr en la superficie
del electrodo y el consecuente incremento de ic, figura 2.5 B. La determinacién de ice
en funcién de t se conoce como registro amperométrico y permite conocer la
concentracion de analito en una solucién problema y la sensibilidad con que el mismo
es detectado en el electrodo [8], a partir de una curva de calibracién como se muestra
en el insetde la figura 2.5 B.

2.4. Cronocoulometria

En un experimento en el que se aplica un pulso de potencial al electrodo, la
mayor contribucion de la corriente a tiempos cortos (t < 50 ms) se debe al cargado de la
doble capa eléctrica, la cual es proporcional al area electroactiva del electrodo [1]. En el
caso de electrodos con peliculas porosas, como los utilizados en este trabajo de Tesis,
dicha contribucién es muy grande dado que su A es elevada. Una manera de superar
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esto es integrar la corriente del registro para obtener la carga, la cual varia con el tiempo
segln la ecuacion 2.8,

2nF ACg DX? .
Q(t) = 7'[1/5 R 412 4 Que + Quus Ecuacion 2.8

donde Qqc ¥ Qadgs corresponden a la carga debido al cargado de la doble capa y la
oxidacion de especies adsorbidas. De esta manera, a partir de la pendiente de un
registro Q vs t'2 se obtiene la contribucion del transporte por difusién (de donde se
puede calcular A 6 Dg) y a partir de la ordenada al origen se pueden determinar las
contribuciones del cargado de la doble capa y adsorcién.

Si bien esta técnica tiene poca utilidad desde el punto de vista analitico, en el
presente trabajo de Tesis se la implementd para realizar la determinacion de las areas
electroactivas de las plataformas y/o los coeficientes de difusion de las especies redox.

2.5. Espectroscopia de impedancia electroquimica

Las técnicas voltamperométricas o la aplicacion de pulsos de potencial
involucran, por lo general, la aplicacidn de perturbaciones que llevan al electrodo de
trabajo a condiciones alejadas del equilibrio. En contraste, la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIE) se basa en perturbar al electrodo de trabajo con una
sefial alterna de pequefia magnitud tal que si dicha perturbacion es lo suficientemente
pequefia, se puede considerar que el sistema se encuentra practicamente en
condiciones de equilibrio [2,4].

/2 m 3/2n T

Potencial / Corriente

Figura 2.6. Sefales de la perturbacion en potencial (—) y su respuesta en corriente (—).

La perturbacidn consiste en aplicar un potencial sinusoidal de amplitud Eac muy
pequefia E(t) = Eac sen(w t) superpuesto a uno constante Eq. Esto produce una

respuesta en corriente que también posee una componente constante igc y una
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sinusoidal i(t) = iac sen(w t + ¢), la cual se encuentra desfasada del potencial en una
magnitud ¢. La representacion de la perturbacién de E y la respuesta en i se muestran
en la figura 2.6.

De la misma forma que la ley de Ohm para circuitos continuos, la impedancia Z
se define como la relacion entre el potencial y la corriente (ecuacion 2.9):

E(w) .
Z(w) =——= Ecuacion 2.9
i(w)
Similarmente se la puede definir mediante notacion compleja, como lo muestra la
ecuacion 2.10,

Z = |Zy| (cosp +jsenp) = Z' +jZ" Ecuacion 2.10

donde|Zo|es la magnitud, ¢ es la fase, jes el nimero imaginario V-1, Z' es la parte real,
y Z" la parte imaginaria de la impedancia [10].

De esta manera, las mediciones de EIE consisten en definir Eqc y Eac y estudiar el
comportamiento impedimétrico en un dado rango de frecuencias f = ® / 2n de manera
de analizar los procesos de electrodo en relaciéon a las contribuciones de la difusion,
transporte de carga, procesos capacitivos, entre otros. Las dos maneras mas comunes
de presentar los resultados son mediante el grdfico de Nyquist (-Z" vs Z') y el grdfico de
Bode(|Zo| y ¢ vs f)[10,11].

2.5.1. Circuitos eléctricos equivalentes

El método mas comun para el modelado de los resultados de EIE implica la
combinacion de elementos de circuitos eléctricos, Ilamados circuitos equivalentes, que
deben ser seleccionados sobre la base de una comprension intuitiva del sistema
electroquimico [11]. Los dos elementos utilizados para la construccidn de los circuitos
del presente trabajo de Tesis son la resistencia y el elemento de fase constante.

La respuesta en corriente de una resistencia R a una sefial periddica de potencial

conduce a una impedancia que tiene sélo componente real e independiente de la :
Zp(w)=Z"=R Ecuacion 2.11

Una R corresponde a ¢ = 0° y se utiliza para modelar procesos de transferencia de carga
o iones.

Un elemento de fase constante (CPE) se define como:
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ZCPE((U) = AO (] a))_ﬁ Ecuacién 2.12

donde Ag es un factor de proporcionalidad y B un parametro que varia entre 0 <p < 1.
Los CPE se introducen en los circuitos en reemplazo de elementos ideales (tales como
capacitores, resistencias 6 impedancias de Warburg) para modelar la no idealidad de los
mismos, producto de inhomogeneidades y porosidades de la superficie. Cuando g — 1,
CPE describe el comportamiento de un capacitor (¢ = 90°) por lo que Ao = C. Un capacitor
se utiliza para modelar procesos de adsorcion o del cargado de la doble capa eléctrica.
Cuando B = 0,5, CPE describe el comportamiento de una impedancia de Warburg (¢ =
45°) por lo que Ao =+/2 o (siendo o el coeficiente de Warburg). La impedancia de Warburg
se utiliza para modelar la difusion lineal semi-infinita.

Para representar un sistema simple de un electrodo en contacto con un
electrolito en términos de un circuito equivalente se requiere de 2 elementos de circuito
(esquema A de la figura 2.7) [11]. El primero corresponde a la resistencia de la solucidn
de electrolito entre el electrodo de trabajo y referencia (Rs), y el segundo a la doble capa
entre el sustrato conductor y el electrolito, modelado con un CPE de B — 1 Ilamado
capacidad de la doble capa (Cqc).

RS Cdc - ]
Bajas °
frecuencias .0
= o’
cdc N .o..
\\ i Altas *
_/\/\' 11/ frecuencias
B
N/ W |
Ric R R.+R

S S tc Zl

Figura 2.7. A Circuito equivalente para un electrodo en contacto con un electrolito. B Circuito
equivalente de Randles para la transferencia de carga + difusién de una especie rédox. C
Grafico de Nyquist correspondiente al circuito B.

El circuito de Randles (esquema B de la figura 2.7), que fue utilizado en el
presente trabajo de Tesis para modelar la respuesta impedimétrica de electrodos en
una solucidn con una cupla redox [1,10], consiste en Rs y Cyc en paralelo con una
resistencia y la impedancia de Warburg. Esta ultima resistencia se refiere a la de
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transferencia de carga (R«) y se encuentra relacionada con la constante cinética de la
reaccion ko a través de la ecuacion 2.13. El grafico de Nyquist de la figura 2.7 C muestra
un espectro simulado utilizando el circuito de Randles. Dado que las resistencias sélo
tienen componente real de impedancia, el semicirculo que se observa en la figura posee
dos cortes con el eje Z: el primero representa el valor de Rs y el segundo, Rs + Rg.

RT

R,. = i6n 2.
te n2 F2 ko Cg C}%—a Ecuacion 2.13

Cuando los electrodos se encuentran modificados con peliculas gruesas (del
orden de um) y porosas, la movilidad idnica de la sal del electrolito soporte suele ser
distinta a la movilidad en solucion acuosa. Esto puede provocar la aparicion de una
resistencia al transporte de iones (Ry) dentro de la pelicula que se encuentra en paralelo
con Cqc Y ReW [12,13], como lo muestra el circuito de la figura 2.8 A. Esta resistencia
suele manifestarse como un curvamiento en el grafico de Nyquist a frecuencias bajas.

A R, B .

AN/
\\
Cy. —\ 1)
R \\
—ANV )) S 1]
R L cdc
° R
f
th th

Figura 2.8. A Circuito equivalente para pelicula gruesa y porosa. B Circuito equivalente para
modelo de membrana capilar.

El circuito mostrado en el figura 2.8 B corresponde al modelo de membrana
capilar y es utilizado para ajustar los espectros de impedancia de electrodos cubiertos
con peliculas de polimeros bloqueantes que generan poros al adsorberse sobre la
superficie [14,15]. En este modelo se considera que existen dos zonas de la superficie
con diferentes ko (y en consecuencia, distintas R) que provocan que la reaccion
electroquimica de la especie redox se dé a dos velocidades distintas: una en la region
del electrodo descubierto; y otra en la zona con el agente bloqueante, que posee menor
ko. Cada una de estas zonas tiene constantes de tiempo distintas (R«Cac ¥ RiCs) y,
dependiendo del sistema, se puede llegar a observar la difusion de las especies redox
en el intervalo de frecuencias medido.
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2.6. Instrumentacion y celdas electroquimicas

En los experimentos electroquimicos se utilizé un sistema de 3 electrodos: uno
de trabajo, un electrodo de referencia de Ag/AgCIl/KCl 3M (BAS, MR 1052 y MR 1208), y
un alambre de Pt que sirvi6 como contraelectrodo o electrodo auxiliar. Los mismos se
insertan en la celda electroquimica de vidrio (ver figura 2.9) a través de los orificios de
la tapa de Teflon. La conveccidn forzada en la amperometria o en la etapa de pre-
concentracion en el stripping de adsorcion se obtuvo mediante el empleo de una
plancha de agitacién y un buzo magnético en la celda.

Las medidas de amperometria fueron llevadas a cabo en las estaciones de
trabajo TEQ_02 y TEQ_04 mientras que para los experimentos de VC y DPV se utilizaron
los potenciostatos PGSTAT128N y PGSTAT101 (Autolab) y Epsilon Workstation (BAS). Los
espectros de impedancia fueron adquiridos mediante el mddulo FRA32M del
potenciostato PGSTAT128N. Los datos de EIE fueron ajustados y modelados con el
software ZView?2.

Auxiliar

Figura 2.9. Celda electroquimica de trabajo con el sistema de 3 electrodos. La tapa de Teflon
posee un orificio extra para la adicién de un compuesto rédox en las amperometrias.

2.7. Microscopia de barrido electroquimico

La microscopia de barrido electroquimico (SECM) es una técnica que se emplea
para caracterizar la reactividad electroquimica de una superficie mediante el barrido
con un ultramicroelectrodo (UME) que cumple la funcion de sonda. La resolucion
espacial de SECM es menor a los microscopios de sonda convencionales, como STM o
AFM, dado que la fabricacion de un UME de dimensiones nanométricas es dificultoso
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con la tecnologia actual y las corrientes faradaicas que se miden son del orden de los pA
o menores [16]. Sin embargo, esta técnica tiene una caracteristica distintiva frente a las
otras de mejor resolucién y es la posibilidad de generar imagenes locales de reactividad
electroquimica y también inducir reacciones quimicas locales de manera controlada
[17,18].
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Figura 2.10. Esquema y respuesta de corriente en funcién de la distancia para el UME lejos de
la superficie del sustrato (a), en modo feedback positivo (b) y en modo feedback negativo (c).
Eume: potencial del UME, Esubs: potencial del sustrato.

Los principios generales del modo feedback se presentan en la figura 2.10. Si se
aplica un potencial al UME (Eume) que se encuentra inmerso en una solucién de la especie
R, cuando la corriente alcanza el estado estacionario se forma una region de difusidn
hemi-esférica de la especie electrogenerada alrededor de la sonda (figura 2.10.a). El
tamafo de la capa de difusidon depende principalmente del radio a del UME [19] y la
corriente de estado estacionario (i .,) puede ser descripta por la ecuacion 2.14.

iro = 4nFDpCra Ecuacion 2.14

La presencia del sustrato en la region de difusion hemi-esférica cambia la
distribucion de las especies R/O y, por ende, la corriente del UME (i;). Si el sustrato es
conductor (figura 2.10 b), al aplicar un potencial adecuado (Esubs) para reducir la especie
O, se produce un flujo adicional de R que incrementa su gradiente sobre la superficie
del UMEYy la corriente incrementa (ir > ir o). A este fendmeno se lo denomina feedback
positivo [19]. Si el sustrato es aislante (figura 2.10 c), la especie R no se regenera y se
bloquea la difusion hacia el UME, por lo que iy < iy : esto se conoce como feedback
negativo [19].

La adquisicion de las imdagenes se realiza usualmente en el modo feedback
desplazando el UME sobre la superficie del sustrato en el plano x-y, registrando iy. Las
variaciones en i; pueden estar relacionadas con cambios en la distancia debidos a
modificaciones topograficas del sustrato (figura 2.11 A) o a cambios en la reactividad,
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es decir variaciones en la constante de transferencia de carga de la reaccion redox
(figura 2.11 B) 0 a ambos efectos [16].

T A p B

X X
4l R—o d| 4l R—o d
b t
R-—0O R-—0
Sustrato ﬂ Sustrato
Respuestadel
UME Respuestadel i
: UME T
by |
X X

Figura 2.11. Respuesta del UME en funcién de la distancia obtenido en modo feedbacka altura
constante sobre un sustrato conductor con variaciones de topografia (A) y sobre un sustrato
con porciones de superficie aislantes (B).

2.7.1. Instrumentacion

La figura 2.12 muestra un esquema del equipo de SECM (A) y el arreglo de la
celda utilizada para las medidas (B). El sistema de medicion consta de cuatro electrodos:
el UME, un electrodo de referencia, el electrodo auxiliar y el electrodo sustrato por
debajo. Un posicionador piezoeléctrico desplaza el UME sonda en el plano x-y-zy un
bipotenciostato controla independientemente el potencial del UME y del sustrato [19].

A

UME .
B Auxiliar

Referencia

UME

Referencia

| [ :

—

/Sustrato

Sustrato

Figura 2.12. A Esquema de los componentes basicos del SECM. B Imagen del arreglo
experimental de medicion.

En un experimento tipico de SECM se realiza una curva de aproximacion sobre el
sustrato sin modificar hasta que la corriente del UME sea 1,25 veces mayor que ir . A
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dicha distancia se considera que la topografia/electroactividad del sustrato afecta la
respuesta del UME. De esta manera, a altura constante, se realizan los barridos x-y
aplicando un Eywe capaz de oxidar a Ry un Esups capaz de reducir a O, y se registra ir.

Las medidas de SECM se llevaron a cabo empleando un equipo CHI900 de
CHInstruments y un UME de fibra de carbono de 10 um de radio. Antes de realizar cada
curva de aproximacion el UME fue sometido a un pulido empleando suspensiéon de
alimina 0,05 um durante 1 min, corroborandose el estado superficial mediante un VC
en FcOH 5,00 x10# M. Un parametro experimental importante es la velocidad de barrido

del UME (vume), expresada en um s,
2.8. Resonancia de plasmon superficial

La resonancia de plasmon superficial (SPR) es una técnica Optica no destructiva
basada en la deteccién de cambios en el indice de refraccién (n) en la superficie cercana
a un metal que sirve de sustrato, tipicamente Au. Esto permite el estudio de la adsorcion
de capas delgadas de moléculas, polimeros y coloides sobre la superficie de Au [20].
Ademas de sus aplicaciones en bioquimica, para el estudio de la fisicoquimica de
interacciones especificas del tipo antigeno-anticuerpo, DNA-DNAy enzima-sustrato [21];
también se puede emplear para el desarrollo de sensores de afinidad debido a la alta
sensibilidad de la técnica [22,23]. En el presente trabajo de Tesis, se utilizéd un equipo
que opera bajo la configuracion de Kretschmann. Su funcionamiento se basa en dos
fendmenos fisicos: la reflectancia total interna (RTI) y los plasmones superficiales (PS)
de un metal.

% Reflectancia

0 RTI

Figura 2.13. Esquema de la condicién de reflexion/refraccion (flechas en negro) y reflectancia
total interna (flechas en rojo) de un prisma (n:) en contacto con aire (n2) y del grafico de
reflectancia en funcién del angulo de incidencia 6.

Cuando un haz de luz incide desde un medio de menor indice de refraccion ni a
uno de mayor indice de refraccion nz, el mismo puede sufrir refraccion o reflexion.

Cambiando el angulo de incidencia 6 se puede llegar a un valor critico g a partir del
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cual toda la intensidad del haz que incide es reflejada (figura 2.13): a esto se lo conoce
como RTIy su valor viene dado por la ley de Snell, como lo muestra la ecuacién 2.15. Si
bien en esta condicién el 100% del haz incidente es reflejado, el campo eléctrico de los
fotones se extiende alrededor de un cuarto de longitud de onda mas alla de la superficie
reflectante [24].

Orr; = arcsen (Z—2> Ecuacidn 2.15
1

Los PS son ondas electromagnéticas asociadas a la oscilacion de cargas de los
electrones libres de un metal que se propagan a lo largo de la superficie en contacto con
un dieléctrico. La amplitud de dicha onda es maxima en la superficie metalica y decae
exponencialmente hacia el interior del dieléctrico [25]. La longitud de decaimiento
depende de la longitud de onda del haz incidente y de las propiedades 6pticas del metal.
Para un haz de A =670 nm que incide sobre un sustrato de oro, la penetracion del campo
evanescente es del orden de los 200 nm [24].

La excitacion de los PS puede lograrse haciendo incidir sobre la superficie
metadlica un haz de luz p-polarizada en un angulo adecuado. La condicién de resonancia
de los plasmones se produce cuando el vector de onda del haz de luz incidente ki, y el
de los plasmones superficiales kes, se igualan [24].

Au (d ~ 50 hm) o
2
Solucion \ g
2
. S
Prisma “ &
0 X

Haz laser Luz reflejada Orn Ospr >0

(p-polarizado)

Figura 2.14. Configuracion de Kretschmann de un prisma con un depdsito de Au en contacto
con el canal de la muestra. Se muestra el acoplamiento de los vectores de onda del haz
incidente y los PS y el correspondiente grafico de reflectancia en funcién del angulo de
incidencia.

En condiciones de RTI, es decir, a un angulo 6 > Bgr, la energia de los fotones
incidentes interacciona con la energia de los electrones fluctuantes del PSy la intensidad
del haz reflejado decae significativamente. Este angulo se denomina angulo de
resonancia del plasmon superficial Bspr (€cuacién 2.16) y en esas condiciones ky = Ksp,
por lo que Bspr es funcion de las constante dieléctricas del prisma (g,), del medio (e,,) y

del metal (g,) [24]. El esquema de la figura 2.14 muestra que Bspr COrresponde a un
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minimo de reflectividad dado que la energia de los fotones incidentes se utiliza para
excitar los PS del Au.

w

Ospr = arcsen | — Ecuacion 2.16
c

Dado que la mayor parte de la intensidad del campo de los PS se concentra en el
dieléctrico, el kes es muy sensible a los cambios en el n del dieléctrico. Esta propiedad
de los PS es el principio fisico subyacente de biosensores de afinidad de SPR: el aumento
del n de la pelicula en contacto con la superficie del metal da lugar a un aumento en el
kes que se propaga a lo largo de la superficie de metal.
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Figura 2.15. Esquema del funcionamiento del SPR, relacién entre reflectividad y 6, y
sensorgrama (0 vs tiempo) durante la interaccién de la capa de reconocimiento con el solvente
(A), la solucion con adsorbato (B) y el solvente post-adsorcidn especifica (C) .

La figura 2.15 presenta el modo de operacién de SPR: la manera mas comun de
presentar los datos es mediante un sensorgrama, que es una grafica de Bspr en funcion
del tiempo (tercera columna de la figura 2.15). Cuando la superficie de Au se encuentra
en contacto con el solvente (A), Bzr1 y Bspr toman valores caracteristicos que dependen
de la constante dieléctrica del solvente y del metal, ecuaciones 2.15y 2.16. Al incorporar
la solucién de adsorbato a la celda (B) se detectan corrimientos en ambos angulos. La
variacion de Bgzm se debe a la modificacién del  de la solucién en contacto con el sensor,
mientras que el cambio en Bspr es provocado por la modificacidn del n de la solucion y
de la pelicula de reconocimiento sobre la superficie del Au. Para conocer el ABspr
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producido sélo por la inmovilizacion especifica del adsorbato es necesario realizar un
cambio de medio al solvente, (C). De esta forma, el cambio neto de angulo producido
entre las etapas Ay C puede ser relacionado directamente con la variacion de indice de
refraccion producido por la capa inmovilizada.

Estrictamente, los cambios en ABspr estan asociados a modificaciones en el indice
de refraccién de la superficie de la plataforma sensora; y en el caso de proteinas,
biopolimeros y acidos nucleicos, esta variacion suele guardar una relacion lineal con la
cantidad de masa adsorbida de las mismas [26,27]. Mediante la calibracién con diversas
proteinas, péptidos y acidos nucleicos se encontr6 que la adsorcion de una capa de 1 ng
mm-2 provoca un A8 de 120 m® [28].

La sensibilidad del instrumento de SPR (m) esta definida por el minimo cambio
detectable en el n efectivo de la regidon en contacto directo con el metal [22].
Matematicamente, esto se expresa como el cociente entre el cambio de la sefial de salida

(ABspr) y el cambio en 1 (Anef), cOmo se muestra en la ecuacién 2.17.

AG
m= —SPR Ecuacién 2.17

A77ef
2.8.1. Instrumentacion

Las medidas de SPR se realizaron con un equipo monocanal Autolab Springle. El
mismo mide el porcentaje de reflectividad en funcion del angulo de incidencia a una
longitud de onda constante. En la figura 2.16 A se muestra un esquema con los
principales componentes del equipo. Un laser de He-Ne de 670 nm es la fuente de
radiacion, la cual se polariza y direcciona a través de un sistema de lentes y espejos hacia
el hemicilindro, el cual actia como prisma. Por encima del hemicilindro se coloca el
disco de vidrio modificado con una capa de Au de 50 nm que sirve como superficie
sensora. Una tapa de Teflon con un orificio cénico delimita la celda por donde se realizan
los agregados de las soluciones, y permite obtener un “spot” o superficie de medicion
que corresponde a un area aproximada de 2 mm?. El sistema de inyeccion consta de una
jeringa micrométrica mientras que el drenado de la celda se realiza con una bomba
peristaltica. El equipo de SPR posee un rango dinamico de 4000 m°y se puede modificar
manualmente a través de un perno micrométrico.

En el presente trabajo de Tesis se utilizaron discos de vidrio BK7con depdsito de
Au, los cuales se montan sobre el hemicilindro empleando un aceite de indice de
refraccion similar (figura 2.16 B). Estos discos permiten medir peliculas con indices de
refracciéon entre 1,33y 1,43, por lo que una modificacion superficial que resulte en unn
mayor a 1,43 no podra ser detectada. Por otro lado, el equipo presenta una relacion
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lineal entre el cambio en 6 y la cantidad de masa adsorbida cuando las moléculas
inmovilizadas poseen una masa mayor a 1000 Da.

Sistema de
i inyeccion
Filtro de Espejo
polarizacién ..., . movil
+ ’ Capade Au
# Cubeta del

Bomba

teflon | i peristaltica

Detector
de diodos

Desechos

Figura 2.16. A Diagrama de los componentes basicos de un equipo de SPR Springle. B Disco
de Au BK7 montado sobre el hemi-cilindro.

Antes de cada medida se debe estabilizar la superficie de Au, lo cual se consigue
realizando 24 lavados consecutivos con agua MQ y verificando que la sefial de 6spr se
estabilice.

2.9. Microscopia electrénica de barrido

El microscopio electronico de barrido (SEM) es un instrumento capaz de ofrecer
una amplia variedad de informacion procedente de la superficie de la muestra. Su
funcionamiento se basa en el barrido de un haz de electrones sobre una dada region de
la superficie mientras en un monitor se visualiza la imagen resultante, la cual variara de
acuerdo al detector seleccionado para la medida.

El fundamento del SEM radica en que los electrones emitidos por un catodo de
tungsteno pasan a través de una columna en la que se ha hecho un vacio de alrededor
de 107 Torr. En ella, el haz inicial es concentrado por una serie de lentes
electromagnéticas (condensadora, objetivo) (figura 2.17) desde unos 25.000 - 50.000
nm hasta unos 10 nm. El haz electrdnico, practicamente puntual, es desplazado sobre
toda la superficie de la muestra: este desplazamiento del haz se consigue gracias a un
sistema de bobinas de barrido situadas en la columna del instrumento. Al producirse la
interaccion haz incidente-muestra, se genera una variedad de sefiales que pueden ser
captadas por sus correspondientes detectores y brindan distinta informacion de Ila
muestra.

Cuando el haz interactua con la superficie, los electrones pierden energia debido
a la dispersion al azar y a la absorcion de la muestra. Los tipos de sefiales producidas
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por SEM incluyen electrones secundarios (ES), electrones retrodispersados (ERD), rayos
X caracteristicos, electrones “Auger” y fotones de varios niveles energéticos. Desde el
punto de vista del SEM, los mas importantes son los ES y los ERD (en la figura 2.17 se
muestra un esquema de los detectores): los primeros brindan una imagen de la
morfologia superficial de la muestra; y los segundos son empleados para obtener
imagenes de contraste por numero atémico y contraste topografico [29].
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Figura 2.17. Esquema de los componentes principales de un equipo de SEM.

Las micrografias SEM mostradas en este trabajo de Tesis fueron obtenidas con
un microscopio electrénico de barrido FE-SEM Xigma de Carl Zeiss, empleando un
detector de electrones secundarios.

2.10. Limpieza, pretratamiento y preparacion de los
sustratos de trabajo

2.10.1. Cuarzo

Para el ensamblado de dispersiones y polimeros en los estudios de
espectroscopia UV-Vis se utilizé una cubeta de cuarzo de 0,1 cm de paso 6ptico, la cual
se lavo con solucién “pirafia” (H2S04 95 %/H,0, 30 %, en relacién 7/3) durante 10 min en
ultrasonido.

La generacion de cargas negativas en la superficie de cuarzo (por exposicion de
los grupos silicato) se realiz6 mediante tratamiento con una solucién acuosa:etandlica
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(41:59) de NaOH 0,10 M en bafio ultrasénico por 30 min, luego se lavé exhaustivamente
con agua MQ [30].

2.10.2. Carbono vitreo

Los electrodos de carbono vitreo (GCE) son uno de los materiales de electrodo
con mayor aplicacion en electroquimica. El carbono vitreo se prepara sometiendo a
diversos polimeros organicos (principalmente poliacrilonitrilo) a una serie de
tratamientos térmicos a presion en atmoésfera inerte hasta temperaturas cercanas a los
3000 K. En estas condiciones los heteroatomos se evaporan hasta que so6lo queda el
carbono. El carbono vitreo es duro y altamente impermeable a gases y liquidos. Su
estructura consiste en carbono sp? y posee regiones grafiticas de no mas de 100 A
entrelazadas entre si a modo de cintas [31].

Desde el punto de vista electroquimico, los GCE poseen capacitancias del orden
de los electrodos metalicos (24 - 36 uF cm™) y resistividades muy bajas en comparacion
a otros alotropos de carbono (4,2 mQ cm) [32]. Si bien la electroactividad de las
superficies de GCE es altamente dependiente del proceso de sintesis del material y del
pulido, el comportamiento electroquimico de cuplas rédox de esfera interna suele ser
entre reversible y cuasi-reversible (k° = 0,005 - 0,45 cm s para [Fe(CN)e]>7#) [33].

Il pA

—

-0,400 0,000 0,400 0,800 1,200
E/V

Figura 2.18. Perfiles voltamperométricos sobre GCE en “puffer”fosfato 0,050 M pH 7,40 (—)y
“buffer”acetato 0,200 M pH 5,00 (—). ¥v=0,100 V s,

En el presente trabajo de Tesis se utilizaron GCE CHI104 de 3 mm de didmetro
(CHInstruments). Para emplearlos como electrodos de trabajo es necesario realizar un
acondicionamiento adecuado, ya que al estar en contacto con el aire se genera
espontaneamente una pelicula de 6xido de grafito que provoca incrementos en la
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capacitancia [34]. De esta manera, la limpieza de estas superficies se realiz6 puliendo
mecanicamente durante 30 s sobre papel esmeril #800 (Buehler). Luego, los electrodos
se pulieron hasta “apariencia espejo” en suspensiones acuosas de alumina 0,3 y 0,05
um, sucesivamente, sobre pafio DP-Nap (Struers). Para remover las particulas de
alimina que quedan adsorbidas sobre la superficie, los GCE se lavaron con abundante
agua MQ y se sonicaron durante 10 s. La figura 2.18 muestra los perfiles
voltamperométricos de GCE obtenidos en los dos electrolitos soportes utilizados
durante el desarrollo de la Tesis: buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 (—) y buffer acetato
0,200 M pH 5,00 (—). Se puede observar la amplia ventana de potencial de trabajo de
este tipo de electrodos, la cual es una de sus principales ventajas.

2.10.3. Oro policristalino

Los electrodos de oro son, dentro de todos los electrodos metalicos de trabajo
disponibles, los mas empleados en electroquimica y, puntualmente, en el desarrollo de
biosensores. Esto se debe, por un lado, a la facilidad con la que pueden ser modificados
con un gran numero de moléculas a través de la derivatizacion con tioles [35,36]; y, por
el otro, a la posibilidad que ofrece el oro de ser estudiado por otras técnicas tales como
SPR, microbalanza de cristal de cuarzo, microscopio de efecto tunel, entre otras. En el
presente trabajo de Tesis se utilizaron electrodos CHI101 de 2 mm de diametro
(CHInstruments).

Al igual que con los GCE, un factor importante en el uso de Au es la dependencia
de la respuesta (en términos de actividad, estabilidad y reproducibilidad) con las
condiciones de la superficie del electrodo. Para poder utilizar los electrodos de oro (Au),
es necesario realizar un pre-tratamiento exhaustivo con el objetivo de acondicionar la
superficie metalica. Existen diversos protocolos segun las caracteristicas del oro y su
finalidad de uso [37]. El utilizado en el presente trabajo de Tesis consistié en 4 pasos:

1. Pulido quimico: los electrodos se colocaron en una solucién “pirafia” durante 10
min. Esta solucidn, al ser oxidante y exotérmica al momento de preparacidn,
oxida los compuestos organicos que pueda llegar a tener el electrodo.

2. Pulido mecanico: se pulieron hasta “apariencia espejo” en suspensiones acuosas
de alimina 1y 0,3 um, sucesivamente, sobre pafio DP-Nap (Struers). En caso de
ser necesario, previamente se los tratd con pasta de diamante de 1 um en
etilenglicol.

3. Tratamiento con solucién “pirafia”: efectuado durante 1 min para remover
particulas de alimina que se incrustan en la superficie.

4. Pulido electroquimico: se aplic6 una secuencia de 6 ciclos de
oxidacion/reduccién en solucién de H,SO4 0,50 M. Cada ciclo corresponde a un
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pulso de 2,000 V durante 2 s (oxidacion) y uno de -1,000 V durante 4 s
(reduccion). En algunos casos fue necesario ciclar el electrodo en la misma
solucion entre -0,1700y 1,700 V a 2,000 V s™.

30

I/pA
S

0,000 0,500 1,000 1,500
E/V

Figura 2.19. Voltamperograma ciclico sobre Au policristalino en H,SOs 0,50 M. El area
coloreada muestra la carga debida a la reduccién de los 6xidos de Au. ¥=0,100V s,

El estado superficial de los electrodos de Au se verificé realizando un VC en H,SO4
0,50 M a 0,100 Vs, como se muestra en la figura 2.19. En el barrido directo, hasta 1,100
V se observa solamente corriente capacitiva y dicho potencial corresponde al limite
superior de la “ventana” de trabajo. Los 3 picos de corriente que se obtienen por encima
de 1,100 V corresponden a la formacion de los éxidos de oro (AuO) en las distintas caras
cristalinas presentes en el electrodo [38]. Al revertir el barrido se observa un pico
catddico correspondiente a la reduccion de los 6xidos de Au formados (sombreado en
la figura 2.19). El area bajo el pico de reduccion de los 6xidos de oro es utilizada para
determinar la carga (Qauwo) involucrada en el proceso, el area electroactiva de los
electrodos y su rugosidad, de acuerdo a las ecuaciones 2.18 y 2.19:

1 E2
Qauo = —f idE Ecuacién 2.18
VJE1

QAuO

A= ——— Ecuacién 2.19
420 uC cm?
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donde E1y E2 son los limites de potencial de la zona sombreada en la figura 2.19, y 420
pC cm?, un factor que da cuenta de la carga necesaria para reducir una monocapa de
Au formada sobre una superficie policristalina de 1 cm? [39].

2.11. Autoensamblado de tioles sobre electrodos de Au

La formacion de monocapas autoensambladas (SAM) de tioles es la forma mas
sencilla de modificar los electrodos de Au con peliculas organicas ultrafinas, las cuales
le brindan a dicho sustrato funcionalidades quimicas y selectividad. Su estudio es
particularmente importante en el campo de los sensores [40], en la prevencion de la
corrosion [41,42], en la nanofabricacién [36], para implantes médicos, y en biotecnologia
[43], entre otros.

A _ ). ). ). e— Grupo terminal /\)Cj)\
W S e e B .. .

WV _JL _ Wl Yt Wi
w e e e—— Esqueleto
ﬁf}fL Azufre C SH
e—— Sustrato de Au /( j
H,N

Figura 2.20. A Esquema de una SAM de tioles sobre un sustrato de Au. B Estructura del tiol 3-
mercaptopropan sulfonato de sodio (MPS). C Estructura del tiol 4-aminotiofenol (4ATP).

Las SAM (figura 2.20 A) se forman espontaneamente por inmersion de un
sustrato de Au en una solucion que contenga los adsorbatos (tioles). El “grupo cabeza”
esta formado por el grupo sulfhidrilo (-SH), que se enlaza covalentemente al sustrato
(energia de enlace del orden de 50 kcal mol") y es el responsable de guiar el proceso de
autoensamblado [44]. El “esqueleto” es la cadena hidrocarbonada unida al grupo -SH y
a un grupo quimico, el “grupo terminal”. Este ultimo es el que determina las propiedades
quimicas y fisicas superficiales de la SAM [35].

El amplio rango de aplicacidon de las SAM se debe a la variedad de grupos
funcionales que se pueden anclar al sustrato de Au, siendo el paso inicial para la
construccion de arquitecturas mas complejas [45]. En el presente trabajo de Tesis se
implementaron SAMs para derivatizar sustratos de Au con dos objetivos distintos:

1. Para otorgarle cargas al sustrato: se utilizd el tiol alifatico 3-mercapto-1-
propanosulfonato de sodio (MPS, figura 2.20 B) debido a que es una molécula
hidrofilica muy estable cuya carga es independiente del pH y permite la
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inmovilizacién posterior de polielectrolitos para la construccion de
autoensamblados electrostaticos [46,47].

2. Para otorgarle grupos funcionales al sustrato: se utilizé al tiol 4-aminotiofenol
(4ATP, figura 2.20 C) ya que, al ser una molécula aromatica, forma SAM
compactas, exponiendo a la soluciéon una alta densidad de grupos amino que
sirven para inmovilizar covalentemente otras moléculas y nanoestructuras
[48,49].

En las dos secciones siguientes se presentan los resultados de caracterizacion
electroquimica de electrodos de Au modificados con ambos tioles y las condiciones de
formacion de las SAM. Estos resultados se muestran en el presente capitulo ya que la
formacion de SAM de MPS y 4ATP sobre Au es un tema ampliamente reportado en
bibliografia pero que se debe optimizar a las condiciones superficiales de los electrodos
de Au empleados en el trabajo de Tesis.

2.11.1. Adsorcion de 3-mercapto-1-propanosulfonato de sodio

La formacion de las SAM de MPS se llevo a cabo por deposicion de 50 uL de
solucion acuosa del tiol 2,00 x102 M, preparada en H,SO4 1,60 x102 M. La modificacion
fue realizada en cdmara humeda para evitar evaporacién del solvente y luego del tiempo
de interaccion, los electrodos se enjuagaron con abundante agua MQ.

20 +

I/uA

20 +

-40 _I 1 1 1
0,000 0,500 1,000 1,500
E/V

Figura 2.21. Voltamperograma ciclico sobre Au/MPS en HCIO4 0,10 M. La linea llena
corresponde al primer ciclo y la punteada, al segundo ciclo. v=0,100 V s™.

La optimizacion del tiempo de inmersion se llevé a cabo estudiando la desorcion
oxidativa del tiol. Para ello se modificaron electrodos de oro con MPS durante 30, 60 y
120 miny luego se llevaron a cabo voltamperogramas en HCIO4 0,10 M, como se muestra
en la figura 2.21. AE > 1,100 V se puede observar un incremento en la corriente debido
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a la oxidacion irreversible del tiol de acuerdo a la ecuacién 2.20 y la formacion de la
capa de dxido. La cantidad de MPS adsorbido se puede estimar a partir de la carga
asociada (ecuacion 2.18) con la oxidacién de la SAM luego de descontar la carga debido
a la formacién de 6xido de Au en el segundo ciclo [50].

AU - SR aas) + 2H20() = Au + RSO3 o + 3 €& + 4 H' Ecuacion 2.20

La tabla 2.1 resume los valores de cubrimiento superficial de MPS (T'wps)
obtenidos para los distintos tiempos de adsorcion. Los resultados muestran que luego
de 60 min de adsorcion el valor de I'wes no varia, por lo que fue elegido como el tiempo
optimo. El cubrimiento alcanzado se encuentra dentro del orden del reportado por
Mokraniy col. (4,6 x10-1° mol cm) [47].

Tabla 2.1. Cubrimiento superficial de MPS (I'wes) a diferentes tiempos de adsorcién.

Tiempo/min Twes/x107° mol cm?
30 6,62 + 0,06
60 7,89 +0,02
120 7,84 + 0,05

La adsorcidn de tioles sobre Au produce cambios marcados en la interfaz. Esto
se debe a que la presencia de cadenas hidrocarbonadas libres de iones con una
constante dieléctrica menor produce una disminucién de la Cqc [35]. Asi, mediante EIE
en NaClO4 0,10 M y ajuste con el circuito de la figura 2.7 A se encontré que la Cqc de
Au/MPS fue 10,6 + 0,8 uF cm?, la cual es menor que la capacitancia de Au sin modificar
(36 £ 2 uF cm2).

Debido a la presencia de los grupos terminales sulfonato, la modificacion de Au
con MPS le imparte a la superficie una elevada densidad de cargas negativas. Esto se
puede observar en los EIE de la figura 2.22 para Au (®) y Au/MPS (O), realizados en una
solucién de [Fe(CN)s]>/+ 2,00 x10-3 M. Dado que la cupla redox se encuentra cargada
negativamente, al modificar el electrodo de Au con MPS la repulsion entre cargas
provoca un incremento en la R lo cual se evidencia en el aumento en el semicirculo del
EIE de Au/MPS respecto a Au. A partir del ajuste con el circuito de Randles (figura 2.7
B), se calcularon las Ric y mediante la ecuacidn 2.13 se obtuvieron los valores de ko para
la transferencia de carga de la sonda redox sobre el electrodo de Au (2,54 x103s7) y
sobre Au/MPS (1,14 x103 s).
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Figura 2.22. Graficos de Nyquist para experimentos de EIE en [Fe(CN)g]3/+ 2,00 x10-3 M sobre
Au (®) y Au/MPS (O). Potencial de trabajo: 0,200 V. Amplitud: 10 mV. Rango de frecuencias
medido: 10° - 10" Hz. Electrolito soporte: NaClO4 0,10 M. Las lineas representan la respuesta
a partir del ajuste con el circuito de la figura 2.7 B.

2.11.2. Adsorcion de 4-aminotiofenol

La formacion de SAM de 4ATP se llevd a cabo por inmersion del electrodo en
solucion etanolica 5,00 x10-3 M durante un dado tiempo, luego del cual se enjuagé el
electrodo con abundante EtOH y agua MQ.
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Figura 2.23. Voltamperograma ciclico obtenido sobre Au/4ATP en HClIO4 0,10 M para el primer
(—), segundo (—) y tercer ciclo (—). v= 0,020 V 5.
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La figura 2.23 muestra los voltamperogramas correspondientes al primer,
segundo y tercer ciclo para la oxidacién de Au/4ATP. La SAM de este tiol sufre una
reaccion de oxidacion [51] por la formacién irreversible del radical cation (proceso a de
la figura 2.23) y posterior acoplamiento con una molécula vecina de 4ATP, como se
indica en la ecuacidén 2.21. Este dimero rigido sufre desorcidn parcial de la superficie
de Au y es hidrolizado (ecuacidn 2.22) para formar el producto final, que contiene el
grupo quinona que da origen al proceso reversible 6/b’(ecuacién 2.23). El proceso cde
la figura 2.23, que desaparece conforme aumenta el niumero de ciclos, esta asociado a
la desorcidn oxidativa de los atomos de azufre que quedan luego de la reaccién de
ecuacion 2.22. A partir de la carga del pico ase puede estimar el cubrimiento superficial
de 4ATP, teniendo en cuenta que el proceso global transcurre con el intercambio de 2
electrones [50].
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+
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~~—

-2 H*
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La tabla 2.2 resume los valores de I'sate, donde se observa que a partir de 120
min de adsorcion el cubrimiento del tiol no varia. El valor obtenido para 120 min de
adsorcion se corresponde con los cubrimientos reportados previamente en bibliografia
[48,50]. El autoensamblado de 4ATP provoca una disminucién en la capacitancia
respecto a la correspondiente al electrodo de Au desnudo, siendo ésta (15 + 2) uF cm2.

50



Tabla 2.2. Cubrimiento superficial de MPS (T'sarp) a diferentes tiempos de adsorcidn.

Tiempo/min Tyare/x107° mol cm?
60 1,8+0,1
120 32+0,7
240 33+08
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Figura 2.24. Graficos de Nyquist para experimentos de EIE en Fe(II)/(III) 2,00 x10-3 M sobre Au
(®) y Au/4ATP (O). Potencial de trabajo: 0,505 V. Amplitud: 10 mV. Rango de frecuencias
medido: 10° - 10" Hz. Electrolito soporte: H,SO4 0,10 M. Las lineas representan la respuesta a
partir del ajuste con el circuito de la figura 2.7 B.

La modificacidn de Au con 4ATP genera no s6lo una disminucion en Cqc sino que
también le confiere a la superficie una elevada densidad de grupos amino. A pH acido
dichos grupos se encuentran cargados positivamente, lo cual se puede confirmar por
EIE en solucién de Fe(II)/(IlI), como lo muestra la figura 2.24. Debido a la repulsion
electrostatica entre la cupla rédox y la superficie de Au/4ATP, la velocidad de
transferencia de carga de la misma disminuye, incrementandose el semicirculo
correspondiente a la Ry en el grafico de Nyquist. Mediante la ecuaciéon 2.13 se
obtuvieron los valores de ko para las transferencia de carga de la cupla sobre Au (1,07
x103s7) y Au/4ATP (5,60 x104 s7).
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En este capitulo se reporta la utilizacion de DNA gendmico de
doble hebra (proveniente de timo de ternera) como agente
dispersante de CNT tipo bamboo (BCNT) y la posterior
inmovilizacidon de la dispersion resultante sobre sustratos de
carbono vitreo. El sistema fue caracterizado empleando
diferentes técnicas espectroscopicas y electroquimicas en
conjuncion con microscopias de alta resolucion. Se discutiran
las ventajas de utilizar BCNT frente a los CNT multi-pared tipo
hollow convencionales y la influencia de las condiciones de
dispersion (tiempo de ultrasonido, solvente, relacion
BCNT:DNA) en la eficiencia de la dispersion y las propiedades
electroquimicas de la plataforma.
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3.1. Introduccion

3.1.1. Estructura del DNA

Los mondmeros del DNA, llamados nucleétidos, estan formados por un azucar
(desoxirribosa), un grupo fosfato unido al C5' del azucar y la base nitrogenada
correspondiente (figura 3.1 A). S6lo hay cuatro bases organicas que existen
naturalmente en el DNA: timina, citosina, adenina y guanina (T, C, A G;
respectivamente). Las dos primeras corresponden al grupo de las pirimidinas y las dos
ultimas, al de las purinas. La disposicidon secuencial de estas cuatro bases a lo largo de
la cadena del polimero es la que codifica la informacién genética. En los seres vivos, el
DNA siempre se encuentra apareado con otra cadena formando una doble hebra que
se enrolla sobre si misma adquiriendo una estructura helicoidal. Como se puede
observar en la figura 3.1 B, la especificidad (complementariedad) en la formacion de los
pares de bases en el DNA de doble hebra (dsDNA) se debe a los puentes de hidrégeno
que forman las bases complementarias: A forma 2 enlaces de hidrégeno con T, y G
forma 3 con C. Asimismo, las bases, que tienen una naturaleza hidrofébica, se
encuentran apiladas en el interior de la doble hélice, en planos perpendiculares a su eje
mientras que la parte exterior, compuesta por los grupos fosfato y azucares, es
hidrofilica.

Guanina
A B NH, "~ O Nﬁ
</ \N HN>_§/N :
N‘< —N VZ?R :
RAS O ---H,N :
Citosina .
Timina
(N NH,--= O X ys*R
\S‘YN / \N --- HN /
R Ng
Adenina O‘; i

Figura 3.1. A Estructura de un nucleétido, con la nomenclatura IUPAC de los carbonos del
azucar. B Apareamiento de las bases nitrogenadas en el DNA de doble hebra.

La doble hebra del DNA puede presentar diversas estructuras
tridimensionales. El B-DNA (figura 3.2 A) es la mas comun de ellas y se presenta en
condiciones fisioldgicas en la mayoria de los seres vivos. En esta estructura los pares de
bases se situan casi perpendicularmente al eje de la hélice y, como resultado de la
asimetria de cada par de nucleétidos, se generan dos surcos de distinto tamafio (mayor
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y menor) que definen una vuelta de hélice. La distancia entre pares de bases (pb) es de
3,4 Ay unavuelta incluye 10,5 pb. En el A-DNA, mostrado en la figura 3.2 B, la hélice es
mas ancha y una vuelta completa incluye 11 pb. Esta estructura se favorece en medios
de bajo contenido acuoso. La otra estructura, el Z-DNA (figura 3.2 C), es levdgira y tiene
una apariencia mas elongada y esbelta. Posee 12 pb por vuelta y la distancia entre pb
es de 3,7 A. EL Z-DNA se produce durante la transcripcion de los genes en las células 6
cuando algunas bases bases sufren metilacion.

Figura 3.2. Estructuras tridimensionales del DNA. A B-DNA. B A-DNA. C Z-DNA.

3.1.2. Factores que estabilizan la doble hebra del DNA

Existen diversas contribuciones a la energia de estabilizacion de la doble hebra.
Una de ellas son los puentes de hidrogeno debido al apareamiento de las bases. Sin
embargo, en solucién acuosa, cuando las hebras se encuentran desapareadas, las bases
ya interactian con moléculas de agua mediante puentes de hidrégeno. Este equilibrio
significa que un enlace hidrogeno de un par de bases contribuye en sé6lo 1 kcal mol” a
la estabilizaciéon de la doble hélice [1].

De hecho, la doble hélice se estabiliza mas por el apilamiento (z-stacking) de
las bases que por el apareamiento. Esto puede deducirse del hecho de que las bases
libres en agua se apilan unas sobre otras, en lugar de formar pares de puentes de
hidrogeno. Este apilamiento permite a las bases eliminar sus nubes = hidréfobicas de
los anillos conjugados, de la solucion sin obstaculizar el acceso a los grupos que
participan en la formacién de los puentes de hidrogeno.
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El siguiente factor es el apantallamiento de las cargas debido a la presencia de
iones. Los contraiones son indispensables para superar la repulsion electrostatica entre
los grupos fosfato que se encuentran espaciados regularmente a lo largo de cada una
de las hebras de DNA. Su importancia se puede juzgar por el hecho de que la doble
hebra de DNA no es estable en agua sin la presencia de un electrolito.

El dltimo factor estabilizador que debe considerarse es la entropia del solvente.
Al unir dos cadenas simples de DNA se requiere desolvatar la region de las bases que
interactuan entre si, liberando a la solucién un gran nimero de moléculas de agua, con
la consecuente ganancia en entropia. Sin embargo, la desolvatacién también tiene una
contribucion negativa ya que la eliminaciéon de las moléculas de agua provoca una
pérdida de entalpia. Otra contribucién negativa adicional en la doble hélice es la pérdida
de flexibilidad en las hebras individuales, la cual constituye una pérdida de entropia [1].

3.1.3. Electroquimica del DNA

PaleCek fue el primero en estudiar la electroactividad de las bases nitrogenadas
en el afio 1958 [2]. Desde esa época han surgido numerosos avances en el estudio de la
adsorcion y oxidacion/reduccién de los acidos nucleicos, fundamentalmente utilizando
electrodos de Hg [3,4]. En electrodos sélidos carbonaceos, s6lo se puede estudiar la
oxidacidn de las bases y, en general, las puricas requieren de menores sobrepotenciales
de oxidacion, siendo G la mas facilmente oxidable [5,6]. Mientras la oxidacién de A se
lleva a cabo con un intercambio de 6H*/6e" (ecuacion 3.1), la de G se da con 4H*/4e
(ecuacién 3.2); siendo ambos procesos irreversibles.

NH,

NH
N N . N N

~ AN H,O ~ 5 N Ve
< ]l ,)N'szO—><’ | i+2H*+2e'—>2 oX | i+2H"+2e'—>0=(/ i+z|-|++ze- Ecuacién 3.1
NN N">N"So NSNS0 N N0
H H H H H y

0 b O 0
N N N B
¢ ﬁ“ + H0 —=0=( jfl\ji“ + 20 + 26 —= 0 rjf“ ‘20 + 26 Ecuaci6n 3.2
N~ >NZ NH, N~ N7 NH, N= ~N? NH,
H H

NH, NH,

La oxidacion de los nucledtidos pirimidicos sobre electrodos de carbono se
produce a sobrepotenciales mayores que los puricos y las corrientes anddicas son
menores. En la figura 3.3 A se muestran los perfiles de volatmperometria de onda
cuadrada (SWV) de los 4 nucleétidos y se puede observar que, a la misma concentracién,
las corrientes de pico para la oxidacién de guanosina monofosfato y adenosina
monofosfato son mayores que las correspondientes a timidina monofosfato y citidina
monofosfato [7,8].
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Aunque los polinucleétidos también son electroactivos, sus corrientes de
oxidacion son menores que las de los nucledtidos debido a restricciones
conformacionales [4,9,10]. A modo de ejemplo, en la figura 3.3 B se muestra el perfil de
DPV para la oxidacion de ssDNA, donde la sefial de oxidacion que aparece a potenciales
menores corresponde a G y la que se obtiene a potenciales mayores, a A. También se
puede observar que las corrientes de oxidacion son menores para dsDNA que para
ssDNA. Esta disminucion en la respuesta no se correlaciona directamente con la menor
accesibilidad de los sitios de oxidacion de las bases por el apareamiento con la secuencia
complementaria, dado que los mismos se encuentran del lado del esqueleto azucar-
fosfato (ecuaciones 3.1 y 3.2), sino a impedimentos conformacionales. La mayor
flexibilidad de la hebra simple del ssDNA, frente a la doble cadena mas rigida del dsDNA,
le permite ajustarse a la rugosidad superficial propia del electrodo por lo que el nimero
de segmentos del DNA en contacto directo o en la proximidad del electrodo es mayor.
Asi, las mayores corrientes de oxidacion estan asociadas a una mayor concentracion de
residuos G y A en intimo contacto con la superficie del electrodo [7,8,11].

AMF

A B

GMF
I 4 pA

TMF

CMF

T : T T T T T T i T : T 1 o

04 06 0.8 1.0 12 14 1.6 18 0750 0.850 0.950 1050 1.150 1.250 1350 1.450
E/V E/V

Figura 3.3. A Perfiles de SWV sobre electrodo de pasta de carbono de soluciones 1,4 nM de
guanosina monofosfato (GMF), adenosina monofosfato (AMF), timidina monofosfato (TMF) y
citidina monofosfato (CMF) en buffer fosfato salino pH 7,40 (tomado de Ref. [8]). B Perfiles de
DPV sobre electrodo de pasta de carbono de ssDNA y dsDNA pre-concentrados a partir de
soluciones 10 ppm durante 5 min a 0,500 V, en buffer acetato pH 4,80 (tomado de Ref. [9]).

Asimismo, se debe destacar que la respuesta electroquimica de los acidos
nucleicos, al estar relacionada con la adsorcidn de los nucleétidos sobre la superficie del
electrodo, es altamente dependiente del estado superficial y estructura de los
materiales de carbono [7,12-15].

3.1.4. Dispersion de CNT con DNA

En el afio 2003, Zheng y col. [16] reportaron por primera vez la dispersidn de
SWCNT con homo-oligonucleétidos de diversos tamafios. La misma se llevo a cabo
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sonicando una solucidn del oligonucleétido (ONC) con SWCNT durante 90 min y luego
centrifugando para remover el material no dispersado. Los autores encontraron que
d(T)30 fue el que mejor dispersé a los nanotubos y de forma mas estable, utilizando esta
estrategia para separar a los SWCNT de acuerdo a sus propiedades electrénicas usando
cromatografia de intercambio anidnico. Basados en la misma estrategia, Hugues y col.
[17] realizaron un estudio sistematico del grado de exfoliacion de SWCNT con d(G)1s,
d(A)is, d(T)1s y d(C)15, encontrando que el orden de dispersabilidad fue d(T):5 > d(C)s >
d(G)1s >> d(A)+s. En contraposicion a lo anterior, medidas recientes de la energia libre de
union entre las bases de ONC de 100 residuos y SWCNT (obtenidas mediante
espectroscopia de fuerza molecular) arrojaron otro orden, d(A)ico > d(G)100 > d(T)100 >
d(C)100 [18]. A pesar de que los resultados anteriores puedan resultar contradictorios,
otros autores [19-24] concluyeron, mediante experimentos y calculos con simulaciones
computacionales, que la energia de interaccidn entre los nucleé6tidos del DNA 'y los CNTs
es dependiente de un gran numero de factores, entre los que se encuentran el largo de
la cadena, la naturaleza de los nucledtidos, el solvente, el diametro de los CNTs y su
quiralidad. Esto ultimo se debe a que la quiralidad de los nanotubos determina las
propiedades electronicas de los mismos (metdlicos o semiconductores) y, en ultima
instancia, la energia de los electrones que conforman la nube = que interacciona con los
nucleétidos.

También se abordd el uso de DNA gendmico, usando DNA de testiculo de salmén
[25-28] y esperma de pez [29] como agentes dispersantes. Como se demuestra en los
trabajos, el DNA gendmico actia como un agente dispersante eficiente de los nanotubos
e incluso supera el grado de exfoliacion respecto a los ONC. Cathcart y col. [26]
encontraron que utilizando bajas concentraciones de nanotubos, el dsDNA puede
alcanzar a dispersar al 83% de los SWCNTs individualmente. Hayashida y col. [30]
estudiaron la morfologia y rugosidad de superficies de mica modificadas con SWCNTs
dispersos con ssDNA y dsDNA y determinaron que la exfoliacion con DNA genera
superficies homogéneas y planas independientemente del uso de DNA de simple o
doble hebra.

La exfoliacion de los nanotubos por el DNA se debe a la estructura anfifilica de
éste, que le permite actuar como “surfactante”. Mediciones experimentales vy
simulaciones computacionales [16-18,22,24,31] demostraron que el DNA se enrolla
alrededor del CNT (figura 3.4). Este fendmeno se ve favorecido por la flexibilidad de la
cadena polimérica y su tendencia natural a formar estructuras tipo hélice. La misma
ocurre cuando las bases aromaticas hidrofdbicas interactian con las paredes de los CNT
via z-stacking, mientras que el esqueleto azucar-fosfato hidrofilico queda expuesto para
interaccionar con el solvente acuoso [23]. De esta manera, la estabilidad coloidal de las
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dispersiones CNT-DNA se ve favorecida por la densidad de cargas negativas de los
grupos fosfato que quedan expuestos sobre los nanotubos [32].

Figura 3.4. Esquema propuesto para la interaccién del DNA dispersando a un nanotubo
(tomado de Ref. [19]).

Un objetivo importante, fundamentalmente desde el area de la electroquimica,
es el desarrollo de metodologias sencillas y reproducibles para ensamblar las
dispersiones de CNT-DNA sobre sustratos sélidos. En este sentido, las mismas han sido
inmovilizadas siguiendo 3 estrategias distintas:

e Deposicién de la dispersién sobre sustratos conductores formando una pelicula
delgada, luego de la evaporacion del solvente [29,33-35].

e Adsorcion electrostatica sobre un sustrato con densidad de carga positiva [36-
38].

e Ensamblado sobre sustratos de Au, a través del enlace covalente S-Au,
empleando DNA modificado e alguno de sus extremos con un tiol de cadena
larga [39,40].

Los complejos supramoleculares de CNT con DNA han sido utilizados para
desarrollar biosensores electroquimicos para la cuantificacion de intercaladores [29,33],
H,0, [41] y proteinas [42], y como biosensor de hibridacion [34,35]. Al mismo tiempo, se
han reportado aplicaciones en diversos campos tales como vectores para terapias foto-
hipertérmicas contra el cancer [43], estudios de citotoxicidad [44] y como refuerzo en
materiales poliméricos con aplicaciones mecanicas [45,46].

En el presente capitulo se reporta por primera vez la dispersion no covalente de
BCNT con dsDNA de timo de ternera con el objetivo de modificar sustratos de carbono
vitreo para el desarrollo de plataformas bioactivas. Se evaluaron las ventajas de utilizar
BCNT frente a los CNT multipared tipo Aollow 'y se realiz6 un estudio critico de la
influencia de las condiciones de dispersion en el comportamiento electroquimico de
GCE/BCNT-dsDNA. Con la ayuda de técnicas espectroscopicas y microscopias de alta
resolucion se analiz6 la influencia de los cambios en la morfologia superficial de
GCE/BCNT-dsDNA'y en la estructura del dsDNA afectan que la respuesta observada.
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3.2. Metodologia experimental

En el presente trabajo de tesis se utilizaron MWCNT tipo bamboo (BCNT,
NanolLabs, Lote: BPD30L15-031204) de (30 + 10) nm de diametro y 1-5 um de largo y
MWCNT tipo hollow (HCNT, NanoLabs, Lote: BPD30L15-7045) de (30 + 15) nm de
diametroy 1-5 um de largo. El dsDNA fue de timo de ternera (Sigma, Nro. de Catalogo:
D4522), cuya longitud es ~50.000 pb.

Para la preparacion de la dispersion de BCNT-dsDNA se mezcl6 1,00 mg de BCNT
con 1,00 mL de una solucién de dsDNA 100 ppm en H,O:EtOH 50 %V/V, sonicada
previamente durante 15 min en bafio de ultrasonido. Luego, la mezcla se llevé a bafio
de ultrasonido durante un dado tiempo. Para eliminar el material no dispersado, se
centrifugd durante 15 min a 9000 rpm. Con fines comparativos, se dispers6 HCNT en
dsDNA (HCNT-dsDNA) y BCNT en H,O:EtOH 50 %V/V; siguiendo el mismo procedimiento
anterior.

La modificacion de los GCE se llevd a cabo depositando 20 ulL de la dispersién
correspondiente sobre la superficie del electrodo, dejando evaporar el solvente durante
90 min a temperatura ambiente.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Respuesta electroquimica intrinseca de la dispersion

La figura 3.5 A (trazo negro e /nsef) muestra el perfil voltamperométrico de GCE
modificado con una soluciéon de dsDNA 100 ppm, en el cual se evidencia un pico anodico
ancho y con corriente muy baja a ~ 0,84 V debido a la oxidacion de los residuos G
adsorbidos sobre el sustrato [9]. Como se indic6 en la seccidén 3.1.3, la oxidacion de los
residuos electroactivos en dsDNA presenta corrientes bajas debido a las restricciones
conformacionales de la doble hebra que limitan el acceso de los sitios electroactivos de
las bases nitrogenadas [7,8,11].

Por el contrario, el perfil voltamperométrico de GCE/BCNT-dsDNA (linea azul en
la figura 3.5 A) muestra que la corriente de oxidacién de G a (1,000 + 0,002) V es 99
veces mas grande que en el caso de GCE/dsDNA. Esto sugiere que la presencia de BCNT
produce una distribuciéon o conformacion distinta de los residuos electroactivos de G lo
que genera un marcado incremento en la corriente anddica. Con fines comparativos, se
presenta el voltamperograma ciclico de la figura 3.5 A (linea roja) para GCE/BCNT en el
cual no se distingue ningun pico anddico indicando claramente que la sefial observada
en GCE/BCNT-dsDNA se debe a la oxidacion del 4cido nucleico.
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Figura 3.5. A Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE/dsDNA (—), GCE/BCNT-dsDNA

(—) y GCE/BCNT (—) en buffer acetato 0,200 M pH 5,00. Inset ampliacién del
voltamperograma sobre GCE/dsDNA. v=10,100 V s-. B Voltamperogramasde barrido lineal (con
la linea de base descontada) sobre GCE/BCNT-dsDNA a distintas v. Inset: variacidn de j, con v,
donde los simbolos representan los valores experimentales y la linea roja, el ajuste obtenido.
Electrolito soporte: bufferacetato 0,200 M pH 5,00.

La figura 3.5 B muestra la dependencia de la corriente de pico de oxidacion (/)
de G sobre GCE/BCNT-dsDNA en funcién de la velocidad de barrido de potencial (1.
Como se indica en el /nset, la dependencia de /, con ves lineal, indicando que el control
del transporte de masa para la oxidacion de G es adsortivo (ecuacién 2.3). Otros autores
[47,48] reportaron también que la oxidacion de las bases sobre CNTs se lleva a cabo
mediante la adsorcion de las mismas sobre las paredes de los nanotubos. En
consecuencia, la sefial de oxidacion puede ser utilizada como marcador del nimero de
contactos entre el dsDNA dispersante y BCNT, lo que en ultima instancia determina el
grado de dispersion de los mismos. A mayor cantidad de puntos de contacto entre las
bases y la superficie de BCNT mayor es /.

3.3.2. BCNT vs HCNT

Las diferencias en las propiedades electrocataliticas de BCNT frente a los
nanotubos tipo Aol/low(HCNT), que son los que se utilizan en la mayoria de los casos, se
realizé comparando la respuesta electroquimica intrinseca de dispersiones de BCNT y
HCNT con dsDNA. La figura 3.6 muestra los perfiles voltamperométricos de GCE/BCNT-
dsDNA (linea negra) y GCE/HCNT-dsDNA (linea roja) en buffer acetato 0,200 M pH 5,00.

Sobre GCE/BCNT-dsDNA la oxidacion de G ocurre a un potencial 130 mV menor
que en el caso de GCE/HCNT-dsDNA y la corriente asociada es un 30% mayor (inset de
la figura 3.6). Compton y col. [49] establecieron que, sobre electrodos de carbono, el
factor dominante en el potencial y corriente del pico de oxidacidn de G es la densidad
relativa de los defectos de borde respecto a los basales. En consecuencia, el incremento
en la corriente de oxidacion y disminucion del sobrepotencial de oxidaciéon de los
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residuos de G adsorbidos sobre GCE/BCNT-dsDNA frente a la respuesta de G sobre
GCE/HCNT-dsDNA se debe a la estructura tipo bamboo, que posee una alta densidad de
defectos y mejora la transferencia electrénica de G.
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Figura 3.6. Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE/BCNT-dsDNA (—) y GCE/HCNT-

dsDNA (—). Inset: picos de oxidacién obtenidos sobre cada plataforma, con la linea de base
descontada. Electrolito soporte: bufferacetato 0,200 M pH 5,00. ¥=0,100 V s
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Figura 3.7. Registros amperométricos a -0,100 V para adiciones sucesivas de H,0, 1,00 x10-3
M obtenidas sobre GCE/BCNT-dsDNA (—) y GCE/HCNT-dsDNA (—). Las flechas indican los
agregados de H;0,. Electrolito soporte: bufferfosfato 0,050 M pH 7,40.

Por otro lado, se evalué también la electroactividad de los BCNT frente a los
HCNT utilizando una cupla externa neutra. En la figura 3.7 se muestran los VC obtenidos
a-0,100 V realizando agregados sucesivos de H,02 1,00 x10-* M sobre GCE/BCNT-dsDNA
(—) y GCE/HCNT-dsDNA (—). La sensibilidad hacia H,0, aumenta desde (2,8 + 0,3) x103
pA M1, para GCE/HCNT-dsDNA, a (2,9 + 0,1) x104 pA M-, para GCE/BCNT-dsDNA. Este
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incremento confirma, con un marcador externo, que la mejora en las propiedades
electrocataliticas de BCNT se debe a los defectos de borde presentes a intervalos
regulares en la estructura de los mismos, en acuerdo con lo reportado por otros autores
[50,51] utilizando H,0,, 4cido ascdrbico y G como sondas redox.

3.3.3. Optimizacion de las condiciones de dispersion

Con el fin de obtener un cubrimiento homogéneo de BCNT-dsDNA sobre GCE y
una respuesta electroquimica reproducible de la plataforma, se estudi6 el efecto del
solvente, el tiempo de sonicado y la concentracién de BCNT y dsDNA en la dispersidn.

3.3.3.a. Efecto del solvente y del tiempo de sonicado

La figura 3.8 muestra imagenes SEM de las superficies de GCE (A) y GCE/BCNT-
dsDNA (B y C) utilizando H20 (B) y una mezcla H,O:EtOH 50 %V/V (C) como solventes de
dispersion. Con ambas dispersiones se observa un cubrimiento completo de la
superficie de GCE; sin embargo, existe una clara diferencia en la rugosidad y
homogeneidad de las plataformas. La figura 3.8 B muestra una mayor cantidad de
agregados de BCNT que la figura 3.8 C, indicando que la mezcla de solventes genera
una mejor exfoliacion de BCNT respecto al agua.

Figura 3.8. Imagenes SEM de GCE (A) y GCE modificado con dispersién de BCNT-dsDNA
realizada en H,O (B) y en H,O:EtOH 50 %V/V (C). Inset del panel C muestra una imagen a mayor
magnificacién.
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Cheng y col. [52] estudiaron el efecto del solvente en la dispersiéon de SWCNT y
encontraron que la dispersabilidad de los mismos disminuye en solventes con baja
presion de vapor y alta densidad. En este tipo de solventes, durante el proceso de
sonicado, se requiere mas energia para inducir la cavitaciony, por consiguiente, se libera
mas energia cuando las burbujas colapsan. Otros autores analizaron los cambios
estructurales de polimeros sintéticos utilizados para dispersar SWCNTs [53] y MWCNTs
[54] empleando diferentes solventes, y concluyeron que los solventes que favorecen la
solubilidad de los polimeros mejoran la dispersién de los CNTs. Contrariamente a lo
anteriormente reportado, en nuestro estudio observamos que el mejor solvente fue la
mezcla de agua con etanol'. Paralelamente, es sabido que el agregado de etanol
disminuye la solubilidad del dsDNA; por lo que es claro que existe otro fendmeno que
mejora la dispersabilidad de los BCNT en el solvente.

Debido a la multiplicidad de factores que afectan la estabilidad del dsDNA y la
mayor complejidad en su estructura secundaria y terciaria (secciones 3.1.1y 3.1.2), se
analizo el efecto del solvente sobre el dsDNA utilizando espectroscopia UV-Vis. Los
acidos nucleicos absorben en la regién UV del espectro debido a la presencia del sistema
aromatico de las purinas y pirimidinas. La absorcion del ssDNA es mayor que la
absorbancia del dsDNA, lo que se conoce como “efecto hipercromico”. Esto se debe a
que los puentes de hidrégeno entre los pb en la doble hélice limitan el comportamiento
de resonancia de los anillos = de las bases, lo que se traduce en una disminucion en la
absorbancia a 260 nm [1,55].

En las dos primeras filas de la tabla 3.1 se muestran las absorbancias a 260 nm
(A260) obtenidas a partir de espectros UV-Vis de soluciones de dsDNA utilizando H.0 y
H,O:EtOH 50 %V/V como solvente. Se puede observar que la presencia de EtOH como
co-solvente provoca un incremento en la Az, |0 que indica que se produce
desnaturalizacién de la doble hebra. Esta desnaturalizacion es parcial, dado que la Ao
del dsDNA en H,O:EtOH 50 %V/V (0,236) es menor que la del dsDNA desnaturalizado
térmicamente (0,335).

Los resultados anteriores prueban que la desnaturalizacion parcial del dsDNA
por efecto del solvente incrementa el grado de dispersion de los BCNT, como se pudo
apreciar a partir de las diferencias en la morfologia superficial de GCE modificado con
BNCT-dsDNA de la figura 3.8 B y C. De esta manera, la mejora en la eficiencia de la
exfoliacion de los BNCT no esta unicamente relacionada con las propiedades fisicas del
solvente ni con los cambios en la solubilidad del polimero, como se indica en las
referencias [52-54]. En este caso dicha mejora se relaciona con los cambios que el
solvente induce sobre el agente dispersante, los cuales favorecen la apertura de la doble

" Teniendo en cuenta que las presiones de vapor y densidades del H20 y EtOH (a 25 °C) son 23,77 y 65,93
mmHg, y 0,997 y 0,785 g mL; respectivamente.
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hebra del DNAy de esta manera incrementa el nimero de puntos de contacto entre las
bases que interactian con las paredes de los nanotubos.

Tabla 3.1. Comparacién de las absorbancias a 260 nm (Azs0) obtenidas de espectros UV-Vis de
soluciones de dsDNA 100 ppm, preparados en diferentes solventes y con distintos tratamientos.

Solucion Solvente Azé0
dsDNA H.0 0,202
dsDNA H,0:EtOH 50 %V/V 0,236
dsDNA desnaturalizado® H,0 0,335
dsDNA sonicado 15 min H20:EtOH 50 %V/V 0,256
dsDNA sonicado 30 min H,O:EtOH 50 %V/V 0,266
dsDNA sonicado 45 min H20:EtOH 50 %V/V 0,274

* La desnaturalizacion del dsDNA se realizo6 calentando la solucién en un bafio
de agua en ebullicion durante 10 min y luego sumergiéndola rapidamente en
un bafio de agua-hielo.

Por otro lado, se evalud el efecto del tiempo de sonicado sobre el dsDNA. En las
ultimas 3 filas de la tabla 3.1 se muestran los valores de Ao de espectros UV-Vis de
soluciones de dsDNA sonicadas durante 15, 30 y 45 min. Se observa que al incrementar
el tiempo de sonicado aumenta la Azeo, lo cual indica que el tratamiento de ultrasonido
provoca también desnaturalizacion parcial del dsDNA (Azs0 es menor que la del dsDNA
desnaturalizado térmicamente). Otros autores observaron también un efecto similar
sobre el dsDNA. Gladchenko y col. [56] encontraron que dsDNA extraido de eritrocitos
de pollo y usado como agente dispersante de SWCNT contenia zonas de doble hebra
junto con zonas de desnaturalizacion total.
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Figura 3.9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de soluciones de dsDNA 100 ppm en
H,0:EtOH 50 %V/V sonicadas 15 min (1), 30 (2), 45 min (3) y sin sonicar (4). La corrida (5) es la
correspondiente con el marcador del tamafio de fragmentos, indicados a la derecha de Ia
imagen.
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Para corroborar si el sonicado tiene algun efecto extra sobre la estructura del
DNA, se realizaron experimentos de electroforesis en gel de agarosa. La figura 3.9
muestra una corrida electroforética en gel de agarosa de dsDNA en H,O:EtOH 50 %V/V
sin sonicar y aplicandole ultrasonido por 15, 30 y 45 min. El dsDNA de timo de ternera
posee ~50.000 pb, mientras que al sonicarlo durante 15 min se observa la aparicion de
fragmentos entre 600 y 200 pb (figura 3.9 1). Al incrementar el tiempo de sonicado no
hay un cambio significativo en la proporcion de los distintos fragmentos ni en su peso
molecular, sugiriendo que este efecto se produce al inicio del tratamiento de ultrasonido
[57].

La respuesta electroquimica de la dispersion en funcidn del tiempo de sonicado
fue evaluada mediante voltamperometria ciclica. La figura 3.10 A muestra los registros
voltamperométricos de GCE modificado con dispersion de BCNT-dsDNA sonicada
durante 15 (—), 30 (—), 45 (—) y 60 (—) min. En la misma se puede observar que al
aumentar el tiempo de sonicado, la j, para la oxidacién de los residuos G incrementa
hasta 45 min. Esto se debe a que al aumentar el tiempo de aplicacion de ultrasonido
también lo hace el grado de desnaturalizacién de dsDNA, aumentando los puntos de
contacto entre las bases y la superficie conductora de BCNT lo que se traduce en un
incremento en la dispersion de los BCNT.
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Figura 3.10. A Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE modificado con dispersiones
de BCNT-dsDNA sonicadas durante 15 (—), 30 (—), 45 (—) y 60 min (—). El /nset muestra los
VC luego de descontar la linea de base. B j, obtenida de los registros voltamperométricos de
(A) en funcion del tiempo de sonicado. Electrolito soporte: buffer acetato 0,200 M pH 5,00. v=
0,100 Vs™.

A pesar de que al incrementar el tiempo de sonicado aumenta el grado de
desnaturalizacion del DNA, luego de los 45 min de tratamiento de ultrasonido la
corriente de oxidacion de G disminuye ligeramente. Esto indica que existe un tiempo
optimo de sonicado y por lo tanto se selecciond la condicién de 45 min.
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3.3.3.b. Efecto de la cantidad de BCNT

Otro parametro de la dispersidn a optimizar es la cantidad del nanomaterial
conductor presente en la misma. En la figura 3.11 A se muestran los perfiles
voltamperométricos obtenidos sobre GCE modificado con dispersiones BCNT-dsDNA
sonicadas durante 45 min, variando la concentracion de BCNT con la que se preparo la

dispersion.
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Figura 3.11. A Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE modificado con dispersiones
de BCNT-dsDNA con cantidades crecientes de BCNT: 0,50 (—), 1,00 (—), 1,50 (—), 2,00 (—)y
2,50 mg mL" (—). B /, de los voltamperogramas de (A) en funcién de la cantidad de BCNT. C
Corriente no faradaica (/ap), medida a 0,800 V, en funcién de la cantidad de BCNT. Electrolito
soporte: bufferacetato 0,200 M pH 5,00. ¥=0,100 Vs™'.

De acuerdo con el grafico de barras mostrado en la figura 3.11 B se puede
advertir que la 4, maxima para la oxidacion de los residuos G se alcanza para una
cantidad de BCNT igual a 1,00 mg mL'. Por lo tanto, manteniendo constante la
concentracion de dsDNA, existe una proporcion 6ptima donde se maximizan los puntos
de contacto entre las bases y la superficie de C sp? de los nanotubos, lo que asegura la
exfoliacion de los agregados de nanotubos [50,58]. Lo anterior se puede evaluar a partir
del area electroactiva de GCE/BCNT-dsDNA dado que es proporcional a la corriente no
faradaica o capacitiva de los voltamperogramas [59]. En la figura 3.11 C se muestra la
corriente capacitiva (/ap, obtenida a 0,800 V a partir de los VC mostrados en la figura
3.11 A) en funcidn de la cantidad de BCNT utilizada para la dispersion. La /ap incrementa
hasta que la cantidad de BCNT en la dispersién es igual a 1,50 mg mL' y luego se
mantiene constante. Esto indica que la exfoliacién de BCNT con dsDNA 100 ppm se
produce hasta esa cantidad. La disminucion en el tamafio de los agregados trae
aparejado un incremento en el drea expuesta de nanotubos a la solucion. Por encima
de 1,50 mg mL" el agregado de mayor cantidad de material conductor no se traduce en
un incremento en el drea ya que el aumento de /ap producto de la mayor cantidad de
CNTs produce un enmascaramiento de la corriente faradaica de oxidacion de G [59]. Asi,
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el compromiso entre incremento de area electroactiva (/ap) ¥ el de la sefial de G
(corriente faradaica) se logra cuando la cantidad de BCNT en la dispersién es 1,00 mg
mL".

3.3.3.c. Efecto de la concentracion de dsDNA

El efecto de la concentracion de dsDNA en la dispersion de BCNT se evalud
dispersando con dsDNA 100 ppm y 200 ppm y luego modificando GCE con las
dispersiones resultantes. En la figura 3.12 A se presentan los perfiles
voltamperométricos para GCE modificado con estas dispersiones. Se puede advertir que
el incremento en la concentracion del agente dispersante no se traduce en un aumento
en la j, para la oxidacion de G: con dsDNA 100 ppm, 4 = 82,4 pA (E, = 1,101 V) y con
dsDNA 200 ppm, /4 = 72,2 pA (Ep = 1,150 V). Esto sugiere que el aumento de la cantidad
de dsDNA no se correlaciona directamente con una mejora en la dispersién de BCNT.
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Figura 3.12. A Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE modificado con dispersiones
de BCNT-dsDNA, utilizando dsDNA 100 (—) y 200 ppm (—). Electrolito soporte: buffer acetato
0,200 M pH 5,00. ¥= 0,100 Vs'. BImagen SEM de GCE modificado con BCNT-dsDNA(200 ppm).

En efecto, la inspeccion de la imagen SEM de GCE/BCNT-dsDNA(200 ppm)
mostrada en la figura 3.12 B muestra una superficie con un mayor nimero de
agregados respecto a GCE/BCNT-dsDNA(100 ppm) (figura 3.8 C). Esta disminucion en el
grado de exfoliacion conforme se incrementa la concentracién de dsDNA, esta
relacionada con el incremento en la viscosidad de la solucion y, por consiguiente, con la
reduccion de la efectividad en la cavitacidon provocada por el ultrasonido [52].

3.3.4. Arreglo del DNA en la dispersion BCNT-dsDNA

La espectroscopia FTIR es una técnica muy util para evaluar la interaccion de los
biopolimeros con CNT debido a la alta sensibilidad de las sefiales de los mismos a los
cambios conformacionales. En el espectro FTIR del DNA existen regiones espectrales
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que contienen bandas de absorcién marcadoras de las conformaciones de la doble
hebray de las interacciones entre las bases [60]:

i. Region entre 1800 y 1500 cm™: corresponde a las bandas originadas por
vibraciones “en el plano” de las bases nitrogenadas y es sensible al apareamiento
y apilamiento de las bases.

ii. Region entre 1250 y 1000 cm: corresponde a las bandas originadas por
vibraciones del esqueleto azucar-fosfato y es sensible a la conformacién del
mismo.
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Figura 3.13. Espectros FTIR de dsDNA nativo (a) y de la dispersion de BCNT-dsDNA (b).

En la figura 3.13 se muestran los espectros de FTIR para dsDNA nativo (a) y la
dispersion BCNT-dsDNA (b). Las bandas a 1688 cm™'y 1647 cm en el espectro de dsDNA
nativo (a) corresponden a la vibracion del doble enlace C6=06 de Gy la vibracion “en el
plano” del anillo de T, respectivamente. La aparicion de dichas sefiales a esos numeros
de onda indica que las bases del DNA se encuentran apareadas. En el espectro
correspondiente a BCNT-dsDNA (b) no se encuentra la banda a 1688 cm, y solamente
aparece una a 1647 cm™ (correspondiente a una conformacién de bases apareadas) y
una nueva a 1583 cm™ asignada a la vibracion del enlace C=N del anillo de G. Esta ultima
banda corresponde a la vibracion de G no apareada y demuestra que cuando el DNA
dispersa a BCNT hay desnaturalizacion de la doble hebra por la interaccién de las bases
con las paredes de los nanotubos, confirmando las conclusiones obtenidas en la seccidon
3.3.2. Aunque la interaccidn ocurre entre las bases no apareadas y la superficie de los
nanotubos, existen regiones del DNA que mantienen su conformacién de doble hebra,
como puede observarse en el espectro (b) en la region entre 1220-1240 cm'. Estas
bandas, las cuales también se encuentran presentes en el espectro del dsDNA nativo de
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la figura 3.13 a, corresponden al estiramiento antisimétrico de los grupos PO del
esqueleto y son marcadores caracteristicos de la conformaciéon de doble hélice
(estructuras A-, B- o Z; ver figura 3.2). Estos resultados sugieren que el enrollamiento
del dsDNA alrededor de BCNT presenta regiones donde las bases no se encuentran
apareadas y con una fuerte interaccion con las paredes de BCNT; y zonas donde se
conserva la estructura de doble hélice.

La dispersidn asistida por ultrasonido de BCNT con dsDNA y la presencia de
etanol como co-solvente genera cambios importantes en la estructura del polimero
debido a las interacciones z-stacking entre las bases nitrogenadas y las paredes de los
nanotubos. Mientras se exfolian los agregados de BCNT durante el proceso de cavitacion
del ultrasonido, el DNA se adsorbe a través de las bases a la superficie de BCNT dejando
su esqueleto hidrofilico expuesto a la solucién y enrollandose a lo largo del eje
longitudinal de los nanotubos. Estudios previos realizados por otros autores [56,61-63]
confirman que esta interaccion no covalente entre los anillos aromaticos actda como la
fuerza impulsora de la dispersion de CNT por parte del DNA, dado que reduce el area
de contacto entre solvente polar y las paredes hidrofébicas de los nanotubos.

Figura 3.14. Imagen TEM de una dispersion de BCNT-dsDNA donde se puede apreciar una
molécula de dsDNA dispersando un BCNT individual. Las flechas indican el enrollamiento del
dsDNA alrededor del nanotubo.

Este fendmeno de enrollamiento se puede advertir en la imagen TEM que
muestra la figura 3.14 (indicado por las flechas). Es probable que las zonas donde el
DNA se encuentra desnaturalizado sean aquellas en contacto intimo con BCNT; mientras
que las porciones de la doble hebra que estdn mas alejadas de la superficie del
nanotubo correspondan a porciones intactas o parcialmente desnaturalizadas del
dsDNA [63]. En este sentido, Takahashi y col. [62] estudiaron mediante AFM la
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morfologia de SWCNT dispersos con dsDNA de esperma de salmén y encontraron
estructuras similares a las observadas en la imagen TEM de la figura 3.14.

3.3.5. Propiedades electroquimicas de GCE/BCNT-dsDNA
3.3.5.a. Caracterizacion de la respuesta electroquimica

Se estudié el comportamiento electroquimico de GCE modificados con la
dispersion de BCNT-dsDNA, y sus constituyentes por separado, a través de
voltamperometria ciclica empleando [Fe(CN)s]* 2,00 x10* M como sonda redox. La
figura 3.15 muestra los perfiles voltamperométricos obtenidos sobre GCE (—),

GCE/dsDNA (—), GCE/BCNT (—) y GCE/BCNT-dsDNA (—).
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Figura 3.15. Voltamperogramas ciclicos en [Fe(CN)g]3> 2,00 x10-3 M sobre GCE (—), GCE/dsDNA

(—), GCE/BCNT (—) y GCE/BCNT-dsDNA (—). Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M pH
7,40. v= 0,050 Vs,

Sobre GCE, el voltamperograma muestra un tipico proceso de transferencia de
electrones cuasi-reversible para el [Fe(CN)g]*> [64], con una separacion de potenciales de
pico (AEp) de (78 + 2) mV. Cuando la superficie se modifica con BCNT, hay un aumento
del 73% en la densidad de corriente para la reduccién de [Fe(CN)s]> respecto a GCE,
mientras que AE, disminuye hasta (61 + 2) mV [65]. Estos resultados demuestran, una
vez mas, que la alta densidad de defectos de borde a lo largo de la superficie de BCNT
actua como centros de electrocatalisis para el proceso de transferencia de carga. El AE,
obtenido sobre GCE/dsDNA es (5,2 + 0,2) x102 mV mientras que la densidad de corriente
decae 46% comparado con GCE. Esto se debe a la repulsion electrostatica entre la sonda
redox y el esqueleto fosfato del dsDNA, ambos cargados negativamente. Por el

contrario, cuando el electrodo se modifica con la dispersién de BCNT-dsDNA el AE, se
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reduce a (213 £ 9) mV, demostrando que, incluso en presencia del dsDNA cargado
negativamente, la transferencia de electrones de la sonda mejora debido a la presencia
de los defectos de BCNT acompafiado por un reordenamiento de dsDNA soportado
sobre los nanotubos.

R, =(10£1) Qcm’ R ~0,40cm?
600} €

-200 -

-400 -

-100 -

-200 -

O, . . o
0 100 200 0 200 400 600

s000| R, =(520,4)x10°Qcm’ R, =(7.4+0,7)x10° Qcm’

Z"IQ cm?

-1500 -

-6000 - 1000

-3000 | 5000
0r ok
0 3000 6000 9000 0 500 1000 1500
2
Z'/Q cm

Figura 3.16. Graficos de Nyquist para experimentos de EIE en [Fe(CN)g]3/4 2,00 x10-3 M sobre
GCE (@), GCE/dsDNA (O), GCE/BCNT (A) y GCE/BCNT-dsDNA (A). Potencial de trabajo: 0,200
V. Amplitud: 10 mV. Rango de frecuencias medido: 105 - 10" Hz. Electrolito soporte: buffer
fosfato 0,050 M pH 7,40. Los nimeros en cada grafica son los valores de resistencia a la
transferencia de carga obtenidos a partir del ajuste con el correspondiente circuito
equivalente.

La actividad electroquimica de las diferentes plataformas se evalué también por
EIE. La figura 3.16 muestra los graficos de Nyquist (normalizados por el area
electroactiva de cada superficie) para GCE (®), GCE/dsDNA (O), GCE/BCNT (A) y
GCE/BCNT-dsDNA (A) en solucién de [Fe(CN)e]*/+ 2,00 x10-* M. Los perfiles de Nyquist
para GCE, GCE/dsDNA y GCE/BCNT-dsDNA muestran un semicirculo a frecuencias altas
y medias (valores bajos de la impedancia) y, a bajas frecuencias, un aumento lineal de
la impedancia. Este comportamiento puede ser modelado con el circuito Randles (figura
2.7 B) y el ajuste de cada uno de los espectros se muestra con trazo lleno.

A diferencia de los casos anteriores, la respuesta de GCE/BCNT (—) presenta un
semicirculo muy pequefio a frecuencias altas (proceso de transferencia de carga) y el
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proceso de difusién (dado por el elemento de circuito de Warburg) es el que domina el
proceso global en el rango de frecuencias medido. Debido al pequefio valor de R« no se
pudo ajustar dicho elemento de circuito con un valor razonable de confianza. Por otro
lado, se observa que el elemento de Warburg esta superpuesto a otra resistencia que
provoca el curvamiento a frecuencias por debajo de 10 Hz. La misma surge del
transporte de los iones del electrolito dentro de la pelicula de BCNT sobre el electrodo
y se debe a que dicha pelicula formada por BCNT poco dispersos es porosa y con alto
grado de hidrofobicidad. Otros autores [66,67] también encontraron comportamientos
impedimétricos similares para este tipo de peliculas. De esta manera, el circuito
utilizado para modelar la respuesta sobre GCE/BCNT (figura 2.8 A) posee una resistencia
al transporte idnico (Ry).

La R de GCE/BCNT es muy pequefia (~ 0,4 Q cm?), en consonancia con el bajo
AE, obtenido por voltamperometria ciclica (figura 3.15, linea verde). La comparacion de
las Ric de GCE, GCE/dsDNA y GCE/BCNT-dsDNA demuestra que la presencia del dsDNA,
ya sea modificando la superficie de GCE o soportado sobre BCNT, se comporta como
una barrera para la transferencia de carga de la sonda redox. Utilizando los valores de
Ric obtenidos a través de los ajustes con los circuitos correspondientes se calcularon las
constantes de transferencia heterogéneas (ko) usando la ecuacién 2.13 [59]. Los valores
de ko para la cupla redox sobre GCE, GCE/dsDNA y GCE/BCNT-dsDNA fueron (2,7 + 0,5)
x102, (5,1 £ 0,3) x10° y (3,6 + 0,3) x10“* cm s, respectivamente, lo que muestra
correlacion con los resultados de AE, obtenidos mediante voltamperometria ciclica
(figura 3.15).

Con el fin de evaluar la contribucidn de las interacciones electrostaticas y estimar
adecuadamente el incremento de la Ric en el caso de GCE/BCNT-dsDNA, se realizaron
mediciones de EIE con soluciones de distinta fuerza i6nica (mediante la adicion de
solucién de Nacl al electrolito soporte empleado previamente). La tabla 3.2 resume las
R, obtenidas a partir del ajuste con los circuitos correspondientes de EIE, en [Fe(CN)e]*
/4-2,00 x103 M sobre GCE, GCE/dsDNA y GCE/BCNT-dsDNA.

Tabla 3.2. Resistencia a la transferencia de carga promedio (Ri) obtenidas mediante EIE en
[Fe(CN)sJ>/# 2,0 mM en soluciones de fuerza idnica creciente.

Fuerza R/ 02

ionica/M GCE GCE/dsDNA GCE/BCNT-dsDNA
0,223 (1,4 +0,3) x102 (6,4 + 0,5) x10* (2,0 £ 0,2) X103
0,273 (1,1 +0,2) x102 (5,6 + 0,4) x10* (9 + 1) x102
0,323 (0,9 +0,1) x102 (5.2 + 0,3) x10* (6,8 + 0,8) x102
0,373 (0,62 + 0,06) x102 (4,8 £0,1) x10* (2,9 + 0,5) x102
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En todos los casos, la disminucién de R« con el aumento de la fuerza idnica se
debe ala dependencia de la constante de velocidad de transferencia de carga de la cupla
[Fe(CN)s]*>/4 con la concentracion de cationes, especialmente cuando el cation deriva de
un metal alcalino. Este fendmeno se atribuye a la formacion de un par idnico entre las
especies hexacianoferrato y Na* que reduce la carga del complejo activado anidnico y
favorece la transferencia de electrones [68]. La caida de Ri con el aumento de la fuerza
idnica observada en GCE/BCNT-dsDNA es mayor que la obtenida en GCE. Considerando
que la catalisis de los iones Na* es un proceso homogéneo, esta disminucion adicional
de Ry es debida al apantallamiento de las cargas negativas de los grupos fosfato del
esqueleto y la consecuente disminucion de las fuerzas de repulsion electrostatica entre
dsDNA y el par redox. Para GCE/dsDNA, la disminucion de la R, es menos pronunciada
que sobre GCE/BCNT-dsDNA indicando que, producto de las caracteristicas de la pelicula
de dsDNA, hay un efecto de bloqueo a la transferencia de carga no sé6lo debido a la
repulsion electrostatica, sino también por actuar como barrera fisica. Esto confirma, una
vez mas, que el cubrimiento de BCNT por parte del dsDNA no es total y compacto y que
hay areas que permanecen descubiertas capaces de actuar como material de electrodo
que catalizan la transferencia de carga.

3.3.5.b. Estudio de la reactividad electroquimica superficial

La electroactividad local de las plataformas se evalué con SECM usando FcOH
como sonda redox. La figura 3.17 presenta las imagenes superficiales de GCE (A),
GCE/BCNT (B), GCE/dsDNA (C) y GCE/BCNT-dsDNA (D).

Considerando que sobre GCE (A) la corriente normalizada es 1,25 /7« la
modificacion del electrodo con BCNT dispersado en H,O:EtOH 50 %V/V (B) produce una
mejora en la electroactividad de la plataforma resultante. Sin embargo, la gran
variabilidad en los valores de corriente indican que la superficie posee distintas
densidades de BCNT (algunos formando cumulos o agregados). A pesar de ello, la
corriente normalizada aumenta drasticamente debido al aumento en el area
electroactiva y la mejor conductividad de la superficie [69].

La modificacién de GCE con una pelicula de dsDNA sonicado durante 45 min (C)
produce una disminucion de la corriente normalizada en comparacion a GCE. Este
comportamiento se debe a un feedback negativo entre el UME y el sustrato, indicando
que dsDNA bloquea parcialmente la transferencia de carga de FcOH como fue
demostrado en la seccién anterior. Es necesario resaltar que, dado que el FcOH no tiene
carga netay el producto de oxidacién es el radical cation FcOH** (por lo que se esperaria
una atraccion electrostatica con el esqueleto azucar-fosfato del dsDNA), la disminucion
de la corriente esta relacionada principalmente con un efecto de bloqueo.
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Por el contrario, cuando la dispersién de BCNT con dsDNA se deposita sobre GCE
(D), la electroactividad de la superficie es practicamente homogénea. La corriente
normalizada es ligeramente menor que la de GCE/BCNT (de acuerdo con los resultados
de EIE), aunque es mayor que la de GCE/dsDNA, indicando que los nanotubos son
dispersados eficientemente por el polimero y cubren la superficie del electrodo,
contrarrestando el efecto de bloqueo de dsDNA [70].

3.4. Conclusiones parciales

Se logro funcionalizar eficientemente BCNT con dsDNA de manera no covalente
lo que permiti6 una eficiente dispersion de los nanotubos. Los experimentos
espectroscopicos demostraron que el tratamiento drastico para dispersar los BCNTs
(sonicado por 45 min en solucion de H,O:EtOH 50 %V/V), produce desnaturalizacién
parcial y disminucidn en la longitud de las cadenas de dsDNA, lo que facilita la dispersion
de los nanotubos y mejora la transferencia de carga de los residuos G al electrodo. Esto
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se debe a que la desnaturalizacion y consecuente exposicion hacia la solucién de las
bases nitrogenadas incrementa el nimero de puntos de contacto entre las mismas y las
paredes de los BCNT.

Luego de optimizar las condiciones de dispersion (solvente, tiempo de sonicado,
cantidad de BCNT y concentracion de dsDNA), se estudiaron las propiedades
electroquimicas de GCE/BCNT-dsDNA. Se demostré el incremento en la electroactividad
de la superficie de GCE y una respuesta electroquimica local con mayor homogeneidad
cuando el dsDNA dispersa a los BCNT.
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Aplicaciones analiticas
de GCE/BCNT-dsDNAI:

Biosensor de afinidad
para la cuantificacion

de prometazina






Como se demostro, los BCNT son dispersados por dsDNA
mediante el enrollamiento del biopolimero alrededor de las
paredes de los nanotubos. Esta modificacion no covalente con el
dsDNA le imparte a los BCNT propiedades particulares. En el
presente capitulo se exploran las aplicaciones analiticas de la
plataforma GCE/BCNT-dsDNA tomando ventaja de las
propiedades de bio-reconocimiento del dsDNA. Teniendo en
cuenta el tratamiento drastico que sufre el dsDNA durante la
preparacion de la dispersion, se evalua si el dsSDNA aun es capaz
de reconocer a un intercalador de la doble hebra, la
prometazina (PMZ). Se estudia la interaccion entre PMZ y el
dsDNA soportado sobre BCNT a partir de la actividad
electroquimica de PMZ sobre GC/BCNT-dsDNA, con el objetivo
de desarrollar una plataforma de bioafinidad para la
cuantificacion de PMZ. Con fines comparativos, se estudia el
comportamiento electroquimico de PMZ sobre GCE/BNCT y GCE
modificado con una dispersion de BCNT con ssDNA. La
intercalacion de PMZ en dsDNA y BCNT-dsDNA se confirma
mediante espectroscopia UV-Vis y calculos de dindmica cudntica
a nivel Tight Binding basado en el funcional de densidad (DFTB).
Asimismo, se utiliza la plataforma para cuantificacion de PMZ
en una formulacién farmacéutica.
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4.1. Introduccion

4.1.1. Intercalacion del DNA

Los compuestos que interactian con dsDNA lo hacen a través de diferentes vias:
covalentes y no covalentes. Dentro de ellas, la intercalaciéon [1,2] es un modo de
interaccion no covalente que se da cuando una molécula con un grupo aromatico
extendido se inserta entre los pares de bases adyacentes del DNA, como se observa en
la Figura 4.1. La interaccién ocurre entre los sistemas de electrones r del anillo
policiclico aromatico y los anillos heterociclicos de los pares de bases.

Figura 4.1. Representacion de la intercalaciéon de la una molécula con un sistema de anillos
planos (en color verde) entre dos pares de DNA de doble hebra.

Si bien la estructura B- del DNA se mantiene luego del evento de intercalacidn
por algun agente, se alteran ciertas funciones bioldgicas del mismo, como la capacidad
de unirse especificamente a proteinas y enzimas [3]. Se debe tener en cuenta que el
fendmeno de intercalacion no provoca la ruptura de los puentes de hidrogeno entre las
bases [4].

El proceso de intercalacién puede esquematizarse como se muestra en la Figura
4.2. El valor de la constante de equilibrio Kinx dependera del tipo y magnitud de las
interacciones que establezca la molécula con el DNA. En términos generales, el valor de
Kt €s mayor al aumentar la cantidad de anillos conjugados, la presencia de grupos
ionizables de carga positiva (los cuales generan atracciones coulémbicas con los grupos
fosfato del esqueleto del DNA) y de grupos sustituyentes voluminosos capaces de unirse
a los surcos del DNA [5].

93



/

_<
—4

Figura 4.2. Esquema que representa la interaccién entre un intercalador y una porcic’)n de
DNA. Las lineas de color verde, amarillo, azul y rojo representan las bases del dsDNA, las letras
P- a los grupos fosfato, y la linea marrén al intercalador.
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La intercalacion produce cambios en los angulos de torsion azucar-fosfato de
manera de acomodar el compuesto aromatico, causando la separacion de los pares de
bases con un alargamiento de la doble hélice de aproximadamente 3.4 Ay disminucion
de la torsién helicoidal [6]. Esto genera un incremento de la viscosidad (debido a que la
molécula se hace mas rigida), de la temperatura de meltingde la doble hebra, y cambios
en el coeficiente de sedimentacién del DNA [3].

El proceso de intercalacion tiene amplias aplicaciones terapéuticas y los
intercaladores a menudo se utilizan como farmacos en el tratamientos contra el cancer
y también para tratar las infecciones microbianas y parasitarias [7]. Por otra parte, los
agentes intercaladores también se utilizan como sonda para estudiar la estructura y los
cambios morfolégicos de los acidos nucleicos [3,4].

4.1.2. Intercalacion como herramienta electroanalitica

Los métodos electroquimicos permiten estudiar las interacciones entre diversas
biomoléculas y complejos organicos e inorganicos con el DNA. Esto se lleva a cabo
analizando los cambios en las sefiales de oxidacién de las bases del DNA o del agente
intercalador, si éste es electroactivo [8-11].

La figura 4.3 muestra el esquema mas utilizado para la deteccién del evento de
intercalacion. En el mismo, un intercalador electroactivo (figura 4.3 A) se acumula en
un electrodo modificado con dsDNA (figura 4.3 C). Asi, la sefial especifica del
intercalador se ve incrementada, en comparacion con una débil respuesta
electroquimica para el mismo compuesto obtenido con el electrodo sin dsDNA. Esta
metodologia es posible siempre que el intercalador pueda ser oxidado o reducido sobre
la superficie del electrodo. En caso que el mismo no posea sefial redox, la deteccion se
debe realizar a través de los cambios en la sefial de oxidacion intrinseca de las bases del
dsDNA debido a la intercalacion (figura 4.3 B vs. C) o de otras alternativas que pongan
de manifiesto los cambios que tienen lugar [12].
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Figura 4.3. Esquema representativo del modo general en el que se detecta
electroquimicamente el evento de intercalacidn. El intercalador electroactivo (A) posee una
acumulacion facilitada sobre el electrodo modificado con dsDNA (C) que incrementa
notablemente su sefal electroquimica, en comparacién a su sefial sobre el electrodo sin
modificar. La deteccion de la intercalacion también se puede llevar a cabo debido a cambios
en las sefiales de oxidacidn de las bases nitrogenadas del dsDNA (B) cuando se acumula el
intercalador (C).

Entre algunas de las estrategias reportadas en bibliografia, Wang y col. [13]
dispersaron laminas de MoS; con tionina y luego modificaron GCE para desarrollar un
biosensor de dsDNA. Dado que la tionina es capaz de intercalar en el dsDNA, utilizaron
la disminucion en su sefial de oxidaciéon como sefial analitica para la cuantificacion del
DNA. En otro ejemplo, Sato y col. [14] sintetizaron un intercalador “enhebrante”
electroactivo modificando una molécula de naftaleno diimida con dos grupos Fc. Este
tipo de intercaladores posee una mayor afinidad por el dsDNA gracias a los grupos
laterales que interactdan con los surcos del DNA. Los autores pudieron discriminar, a
partir de la intensidad de corriente para la oxidacion de los grupos Fc, el dafio provocado
al dsDNA a partir de la metilacidon de las bases. En otra estrategia, Boon y col. [15]
utilizaron al azul de metileno como agente intercalante para detectar mutaciones y
desapareamiento de bases en la secuencia del gen p53. La deteccién electroquimica se
llevd a cabo reduciendo el azul de metileno intercalado, el cual fue reoxidado debido a
la presencia de [Fe(CN)¢]*- generando un ciclo catalitico que incremento la sensibilidad
de la metodologia.

4.1.3. Prometazina

La prometazina (PMZ) deriva de un grupo de compuestos llamados fenotiazinas
y es considerada un neuroléptico débil. Por otro lado, bloquea los receptores H1 de la
histamina en el cuerpo, por lo que también se la utiliza como antihistaminico. De esta
manera, se indica para tratar los sintomas de alergia como picazén, secrecion nasal,
estornudos, picazon, urticaria y erupciones cutaneas. También previene la cinetosis y se
usa para tratar las nduseas y vémitos o dolor después de una cirugia, por lo que se la
indica como sedante suave.
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Desde el punto de vista electroquimico, la PMZ es un compuesto electroactivo y
su mecanismo de reaccidn [16] sobre superficies carbonaceas se esquematiza en las
ecuaciones 4.1,4.2 y 4.3. El mismo consta de una primera etapa irreversible de escision
de la cadena lateral (ecuaciéon 4.1) y la generacion del nucleo fenotiazina. Este
heterociclo sufre dos reacciones reversibles (a potenciales menores que los del primer
proceso irreversible): la formacion del radical cation fenotiazinio (ecuacién 4.2) y la
reaccion de éste para dar la quinona 3-H-fenotiazin-3-ona (ecuacién 4.3).

H
\N+/

® H
OiND + 2HY —a C[ND + \Hf +2e Ecuacién 4.1.
s s A
N N
Oi D -~ ©i+:© + e Ecuacién 4.2.
S S
N ho Ng
©[+.:© ‘—z_n Oi :@ + e + 2H Ecuacion 4.3.
S S 0]

Algunos estudios de mediados de la década de los 80 [17-19] sugirieron que el
radical cation fenotiazinio, obtenido de la oxidacion enzimatica de PMZ, podia
interactuar irreversiblemente intercalando en el DNA. A partir de esto se han reportado
diversas metodologias que permiten la cuantificacion de PMZ en formulaciones
farmacéuticas a partir de la interaccion entre la molécula y electrodos modificados con
DNA. Algunas de las metodologias propuestas fueron la modificacion de NP de Au con
dsDNA [20] y la acumulacion de dsDNA sobre electrodos de pasta de carbono [21], de
diamante dopado con boro [22], carbono vitreo [23] y electrodos modificados con CNTs
[24,25]. A pesar de las diversas aplicaciones basadas en la intercalacion de PMZ, no se
han realizado hasta la fecha estudios sistematicos de esta interaccidon con el dsDNA y
tampoco se ha reportado el efecto que tiene la estrategia de inmovilizacion del dsDNA
en su capacidad de ser intercalado.

En este capitulo se discute la capacidad del dsDNA soportado sobre los BCNT de
ser intercalado por la PMZ mediante espectroscopia UV-Vis validada por simulaciones
de los espectros, empleando calculos de dinamica cuantica a nivel DFTB. Mediante el
empleo de técnicas electroquimicas (VC y DPV siguiendo la estrategia de stripping de
adsorcién con cambio de medio) se obtuvo informacidén acerca de las interacciones de
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PMZ con la dispersion de BCNT-dsDNA, a través de la comparacién con la respuesta
obtenida sobre GCE modificado con BCNT y BCNT-ssDNA. En ultimo lugar se presentan
las aplicaciones analiticas de la plataforma para la cuantificacién del intercalador en una
formulacién farmacéutica.

4.2. Metodologia

4.2.1. Experimental
4.2.1.a. Preparacion de la dispersion y modificacion de GCE

La dispersion de BCNT-dsDNA y modificacion de GCE se llev6 a cabo de la manera
descripta en la seccidn 3.2. Con fines comparativos, se dispersé BCNT con una solucion
de ssDNA 100 ppm preparada en H,O:EtOH 50 %V/V de la misma manera que BCNT-
dsDNA.

4.2.1.b. Modificacion del cuarzo

La espectroscopia UV-Vis se implementd para evaluar la intercalacion de PMZ en
el DNA. Los experimentos se llevaron a cabo en una celda de cuarzo de 0,1 cm de paso
optico. Para el estudio de la interaccion de PMZ-dsDNA y PMZ-ssDNA en solucién se
mezcl6 una solucion de PMZ con soluciones de dsDNA y ssDNA 100 ppm preparadas en
bufferacetato 0,200 M pH 5,00. En el caso de la interaccidn entre PMZ y la dispersion se
requirio de un paso previo de inmovilizacién de BCNT-dsDNA. Para ello se activo el
cuarzo de acuerdo al procedimiento indicado en la seccién 2.10.1 y luego se ensambl6
una solucién de quitosano cuaternario 0,50 mg mL" con el fin de revertir las cargas
negativas de los grupos silicato del cuarzo activado. A continuacion, se ensamblé
durante 60 min la dispersion BCNT-dsDNA sobre el cuarzo derivatizado positivamente
con el quitosano. En todos los casos, los espectros UV-Vis se tomaron luego de 5 min de
interaccion (para emular las condiciones de stripping de adsorcion por DPV), entre 200
y 600 nm.

4.2.2. Computacional

El modelado molecular es una herramienta poderosa para analizar las
interacciones de sistemas biomoleculares, como las de los acidos nucleicos con otros
compuestos. El tratamiento de estos sistemas complejos requiere del uso de métodos
de mecanica molecular, los cuales presentan bajo costo computacional y buena
precision. Sin embargo, en estos métodos la descripcion de la estructura electrénica de
estas macromoléculas se considera constante a lo largo de la simulacién y es imposible
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describir las propiedades Opticas o los procesos de transferencia de carga. Para ello, es
necesario utilizar métodos basados en la quimica cudntica.

A pesar de lo anterior, el estudio de la intercalacion de ciertos compuestos con
dsDNA a nivel atomistico es una tarea dificil de abordar para la quimica cuantica, ya que
es necesaria una descripcidn exacta de las interacciones intermoleculares débiles, como
los puentes de hidrégeno y el stacking de los pares de bases en la doble hebra. En las
ultimas décadas, la teoria del funcional de la densidad (DFT) ha sido una de las
herramientas mas usadas para representar la estructura electronica de una amplia
variedad de sistemas moleculares dada la exactitud de estos calculos en comparacion
con los métodos ab-initio, de mayor costo computacional. Sin embargo, la DFT tiene
algunos inconvenientes ya que su formalismo no describe correctamente las fuerzas de
dispersion de London, responsables del “stacking”de las bases en el DNA. Si bien esta
deficiencia puede ser superada facilmente mediante la introduccion de un término
empirico correctivo (DFT-D), la convergencia de las energias de interaccion es bastante
lenta y es necesario utilizar un conjunto de base grande que a su vez limita
significativamente el tamafio del sistema. En el presente trabajo de Tesis, y con el
objetivo de describir la intercalacion de PMZ en un oligdmero de dsDNA, se utiliz6 un
enfoque alternativo denominado Se/f Consistent Charges Density Functional Tight-
Binding con correccién empirica para las energias de dispersion (SCC-DFTB-D) [26].

El método SCC-DFTB se basa en la expansién de segundo orden del funcional de
energia de Kohn-Sham, respecto a la densidad electrdnica de referencia de los atomos
neutros [27]. Los elementos de la matriz Hamiltoniana se obtienen segun la ecuacion
4.4,

. 1
Hyy = (@u|Holoy) + > Sy Z(Vik + Vjk) Aqg Ecuacién 4.4.
%

donde ¢, y @, representan los orbitales atomicos de las especies /y j, respectivamente;
(®u|Ho|oy) son los elementos de matriz del Hamiltoniano no SCC-DFTB dentro de la
parametrizacion de Slater-Koster. El término S, = (¢,|¢,) es la matriz de solapamiento
yAqyx = qx — qp es la diferencia entre la carga del atomo aislado g y la carga g, cuando
el atomo £ esta formando parte del sistema, obtenida mediante el analisis de
poblaciones de Mulliken. y es una funcidn que depende de la separacion interatémica,
donde la contribucion de las interacciones de los electrones se tiene en cuenta

implicitamente. Por otro lado, se agrega un término suplementario a la energia
electrdnica (ecuacién 4.5) que da cuenta de las fuerzas de dispersion:

C::
E = Epprp — Zf(Rij) R_l-6]- Ecuacién 4.5.
ij Y
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donde f(R;;) es una funcion de amortiguacion que permite obtener un balance entre
las fuerzas atractivas y repulsivas de corto alcance, C;; son coeficientes empiricos que

dependen de las polarizabilidades atomicas y R;; es la distancia entre los atomos 7y /.

Se utiliz6 el coédigo DFTB+ [28] para la optimizacion de las geometrias
moleculares, el calculo de la matriz Hamiltoniana y de solapamiento en la base de
orbitales atdmicos de Slater, y la matriz inicial de densidad de un solo electrén en la
base de orbitales moleculares. Para los calculos realizados en el presente trabajo de
tesis se utilizé el conjunto de parametros mio-7-7 para los elementos H, O, N, C, Py S
[27,29,30].

Este método se extiende al SCC-DFTB dependiente del tiempo (TD-DFTB) con el
objetivo de obtener las propiedades de los estados excitados del sistema [31-33]. Se han
propuesto diversas estrategias para la implementacién de la TD-DFTB utilizando tanto
la teoria de respuesta lineal como dinamicas electrénicas no lineales. En el presente
trabajo se efectud la propagacion de la matriz densidad de un solo electron en lugar de
la funcion de onda de las particulas. Este método fue implementado exitosamente para
calcular los espectros de absorcion de pigmentos fotosintéticos [31,34] y de moléculas
organicas adsorbidas sobre nanoparticulas de TiO; [35]. Los mismos demostraron que
los espectros de absorcion basados en la TD-DFTB presentan mejor correlacién con los
experimentales que aquellos calculados a través de la TD-DFT.

Para calcular el espectro de absorcion de PMZ y dsDNA se debe aplicar una
perturbacién al sistema y registrar la evolucién temporal de la matriz densidad
monoelectrdnica. Esta perturbacién consiste en una delta de Dirac aplicada a la matriz
de densidad inicial del estado basal. Después de la aplicacién del pulso, la misma
evoluciona en el tiempo y dicha evolucién puede ser calculada integrando la ecuacion
de Liouville-von Neumann (ecuacién 4.6) en funcién del tiempo:

0 I . s
a_f = [5-1 Hiplp— Hlp] ﬁg-l] Ecuacion 4.6.

donde p es la matriz de densidad de un solo electron, Ses la matriz de solapamiento y
H es el Hamiltoniano de SCC-DFTB. Cuando el campo eléctrico aplicado es pequefio, el
sistema responde linealmente, y el momento dipolar viene dado por la ecuacion 4.7:

u(t) = fa(t — 1) E(1)dt Ecuacién 4.7.

donde a(t — ) es la polarizabilidad a lo largo del eje donde se aplica el campo eléctrico
externo E(t). El espectro de absorcién del sistema es proporcional a la parte imaginaria

de la polarizabilidad dependiente de la frecuencia w(ecuacion 4.8), obtenida a partir de
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la transformada de Fourier del momento dipolar dependiente del tiempo y luego de la
deconvolucion con el campo eléctrico aplicado.

a(w) = % Ecuacion 4.8.

Los calculos de los espectros de absorcion fueron realizados por la Dra. M. Belén
Oviedo, del grupo del Prof. Dr. Cristian Gabriel Sdnchez, en un trabajo en colaboracion.
En las simulaciones de dinamica cuantica se utiliz6 un octamero de dsDNA cuya
secuencia fue 5-d[CCTCGTCC]-3'. El sitio de intercalacidn se localiza entre el cuarto y
quinto par de bases. La estructura minimizada de partida fue obtenida de la Protein
Data Bank a partir de la secuencia intercalada por daunomicina, luego de lo cual esta
molécula fue removida y reemplazada por PMZ. La figura 4.4 muestra la estructura del

octamero con y sin la PMZ intercalada.

Figura 4.4. Estructuras optimizadas del oligonuclétido 5'-d[CCTCGTCC]-3' (A) y del
oligonucleétido con la PMZ intercalada entre el cuarto y quinto pb (B). Cian: C; rojo: O; blanco:
H; azul: N; naranja: P; amarillo: PMZ.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Comportamiento electroquimico de PMZ

La figura 4.5 muestra los voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE (—) y
GCE modificado con BCNT (—), BCNT-dsDNA (—) y BCNT-ssDNA (—) en solucién de PMZ
1,00 x104 M preparada en buffer acetato 0,200 M pH 5,00. El perfil voltamperométrico
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de PMZ sobre GCE (mostrado en mas detalle en el /nsef exhibe, en el barrido directo,
dos procesos anddicos, el primero a (0,638 + 0,002) y el segundo a (0,81 + 0,01) V,
asociados a la escision irreversible de la cadena lateral y a la formacion del radical-cation
fenotiazinio (ecuacién 4.1) [16].
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Figura 4.5. Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE (—) y GCE modificado con BCNT
(—), BCNT-dsDNA (—) y BCNT-ssDNA (—) en solucién de PMZ 1,00 x10 M. Electrolito soporte:
buffer acetato 0,200 M pH 5,00. v= 0,010 V s'. Inset. ampliacion del voltamperograma ciclico
sobre GCE.

En el barrido inverso de potencial aparecen dos picos catodicos, uno a (0,386 +
0,003) Vy otro a (0,038 + 0,004) V, asociados a los procesos reversibles del radical-cation
fenotiazinio (ecuaciones 4.2 y 4.3) [16]. Experimentos de VC realizados revirtiendo el
barrido a 0,700 V no modificaron la aparicién de los procesos catédicos lo que indica
que estos procesos de reduccion sélo dependen del producto de oxidacion de la PMZ
generado a 0,638 V.

Sobre GCE/BCNT (figura 4.5, trazo rojo) se observa una disminucién en el
sobrepotencial del primer proceso de oxidacidn respecto a GCE ((0,58 + 0,06) vs. (0,638
+ 0,002) V) y también un incremento de 4,1 veces en la densidad de corriente asociada.
Esto se debe a las propiedades electrocataliticas de los BCNT, ya discutidas en el capitulo
anterior (seccion 3.3.2). El perfil voltamperométrico de PMZ sobre GCE/BCNT-dsDNA
(figura 4.5, trazo azul) muestra un incremento aun mayor en la densidad de corriente
(19,7 y 4,9 veces mas grande que sobre GCE y GCE/BCNT, respectivamente) indicando
que hay una transferencia de carga facilitada y/o una mayor acumulacién de la molécula
sobre la superficie del electrodo modificado. Para estudiar el efecto de la presencia del
dsDNA en la respuesta electroquimica de PMZ, se evalu6 su respuesta sobre GCE
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modificado con una dispersion de BCNT con ssDNA (figura 4.5, trazo verde). Se puede
observar en el perfil j-E un pico de corriente ancho que involucra varios procesos
anodicos, con densidades de corriente mayores que las obtenidas sobre GCE/BCNT pero
mucho menores que las alcanzadas sobre GCE/BCNT-dsDNA. Estos multiples procesos
electroquimicos se pueden atribuir a la reaccion del radical catidn fenotiazinio con las
bases libres del ssDNA que dispersa a BCNT, ya que dicho radical presenta alta tendencia
a reaccionar con las bases nitrogenadas desapareadas [17].

Con el objetivo de dilucidar el mecanismo de transferencia de carga de PMZ
sobre las distintas plataformas, se estudié el efecto de la velocidad de barrido de
potencial sobre la respuesta de voltamperometria ciclica.
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Figura 4.6. A Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE/BCNT en solucién de PMZ 1,00
x104 M a distintas velocidades de barrido: 0,002; 0,010; 0,025; 0,050; 0,100; 0,200y 0,400 Vs,
B Variacién del ancho de medio pico (AE, 1,2) con v para el primer proceso anédico de PMZ
sobre GCE/BCNT. La linea roja muestra el valor de AE, 1, para la oxidacidn irreversible
controlada por adsorcion. C Voltamperogramas ciclicos obtenidos sobre GCE/BCNT-dsDNA en
solucion de PMZ 1,00 x10* M a distintas velocidades de barrido: 0,002; 0,010; 0,025; 0,050;
0,100; 0,200 y 0,400 V s'. D Variacion del potencial de oxidacién (Ep) con v para el primer
proceso anddico de PMZ sobre GCE/BCNT-dsDNA. La linea roja muestra el ajuste segin un
mecanismo de difusiéon en capa delgada. Los voltamperogramas A y C fueron normalizados
por v* para mejor visualizacion. Electrolito soporte: bufferacetato 0,200 M pH 5,00.
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Dado que los fendmenos de transferencia de masa y carga son altamente
dependientes de la escala de tiempo utilizada en voltamperometria (seccion 2.1),
variando este parametro y analizando los cambios en los perfiles i-E se obtiene
informacion mecanistica de la reaccién. En la figura 4.6 A se muestran los perfiles
voltamperométricos (normalizados por v'/?) sobre GCE/BCNT obtenidos en una
solucion de PMZ 1,00 x10# M a distintas v. En la figura 4.6 B se grafica la dependencia
del ancho de medio pico (AEp12) con v para el primer proceso anddico de PMZ. Para
cualquier velocidad se observa que AE, 1,2 s constante y aproximadamente igual a 62,5
mV, lo cual se ajusta a un mecanismo de oxidacién irreversible controlado por adsorcion
(seccién 2.1.2).

De la misma manera, se estudié el proceso de transferencia de carga sobre
GE/BCNT-dsDNA. En la figura 4.6 C se presentan los perfiles voltamperométricos
(normalizados por v'/2) de PMZ 1,00 x10“ M sobre GCE/BCNT-dsDNA a distintas v. La
dependencia del potencial del primer pico anddico de PMZ con log v (figura 4.6 D)
corresponde al comportamiento de una cupla redox controlado por difusion en capa
fina (seccién 2.1.3). Estos resultados indican que PMZ interactia fuertemente con la
pelicula de dsDNA que se encuentra dispersando a BCNT mas que con éstos ultimos. El
comportamiento redox observado es similar al encontrado en otras moléculas
electroactivas confinadas en una pelicula delgada de polimero [36,37].

En el caso de GCE/BCNT-ssDNA, no fue posible obtener E, con un grado de
certeza razonable para todas las v medidas debido a la convolucion de los multiples
picos de oxidacion de PMZ. A pesar de esto, queda claro que el origen de las diferencias
en los mecanismos electroquimicos de PMZ sobre GCE/BCNT, GCE/BCNT-dsDNA y
GCE/BCNT-ssDNA es la presencia de la doble/simple hebra del DNA y las distintas
interacciones que se establecen con PMZ.

Con el fin de analizar s6lo la fraccion de PMZ que interactua con las distintas
plataformas y eliminar la contribucidn de las moléculas que difunden desde el seno de
la solucion, se realizaron experimentos de stripping de adsorcion con cambio de medio
y deteccion por DPV (seccién 2.2.1).

En la figura 4.7 se muestran los perfiles de DPV obtenidos sobre GCE modificado
con BCNT (A), BCNT-dsDNA (B) y BCNT-ssDNA (C) luego de la acumulacion de PMZ 5,00
x10® M por 5 min y posterior cambio de medio. Se puede observar que la mayor
densidad de corriente anddica para PMZ, en consonancia con los resultados obtenidos
por voltamperometria ciclica, se obtiene sobre GCE/BCNT-dsDNA.
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Figura 4.7. Perfiles j-E obtenidos por voltamperometria de pulso diferencial (con sustraccién
de linea de base) sobre GCE modificado con BCNT (A), BCNT-dsDNA (B) y BCNT-ssDNA (C) luego
de acumular PMZ 5,00 x10-¢ M por 5 min al o.c.p. y posterior lavado con buffer acetato 0,200
M pH 5,00 (trazo lleno) 6 con dicho buffery solucién de NaCl 0,200 M (trazo discontinuo).
Electrolito soporte: bufferacetato 0,200 M pH 5,00. El inset del panel C muestra una ampliacion
de la respuesta DPV sobre GCE/BCNT-ssDNA.

Puesto que el DNA tiene densidad de carga negativa, es esperable que se
establezca una interaccién electrostatica atractiva entre PMZ (pKa = 9,10) con ss o
dsDNA. Sin embargo, en el caso de la interaccion entre PMZ y el dsDNA soportado sobre
BCNT debe haber otra contribucion, ademas de la electrostatica, que es responsable del
importante aumento en la densidad de corriente obtenido sobre esta plataforma. Con
el fin de estudiar este comportamiento, se evalud el efecto de la fuerza idnica (f.i.) en la
interaccion de PMZ llevando a cabo experimentos de stripping de adsorcidn en idénticas
condiciones a las anteriores pero adicionando al buffer de enjuague una solucién de
NaCl 0,200 M (f.i.= 0,200 M). Los perfiles de DPV correspondientes se muestran, para las
3 plataformas, en la figura 4.7 con las lineas en trazo discontinuo. Sobre GCE/BCNT-
dsDNA y GCE/BCNT-ssDNA se advierte una disminucion en la densidad de corriente de
oxidacidn debido a que el medio de lavado de alta f.i. produce la eliminacién de PMZ
que interacciona electrostaticamente con el DNA.

En la tabla 4.1 se muestran las densidades de corriente de pico (j,) para los
perfiles de DPV mostrados en la figura 4.7. Se puede constatar que la disminucién de
para GCE/BCNT luego de lavar con solucién de f.i. elevada fue sélo del 2%. Esto se debe
a que las moléculas de PMZ se adsorben a través del sistema de anillos conjugados sobre
las paredes de C sp? de BCNT mediante interacciones hidrofébicas z-stacking, las cuales
son invariantes a las concentracion de sal del electrolito de lavado. Por otro lado, sobre
BCNT-ssDNA la densidad de corriente anddica de PMZ adsorbida disminuye un 59% al
enjuagar con el medio de mayor f.i., evidenciando que el modo de interaccion principal
de PMZ sobre el ssDNA soportado sobre los BCNT es de tipo electrostatico. Sobre BCNT-
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dsDNA, la reduccién en la densidad de corriente es s6lo del 11% reforzando la
conclusién de que, aunque las fuerzas electrostaticas juegan algun rol en la interaccion
entre PMZ y BCNT-dsDNA, las fuerzas de van der Waals son las principales responsables
de la mayor acumulacién frente a las otras plataformas.

Tabla 4.1. Efecto de la solucion de lavado de GCE/BCNT, GCE/BCNT-dsDNA y GCE/BCNT-ssDNA
conteniendo PMZ acumulada.

Jo/mA cm22
Disminucion
Lavado con buffer Lavado con buffer procentual b
acetato acetato + NaCl 0,200 M
GCE/BCNT 0,425 + 0,009 0,415 + 0,009 2%
GCE/BCNT-dsDNA 1,77 £0,03 1,55 +0,05 11%
GCE/BCNT-ssDNA 0,16 + 0,02 0,057 + 0,002 59%

2 Densidades de corriente de pico (/;) obtenidas de los perfiles de DPV de la
figura 4.7. ® Calculado como (jp, sufrer = jp, Nact) 100 / jp, putter.

4.3.2. Analisis del proceso de intercalacion

4.3.2.a. Espectros de absorcion experimentales vs calculos teoricos

Con el objetivo de evaluar criticamente la intercalacion de PMZ en dsDNA, se
realizaron estudios mediante espectroscopia UV-Vis y se modelaron los mismos a partir
de calculos de dinamica cuantica en el nivel de teoria de la DFTB. La figura 4.8 compara
los espectros UV-Vis de dsDNA (A) y PMZ (C) con los calculados por el método de TD-
DFTB descripto en la seccion 4.2.2 (B y D, para dsDNA y PMZ, respectivamente). El
espectro experimental de dsDNA muestra una banda ancha a 260 nm, que corresponde
a la convolucién de las transiciones electrdnicas = - n* de las 4 bases que lo componen
[38]. El espectro calculado muestra un perfil similar pero con un corrimiento
batocrémico del maximo de absorcion de aproximadamente 7 nm, respecto del
observado experimentalmente (figura 4.8 B). Esta fendmeno se atribuye a la diferencia
en tamafio entre el DNA utilizado para el calculo (oligdmero de 8 pb) y el dsDNA de timo
de ternera (de longitud aproximada de 50.000 pb), dado que la gran cantidad de pares
de bases produce muchas interacciones z-stacking que estabilizan el estado electrénico
fundamental del DNA y aumentan la energia de excitacidn electrénica.
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Figura 4.8. Espectro de absorcion experimental para una solucién de dsDNA 100 ppm (A) y de
PMZ 5,0 x10> M (C); y espectros calculado segun la metodologia descripta en la seccion 4.2.2
para el oligémero (B); y para una molécula de PMZ (D).

El espectro experimental de PMZ (figura 4.8 C) muestra dos bandas de
absorcién, a 249,8 nmy 298,5 nm. Al comparar el espectro experimental con el calculado
(figura 4.8 D), la longitud de onda de maxima absorcidn se dezplaza hacia el rojo en
aproximadamente 68 nm. Esta discrepancia puede ser atribuida a dos factores: i) el
hecho de que el espectro de absorcion tedrico de PMZ se calculé en el vacio mientras
que el espectro experimental se obtuvo en buffer acetato 0,200 M pH 5,00, donde el
solvente tiene cierto efecto de estabilizacién sobre el estado basal de la molécula; ii) la
subestimacién del método de TD-DFTB en la energia de excitacion. Para confirmar que
esta subestimacion es inherente a la metodologia y no esta relacionada con la
parametrizacion del método, se compar6 este resultado con aquel obtenido por el
método estandar de TD-DFT al nivel B3PW91/6-31 + G(d) implementado en el paquete
de programa de Gaussian 09 [39]. Con esta metodologia se constatd que la segunda
banda de absorcién de PMZ aparece a 397,3 nm, siendo este valor mayor al
experimental por 99 nm, lo que indica que la TD-DFT exhibe menos exactitud que la TD-
DFTB.

Es importante remarcar que el principal interés del presente trabajo de Tesis
radica en analizar los cambios relativos cualitativos de los espectros de absorcidn, de
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manera de complementar los resultados experimentales para evaluar la intercalacion
de PMZ en dsDNA. Dado que la intercalacidn consiste en el z-stacking entre la molécula
y dos pares de bases adyacentes del dsDNA, la principal variacidn en el espectro de
absorcién de PMZ se da en la banda de absorcidn asociada a la transicién electrénica =
- n* de la molécula (la densidad de probabilidad de los orbitales moleculares = y n*
calculados se muestran en la figura 4.9).

Figura 4.9. Esquemas de la densidad de probabilidad de los orbitales moleculares
involucrados en la transicién electrénica de menor energia de PMZ (367 nm) correspondientes
al HOMO (A) y LUMO+1 (B).

A fin de evaluar la intercalacién de PMZ en el dsDNA, se obtuvo el espectro UV-
Vis experimental para una solucién de PMZ 5,00 x10-> M en presencia de dsDNA. Debido
a la superposicién de bandas de absorcion de PMZ y dsDNA, el espectro de dsDNA se
rest6 al de la mezcla, ya que sus propiedades 6pticas no varian por la presencia del
intercalador. La figura 4.10 A muestra la region del espectro de PMZ alrededor de 300
nm (a) y las sefiales de PMZ en presencia de dsDNA (b) y ssDNA (c), luego de sustraer
los espectros de dsDNA y ssDNA puros, respectivamente. Al interactuar con el dsDNA, la
longitud de onda de maxima absorcidn de PMZ se desplaza de 298,5 a 302,0 nmy la
absorbancia disminuye ligeramente. Este desplazamiento puede atribuirse al cambio en
la constante dieléctrica efectiva en el entorno préoximo de la molécula (cuando se
compara con el de PMZ libre en solucién), lo que produce una disminucion en la energia
de los electrones ny el consiguiente desplazamiento batocrémico en el espectro de PMZ.
Como se muestra en la figura 4.10 A,c, practicamente no se observan cambios en el
espectro de PMZ en presencia de ssDNA. Esto indica que no hay variaciones en las
propiedades dpticas del intercalador cuando el DNA se encuentra en su estructura de
simple hebra.
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Figura 4.10. A Espectros de absorcion experimentales para una soluciéon de PMZ 5,00 x10> M
(@) y los espectros sustraidos para PMZ luego de 5 min de interacciéon con una solucién de
dsDNA 100 ppm (b) y ssDNA 100 ppm (c). B Espectros de absorcidn calculados mediante la
metodologia TD-DFTB para PMZ (a), PMZ + oligdmero doble hebra (b) y PMZ + oligdmero simple
hebra. C Espectros de absorcién experimentales para una soluciéon de PMZ 5,00 x10-> M (a) y
el espectro sustraido para PMZ M luego de 5 min de interaccion con la dispersién BCNT-dsDNA
inmovilizada sobre la cubeta de cuarzo (b). Las lineas discontinuas verticales representan la
posicion de los maximos de absorcién.
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La figura 4.10 B exhibe los espectros tedricos de PMZ libre (a) e intercalada en
el oligobmero (b). Como se puede observar, hay un desplazamiento en el maximo de
absorcién de 367,6 a 370,4 nm, en consonancia con los resultados experimentales. Este
comportamiento es similar al observado con otros intercaladores [40-42] y prueba
claramente que PMZ puede ser intercalada en el dsDNA. Por el contrario, en el espectro
de la figura 4.10 B,c, que muestra la banda de absorcion de la PMZ que interacciona
con ssDNA, no se evidencia ningun cambio en la banda a 367,6 nm respecto al espectro
tedrico de PMZ libre. En este caso, la PMZ interacciona con la simple hebra de DNA,
principalmente, a través de fuerzas electrostaticas entre el grupo amonio de la cadena
lateral y los grupos fosfato del esqueleto. La estructura optimizada PMZ-ssDNA con la
que se realizaron los calculos de dinamica cuantica se ilustra en la figura 4.11.

El panel C de la figura 4.10 muestra el espectro obtenido luego de la interaccién
de PMZ durante 5 min con la dispersion BCNT-dsDNA inmovilizada sobre la cubeta de
cuarzo. El mismo muestra un desplazamiento batocrémico en el maximo de absorcion
de 298,5 nm a 305,2 nm (figura 4.10 C,a vs b). Al igual que en el caso anterior, este
corrimiento de 6,7 nm a longitudes de onda mayores corrobora que la PMZ intercala en
las porciones de doble hebra del DNA soportado sobre la superficie de BCNT. De esta
manera, se demuestra que existe una contribucion neta de la intercalacion en la
acumulacion de PMZ sobre BCNT-dsDNA. La comparacién de los espectros de PMZ
intercalada en el dsDNA nativo y en BCNT-dsDNA muestra un mayor desplazamiento del
maximo de absorcion en el segundo caso, atribuido a los diferentes ambientes donde
se encuentra PMZ (dsDNA libre en solucién frente al dsDNA dispersando a BCNT) que
produciria cambios adicionales en la constante dieléctrica efectiva de los alrededores de
la molécula.
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Figura 4.11. Estructuras optimizadas de una hebra 5'-d[CCTCGTC(]-3' interaccionando con la
cadena lateral cargada positivamente de una molécula de PMZ, a través de uno de los grupos
fosfato. Cian: C; rojo: O; blanco: H; azul: N; naranja: P; amarillo: S.

4.3.2.b. Cambios en la capacitancia de las plataformas

Dado que las dispersiones de nanotubos de carbono depositadas sobre un
electrodo forman una pelicula porosa que permite el flujo de electrolito y solvente, es
posible examinar la naturaleza de las interacciones entre PMZ y BCNT y/o dsDNA a
través del estudio de las propiedades interfaciales de las plataformas. Por lo tanto, la
capacitancia especifica de la doble capa (() puede utilizarse para caracterizar la
superficie accesible en estos materiales porosos. La tabla 4.2 muestra las capacitancias
obtenidas en buffer acetato en ausencia y en presencia de PMZ sobre GCE modificado
con BCNT, BCNT-dsDNA y BCNT-ssDNA. La Cobtenida sobre GCE/BCNT se correlaciona
con valores reportados previamente para otros electrodos basados en CNT [43]. Cuando
se dispersan los BCNT, ya sea con ssDNA 6 con dsDNA, se produce un aumento en la C
de ambas plataformas respecto a GCE/BCNT, confirmando la formacién de una capa
mas porosa sobre el electrodo debido a una mejor exfoliacion de los nanotubos. Es
ampliamente conocido que al incrementar la porosidad de un sustrato electroactivo en
contacto con un electrolito, la C también aumenta [44]. En el caso de las peliculas de
nanotubos inmovilizadas sobre GCE, este incremento esta relacionado con una mejor
dispersion de los BCNT que deja mayor densidad de poros o reducciéon en la
hidrofobicidad de la superficie debido a la presencia del agente dispersante (dsDNA), lo
cual permite mayor flujo de iones y de moléculas de agua [45].
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Tabla 4.2. Capacitancias especificas de la doble capa (() para las distintas plataformas, en
presencia y ausencia de una solucién de PMZ 1,00 x10+ M,

CmFcm?a
Plataforma
en buffer acetato en PMZ
GCE/BCNT 1,81 +£0,02 1,66 + 0,04
GCE/BCNT-dsDNA 4,23 + 0,05 5,12 +£0,03
GCE/BCNT-ssDNA 3,64 +£0,02 3,3+0,1

a Las Cse obtuvieron de graficos de densidad de corriente no faradaica (j,,—r)
en funcion de v, de acuerdo a C = 9j,_¢/0dv. Las densidades de corrientes se
midieron de experimentos de VC a distintas velocidades, tomando el valor de
Jjn-r @ un potencial igual a E= 0,360 V.

La C también brinda informacién sobre las propiedades dieléctricas de la
interfaz. En el modelo mas simple, la C puede ser definida como un condensador de
placas paralelas con capacitancia C = ¢, g4, / 6 (donde: ¢, es la constante dieléctrica en
el vacio, g4, es la constante dieléctrica de la interfaz, y § es el espesor de la doble capa)
[46]. Las C de GCE/BCNT y GCE/BCNT-ssDNA disminuyeron 8,3% vy 9,3%,
respectivamente, tras la interacciéon con PMZ (tabla 4.3). Esta disminucién puede
atribuirse a la adsorcidon hidrofébica de PMZ sobre BCNT (confirmado en la seccion
4.3.1.2) o a la interaccidn electrostatica con el ssDNA formando una capa sobre la
superficie de la pelicula (demostrado en la seccion anterior). Como la PMZ es una
molécula organica aislante, produce una disminucién en la constante dieléctrica de la
interfaz y la consiguiente reduccién de la C Esta disminucion también se puede
encontrar cuando se modifica cualquier sustrato conductor con una capa organica
aislante [47]. Por el contrario, después de la interaccion de PMZ con dsDNA soportado
sobre BCNT, la capacitancia aumenta en un 21.0%, indicando claramente una afinidad
diferencial entre esta plataforma y PMZ.

Esta interaccién de afinidad fue demostrada en la seccién anterior mediante
experimentos de espectroscopia UV-Vis corroborados con calculos de dinamica
cuantica. La intercalacion de PMZ en el dsDNA que dispersa los BCNT permite explicar
el inusual aumento en la €. Como consecuencia de la intercalacién, la doble hélice de
DNA se alarga para reducir la tension, y las propiedades hidrodindmicas y la viscosidad
de la hebra del DNA cambian [41]. Por lo tanto, ocurre cierta distorsion en las zonas de
doble hebra del DNA que dispersa a los BCNT haciendo que la pelicula del polimero sea
mas permeable al flujo de moléculas de agua y iones del electrolito soporte. Estos
cambios fisicos y el consiguiente incremento en la permeabilidad del polimero provocan
un aumento en la g4 y podrian explicar no sélo el aumento de la C cuando PMZ estd
presente en GCE/BCNT-dsDNA, sino también el corrimiento batocromico del maximo de
absorcion de PMZ en las mismas condiciones (figura 4.10 C).
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4.3.3. Aplicacion analitica para la cuantificacion de PMZ

Sobre la base de la eficiente acumulaciéon de PMZ sobre la capa superficial de
BCNT-dsDNA, se propone una nueva estrategia para la cuantificacion del intercalador.
Para ello se utilizd el paso de pre-concentracidn antes de la medicion electroquimica
siguiendo la estrategia de stripping de adsorcion con cambio de medio para la
determinacion analitica de PMZ.

Se estudid la influencia del tiempo de acumulacion (realizado a o.c.p.) en la
respuesta por DPV de la PMZ pre-concentrada. La sefial analitica utilizada fue la
densidad de corriente del pico de oxidacién de PMZ acumulada, la cual aumenta
rapidamente con el tiempo de pre-concentracion hasta 3 min y luego se mantiene
constante. De esta manera, el tiempo seleccionado para la acumulaciéon de PMZ fue de
5 min.

241 ﬁI)
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Figura 4.12. Curvas de calibrado de PMZ sobre GCE/BCNT-ssDNA (®) y GCE/BCNT-dsDNA (O)
a partir de la densidad de corriente de pico (/) de registros de DPV tomados luego de acumular
en soluciones de PMZ de concentracion creciente. Los parametros analiticos de los ajustes
lineales (mostrados en las lineas rojas) se muestran en la tabla 4.3. GCE/BCNT-ssDNA: j,([PMZ])
=(0,031 £ 0,002) [PMZ]. GCE/bCNT-dsDNA: jo([PMZ]) = (0,350 + 0,005) [PMZ] + (0,014 + 0,006).

La figura 4.12 muestra las curvas de calibracién para PMZ obtenidas en buffer
acetato 0,200 M pH 5,00 después de 5 min de interaccion de GCE/BCNT-dsDNA (circulos
llenos) y GCE/BCNT-ssDNA (circulos vacios) con PMZ en concentraciones crecientes. La
tabla 4.3 muestra los parametros analiticos obtenidos a partir de las curvas de calibrado
para ambos bioelectrodos.

El aumento en la sensibilidad obtenida sobre GCE/BCNT-dsDNA en un orden de
magnitud en comparaciéon con GCE/BCNT-ssDNA confirma, una vez mas, que la
intercalacion entre PMZ y el dsDNA le brinda a la plataforma importantes propiedades
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de acumulacion. Esto se traduce en un mejor rendimiento analitico de GCE/BCNT-
dsDNA, permitiendo la deteccion de PMZ a niveles de concentracion nanomolares.

Tabla 4.3. Parametros analiticos para la cuantificacién de PMZ, obtenidos del ajuste lineal de las
curvas de calibrado para la determinacion de PMZ de la figura 4.12.

Parametro analitico GCE/BCNT-ssDNA GCE/BCNT-dsDNA
Sensibilidad/pA M-' cm-2 (3,1 +0,2) x107 (3,50 + 0,05) x108
R2a 0,95 0,998
Rango lineal/uM 1,0-4,0 0,07 -6,0
LOD/uM b 0,34 0,023

a Coeficiente de correlacion lineal; ® EI LOD (limite de deteccidn) se calculé como
3,30/s, donde o es la desviacion estandar de la sefial del blanco y s es la
sensibilidad.

El biosensor GCE/BCNT-dsDNA fue empleado para la determinacién de PMZ en
una formulacién farmacéutica de uso hospitalario (Prometazina Cevallos). El valor de la
concentracion de PMZ obtenido con el biosensor propuesto fue (51,30 + 0,05) mg en 2
mL del inyectable mientras que el valor reportado por el laboratorio fabricante es de 50
mg de PMZ en 2mL. Por lo tanto, la metodologia propuesta para la deteccion de PMZ no
sélo se realiza de manera altamente sensible sino que también permite cuantificar al
intercalador en muestras reales con un alto grado de exactitud (Error: 2,6 %).

4.4. Conclusiones parciales

La modificacion de GCE con la dispersion de BCNT-dsDNA mejora la transferencia
de carga de PMZ debido a dos efectos sinérgicos: por un lado, a las propiedades
electrocataliticas de BCNT y por el otro, a la interaccion favorable de PMZ con dsDNA. El
stripping de adsorcion con cambio de medio demostrd que la PMZ interactua con la
pelicula de dsDNA soportada sobre BCNT principalmente mediante interacciones
hidrofébicas, a diferencia de la interaccidon electrostatica con ssDNA. Mediciones
espectroscopicas y calculos de dindmica cuantica en el nivel de teoria de DFTB brindaron
evidencias contundentes de las propiedades de PMZ como agente intercalador del
dsDNA nativo, las cuales no habian sido analizadas de manera exhaustiva en
bibliografia. Por otro lado, estos experimentos demostraron que el dsDNA que actua
como agente dispersante de los BCNT conserva su capacidad de interaccion con un
intercalador. Es importante destacar que este fendmeno ocurre a pesar de las drasticas
condiciones a las que es sujeta la biomolécula durante el proceso de dispersion
(sonicado durante 45 min en H,O:EtOH 50 %V/V).
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Gracias a la fuerte interaccion que se establece entre PMZ y la dispersion de
BCNT con dsDNA soportada sobre GCE, se pudo pre-concentrar de manera eficiente el
intercalador, lo que brind6 una nueva estrategia de cuantificacion altamente sensible
de la PMZ hasta niveles nanomolares y posibilita su determinaciéon en muestras reales.
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En el presente capitulo se toma ventaja de la caracteristica de
polianion del dsDNA soportado sobre BCNT para desarrollar un
biosensor sensible y selectivo hacia glucosa. El biosensor
enzimatico se obtuvo mediante el autoensamblando capa por
capa del polication polidialildimetilamonio (PDDA) con la
enzima glucosa oxidasa (GOx) sobre GCE modificado con BCNT-
dsDNA. Se discuten la influencia de las condiciones de
autoensamblado de PDDA y GOx y el efecto del numero de
bicapas (n) en el desempefio analitico de GCE/BCNT-
dsDNA/(PDDA/GOx).. La caracterizacion se realiza estudiando
la reversion de carga y el bloqueo superficial mediante EIE y el
cubrimiento superficial de GOx bioactiva. Asimismo, se evalua
el proceso de adsorcion de los polielectrolitos mediante SPR. La
mejora en la sensibilidad hacia glucosa con el ensamblado de
un mayor numero de bicapas (PDDA/GOX), permite la
cuantificacion sensible, selectiva y altamente reproducible del
analito con limites de deteccion micromolares, lo cual posibilita
determinar la concentracion de glucosa en muestras de una

gaseosa, un jugo natural y un medicamento.
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5.1. Introduccion

5.1.1. Autoensamblado capa por capa de polielectrolitos

El autoensamblado capa por capa (LBL) es una metodologia simple, eficiente,
reproducible, robusta y extremadamente versatil para modificar superficies y fabricar
multicapas de polimeros altamente ordenadas, mediante la cual se puede lograr un
control estricto del espesor de las peliculas, la composicion y la morfologia. Debido a
estas ventajas, el autoensamblado LBL ha sido ampliamente utilizado para el desarrollo
de biosensores [1], en ingenieria de tejidos [2,3], liberacion controlada de drogas y
células [4,5], en la industria alimenticia [6], catalisis [7,8] y en conversién y
almacenamiento de energia [9], entre otras.

= 3.Polication (Cri LR
Sustrato — Sustrato —_— Sustrato
2.Enjuague 4. Enjuague

Figura 5.1. Esquema de formacién de un autoensamblado capa por capa de un polianiéon y un
policatiéon sobre un sustrato plano cargado positivamente.

Como muestra el esquema de la figura 5.1, la forma mas comun de ensamblar
capa por capa es mediante interacciones electrostaticas atractivas entre polielectrolitos
de carga opuesta. De esta manera, la pelicula crece como consecuencia de la inmersion
sucesiva de un sustrato soélido en soluciones del policatién o polianién. La fuerza
impulsora del crecimiento de la multiestructura sobre la superficie del sustrato estd
dada por la atraccion electrostatica entre el polielectrolito inmovilizado y el de la
solucion de la etapa siguiente. Para cada capa, el proceso de adsorcidn (que suele llevar
algunos minutos) finaliza cuando las cargas de la superficie son sobrecompensadas por
las cargas de la capa del polielectrolito subsiguiente. De hecho, la carga del sustrato es
totalmente revertida en cada paso, lo cual hace que la superficie repela al polielectrolito
libre en la solucion. Por lo tanto, el crecimiento de peliculas via ensamblado LBL es auto-
regulado.
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Estudios experimentales y tedricos han demostrado que la principal causa de
formacion de estas estructuras autoensambladas es el aumento entrépico provocado
por la liberacidn de iones y agua durante la adsorcidn de los polielectrolitos [10-12].

5.1.2. Biosensores electroquimicos de glucosa

La diabetes mellitus es un problema de salud publica en todo el mundo ya que
es una de las principales causas de muerte y discapacidad. Este desorden metabdlico
cronico se desencadena cuando el organismo pierde su capacidad de producir suficiente
insulina o de utilizarla con eficacia y se refleja en concentraciones de glucosa en sangre
mayores que el rango normal de 70 - 110 mg mL" (4,4 - 6,6 mM) [13]. En consecuencia,
millones de diabéticos deben medirse sus niveles de glucosa diariamente, convirtiendo
a la glucosa en el biomarcador de mayor relevancia desde el punto de vista analitico
[14]. De hecho, el 85% del mercado mundial de biosensores corresponde a los
biosensores de glucosa [15]. Esta relevancia impacta también en la industria, debido a
la necesidad de informar y controlar los niveles de glucosa en alimentos y productos
farmacéuticos [16].

Los métodos electroquimicos, especialmente los métodos amperométricos, han
sido ampliamente utilizados en la determinacidn de glucosa, incluso por encima de los
colorimétricos [17,18]. Se ha descripto la oxidacion directa de glucosa sobre algunos
metales (como Pt, Ag, Ni, Cuy Zn), la cual puede ser aprovechada con fines cuantitativos
[19]. En los ultimos afios, ha incrementado el numero de reportes de estos biosensores
de glucosa no enzimaticos, particularmente usando O&xidos de los metales
anteriormente mencionados de dimensiones nanométricas [20,21]. Sin embargo, la gran
desventaja de esta estrategia es la baja selectividad, dado que cualquier otro tipo de
carbohidrato es también susceptible de ser oxidado esas condiciones.

El desarrollo de biosensores enzimaticos de glucosa se remonta al afio 1962,
cuando Clark y Lyons [22] crearon una metodologia de deteccidon de glucosa usando
glucosa oxidasa (GOx) como capa de bio-reconocimiento. Desde entonces, los
biosensores basados en GOx (y otras enzimas) representan la alternativa con mayor
avance en el campo de la investigacidn basica y aplicada [17,18,23].

5.1.2.a. Glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa (GOx) es una glicoenzima de la familia de las
oxidorreductasas. Su estructura, mostrada en la figura 5.2, consta de dos dimeros
idénticos que se encuentran unidos mediante enlaces disulfuro y presenta ciertas
variaciones dependiendo de la fuente de la enzima [24,25]. La GOx obtenida del hongo
Aspergillus niger consiste en 2 subunidades idénticas con masa molecular de 80 kDa.
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Cada uno de los dimeros contiene el cofactor flavina adenina dinucleétido (FAD), que
actua como aceptor de hidrégeno.

carbohidratos

Figura 5.2. Estructura secundaria de GOx de Aspergillus niger. En verde claro se muestran las
cadenas glicosidicas y en rosa, los cofactores FAD.

GOx cataliza la oxidacién de B-D-glucosa a D-glucono-6-lactona, la cual se
hidroliza no enzimaticamente convirtiéndose en acido glucénico, mientras que el
cofactor FAD acepta los dos protones generados en la oxidacion de la glucosa [26]. La
regeneracidon de la enzima tiene lugar por accién de su mediador natural O, el cual
reoxida el cofactor enzimatico, reduciéndose a H,O..

02 H202
HO GOx 'FADH,  GOx-FAD -
(o} ~._ 7 OH Ecuacién 5.1.
> HO
HO
OH H,O HO
HO OH 2 OH X0

En los biosensores basados en GOx, la regeneracion del cofactor FAD es vital para
el ciclo catalitico, de lo contrario, la enzima actia una vez y el ciclo enzimatico se
interrumpe. Esto se logra utilizando un aceptor de electrones, siendo el mas habitual el
mediador natural de la enzima O.. Existen otras alternativas de regeneracion del
cofactor, las cuales involucran la utilizacién de mediadores redox artificiales como los
derivados del ferroceno [27].

5.1.2.b. Estrategias de inmovilizacion de GOx sobre CNT

Las estrategias de inmovilizacion de enzimas sobre sustratos sélidos es uno de
los factores cruciales para la fabricacién de biosensores enzimaticos [28-30]. Debido a
la interaccién de las mismas con el soporte, la inmovilizacion altera el microentorno de
la enzima pudiendo provocar cambios en la actividad, selectividad y reactividad [31]. El
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método seleccionado debe minimizar los efectos anteriores y evitar cambios
conformacionales drasticos en la estructura de las enzimas que alteren sus propiedades
de reconocimiento molecular [32].

Existen diversas estrategias tales como la adsorcién fisica, inmovilizacién
covalente y atrapamiento fisico o inclusion en compositos [33,34]. Si bien la
inmovilizacién puede mejorar la estabilidad operacional a largo plazo del biosensor, la
matriz del electrodo no debe alterar la conformacién estructural y actividad catalitica de
la enzima [34]. En este sentido, se han utilizado diversos materiales de electrodo que
actian como matriz de atrapamiento de la enzima a la vez que mejoran la
“comunicacion” eléctrica con el centro activo de la misma [17,30,35]. De todos ellos, los
CNT han demostrado ser excelentes candidatos debido a su elevada area superficial,
excelente conductividad eléctrica y multiples posibilidades de funcionalizacién [30,36-
38].

La incorporacion de GOx (y enzimas, en general) y CNT en estructuras auto-
organizadas representa una interesante alternativa debido a la facilidad del proceso de
ensamblado y a su versatilidad (seccién 5.1.1). El uso de CNT para construir
arquitecturas supramoleculares por autoensamblado se basa en dos estrategias
distintas: servir de plataforma para autoensamblar posteriormente la enzima con la
ayuda de otro polielectrolito (figura 5.3 A); o ser parte activa de la arquitectura mediante
el inmovilizacidn alternada de peliculas del elemento de bio-reconocimiento y CNT
(figura 5.3 B) [39-43].

A B
JIYIIIY
S S e JIIIIIIIY &
VIPIIIII &

SUSTRATO SUSTRATO

.depésito de CNTs @mmBCNT -/ \~ Policatién ‘ GOx

Figura 5.3. Representacidn de las estrategias de inmovilizacién de GOx y CNT mediante
autoensamblado LBL: (A) utilizando el electrodo modificado con CNT como plataforma base
para auntoensamblar la enzima con la ayuda de otro polielectrolito; y (B) ensamblando GOx y
CNTs sobre un dado sustrato.

Tomando ventaja de la densidad de carga negativa de GCE modificado con la
dispersion de BCNT-dsDNA (secciéon 3.4.5.a) y de las excelentes propiedades
electrocataliticas de la plataforma hacia H.02 (seccién 3.4.2), en el presente capitulo se
utilizé la estrategia de autoensamblado LBL para el desarrollo de un biosensor de
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glucosa. El mismo se construyd utilizando GOx y el polication polidialildimetilamonio
(PDDA), formando multiestructuras del tipo GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx), donde n es
el nimero de bicapas. En las secciones siguientes se discute la optimizacion de las
condiciones de autoensamblado de la enzima y el polication, y la incidencia de nen la
sensibilidad a glucosa. El autoensamblado fue caracterizado empleando EIE con dos
marcadores redox y mediante SPR, con especial énfasis en el estudio de los aspectos
morfologicos y estructurales de las multicapas. Se evalua también su aplicacion analitica
en la cuantificacidn de glucosa en muestras reales.

5.2. Metodologia experimental

La dispersién de BCNT con dsDNA fue preparada siguiendo el esquema
previamente descripto en la seccién 3.2. La modificacion del disco de Au para los
experimentos de SPR se llevd a cabo depositando ex-sitv 20 uL de dispersién de BCNT-
dsDNA 0,30 mg mL" preparada en las mismas condiciones que las anteriores.

Las soluciones de PDDA y GOx se prepararon con agua MQ y bufferfosfato 0,050
M pH 7,40, respectivamente. El biosensor de glucosa se obtuvo por inmersidn de
GCE/BCNT-dsDNA en una solucion de PDDA 0,50 mg mL" por 5 min seguido de la
inmersién en una solucién de GOx 1,00 mg mL" por 15 min. Luego de cada paso de
adsorcién se enjuagé el electrodo en el medio apropiado: al finalizar la capa de PDDA,
con agua MQ y después de la de GOx, con bufferfosfato 0,050 M pH 7,40. El biosensor
con multicapas se obtuvo repitiendo el esquema anterior n veces para obtener
GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOX)n.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Optimizacion de las condiciones de ensamblado

En la presente seccion se discute el efecto de la naturaleza del policatién
empleado para ensamblar la enzima y la optimizacidn de la concentracion y el tiempo
de inmersion en las soluciones de los polielectrolitos.

La evaluacion de las condiciones de ensamblado se realiz6 mediante el analisis
de la sensibilidad a glucosa, obtenida a partir de experimentos amperométricos como
el que se muestra en la figura 5.4. En estos experimentos se aplicé un potencial de
trabajo de 0,700 V y se realizaron agregados sucesivos de glucosa. En presencia de GOx,
la glucosa se oxida a gluconolactona, generandose H,0; en el ciclo catalitico de la enzima
el cual difunde a la superficie del electrodo y se oxida, produciendo una corriente
anodica.
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Figura 5.4. Registro amperométrico obtenido sobre GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx luego de
agregados sucesivos de glucosa 5,00 x10# M. El /nset muestra la curva de calibracién obtenida
del experimento amperomeétrico. Electrolito soporte: bufferfosfato 0,050 M pH 7,40. Potencial
de trabajo: 0,700 V.

5.3.1.a. Naturaleza del polication

En la figura 5.5 se muestran las sensibilidades a glucosa para GCE/BCNT-
dsDNA/polication/GOx obtenidas a partir de amperometrias a 0,700 V luego de
agregados sucesivos de glucosa 0,50 mM. Los policationes utilizados fueron polilisina
(PLis) y PDDA 1,00 mg mL". Se puede observar que, independientemente del tiempo de
inmersion en la solucion del polication, la sensibilidad a glucosa es considerablemente
mayor sobre la plataforma ensamblada con PDDA que con PLis.

i /'
/'
Or o—e
0 10 20 30
Tiempo de inmersion/min

Sensibilidad/uA mM™

Figura 5.5. Sensibilidades para glucosa obtenidas a partir de determinaciones
amperométricas mediante agregados sucesivos de glucosa 5,00 x104 M empleando
GCE/BCNT-dsDNA/polication/GOx para distintos tiempos de inmersién en PLis (®) y PDDA (O).
Condiciones de ensamblado: concentracion de polication = 1,00 mg mL", concentracion de
GOx = 1,00 mg mL-, tiempo de inmersiéon de GOx = 15 min. Electrolito soporte: bufferfosfato
0,050 M pH 7,40. Potencial de trabajo: 0,700 V.
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El comportamiento anterior puede ser explicado a través de dos factores. Por un
lado, PLis (esquema 5.1) es un polielectrolito débil dado que deriva de la lisina, cuyo
pKa para el grupo e-amino es 10,54; mientras que PDDA (esquema 5.2) deriva de un
mondmero con un grupo amonio cuaternario que posee carga positiva permanente. Por
otro lado, PLis es un polimero ramificado mientras que PDDA es un polimero lineal. Es
conocido que los polimeros con un alto grado de ramificacidn, al adsorberse sobre un
sustrato, generan una pelicula con un menor grado de cohesiéon y mayor rugosidad
superficial [44,45]. Como consecuencia, la inmovilizacion electrostatica de GOx sobre
PLis es menos eficiente, lo cual genera menores cubrimientos de enzima y, por ende,
menor sensibilidad. Sobre la base de los resultados anteriores, el polimero elegido fue
PDDA.

e .
+
N
NH3 /7 \
+ L Jdn
Esquema 5.1. Estructura de PLis Esquema 5.2. Estructura de PDDA

5.3.1.b. Tiempo de inmersion y concentracion de PDDA

La figura 5.6 muestra la dependencia de la sensibilidad a glucosa con la
concentracion y tiempo de inmersién de PDDA, manteniendo constantes las condiciones
de adsorcion de GOx. Se observa que la sensibilidad a glucosa es menor cuando la
solucion de PDDA es 0,50 mg mL' independientemente del tiempo de inmersidn y que,
en general, las sensibilidades obtenidas cuando se emplean las dos concentraciones
mayores de PDDA son practicamente iguales. De esto se concluye que la adsorcion del
policatién es rapida y que después de 5 min la superficie de GCE/BCNT-dsDNA se
encuentra saturada para las tres concentraciones analizadas.

La seleccidn de las condiciones 6ptimas se realizd sobre la base de un analisis de
la sensibilidad, reproducibilidad, rango lineal, repetitividad y simplicidad. Dado que la
sensibilidad es invariante con el tiempo de adsorcién de PDDA, se selecciond el mas
corto (5 min) para la adsorcién de PDDA. Por otro lado, al incrementar la concentracion
de PDDA de 0,50 a 1,00 mg mL" la sensibilidad aumenta sé6lo un 26,0%. Ademas, los
errores relativos de las dos concentraciones mayores son, respectivamente, 18,0% y
19,0% mientras que para PDDA 0,50 mg mL" es 2,5%. En consecuencia, la condicion
seleccionada para la adsorcién de PDDA es 0,50 mg mL" durante 5 min.
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Figura 5.6. Dependencia de la sensibilidad a glucosa para GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx en
funcién del tiempo de acumulacién para soluciones de PDDA 0,50 (H), 1,00 (M) y 2,00 (H) mg
mL-". Condiciones de ensamblado: concentracion de GOx = 1,00 mg mL", tiempo de inmersién
de GOx = 15 min. Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M pH 7,40. Potencial de trabajo:
0,700 V.

5.3.1.c. Tiempo de inmersion y concentracion de GOx

La figura 5.7 muestra la dependencia de la sensibilidad a glucosa con la
concentracion y tiempo de inmersidon de GOx, manteniendo constantes las condiciones
de adsorcion de PDDA. En términos generales, para una misma concentracidon de
solucion de GOx, las sensibilidades no varian significativamente al incrementar el
tiempo de inmersion, a diferencia de lo que ocurre para un mismo tiempo, donde, en
general, aumentan con la concentracion de la solucién de inmersién de GOx.
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Figura 5.7. Dependencia de la sensibilidad a glucosa de GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx en
funcion del tiempo de inmersion para soluciones de GOx 0,25 (M), 0,50 (M), 1,00 (™) y 2,00 (H)
mg mL'. Condiciones de ensamblado: concentracién de PDDA = 0,50 mg mL", tiempo de
inmersion de PDDA =5 min. Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M pH 7,40. Potencial de
trabajo: 0,700 V.
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Como en el caso de PDDA, la eleccién de la condicidn éptima para el ensamblado
de GOx se efectud analizando diversos factores. En este caso, para 15 min de inmersion
se alcanzan los mayores rangos lineales y las mejores repetitividades. En esta condicién,
la sensibilidad obtenida para GOx 1,00 mg mL" es casi el doble que la obtenida para
concentraciones menores. Sin embargo, al duplicar a 2,00 mg mL™" la sensibilidad sélo
aumenta un 12%. En consecuencia, la concentracidn dptima para el autoensamblado de
GOx es 1,00 mg mL"y el tiempo de adsorcidn, 15 min.

5.3.1.d. Estudio de la adsorcion de PDDA y GOx sobre GCE/BCNT-dsDNA

La adsorcidon de los polielectrolitos sobre BCNT-dsDNA fue caracterizada
mediante SPR. La figura 5.8 muestra la evolucion de 0spr en funcion del tiempo durante
el proceso de ensamblado. Las flechas indican el contacto de la superficie con PDDA (4)
y GOx () y los lavados con agua ultra-pura () y bufferfosfato 0,050 M pH 7,4 (+).
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Figura 5.8. 6spr vs tiempo durante el ensamblado de PDDA y GOx sobre Au/BCNT-dsDNA. Las
flechas indican el contacto de la superficie con PDDA (4) y GOx (+) y los lavados con agua MQ
(V) y bufferfosfato 0,050 M pH 7,4 (1).

El sensorgrama obtenido muestra que el contacto de la solucién de PDDA con la
superficie provoca un incremento de 149 m° en el angulo de SPR, alcanzando un valor
estable luego de 5 min de adsorcidn. Este aumento de Bspr Se asocia a la masa de PDDA
que se adsorbe sobre la superficie. El lavado posterior con agua MQ provoca una
disminucién en Bspr debido a la remocién de polimero débilmente adsorbido. Debido a
que GOx se encuentra en un medio diferente al que se encuentra PDDA, se debe realizar
un lavado previo con bufferfosfato 0,050 M pH 7,40. El aumento en Bspr al lavar con este
medio se debe al mayor indice de refraccion de esta solucion respecto al agua MQ. Al
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inyectar la solucion de GOXx, la sefial incrementa nuevamente (ABspr = 599 m®) debido a
la adsorcion de enzima sobre Au/BCNT-dsDNA/PDDA, la cual alcanza el 90% de la sefial
de equilibrio luego de 5 min. En ambos casos se observa que la adsorcion de los
polielectrolitos es rapida.

5.3.2. Construccion y caracterizacion de multicapas GCE/BCNT-
dsDNA/(PDDA/GOX)n

5.3.2.a. Evaluacion de la respuesta a glucosa

La figura 5.9 presenta las sensibilidades para la determinacion de glucosa, en
funcién del nimero de bicapas (PDDA/GOx), ensambladas sobre GCE/BCNT-dsDNA. En
la misma se puede observar que la sensibilidad crece hasta la tercer bicapa, para luego
disminuir ligeramente. Por otro lado, el aumento del nimero de bicapas al doble no se
traduce en un incremento en la misma razén de la sensibilidad.
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Figura 5.9. Sensibilidades a glucosa en funcién del nimero de bicapas (PDDA/GOXx),
ensambladas sobre GCE/BCNT-dsDNA. Las mismas se obtuvieron a partir de amperometrias
con agregados sucesivos de glucosa 5,00 x104 M. Condiciones de ensamblado: concentracién
de PDDA = 0,50 mg mL™", tiempo de adsorcién de PDDA = 5 min, concentraciéon de GOx = 1,00
mg mL", tiempo de adsorcidn de GOx = 15 min. Electrolito soporte: bufferfosfato 0,050 M pH
7,40. Potencial de trabajo: 0,700 V.

Del analisis de las sensibilidades para glucosa presentadas en la figura 5.9 se
puede concluir que la misma aumenta hasta n = 3. Para encontrar las razones de este
comportamiento se deben estudiar aspectos morfoldgicos y conformacionales de las
peliculas de PDDA/GOx sobre GCE/BCNT-dsDNA, los que se discuten en las secciones
siguientes.
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5.3.2.b. Estudio del proceso de adsorcion: bloqueo superficial

El crecimiento de la multiestructura fue evaluado mediante EIE utilizando Q/H.Q
como cupla redox. El mecanismo de esta cupla involucra el intercambio de 2e-/2H*y es
sensible al bloqueo superficial dado que se adsorbe sobre C sp? para la transferencia de
carga, por lo que se considera de esfera interna [46,47].

Los espectros de EIE obtenidos en solucién de Q/H»Q 2,00 x10-3 M en funcién del
crecimiento de la multiestructura de PDDA y GOx se presentan en la figura 5.10. Para
el ajuste de los datos se utilizo el circuito de Randles (figura 2.7 B), por lo que el aumento
en el semicirculo del grafico de Nyquist con n se correlaciona con la resistencia a la
transferencia de carga (Ry).

La figura 5.11 muestra las R obtenidas de los espectros de impedancia
anteriores, para la construccion de GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx).. El aumento
observado en la R, conforme se inmoviliza un mayor nimero de capas de polielectrolito
estd relacionado con la disminucién en la velocidad de transferencia de carga de la cupla
Q/H2Q y se correlaciona con los cambios en el espesor de la pelicula que crece sobre
GCE/BCNT-dsDNA. La Ry, y en consecuencia el espesor, aumenta marcadamente hasta
la segunda bicapa de PDDA/GOXx, a continuacion lo hace moderadamente para luego
mantenerse constante a partir de la 3er bicapa. Estos resultados demuestran que el
crecimiento de las capas de PDDA y GOx no es lineal y sugeririan que a partir de n=3
no hay mas adsorcién de polielectrolito.
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Figura 5.10. Graficos de Nyquist obtenidos en solucién de Q/H.Q 2,00 x103 M sobre
GCE/BCNT-dsDNA (mostrado en el inset) en funcién del auntoensamblado LBL de PDDA y GOx.
Eqac=0,050 V. Amplitud = 10 mV. Rango de frecuencias = 10> - 10" Hz. Electrolito soporte: buffer
fosfato 0,100 M pH 7,40.
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Figura 5.11. Dependencia de la adsorcion de las capas de PDDA y GOx sobre GCE/BCNT-dsDNA
con la resistencia a la transferencia de carga (R¢), obtenida a partir de los ajustes de la figura
5.10. Las barras cian corresponden a R de las capas terminadas en PDDA y las rojas, a las
terminadas en GOX.

5.3.2.c. Estudio del proceso de adsorcion: cantidad de masa

SPR también se utiliz6 para monitorear el autoensamblado LBL de PDDA y GOx.
En la figura 5.12 se muestra la variacion de Bspr (ABspr) €n funcion del nimero de capas
de PDDA y GOx ensambladas sobre BCNT-dsDNA. La misma presenta los valores del
angulo de SPR obtenidos luego de efectuado el lavado con el solvente correspondiente
(ver seccion 2.8).

En concordancia con los resultados de las sensibilidades (figura 5.9) y Ry de
Q/H2Q (figura 5.11), ABspr experimenta un aumento marcado en la cantidad de masa
adsorbida hasta la tercer bicapa. Por otro lado, también se puede observar que para
cada bicapa (PDDA/GOx), la masa adsorbida de enzima es mayor que la de PDDA, lo cual
esta relacionado con las distintas morfologias que presentan ambos polimeros:
mientras PDDA es un polimero lineal, GOx es una proteina globular.

En la tabla 5.1 se encuentran tabulados los porcentajes de incremento a capa
final de GOx respecto a la capa anterior de PDDA para los resultados obtenidos de R
de Q/H2Q y ABspr. Se puede observar que los mayores incrementos se dan en ABspg, |0
cual indica que la masa de polielectrolito adsorbida sobre la multiestructura crece en
mayor medida que el espesor de las peliculas formadas. Esto se debe a que el
autoensamblado de PDDA/GOx no forma peliculas estratificadas, sino que hay una
interpenetracidn significativa entre las cadenas de los polimeros durante los sucesivos
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ciclos de adsorcién [5,48,49]. A pesar de haber un incremento en la masa en cada paso
de adsorcidn, su relacién no es lineal con el crecimiento de la multiestructura.
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Figura 5.12. Variacion del angulo de SPR (ABspr) obtenidos luego del ensamblado LBL de PDDA
y GOx sobre GCE/BCNT-dsDNA.

Tabla 5.1. Porcentaje de incremento de R (figura 5.10) y ABspr (figura 5.11) de una capa de
(GOx)n respecto a la capa de (PDDA), anterior.

Plataforma % incremento de Ry % incremento de ABspr
BCNT-dsDNA/PDDA/GOx 306 593
BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx); 231 445
BCNT-dsDNA/(PDDA/GOX)s 34 387
BCNT-dsDNA/(PDDA/GOX)a 6 169

5.3.2.d. Analisis de la reversion de cargas

Uno de los factores determinantes en el crecimiento de multicapas por
autoensamblado de polielectrolitos es el balance de las cargas en cada paso sucesivo
[5,50,51]. Para evaluar esta variable, se realizaron experimentos de EIE con [Fe(CN)s]>/#
ya que al ser una cupla redox cargada negativamente, es sensible a los cambios en la
densidad de carga superficial [52].

Los espectros de impedancia para las plataformas terminadas en PDDA se
muestran en la figura 5.13 Ay las terminadas en GOx, en la figura 5.13 B. Los espectros
de las capas finalizadas en PDDA se ajustaron con un circuito de Randles, mientras que
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los espectros de las capas terminadas en GOx se ajustaron con un circuito
correspondiente al modelo de membrana capilar, de dos constantes de tiempo (figura
2.8 B). La presencia de dos constantes de tiempo en las superficies terminadas en GOx
evidencia dos regiones superficiales con distintas propiedades y, en consecuencia, con
dos ko para la transferencia de carga de [Fe(CN)e]*’4. Una explicacion para el
comportamiento observado, es que la adsorcidn de la enzima sobre la capa subyacente
de PDDA no genera un cubrimiento completo de la superficie y deja zonas cargadas
positivamente. Esta reversion incompleta de cargas a nivel local ya ha sido descripta en
otros sistemas enzima - polication [53] y esta relacionada con las distintas morfologias
de GOx y PDDA.
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Figura 5.13. Graficos de Nyquist obtenidos en solucién de [Fe(CN)g]3/4 2,00 x10-3 M sobre
GCE/BCNT-dsDNA (mostrado en el /nset de A) en funcién del auntoensamblado LBL de PDDA
y GOx. A Espectros de impedancia correspondientes a: GCE/BCNT-dsDNA/PDDA (M),
GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx/PDDA (®), GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx),/PDDA (A), vy
GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx):/PDDA (V). B Espectros de impedancia correspondientes a:
GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx (M), GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx), (®), GCE/BCNT-
dsDNA/(PDDA/GOx); (A), y GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx)s (V). Esc = 0,250 V. Otras
condiciones como en la figura 5.10.

La figura 5.14 presenta la variacién en la Ry total obtenida del ajuste de
espectros de EIE en [Fe(CN)s]>/+ 2,00 x103 M de la figura anterior, en funcién del nimero
de capas de PDDA y GOx ensambladas sobre BCNT-dsDNA. Se observa un tipico perfil
zig-zag [54] de la Ry total producto de la atraccion/repulsion electrostatica al ensamblar
alternadamente PDDA/GOX, respectivamente, sobre el sustrato. Sin embargo, una
inspeccion cuidadosa de la figura muestra que a partir de la tercera capa de GOx
ensamblada hay un incremento marcado en las R«. Debido a la interpenetracion de las
capas (seccion 5.3.2.c), la cual se acentua a medida que n crece, la arquitectura
supramolecular se hace mas compacta y el efecto mas importante que determina los
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cambios en la constante de transferencia aparente de [Fe(CN)s]>*’*+ es el bloqueo
superficial.
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Figura 5.14. Dependencia de la resistencia a la transferencia de carga (R«) total con el
autoensamblado LBL de PDDA y GOx sobre GCE/BCNT-dsDNA, obtenida del ajuste de los
espectros de impedancia de la figura 5.13. Las barras cian corresponden a R de las capas
terminadas en PDDAYy las rojas, a las terminadas en GOXx.
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Figura 5.15. Esquema de la formacién de multicapas policatién/enzima sobre un sustrato
plano (A) y sobre un sustrato modificado con una dispersién de BCNT-dsDNA (B).

La derivacion mas relevante del analisis de la R total de [Fe(CN)s]>/* es que la
reversion se cargas es menos eficiente al aumentar la interpenetracidon entre las
peliculas. Esto se traduce en un crecimiento menos estratificado de las capas de
(PDDA/GOXx), conforme aumenta ny explica por qué se alcanza un maximo en las
sensibilidades a glucosa (seccidn 5.3.2.a) y en la masa de enzima inmovilizada (seccién
5.3.2.c). Si bien en bibliografia hay extensos reportes de crecimientos lineales o
exponenciales en autoensamblado de polielectrolitos [5,51,55-57], ninguno de ellos usa
como sustrato de partida una dispersion de CNTs. Se ha observado un comportamiento
similar ensamblando GOx sobre una dispersion de HCNT con polihistidina [41]. Es
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probable que este tipo de crecimiento en los autoensamblados se deba a la alta
rugosidad de las superficies modificadas con CNT, lo cual favorece la interpenetracion
de las capas. Un esquema de lo anterior se muestra en la figura 5.15.

5.3.2.e. Evaluacion del cubrimiento superficial de GOx bioactiva

La figura 5.16 muestra los perfiles voltamperométricos obtenidos en solucion de
FcOH 5,00 x10* M sobre GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx en ausencia (—) y presencia de
glucosa 0,30 M (—) y también para las bicapas con n =2 (—), 3 (—), y 4 (—) en presencia
de FcOH y glucosa.
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Figura 5.16. Perfiles voltamperométricos de FcOH 5,00 x10#4 M obtenidos sobre GCE/BCNT-
dsDNA/PDDA/GOx en ausencia de glucosa (—) y en presencia de glucosa 0,30 M sobre
GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx (—), GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx), (—), GCE/BCNT-
dsDNA/(PDDA/GOx)s (—) y GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx)s (—). El Jjnset muestra una
ampliacion del voltamperograma obtenido en ausencia de glucosa. Electrolito soporte: buffer
fosfato 0,100 M pH 7,40. v= 0,005 Vs,

El perfil voltamperométrico obtenido sobre GCE/BCNT-dsDNA/PDDA/GOx en
ausencia de glucosa (figura 5.16, linea negra) muestra el perfil tipico de una cupla con
difusion lineal semi-infinita (seccién 2.1.1) [58]. En presencia de glucosa en condiciones
de saturacion (figura 5.16, linea roja) se obtiene un perfil sinusoisal como consecuencia
de la oxidacidn catalitica de glucosa en presencia de GOx. Dado que la solucion se
encuentra desoxigenada, la regeneracion del cofactor FAD es realizada por el mediador
redox FcOH, de acuerdo al mecanismo mostrado en las ecuaciones 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5:

FCOH == FcOH ™ + e Ecuacion 5.2.
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k
~nFAD + Glu ‘_lf ~nFAD-Glu Ecuacién 5.3.
-1

k .
~nFAD-Glu — ~wFADH, + GluLac Ecuacién 5.4.

+ k ‘x
~wFADH, + 2 FcOH' " —3 ~wFAD + 2FcOH + 2 H* Ecuacién 5.5.

donde FAD y FADH, son las formas oxidada y reducida del cofactor, FAD-Glu es el
complejo enzima-sustrato, y Glu y GluLac son glucosa y gluconolactona,
respectivamente.

Como se puede observar en los perfiles voltamperométricos sinusoidales de la
figura 5.16, al ensamblar un mayor nimero de bicapas PDDA/GOx aumenta la corriente
catalitica debido a que se inmoviliza mayor cantidad de enzima. Si a cada
voltamperograma realizado en presencia de glucosa se le sustrae el realizado en las
mismas condiciones pero en ausencia del sustrato de GOx, se obtendra la contribucion
del ciclo catalitico de la enzima (jz) @ la respuesta electroquimica de FcOH. La j. fue
utilizada para obtener la cubrimiento superficial de enzima bioactiva (I'cox). Para
obtener T'cox en funcion del nimero de bicapas inmovilizadas sobre la plataforma se
empled el analisis cinético desarrollado por Moiroux y col. [59], considerando las
mismas constantes de velocidad que las determinadas en solucién para el mismo
mediador redox [60]. En ausencia de limitaciones por transporte de masa, I'cox puede
ser derivada de los VC mostrados en la figura 5.16, usando la expresion para jer
presentada en la ecuacion 5.6.

1 1 1 1 1 1
( ) Ecuacién 5.6.

jcat 2F k3 FGOOx [FCOH .+]0 2F FGOOX kz kred [GIU]

En la figura 5.17 se muestra el efecto del nimero de bicapas (PDDA/GOx), en
Icox bioactiva, calculada segun la ecuacion 5.6 a partir de los perfiles
voltamperométricos de la figura 5.16. Se puede observar que I'cox Crece hasta la tercera
bicapa, para luego mantenerse practicamente constante. Esto confirma que a partir de
n =3 no se detecta el ensamblado de mayor cantidad de GOx bioactiva. Como se
determiné anteriormente, la marcada interpenetracion de las peliculas provocaria que
el sitio activo de la enzima no esté disponible.

Este comportamiento se correlaciona con los resultados obtenidos con EIE y SPR
y confirma que hasta 7= 3 hay un crecimiento no lineal del autoensamblado, y que por
encima de la tercer bicapa no se adsorbe mas enzima bioactiva que genere una mejora
en la sensibilidad a glucosa.
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Figura 5.17. Concentracién superficial de GOx bioactiva (Ccox) en funciéon del nimero de
bicapas PDDA/GOXx, obtenida de los perfiles voltamperométricos (figura 5.15) obtenidos para
glucosa 0,30 M usando FcOH 5,00 x10-* M como mediador redox.

5.3.3. Parametros analiticos de GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOX)x
5.3.3.a. Estudio de la selectividad y afinidad del biosensor

Las constantes de Michaelis-Menten aparentes (Kw®) para cada bicapa,
obtenidas de diagramas de Eadie-Hofstee, fueron: (1,8 +0,7), (0,62 £ 0,08), y (0,21 + 0,03)
mM para la primera, segunda y tercer bicapa. La Ku® puede ser tomada como una
medida de la fuerza de interaccion entre la enzima y su sustrato dado que valores
elevados de Kw? corresponden a un complejo débilmente ligado [61]. Teniendo en
cuenta que los valores de Ky para GOx en solucion oscilan entre 110y 10 mM [62,63], la
inmovilizacién de GOx no provoca cambios apreciables en la afinidad de la enzima por
su sustrato.

Si bien la afinidad de GOx por la glucosa no varia significativamente, puede
suceder que si se altere su selectividad respecto a la oxidacion de otros azucares, debido
a un cambio conformacional en la enzima que altere el sitio activo [64-66]. Esto, a su
vez, haria que el biosensor pierda su especificidad hacia el analito de interés provocando
interferencia de otros compuestos.

Con el objeto de evaluar la selectividad del biosensor, en la figura 5.18 se
muestran los perfiles amperométricos a 0,700 V luego de agregados de fructosa,
maltosa, galactosa y manosa 1,00 x103 M y glucosa 5,00 x104 M sobre GCE/BCNT-
dsDNA/(PDDA/GOXx), con n=1 (A), 2 (B) y 3 (C).
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Figura 5.18. Respuesta amperométrica obtenida sobre GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx), con n

=1 (A), 2 (B) y 3 (C) luego de la adicion de fructosa (4), galactosa (}), manosa (}) y maltosa (V)
1,00 x103 My glucosa (+) 5,00 x104 M.

Se puede observar que fructosa, galactosa y manosa no interfieren en la
determinacion de glucosa dado que al agregar dichos glucidos no se produce una
corriente anddica. En el caso de maltosa, se observan interferencias del 9,8; 6,8;y 7,2 %
respecto a la sefial de glucosa. Sin embargo, los valores de interferencia se encuentran
por debajo del 10%, considerado como limite analitico. La oxidacion de maltosa por
parte de la GOx se debe a que la misma es un dimero de la glucosa.

5.3.3.b. Desempeiio analitico del biosensor

En la tabla 5.2 se muestran los parametros analiticos del biosensor. Como ya se
discutié anteriormente, la mayor sensibilidad a glucosa se alcanza con la plataforma
GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOXx)s.

Tabla 5.2. Parametros analiticos para GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx),, con n=1,2y 3.

Sensibilidad/uA mM' cm? LOD/mM  Rango lineal/mM

(PDDA/GOXx)1 86+7 0,10 Hasta 2,5
(PDDA/GOXx)2 1729 0,10 Hasta 3,0
(PDDA/GOx)3 2657 0,05 Hasta 2,0

Por otro lado, se evalud también la estabilidad a corto plazo midiendo 10
calibrados sucesivos con las distintas plataformas. Los resultados arrojaron una
excelente estabilidad e, incluso con la plataforma GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOXx)4, hubo
pérdida de sélo un 4,4 % de la sensibilidad luego de 180 min de uso continuo.
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Tabla 5.3. Comparacion de los valores de glucosa, en diversas muestras reales, obtenidos a
través del biosensor propuesto con los valores reportados por los fabricantes.

Nro. de

Muestra bi * Valor encontrado Valor reportado Error
icapas
Pepsi cola 1 (40 £ 4) mg mL" 39 mg mL"! 25%
Jugo Baggio 2 -1 -1 9
de Naranja 1 (0,6 £0,1) x102 mg mL 66,25 mg mL 9,8 %
1 2,6 + 0,2 mg Glu/dosis 54 %
Spray nasal : . 0
“Allenys” 2 2,9 + 0,1 mg Glu/dosis 2,75 mg Glu/dosis 5,4 %
3 2,9 + 0,3 mg Glu/dosis 54 %

* Representa el valor de n en las plataformas GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx), con
las que se realizaron las cuantificaciones.

Cabe destacar que la sensibilidad a glucosa del biosensor propuesto es mejor a
las reportadas en bibliografia [41,67-73], empleando estrategias similares de
autoensamblado de CNT y GOx. Dadas las excepcionales propiedades analiticas del
biosensor propuesto, el mismo se confrontd con diversas muestras reales (mostradas
en la tabla 5.3) donde los valores obtenidos por la plataforma tuvieron una excelente
correlacién con la concentracion de glucosa reportada por los fabricantes.

5.4. Conclusiones parciales

Los resultados presentados demuestran la utilidad de la dispersion de BCNT con
dsDNA para la construccién de arquitecturas supramoleculares con fines analiticos. La
caracteristica de polielectrolito cargado negativamente del dsDNA que dispersa a los
BCNT posibilité autoensamblar GOx a través de la utilizacion de un policatién (PDDA).
Esto, combinado con las propiedades electrocataliticas de BCNT hacia H,0,, posibilité el
desarrollo de un biosensor enzimatico para glucosa.

Se demostré que debido a la fuerte interpenetracidn de las capas subyacentes,
el proceso de reversidn de cargas va disminuyendo su eficiencia conforme incrementa
n, lo que se ve favorecido por las distintas morfologias de la enzima y el PDDA, y por la
rugosidad superficial del depdsito de BCNT-dsDNA sobre GCE. Todos los fendmenos
anteriores hacen que la inmovilizaciéon de GOx sea menos eficiente y que para n=3 la
sensibilidad a glucosa sea maxima.

El entorno biocompatible de la multiestructura permiti6 que la enzima
mantuviera su bioactividad y selectividad, posibilitando la aplicacion del biosensor en la
cuantificacion sensible y selectiva de glucosa en muestras reales.
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Una de las consideraciones clave para el desarrollo de
biosensores es la inmovilizacion del elemento de bio-
reconocimiento sobre la superficie del sustrato sensor,
dado que la base de la deteccion de la molécula target se
sustenta en la interaccidn con dicha superficie. Asi, en el
presente capitulo se propone el estudio critico de distintas
maneras de inmovilizar materiales derivados de grafeno
como sustratos para incorporar biomoléculas. Los
materiales empleados fueron 6xido de grafeno (GO), GO
modificado covalentemente con quitosano (CHIT) y GO-
CHIT reducido quimicamente (RGO-CHIT). Se analizaron
diferentes estrategias de inmovilizacion covalentes y no
covalentes sobre sustratos de Au, evaluando
principalmente la capacidad de wunir proteinas. Se
estudiaron las propiedades electroquimicas de las
plataformas resultantes a partir de experimentos de EIE
con Q/H2Q y [Fe(CN)¢]3/*, la reactividad electroquimica
superficial con SECM y los procesos de inmovilizacion con
SPR. Estos resultados se correlacionaron con la cantidad
de material de grafeno inmovilizado y de proteina unida.

GO-CHIT

RGO-CHIT

Au modificado

// con un tiol






6.1. Introduccion

6.1.1. Funcionalizacion de nanomateriales derivados de grafeno con
polimeros y biomoléculas

El GO (figura 6.1) puede ser descripto como una lamina grafitica con regiones
aromaticas (atomos de C tipo sp?) distribuidas aleatoriamente y regiones oxigenadas
alifaticas (atomos de C tipo sp? conteniendo grupos hidroxilo, epoxi, carbonilo y
carboxilo [1]. La presencia de estos grupos le confiere al GO tres caracteristicas
importantes: el caracter aislante (debido a la disrupcion de la red conjugada sp?), la
elevada estabilidad coloidal (debido a la ionizacion de los grupos carboxilos y
estabilizacion por repulsion de cargas) y la posibilidad de ser derivatizado (gracias a la
quimica de los grupos carboxilo e hidroxilo) [2]. Esta ultima caracteristica ha sido
ampliamente utilizada para la inmovilizacion de macromoléculas de interés bioanalitico
como capa de reconocimiento, tales como secuencias de DNA, enzimas, aptameros y
anticuerpos [3,4].

Figura 6.1. Estructura propuesta del GO.

La gran ventaja de la modificacidn covalente de GO a través de sus grupos
carboxilos e hidroxilos es la estabilidad que brinda este tipo de funcionalizacion frente
a las no covalentes (en términos de uso continuo de las plataformas, pérdida de capa
de bio-reconocimiento, cambios estructurales frente al pH/temperatura, entre otras).
Ademas, luego de la modificacion se puede recuperar parcialmente la estructura sp?
conductora del grafeno (ver la seccién 1.2) dado que no hay modificacién estructural
drastica de los anillos de 6 C [5]. Esto ultimo se puede observar en el esquema la figura
6.1, dado que los grupos carboxilo e hidroxilo se encuentran mayormente en los bordes
del GO.

La manera mdas comun de enlazar covalentemente moléculas al GO es a través
de los agentes acoplantes 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y M-
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hidroxisuccinimida (NHS) [6]. Como se muestra en la reaccion de la figura 6.2 A, el EDC
ataca el grupo carboxilo del GO para formar un intermediario poco estable debido a la
elevada velocidad de hidrdlisis del éster formado. Sin embargo, la presencia de NHS
forma un éster de amina de mayor estabilidad que actia como excelente grupo saliente
para el acoplamiento con un grupo amino de un polimero é biomolécula [2,6]. Esta
estrategia fue utilizada para la inmovilizacion de polietilenglicol [7,8], quitosano [9],
poli(etilenimina) para liberacidn controlada de farmacos [10], de poli(vinilalcohol) como
refuerzo en materiales compésitos [11]; y de diversos croméforos [12].

Otras metodologias para la funcionalizaciéon de GO incluyen la silanizacion de los
grupos hidroxilo [13] y la polimerizacidon por transferencia de radicales [14] sobre la red
de Csp?. Hsiao y col. estudiaron diversas maneras de modificar covalentemente el GOy
encontraron que las estrategias basadas en el uso de los grupos funcionales oxigenados
del GO brindaron mejores cubrimientos y con mayor estabilidad térmica frente a las
radicalarias [15].

La inmovilizacidn de proteinas y acidos nucleicos reviste de gran importancia en
el campo de la quimica analitica debido a que estas biomoléculas actian como capa de
bio-reconocimiento en el desarrollo de biosensores [5,16]. En este sentido, los
materiales derivados del grafeno son candidatos ideales para servir de soporte de
biomoléculas y actuar como transductores del evento de bio-reconocimiento en
biosensores electroquimicos, 6pticos y plasmoénicos [16-18]. Como se menciond
anteriormente, su importancia y amplia aplicabilidad se debe a las multiples
posibilidades de funcionalizacidn que poseen estos nanomateriales [19].

NHS OH

|
N ~NH N
A k <C” L o 0 NH,

2 (o)
o N EDC v OPolimero
/—\ /I—\ ,N Biomolécula

N 0s O _N NH 0x°

NN o
GO \r’ *
N - ey

Intermediario ester Intermediario éster

(o] :

o-acilisourea (inestable) amino NHS (semi-estable) ! DJL O :
3 N :

1 H i

B Glut Biomolécula S
_ ~ NH,
@ o o
NHZ /N/ \o /N N
Polimero O

Figura 6.2. A Representacion de la reaccion de acoplamiento de los grupos carboxilato del GO
con grupos amino de polimeros o biomolécula a través de los agentes de acoplamiento
EDC/NHS. B Representacion de la reaccion de acoplamiento entre el glutaraldehido (Glut) y los
grupos amino de un polimero y una biomolécula.
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El GO y diversos tipos de GO reducidos térmica, quimica, electroquimica e hidro-
térmicamente han sido empleados para inmovilizar biomoléculas [18,20-22]. La unién
covalente de las mismas se lleva a cabo usando los agentes de acoplamiento EDC/NHS
(figura 6.2 A) o utilizando el agente entrecruzante glutaraldehido (Glut), de acuerdo al
esquema mostrado en la figura 6.2 B. Se debe derivatizar a los nanomateriales de
grafeno con grupos -NH, dado que el Glut actia como acoplante de aminas [23].

Siguiendo algunas de las dos estrategias anteriores (EDC/NHS o Glut), se
inmoviliz6 sobre nanomateriales derivados del grafeno a biomoléculas como GOx [24],
peroxidasa de rabano (HRP) [25,26], albumina sérica bovina [27], proteasa alcalina [28],
y diversos anticuerpos monoclonales para el desarrollo de inmunosensores
electroquimicos [29-33]. En todos los casos anteriores, los hibridos proteina-GO estan
incorporados en arquitecturas mas complejas junto con polimeros y nanoparticulas
metalicas y de 6xidos.

6.1.2. Factores que afectan la inmovilizacion de proteinas sobre
nanomateriales derivados del grafeno

Una de las consideraciones clave para la fabricacion de biosensores es la
inmovilizacién del elemento de reconocimiento sobre la superficie de la plataforma. En
bibliografia se han reportado tres técnicas de modificacion de derivados del grafeno con
biomoléculas (figura 6.3): adsorcion fisica (a), unién covalente (b), e interaccién de
afinidad con alguna molécula que oriente el enlace (c). Loo y col. [34] estudiaron el
efecto del tipo de inmovilizacion de un aptamero anti-trombina sobre electrodos
modificados con GO en la capacidad de reconocer a su proteina farget. Los autores
concluyeron que en términos de estabilidad las tres metodologias presentaron
resultados similares. Respecto a la selectividad y sensibilidad, los electrodos con las
metodologias a y b presentaron la mejor respuesta [34].

Electrodo
modificado con GO

Adsorcion fisica Unioén covalente

Figura 6.3. Representacion esquematica de los protocolos de inmovilizaciéon de una proteina
con propiedades de bio-reconocimiento (en color verde) sobre un sustrato modificado con GO:
fisisorcidn (a), inmovilizacion covalente a través de los agentes de acoplamiento EDC/NHS (b),
y unién mediante interaccion de afinidad avidina/biotina (c).
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Alwarappany col. [35] intentaron relacionar el nUmero de capas de GO reducido
(RGO) con la cantidad y actividad de la enzima GOx inmovilizada. A partir de la
modificacion de GCE mediante por deposicion de dispersiones de RGO de una capa,
pocas capas y multicapas y posterior adsorcion fisica de la enzima, los autores
determinaron que tanto la cantidad como la actividad de GOx eran iguales en todos los
electrodos [35]. Por otro lado, Zhang y col. [36] evaluaron el efecto del grado de
reduccidon en muestras de RGO sobre la actividad y cantidad de enzimas HRP y oxalato
oxidasa (OOx) inmovilizadas no covalentemente. Se encontré que si bien al aumentar el
grado de hidrofobicidad (tiempo de reduccion) de RGO se incrementa la cantidad de
HRPy OOx inmovilizadas, esto también provoca una pérdida de actividad de las enzimas
[36]. Se han reportado otros estudios en bibliografia respecto a la relacion entre la
actividad/cantidad de proteina y alguna caracteristica estructural del grafeno, con
resultados contradictorios entre si [19,37-39].

Otro de los factores a tener en cuenta es la metodologia con la que se incorporan
los nanomateriales derivados del grafeno sobre los sustratos sélidos que actian como
transductores. Las estrategias reportadas en bibliografia son:

e Incorporacidon no covalente de la proteina en dispersiones de GO/RGO con
polimeros y otros nanomateriales inorganicos y la posterior modificacién del
sustrato mediante la metodologia de drop-casting[18,40,41].

e Autoensamblado LBL de enzimas con GO/RGO y polimeros sobre el sustrato,
mediado por interacciones electrostaticas [42].

e Inmovilizacién covalente de GO/RGO sobre sustratos solidos derivatizados a
través de los grupos carboxilato de GO 6 grupos funcionales introducidos en
GO/RGO [41,43,44].

A pesar de los limitados avances en términos de estudios fundamentales de la
sinergia grafeno-proteina, la asociacion de estas biomoléculas (enzimas o anticuerpos)
con nanomateriales derivados del grafeno es un campo en pleno auge y es ampliamente
utilizada como estrategia para el desarrollo de biosensores electroquimicos vy
plasménicos. En este sentido, se requiere del disefio de metodologias simples y
reproducibles, poniendo énfasis en la inmovilizacion de una mayor cantidad de
biomoléculas con propiedades de bio-reconocimiento. Se evidencia en bibliografia una
falta de estudios fundamentales que establezcan una relacion entre la sefial analitica, la
eleccion del nanomaterial de grafeno y la cantidad de proteina inmovilizada.

En el presente capitulo, se discuten diversas estrategias de inmovilizacion de
nanomateriales derivados del grafeno sobre sustratos de Au con especial énfasis en la
influencia de éstos sobre las propiedades electroquimicas y dpticas de las plataformas
resultantes y su relacién con la cantidad de proteina inmovilizada. El objetivo es
encontrar una metodologia de incorporacién de GO y/o RGO sobre Au a los fines de
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maximizar la sensibilidad y la masa de proteina inmovilizada, ya que ésta es la que le
brinda la especificidad a la plataforma como capa de bio-reconocimiento. Los
nanomateriales estudiados feron el GO, GO modificado con quitosano (CHIT, un
polimero rico en grupos amino) y GO-CHIT reducido quimicamente (RGO-CHIT). El
ensamblado sobre los sustratos de Au se realizd6 de manera no covalente (mediante
autoensamblado LBL) y covalentemente (a través del agente de acoplamiento Glut). Se
estudiaron las propiedades electroquimicas a través de EIE y SECM utilizando FcOH
como sonda redox, y las propiedades dpticas a través de espectroscopia UV-Vis y SPR.
En todos los casos, se evalud la capacidad de inmovilizar una proteina modelo, la
albumina sérica bovina (BSA), a través de la determinaciéon de los cubrimientos
superficiales.

6.2. Metodologia experimental

6.2.1. Sintesis de GO-CHIT y RGO-CHIT

Se utiliz6 una dispersion comercial de GO (4 mg mL", Graphenea) y CHIT (bajo
peso molecular, 20-300 cP, Sigma-Aldrich). En primer lugar, se preparé una solucién de
CHIT 2,00 mg mL", disolviendo al polimero en buffer de acido 2-(M
morfolino)etanosulfénico (MES) 0,100 M pH 5,00 y sonicando durante 2 horas.

Una vez disuelto el CHIT, se agregd la dispersion de GO (hasta llegar a una
concentracion final de 1,25 mg mL") y se llevo a bafio de ultrasonido por 2 horas con el
fin de dispersar el coloide con el polimero. Para la modificacién covalente, se adicion6
EDC 0,100 M y NHS 0,100 M con el fin de favorecer la formacion de enlaces amida. Se
sonicd nuevamente durante 2 horas y luego se mantuvo en agitacion durante toda la
noche para completar la reaccion.

La purificacion de GO-CHIT se llevo a cabo centrifugando durante 60 min a 14000
rpm y resuspendiendo en buffer MES 0,100 M pH 5,00, repitiendo dicho procedimiento
4 veces. Para obtener RGO-CHIT, se redujo quimicamente el GO-CHIT mediante el
agregado de exceso de NaBH; a la dispersion y se agitd durante un dia. El lavado de
RGO-CHIT se realiz6 siguiendo el procedimiento anterior.

6.2.2. Limpieza y preparado de los sustratos de Au

Los electrodos de Au fueron pretratados de acuerdo al protocolo de la seccién
2.10.3. Para los experimentos de SPR, se utilizaron discos de Au BK7 y el
acondicionamiento utilizado es el informado en seccidn 2.8.1. La inmovilizacion del tiol
y los nanomateriales derivados de grafeno sobre los dos sustratos de Au se llevd a cabo
siguiendo el mismo procedimiento.
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6.2.2.a. Ensamblado no covalente de GO, GO-CHIT y RGO-CHIT

Las estrategias de inmovilizacion no covalente se llevaron a cabo mediante la
metodologia de autoensamblado LBL. Para ello se derivatizaron en primer lugar los
sustratos de Au con el tiol 3-mercaptopropan-sulfonato de sodio (MPS) de acuerdo al
procedimiento indicado en la seccion 2.11.1. Esta modificacion le confiere a la
superficie de Au una densidad de cargas negativas, que sirve de punto de anclaje para
el ensamblado posterior de GO y GO/RGO-CHIT. En el primer caso, para poder
inmovilizar al GO cargado negativamente, es necesario incorporar una capa previa de
un policatién. Como se muestra en la figura 6.4 A, Au/MPS se sumergié en una solucion
de PDDA 1,00 mg mL" preparada en buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 durante 15 min.
Luego, el GO se adsorbe sobre Au/MPS/PDDA a partir de una dispersién de GO 0,50 mg
mL" durante 30 min para obtener la plataforma AU/MPS/PDDA/GO. Finalmente, la BSA
se inmovilizé covalentemente activando los grupos carboxilato expuestos del GO sobre
Au/MPS/PDDA/GO con los agentes de acoplamiento EDC/NHS durante 20 min y luego
poniendo en contacto por 30 min a la plataforma activada con solucién de BSA 1,00 mg
mL" preparada en buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 (figura 6.4 A). La evaluacion de la
cantidad de proteina inmovilizada se realiza mediante SPR.

A

PDDA A}‘%M\ Go e so iy k
- SO- SO- SO~ LN N coo - LN S e NHS50mM, 30 N S co-
so SO g ()
705 395 305 §95° 1,00 mg mit 795 305 395 50 50 mg mL* 705 $057 $057 305 min 705 305 305 §0s

—_— e —_—
15 min 30 min 2°) BSA 1,00 mg

Au/MPS Au/MPS/PDDA Au/MPS/PDDA/GO ™™ Au/MPS/PDDA/
GO/BSA

B

U RGO-CHIT : = 1°) Glut 1% V)V,
7057 $057 $057 305 0,50 mg mL 705 308 7' 5 30 20 min
B —
60 min 2°) BSA 1,00 mg
Au/MPS Au/MPS/RGO-CHIT  mL% 30min  Au/MPS/RGO-CHIT/

Glut/BSA

Figura 6.4. Esquema del autoensamblado de GO (A) y GO-CHIT/RGO-CHIT (B) sobre Au/MPS,
y posterior inmovilizacion de BSA.

La inmovilizacion no covalente de GO-CHIT y RGO-CHIT se llevé a cabo mediante
el autoensamblado directo sobre Au/MPS ya que el polimero CHIT posee densidad de
carga positiva. Dicho autoensamblado se realiz6 por inmersion en una dispersion de
GO-CHIT 6 RGO-CHIT 0,50 mg mL! por 60 min (figura 6.4 B). La inmovilizacion covalente
de la proteina modelo BSA se llevé a cabo mediante el empleo del agente de
acoplamiento Glut, que liga los grupos amino expuestos de CHIT en Au/MPS/GO-CHIT
(6 RGO-CHIT) con los mismos grupos de la BSA. A tal fin se dejé interactuar a la
plataforma con solucién de Glut 1,0 %V/V (preparado en acido acético al 1,0 %V/V)
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durante 20 min, y luego poniendo en contacto por 30 min a la plataforma con solucién
de BSA 1,00 mg mL" preparada en bufferfosfato 0,050 M pH 7,40 (figura 6.4 B).

6.2.2.b. Ensamblado covalente de GO-CHIT y RGO-CHIT

Las estrategias de inmovilizacidén covalente se llevaron a cabo uniendo los grupos
amino del polimero en GO-CHIT/RGO-CHIT a la superficie de Au modificada con el tiol
4-aminotiofenol (4ATP), la cual posee grupos amino expuestos a la solucién. Para ello se
derivatizaron los sustratos de Au con 4ATP de acuerdo al procedimiento de la seccién
2.11.2. A continuacion se dejé interaccionar Au/4ATP con Glut 1,0 %V/V por 20 min y
luego con la dispersion de GO-CHIT (6 RGO-CHIT) 0,50 mg mL" durante un dado tiempo,
como se esquematiza en la figura 6.5. Para bloquear los grupos amino superficiales que
no reaccionaron con la dispersion, se incub6 por 15 min a Au/4ATP/Glut/GO-CHIT (6
RGO-CHIT) en solucién acuosa de etanolamina 1,0 M pH 8,30. La inmovilizacion de BSA
se llevd a cabo de la misma manera que en el ensamblado no covalente de GO-

CHIT/RGO-CHIT.
g ‘gzg

NH, NH, NH, NH, NH,

1°) Glut 1% WV, 1°) Glut 1% WV,

'%©©©©

20 min 20 min
2 )RGO -CHIT 2°) BSA 1,00 m
Au/4ATP 0somgmit  Au/AATP/GIut/RGO-CHIT 27 BSAL0OMS  p\ o xrpsGiut/RGO-

CHIT/Glut/BSA

Figura 6.5. Esquema de la inmovilizacién covalente de GO-CHIT/RGO-CHIT sobre Au/4ATP, y
posterior inmovilizacion de BSA.

6.2.3. Procedimiento e instrumentacion

Las mediciones de espectroscopia FTIR se realizaron con el instrumento 200X-
ATR-V (Interspectrum) usando una celda de ATR Miracle con ventana de cristal de Ge.
Los espectros Raman de las muestras en polvo fueron obtenidos con un espectrometro
Horiba Jobin Yvon LabRaman HR equipado con un laser de A= 632 nm. Las mediciones
corresponden a un promedio de 5 espectros y se tomaron con un filtro de atenuacion
de potencia al 10 %.

Los perfiles de andlisis termogravimétrico (TGA) se obtuvieron a partir de las
muestras en polvo con un equipo DTG-60 (Shimadzu). Los experimentos se llevaron a
cabo en atmdsfera de N2 a una velocidad de calentamiento de 10 °C min-'.
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El radio hidrodinamico aparente y el potencial { de las muestras fueron
determinados por dispersion de luz dinamica y dispersion de luz electroforética,
respectivamente, usando un instrumento Delsa Nano C (Beckman Coulter). Para las
medidas se utilizaron dispersiones acuosas de GO y GO-CHIT, ajustando su pH con
NaOH 0,170 M 6 HCI 0,10 M segun corresponda.

6.3. Resultados y discusion

6.3.1. Caracterizacion de GO, GO-CHIT y RGO-CHIT

Como se muestra en el esquema de la figura 6.6, el GO fue funcionalizado con
CHIT via formacidn de enlaces amida entre los grupos carboxilato del primero (activados
con EDC/NHS) y los grupos amino del segundo. El CHIT es un polisacarico que proviene
de la quitina y su cinética de solubilizacion (y su pKa) dependen del grado de
deacetilacién de los grupos amino, es decir, de la relacién entre n y m [45]. Las
concentraciones de CHIT y de EDC/NHS se pusieron en exceso respecto a la cantidad de
grupos carboxilato presentes en el GO (3,809 x10® moles carboxilato/mg de GO,
determinado por titulacidn).

0 0
ao ?lo 00—
NH, HN
LM,
CHIT EDC/NHS

sonicado

Figura 6.6. Esquema de la reaccién entre el GO y el CHIT para formar GO-CHIT.

La espectroscopia FTIR fue utilizada para verificar la formacion del enlace amida
en GO-CHIT y la reduccion a RGO-CHIT. La figura 6.7 muestras los espectros IR para
CHIT (—), GO (—), RGO (—), GO-CHIT (—) y RGO-CHIT (—). El espectro de CHIT (—)
muestra dos bandas caracteristicas a 1650 cm™ (amida I) y 1592 cm™ (amida II)
correspondientes al estiramiento C=0 y la deformacion N-H, respectivamente. Las
multiples bandas en las zonas a 1450-1200 y a 1200-900 cm™ corresponden a las
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deformaciones C-H (en los grupos metilo y metileno) y O-H, y las tensiones C-0O,
respectivamente. En el caso del GO (—), las bandas correspondientes a 1734y 1626 cm-
' son originadas por el estiramiento C=0O de los bordes y C=C conjugados,
respectivamente. Se observa también la aparicidn de otras bandas caracteristicas de los
grupos presentes en su estructura (figura 6.1 A), a 1169 cm™' (estiramiento C-O en
fenoles) y a 1049 cm™' (estiramiento C-O-C en grupos epoxi). Al reducir GO con NaBHa,
el espectro de RGO (—) exhibe cambios: desaparece la banda a 1734 cm™' debido a la
reduccion de los grupos carboxilato y hay un corrimiento a nimero de onda mas
pequefio de la banda de estiramiento de los enlaces C=C (1578 cm™) debido a la
restitucion de la aromaticidad e incremento relativo de las zonas de C sp?. Por otro lado,
en la zona entre 1400-900 cm™ aun se observan bandas (las cuales corresponden a
vibraciones de los enlaces O-H, C-O y C-0-C) debido a que la reduccion con este agente
no es completa y aun se mantienen algunos grupos oxigenados en la estructura del RGO
[46].
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Figura 6.7. Espectros FTIR para CHIT (—), GO (—), RGO (—), GO-CHIT (—) y RGO-CHIT (—).

La modificacion covalente de GO con CHIT (—) provoca un desplazamiento a
ndimeros de onda mas pequefios de las bandas amida I (1639 cm™) y amida II (1544
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cm), producto de los nuevos enlaces amida formados entre -NH; del CHIT y C=0 del
GO. Por otro lado, aun se observa la banda correspondiente a los grupos C=0 del GO (a
1721 cm™) indicando que la modificacidn covalente del GO no fue total. Luego de la
reduccion del GO-CHIT, el espectro del RGO-CHIT (—) aiin muestra las bandas amida I
y amida II y la consecuente desaparicion de la absorcion de los grupos C=0 del RGO
debido a la reduccién con NaBHa.

La espectroscopia UV-Vis brinda informacién respecto la restitucion de la red de
Csp?. Lafigura 6.8 muestra los espectros UV-Vis de CHIT (—), y de dispersiones acuosas
de GO (—), GO-CHIT (—) y RGO-CHIT (—). Debido a la eliminacién de las cargas
negativas en el proceso de reducciéon de RGO, no se pudo realizar una dispersiéon acuosa
estable y, en consecuencia, no fue posible tomar el espectro correspondiente.
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Figura 6.8. Espectros UV-Vis de CHIT (—), y de dispersiones acuosas de GO (—), GO-CHIT
(—) y RGO-CHIT (—).

El espectro de CHIT (—) muestra un incremento en la absorbancia a A cercanas
a 200 nm producto de las transiciones n = o* del polimero. El espectro del GO (—)
presenta dos bandas de extincién a 234 y 305 nm, debido a la transicion = = n* de las
zonas con enlaces C=C conjugados y a la transicion = - =* del enlace C=0,
respectivamente [47]. La modificacién covalente de GO con CHIT (—) provoca un
corrimiento de las bandas de extincion a A mayores debido al cambio en la constante
dieléctrica del medio por la presencia del polimero. Al reducir a RGO-CHIT, la banda
correspondiente al enlace C=0 desaparece mientras que se produce un corrimiento a A
mayores de la banda de C=C (260 nm) debido a la restitucion de la conjugacién « [47].
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Los cambios estructurales que sufren el GO y GO-CHIT al reducirse por
tratamiento con NaBH, se reflejan también en los espectros Raman de las muestras. La
figura 6.9 muestra los espectros Raman para GO (—), RGO (—), GO-CHIT (—) y RGO-
CHIT (—); donde se observa la presencia de los picos D (a ~1330 cm™), G (a ~1600 cm")
y 2D (a ~2650 cm"). El primero esta asociado a transiciones activadas por el desorden
en la red grafitica debido a la presencia de defectos, el segundo, al fondn de la estructura
grafitica sp?, y el ultimo, al ordenamiento en estructuras de multicapas [48,49]. Las
posiciones de las bandas y los anchos de medio pico (FWHM) se encuentran tabuladas
en la tabla 6.1. Al reducir el GO y GO-CHIT se observa un corrimiento a numeros de
onda mas pequerios de la banda D y G, asociados a la restauracion de la red grafitica de
C sp? [50].
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Figura 6.9. Espectros Raman de GO (—), RGO (—), GO-CHIT (—) y RGO-CHIT (—). La
intensidad de cada espectro fue normalizada por su Ip correspondiente.

Tabla 6.1. Posiciones de las bandas D, G y 2D; anchos de medio pico (FWHM) de las bandas D y
G. Los datos fueron obtenidos de los espectros Raman de la figura 6.9.

GO RGO GO-CHIT RGO-CHIT
D/em? 1336 1322 1334 1328
FWHMp/cm’? 97 88 118 93
G/cm’ 1598 1592 1600 1597
FWHMes/cm? 57 55 66 58
2D/cm? 2657 2648 2648 2636
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Los cambios en FWHM de las bandas D y G son indicadores de la presencia de
defectos en el plano basal de la estructura grafitica debido a la presencia de vacancias y
grupos oxigenados [51]. Como se observa en la tabla 6.1, los FWHM de las bandas D y
G disminuyen al reducir al GO/GO-CHIT a RGO/RGO-CHIT debido a la remocion parcial
de los grupos oxigenados y al cambio de hibridacién del C de sp3 a sp?. Por otro lado, la
modificacion covalente de GO y RGO con el polimero promueve la estabilidad de las
dispersiones y evita el reapilado de las [dminas grafiticas. Esto se traduce en una
disminucién en el nimero de onda de la banda 2D [52] al comparar GO con GO-CHIT y
RGO con RGO-CHIT.

La figura 6.10 ilustra los perfiles de TGA para CHIT (—), GO (—), RGO (—), GO-
CHIT (—) y RGO-CHIT (—). En todas las curvas, la pérdida de masa que se observa en el

rango de temperaturas entre 50y 70 °C corresponde a la remocién de moléculas de H,O
adsorbidas entre las capas grafiticas y sobre el polimero.
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Figura 6.10. Curvas de TGA para CHIT (—), GO (—), RGO (—), GO-CHIT (—) y RGO-CHIT (—).

La curva termogravimétrica para GO (—) muestra una pérdida de masa del 33,4
% de masa a 211 °C atribuido a la pirdlisis de los grupos oxigenados labiles para formar
CO, CO; y vapor [50,53]. En el caso de CHIT (—), la pérdida de masa de casi 60 % a 302
°C se asocia a la descomposicion térmica y oxidativa del polimero [54]. La reduccion del
GO a RGO (—) provoca la desaparicion de la pérdida de masa asociada a los grupos
oxigenados. La modificacién covalente de GO con CHIT (—) genera una pérdida de masa
a 280 °C debido a la presencia del polimero, lo cual confirma una vez mas la
funcionalizacion efectiva de las laminas. La reduccion de GO-CHIT (—) y consecuente
remocion parcial de los grupos oxigenados provoca que la pérdida de masa observada
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a 200 °C sea la mitad que en el caso del GO-CHIT. Por otro lado, la curva de RGO-CHIT
muestra la pérdida de masa a 300 °C provocada por la presencia del CHIT.

6.3.2. Ensamblado no covalente de GO

6.3.2.a. Propiedades electroquimicas de Au/MPS/PDDA/GO

La adsorcion de PDDA y GO se estudid a través de experimentos de VC
empleando FcOH 5,00 x104 M como sonda redox. La figura 6.11 A presenta los perfiles
voltamperométricos obtenidos para Au (—), Au/MPS (—), Au/MPS/PDDA (—), y
Au/MPS/PDDA/GO (—).
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Figura 6.11. A Perfiles voltamperométricos en FcOH 5,00 x104 M obtenidos sobre Au (—),

Au/MPS (—), Au/MPS/PDDA (—) y Au/MPS/PDDA/GO (—). Electrolito soporte: buffer fosfato
0,050 M pH 7,40. v= 0,050 V s'. By C Diferencia de potencial de pico (AE,) y corriente de pico
anddica (ipa), respectivamente, para los voltamperogramas del panel A.

En las figuras 6.11 By C se resumen los valores de AE;, e ipa obtenidos a partir de
la figura 6.11 A. La modificacion de Au con MPS provoca un incremento en AE, debido
al bloqueo de la transferencia de carga. La adsorcién de PDDA sobre Au/MPS acentua
este efecto debido a la formacién de una pelicula bloqueante sobre la superficie del
electrodo y ademas, por repulsion de cargas similares entre el polication y el producto
de oxidacion FcOH"* [55]. El autoensamblado de GO (—) provoca una disminucién en
AE, y un aumento en la ips, debido a la complementariedad de cargas entre el producto
de oxidacién de la sonday los grupos carboxilato del GO.

La superficie modificada con GO se caracteriz6 también con SECM por el método
de feedback empleando FCOH como sonda redox. La figura 6.12 muestra las imagenes
SECM obtenidas sobre Au (a), Au/MPS/PDDA (b), y Au/MPS/PDDA/GO (c). Sobre Au (a),
la corriente normalizada del UME (it/ir..) es (1,268 + 0,004) tal como corresponde para

una superficie conductora (seccion 2.7).
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Figura 6.12. Imagenes SECM obtenidas sobre Au (a), Au/MPS/PDDA (b), y Au/MPS/PDDA/GO
(c) empleando FcOH 5,00 x104 M como sonda redox. Electrolito soporte: bufferfosfato 0,050
M pH 7,40. Eyme = 0,500 V. Esybs = 0,000 V. vyme = 10,0 pm s,

La modificacién de Au con MPS/PDDA (b) provoca una disminucion en la it/ir.
del UME, hasta 1,14 + 0,01. El autoensamblado de GO sobre el polication (c) restaura la
corriente normalizada hasta valores cercanos al del electrodo desnudo (1,24 + 0,02).
Esto se debe a que en términos de velocidad de feedback de FcOH sobre el UME, las
[aminas de GO y la superficie de Au regeneran al mediador rédox con velocidades
similares [56]. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos mediante VC con la
misma sonda redox (figura 6.11).

6.3.2.b. Inmovilizacién de BSA sobre Au/MPS/PDDA/GO

El autoensamblado de PDDA y GO sobre Au/MPS asi como también la
inmovilizacidn covalente de la proteina se estudié mediante SPR. La figura 6.13 muestra
el sensorgrama para el autoensamblado sucesivo de PDDA (}) y GO (V) y la posterior

inmovilizacién de la proteina modelo, BSA (4).

La sefial de SPR por la inmovilizacién de PDDA (}) y GO (¥) luego 1 y 5 min,
respectivamente, alcanza el 90% del valor de 0spr de equilibrio, lo cual indica que son
procesos rapidos. El enjuague con buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 (¥) luego de agregar
GO produce un incremento en Bspr que se asocia al ingreso de aniones fosfato y agua a
la pelicula formada, originando cambios en el indice de refraccion del medio en contacto
con el Au [57]. Luego del agregado de EDC/NHS (}) para activar los grupos carboxilato
de Au/MPS/PDDA/GO, se observa un marcado incremento en 6spr debido al elevado

indice de refaccion de la mezcla. Luego del lavado con buffer (1), se pone en contacto la
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superficie con solucién de BSA 1,00 mg mL" (4). A partir del cambio en 0spr antes y
después del agregado de BSA (seccidn 2.8) se puede obtener el cubrimiento superficial
de la proteina I'ssa, la cual fue de 8,21 x10-'2 mol cm™.
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Figura 6.13. Sensorgrama para el ensamblado de PDDA (4) y GO (¥), activaciéon con EDC/NHS
(+) e inmovilizacion covalente de BSA (}). Las flechas negras ! representan los enjuagues con
el buffer correspondiente.

La inmovilizacion de BSA sobre la superficie de Au/MPS/PDDA/GO provoca
cambios en las propiedades electroquimicas de la plataforma que pueden ser
determinadas por EIE, dado que como se mencion6 anteriormente es una técnica
extremadamente sensible a los eventos de bio-reconocimiento que suceden en la region
interfacial [58]. Esto se debe a que las biomoléculas (que en general poseen peso
molecular alto o estan eléctricamente cargadas) que se unen al electrodo impactan
significativamente en la cinética de transferencia de carga de una sonda redox [34]. Este
es el principio mediante el cual funcionan todos los biosensores impedimétricos
reportados en bibliografia [59].

La figura 6.14 presenta los graficos de Nyquist obtenidos en Q/H.Q 2,00 x10-* M
sobre Au/MPS/PDDA/GO (®) y Au/MPS/PDDA/GO/BSA (O). Los espectros de impedancia
fueron ajustados con el circuito de la figura 2.7 B, sin el elemento de Warburg. La R
para Au/MPS/PDDA/GO fue (9,1 + 0,4) x10° Q mientras que cuando BSA se une
covalentemente a la plataforma aumenta 109 %, a (1,90 + 0,02) x108 Q. Esto se debe a
que la proteina actia como agente bloqueante de la transferencia de carga de la cupla
redox, provocando una disminucion en la ko aparente.
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Figura 6.14. Graficos de Nyquist para experimentos de EIE en Q/H,Q 2,00 x10-3 M sobre
Au/MPS/PDDA/GO (@) y Au/MPS/PDDA/GO/BSA (O). Potencial de trabajo: ~ 0,070 V. Amplitud:
10 mV. Rango de frecuencias medido: 10° - 10-" Hz. Electrolito soporte: MOPS 0,010 M + NaClO4
0,100 M. Las lineas representan la respuesta a partir del ajuste con el circuito de la figura 2.7
B (sin el elemento de Warburg).

6.3.2.c. Efecto del pH sobre la inmovilizacion de GO y BSA

Como se determiné mediante SPR, la inmovilizacién de GO es rapida, por lo que
es de esperar que el tiempo de autoensamblado tenga poca influencia en las
caracteristicas de la plataforma obtenida. Ademas del tiempo de adsorcidn, existen
otras variables que se pueden ajustar para controlar el autoensamblado LBL, siendo el
pH una de las mas ampliamente reconocidas y estudiadas [60]. En este sentido, se
estudio el efecto del pH de la dispersion de GO sobre las propiedades electroquimicas
de Au/MPS/PDDA/GO. Las imagenes SECM de la figura 6.15 presentan la reactividad
superficial para Au/MPS/PDDA (a) y para GO inmovilizado sobre dicha plataforma a
partir de dispersiones a distintos pHs: 6,00 (b), 7,00 (c), 8,00 (d) y 9,00 (e). La tabla 6.2
resume los valores de it/it.. promedios del UME para cada superficie.

La modificacion con dispersiones de pH creciente incrementa la corriente
medida por el UME respecto a Au/MPS/PDDA. Incluso, a pH 8,00 el valor de it/ir«
promedio supera a la corriente medida sobre Au. Teniendo en cuenta que, desde el
punto de vista electroquimico, GO es un aislante [61] estas variaciones en la corriente
del UME se deben a variaciones en las propiedades o estructura de la pelicula de GO
formada en funcién del pH.
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Figura 6.15. Imagenes SECM obtenidas sobre Au/MPS/PDDA (a), y Au/MPS/PDDA/GO a partir

de dispersiones de GO 0,50 mg mL" a distintos pH: 6,00 (b), 7,00 (c), 8,00 (d), y 9,00 (e).
Condiciones experimentales iguales a la figura 6.12.

Tabla 6.2. Valores de corriente normalizada del UME (it/ir-) para las imagenes SECM de la figura
6.15.

t/iT0
Au 1,268 = 0,004
Au/MPS/PDDA 1,14 +£ 0,01
Au/MPS/PDDA/GO (pH 6,00) 1,16 £ 0,01
Au/MPS/PDDA/GO (pH 7,00) 1,23 +£0,02
Au/MPS/PDDA/GO (pH 8,00) 1,32+ 0,02
Au/MPS/PDDA/GO (pH 9,00) 1,23 £ 0,02

En una dispersion coloidal (como la de GO) el movimiento browniano produce
colisién entre las particulas y si las fuerzas de atraccidon predominan, las particulas se
aglomeran después de la colision. En caso contrario, si las fuerzas de repulsion
predominan, las particulas permanecen separadas después de la colision. Las fuerzas
de atraccion son las de van der Waals, en tanto que las fuerzas de repulsién provienen
de la interaccion entre las dobles capas eléctricas que rodean a las particulas [62]. Dado
que las cargas superficiales del GO estan dadas por el grado de ionizacién de los grupos
carboxilato, es de esperar que la estabilidad coloidal dependa fuertemente del pH. La

figura 6.16 muestra el potencial ¢ y el radio hidrodinamico para dispersiones de GO
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0,50 mg mL" en funcién del pH, obtenidos mediante un equipo que utiliza el principio
de dispersion de luz dinamica.

El potencial ¢ disminuye conforme aumenta el pH hasta 8,00 para aumentar
luego levemente. Otros autores han reportado comportamientos similares, donde el pH
al cual se alcanza el minimo valor de potencial depende del método de sintesis del GO
[63-65]. Dicho minimo esta relacionado con la concentracion de iones del NaOH usado
para ajustar el pH: al aumentar éste, incrementa la concentracién de los iones Na* que
apantallan las cargas negativas del GO.
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Figura 6.16. Potencial ¢ (eje de la izquierda, ®) y radio hidrodinamico (eje de la derecha, ®) en
funcién del pH para dispersiones acuosas de GO 0,50 mg mL". El pH de las muestras fue
ajustado con NaOH 0,10 M.

El radio hidrodinamico ha demostrado ser una herramienta muy Util para evaluar
cambios en el tamafio de las laminas de GO dado que se puede correlacionar
directamente con los tamafios reales medidos por TEM, pero empleando una técnica
mas sencilla y menos costosa [66]. Los puntos azules de la figura 6.16 muestran que el
radio disminuye hasta pH 8,00 para luego mantenerse constante. Esta tendencia, que se
correlaciona con la del potencial £, sugiere que a pH basico y debido a que su caracter
se hace mas hidrofilico, porque los grupos carboxilato se encuentran deprotonados, las
[dminas de GO se encuentran mas extendidas. Al disminuir el pH, la protonacion de los
grupos carboxilato disminuye la hidrofilicidad del GO produciendo agregado de las
particulas e incremento de su radio. Cote y col. [63] observaron un comportamiento
similar con el pH, estudiando la formacion de peliculas de Langmuir en la interfaz agua-
aire.
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De esta manera, los incrementos en la corriente observados en las imagenes
SECM con el aumento del pH de la dispersion de GO estan relacionados con una mejor
disponibilidad de los grupos carboxilato (producto de un ensamblado mas eficiente por
reduccion del radio hidrodindmico y aumento de la carga superficial) que favorecen la
transferencia de carga de FcOH por complementariedad de cargas.

Para evaluar el efecto del pH sobre la inmovilizaciéon de BSA, se autoensamblaron
dispersiones de GO de pH creciente sobre Au/MPS/PDDA y luego se uni6
covalentemente la proteina, previa activacion con EDC/NHS. La cantidad de BSA
inmovilizada fue determinada mediante experimentos de SPRy se muestra en la figura
6.17 A. Se puede observar que I'ssa aumenta hasta pH 8,00, siguiendo la misma
tendencia que los resultados anteriores: si aumenta la disponibilidad de los grupos
carboxilato, aumentan los puntos de unién con la proteina.
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Figura 6.17. A Cubrimientos superficiales de BSA (I'ssa) en funcién del pH de la dispersién de
GO ensamblada sobre Au/MPS/PDDA. Los ['ssa fueron obtenidos de experimentos de SPR, a
partir del ABspr debido a la inmovilizacion covalente de la proteina. B Dependencia de Ry de
espectros de impedancia en Q/H,Q 2,00 x103 M en funcién del pH de la dispersiéon de GO
ensamblada sobre Au/MPS/PDDA. Las barras en naranja corresponden a los valores de R
obtenidos antes de la inmovilizacién de BSAy las barras violetas, para los R luego de la union
de Au/MPS/PDDA/GO con BSA.

Los cambios en la plataforma producto de la inmovilizacién de BSA también
pueden ser evaluados mediante EIE usando Q/H.Q 2,00 x10-3* M como sonda redox, a
partir del analisis de las Ri. El panel B de |a figura 6.17 presenta las Ric obtenidas sobre
Au/MPS/PDDA/GO (barras naranjas) y Au/MPS/PDDA/GO/BSA (barras violetas) en
funcion del pH de la dispersion de GO. Este marcador redox muestra que Ry €s minimo
cuando el pH de la dispersién de GO ensamblado es 8,00. Si bien se conoce que GO es
un aislante desde el punto de vista electroquimico, respecto a la capa de Au/MPS/PDDA
subyacente posee una cinética de transferencia de carga mayor (seccién 2.5.1). Esto se
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traduce en una disminucién en la R, conforme se inmoviliza mayor cantidad de GO. Por
otro lado, dado que a pH 8,00 es cuando se obtiene mayor I'ssa, en esta condicién se
alcanza el mayor incremento en Ri cuando se modifica Au/MPS/PDDA/GO con BSA dado
que la misma actia como agente bloqueante para la transferencia de carga de Q/H:Q.

6.3.3. Ensamblado no covalente de GO-CHIT

6.3.3.a. Propiedades electroquimicas de Au/MPS/GO-CHIT

En la figura 6.18 A se muestran los perfiles voltamperométricos obtenidos para
Au (—), Au/MPS (=), y Au/MPS/GO-CHIT (—) preparados a partir de la adsorcién
durante 60 min de una dispersion de GO-CHIT 0,50 mg mL" en presencia de FcOH 5,00
x104 M como sonda redox. Para la adsorcion de GO modificado covalentemente con
CHIT, no fue necesario ensamblar previamente un polimero debido a la
complementariedad de cargas entre el MPS y los grupos amino del CHIT.

A diferencia del caso de Au/MPS/PDDA/GO, el ensamblado de GO-CHIT sobre el
sustrato modificado con el tiol incrementa AE, en 35,5 mV (figura 6.18 B) y disminuye
ipa 1, 28 veces (figura 6.18 C). Esto se debe a dos efectos: por un lado, a que el polimero
actua como agente bloqueante de la transferencia de carga; y por el otro, a la repulsion
electrostatica entre cargas positivas del CHIT y del producto de oxidacién FcOH"* [55].
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Figura 6.18. A Perfiles voltamperométricos en FcOH 5,00 x104 M obtenidos sobre Au (—),
Au/MPS (—), y Au/MPS/GO-CHIT (—). Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M pH 7,40. v=

0,050 V s'. B y C Diferencia de potencial de pico (AEp) y corriente de pico anddica (ipa),
respectivamente, para los voltamperogramas del panel A.

Mediante SECM se realizaron estudios electroquimicos complementarios,
usando FcOH como sonda redox. La figura 6.19 muestra la corriente normalizada del
UME obtenida sobre Au (a) y Au/MPS/GO-CHIT (b). La modificaciéon de Au con MPS y GO-

CHIT provoca una disminucién de la corriente normalizada hasta un valor de (1,139 +
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0,005) it«, en consonancia con los resultados de VC. Se puede observar una respuesta
electroquimica superficial homogénea indicando que la capa inmovilizada de GO-CHIT
se encuentra uniformemente distribuida sobre la superficie de Au/MPS.
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Figura 6.19. Imagenes SECM obtenidas sobre Au (a), y Au/MPS/GO-CHIT (b), empleando FcOH
5,00 x104 M como sonda redox. Condiciones experimentales iguales a las de la figura 6.12.

6.3.3.b. Inmovilizacién de BSA sobre Au/MPS/GO-CHIT

La construccidén de la plataforma Au/MPS/GO-CHIT y la inmovilizacién covalente
de la proteina, empleando Glut, fueron evaluadas en tiempo real utilizando SPR. La
figura 6.20 muestra el sensorgrama obtenido durante el proceso de ensamblado.
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Figura 6.20. Sensorgrama para el ensamblado de GO-CHIT ({), y luego la activacién con Glut
(V) e inmovilizacién covalente de BSA (}). Las flechas ¥, }, y | representan los enjuagues y
cambios de medio con bufferfosfato 0,050 M pH 7,40, acido acético 1 %V/V, y buffer acetato
0,020 M pH 5,00; respectivamente.
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La inyecciéon de GO-CHIT 0,50 mg mL™" () sobre Au/MPS provoca un incremento
en Ospr debido a la adsorcion mediada por cargas complementarias de la dispersion
sobre la superficie. La misma es rapida, dado que al cabo de 6 min se alcanza el 90 %
de la sefal de equilibrio. Luego del lavado con buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 (3) y el
cambio de medio, a acido acético 1% V/V ({), se ponen en contacto Au/MPS/GO-CHIT
con Glut 1 %V/V (4) por 30 min para activar los grupos amino. Se cambia de medio a
buffer acetato 0,020 M pH 5,00 () y luego se inyecta BSA 1,00 mg mL" (}) durante 30
min. El incremento en 6spr esta asociado a la union covalente entre el CHIT-Glut y los
grupos amino de la proteina.

A partir de ABspr Obtenido como consecuencia del agregado de BSA se puede
calcular T'gsa (seccién 2.8), cuyo valor es de 3,14 x107> mol cm2. En el caso de esta

plataforma, se inmoviliza una menor cantidad de proteina en comparacion con
Au/MPS/PDDA/GO.
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Figura 6.21. Graficos de Nyquist para experimentos de EIE en Q/H,Q 2,00 x103 M sobre
Au/MPS/GO-CHIT (®) y Au/MPS/GO-CHIT/Glut/BSA (O). Condiciones experimentales iguales a
las de la figura 6.14. Las lineas representan la respuesta a partir del ajuste con el circuito de
la figura 2.8 B (sin el elemento de Warburg).

Los cambios en el comportamiento electroquimico de la plataforma se evaluaron
mediante EIE con Q/H2Q 2,00 x10-3* M como sonda redox. La figura 6.21 compara los
graficos de Nyquist obtenidos sobre Au/MPS/GO-CHIT (®) y Au/MPS/GO-CHIT/Glut/BSA
(O), los cuales fueron ajustados con el circuito equivalente de la figura 2.8 B sin el
elemento de Warburg. Dicho circuito corresponde al modelo de membrana capilar y
posee dos constantes de tiempo distintas que representan dos zonas de la superficie
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con ko significativamente distintas (secciéon 2.5.1). Esto quiere decir que, si bien el
cubrimiento de la superficie con GO-CHIT es homogéneo, es probable que el polimero
esté distribuido cerca de los bordes del GO, donde se encuentran los grupos carboxilato.
De esta manera quedan expuestas dos zonas a la solucion: las que poseen el CHIT y
aquellas con el GO descubierto.

La R total incrementa de (2,4 £ 0,2) x10°% Q para Au/MPS/GO-CHIT a (2,8 £ 0,4)
x108 Q para Au/MPS/GO-CHIT/Glut/BSA. De manera similar al sistema PDDA/GO, este
incremento se debe al efecto bloqueante de la proteina a la transferencia de carga de la
cupla redox. En este caso, el aumento en la R es s6lo de 17 % lo que se correlaciona
con la pequefa cantidad de proteina inmovilizada, determinada mediante SPR.

6.3.3.c. Efecto del pH sobre la inmovilizacion de GO-CHIT y BSA

La reactividad electroquimica superficial de las plataformas Au/MPS/GO-CHIT,
obtenidas a partir de dispersiones de GO-CHIT preparadas a diferentes pH, fue evaluada
mediante SECM en modo feedback. La figura 6.22 presenta las imagenes SECM de Au
(a) y Au/MPS/GO-CHIT a partir del ensamblado de dispersiones de GO-CHIT 0,50 mg
mL" a pH 6,01 (b), 4,49 (c), 3,01 (d), y 1,98 (e).
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Figura 6.22. Imagenes SECM obtenidas sobre Au (a), y Au/MPS/GO-CHIT a partir de dispersiones
de GO-CHIT 0,50 mg mL" preparadas a distintos pHs: 6,01 (b), 4,49 (c), 3,01 (d), y 1,98 (e).
Condiciones experimentales iguales a la figura 6.12.

Se observa que conforme disminuye el pH de la dispersion de GO-CHIT, la
corriente normalizada del UME también disminuye. En la tabla 6.3 se muestran los

valores de it/it. promedio para cada una de las plataformas. Dado que GO-CHIT
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disminuye la velocidad de la transferencia de carga de FcOH, esa disminucion en it/ir.»
estaria relacionada con un incremento en la cantidad de GO-CHIT sobre la superficie
conforme disminuye el pH de la dispersion.

Tabla 6.3. Valores de corriente normalizada del UME (it/it») para las imagenes SECM de la figura
6.22.

/i
Au 1,268 £ 0,004
Au/MPS/GO-CHIT (pH 6,01) 1,20 £ 0,01
Au/MPS/GO-CHIT (pH 4,49) 1,174 £ 0,009
Au/MPS/GO-CHIT (pH 3,01) 1,139 £ 0,005
Au/MPS/GO-CHIT (pH 1,98) 1,110 £ 0,003

Para analizar el efecto del pH en la dispersién coloidal de GO-CHIT, se midieron
el potencial ¢ y el radio hidrodindamico mediante dispersion de luz dindmica, los cuales
se muestran en la figura 6.23. Debido a la incorporacion de CHIT (su pKa oscila entre
2,5 - 4,5 dependiendo del tamafio y grado de deacetilacion [45]) al GO, las laminas
pueden ser dispersas en medio acuoso. En medio acido, como se puede observar en la
figura 6.23, la dispersion coloidal tiene carga positiva.
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Figura 6.23. Potencial ¢ (eje de la izquierda, ®) y radio hidrodinamico (eje de la derecha, ®) en
funcion del pH para dispersiones acuosas de GO-CHIT 0,50 mg mL"". El pH de las muestras fue
ajustado con NaOH/HCI 0,10 M.
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Conforme se incrementa el pH de la dispersion de GO-CHIT, el potencial £ se
reduce y el radio hidrodinamico aumenta, lo cual indica que al disminuir la carga
superficial se observa un agregado de la dispersion producto de la deprotonacion de los
grupos amonio del CHIT [9]. Esto resulta en un “ovillado” del polimero, ya que no estan
presenten las repulsiones electrostaticas, lo cual favorece la formacién de agregados
por interacciones de van de Waals y puentes de hidrégeno. Por encima de pH 5,50 se
observd que la dispersion no es estable y que precipita una vez suspendido el
tratamiento de ultrasonido.

Dado que la dispersabilidad de las laminas de GO-CHIT aumenta al disminuir el
pH, esto favorece el autoensamblado sobre Au/MPS: las imagenes SECM de la figura
6.22 correspondientes a los pH mas altos (b, €) muestran un cubrimiento incompleto e
irregular de la superficie producto del ensamblado de agregados de GO-CHIT.

El efecto del pH de la dispersion de GO-CHIT en la inmovilizacién covalente de
BSA se evalu6 calculando los cubrimientos superficiales, mostrados en la figura 6.24 A.
Los mismos se determinaron a partir de los ABspr de sensorgramas obtenidos a cada pH.
Siguiendo la tendencia de los resultados anteriores, al disminuir el pH se inmoviliza una
mayor cantidad de proteina. Esto se debe a que se ensambla una mayor cantidad de
GO-CHIT sobre Au/MPS, lo cual incrementa la densidad de grupos amino que sirven
como puntos de anclaje de la BSA.
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Figura 6.24. A Cubrimientos superficiales de BSA (I'ssa) en funcion del pH de la dispersion de
GO-CHIT ensamblada sobre Au/MPS. B Dependencia de Ry total de espectros de impedancia
en Q/H2Q 2,00 x103 M en funcién del pH de la dispersiéon de GO-CHIT ensamblada sobre
Au/MPS. Las barras en naranja corresponden a los valores de Ry obtenidos antes de la
inmovilizacién de BSA y las barras violetas, para los R luego de la unién de Au/MPS/GO-CHIT
con BSA.

175



Los cambios en la inmovilizacién de BSA en funcién del pH de GO-CHIT también
fueron analizados mediante la R total obtenida a partir de EIE usando Q/H.Q 2,00 x10-
3 M como sonda rédox (figura 6.24 B, barras naranjas). Conforme disminuye el pH de la
dispersion de GO-CHIT ensamblada sobre Au/MPS, disminuye la Ry total. Si bien GO-
CHIT es un aislante desde el punto de vista electroquimico, la ko en comparacion con la
capa subyacente de Au/MPS es mayor. De esta manera, al inmovilizar mayor cantidad
de GO-CHIT disminuye la R total.

Dado que I'sss aumenta cuando el pH disminuye, la modificacion de Au/MPS/GO-
CHIT con BSA produce un aumento en la diferencia de R total de la plataforma, cony

sin proteina (figura 6.24 B, barras violetas). Dicha diferencia en R se acentua con la
disminucién del pH: en la condicién 6ptima (pH 2,48) el incremento en Ry es del doble.

6.3.4. Ensamblado no covalente de RGO-CHIT

6.3.4.a. Propiedades electroquimicas de Au/MPS/RGO-CHIT

El efecto de la adsorcion de RGO-CHIT sobre la respuesta electroquimica de
Au/MPS fue estudiado mediante VC utilizando FcOH 5,00 x10+ M como sonda redox. La
figura 6.25 A muestra los perfiles voltamperométricos obtenidos sobre Au (—), Au/MPS
(=), y Au/MPS/RGO-CHIT (—) preparado a partir de la adsorcion de una dispersion de
RGO-CHIT 0,50 mg mL" durante 60 min. Los graficos de barra de las figuras 6.25 By C
presentan los parametros electroquimicos AE, y ipa, respectivamente, obtenidos a partir
de los voltamperogramas sobre cada plataforma.
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Figura 6.25. A Perfiles voltamperométricos en FcOH 5,00 x10* M obtenidos sobre Au (—),
Au/MPS (—), y Au/MPS/RGO-CHIT (—). Electrolito soporte: bufferfosfato 0,050 M pH 7,40. v=

0,050 V s. B y C Diferencia de potencial de pico (AE,) y corriente de pico anddica (ipa),
respectivamente, para los voltamperogramas del panel A.
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El ensamblado de RGO-CHIT sobre Au/MPS produce una disminucion del AE,, de
(127 £ 4) mV a (93 £ 4) mV, asociada a una mejora en la cinética de la transferencia de
carga de la cupla redox. En la seccidn 6.3.1 se demostr6 que al reducir GO-CHIT con
NaBH4 se restablece parcialmente la red grafitica sp? del nanomaterial por lo que,
cuando se ensambla al mismo sobre la plataforma se favorece la “comunicacion
electroquimica” con la sonda [67].
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Figura 6.26. Imagenes SECM obtenidas sobre Au (a), y Au/MPS/GO-CHIT (b), empleando FcOH
5,00 x10+ M como sonda redox. Condiciones experimentales iguales a la figura 6.12.

Se realizaron estudios de las plataformas mediante SECM con el fin de
caracterizar la reactividad electroquimica superficial. La figura 6.26 muestra las
imagenes SECM de corriente normalizada obtenidas sobre Au (a) y Au/MPS/RGO-CHIT
(b). La corriente normalizada promedio de Au/MPS/RGO-CHIT es estadisticamente igual
a la del electrodo desnudo: (1,26 + 0,03) y (1,268 + 0,004) ir., respectivamente. Sin
embargo, la respuesta sobre Au/MPS/RGO-CHIT no es uniforme, indicando que la
adsorcién de RGO-CHIT es heterogénea. Las zonas de corriente mas alta corresponden
a zonas cubiertas por la dispersion mientras las de corriente mas baja, a zonas donde el
cubrimiento de RGO-CHIT es bajo o nulo.

6.3.4.b. Inmovilizacion de BSA sobre Au/MPS/RGO-CHIT

Mediante SPR se evalu6 el autoensamblado de RGO-CHIT y la inmovilizacién,
mediada por Glut, de BSA. La figura 6.27 ilustra el sensorgrama obtenido durante la
construccion de la plataforma Au/MPS/RGO-CHIT y la posterior inmovilizacion covalente
de la proteina.
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Figura 6.27. Sensorgrama para el ensamblado de RGO-CHIT (}), y luego la activacién con Glut
(+) e inmovilizacién covalente de BSA (V). Las flechas ¥, ¥, y | representan los enjuagues y
cambios de medio con buffer fosfato 0,050 M pH 7,40, acido acético 1 %V/V, y buffer acetato
0,020 M pH 5,00; respectivamente. Condiciones experimentales como en la seccién 6.2.2.a.
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Figura 6.28. Graficos de Nyquist para experimentos de EIE en Q/H,Q 2,00 x103 M sobre
Au/MPS/RGO-CHIT (®) y Au/MPS/RGO-CHIT/Glut/BSA (O). Condiciones experimentales iguales
a las de la figura 6.14. Las lineas representan la respuesta a partir del ajuste con el circuito de
la figura 2.8 B (sin el elemento de Warburg).

La interaccion de Au/MPS con la dispersién de RGO-CHIT 0,50 mg mL" (4)
produce un aumento de 6spr asociado a la adsorcidn de la dispersidn sobre el sustrato

de carga complementaria. Luego del lavado con buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 (V) se
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activan los grupos amino expuestos de Au/MPS/RGO-CHIT con Glut 1 %V/V (}) por 30
min. Posterior al cambio de medio a buffer acetato 0,020 M pH 5,00 (¢), se inyecta BSA
1,00 mg mL" (3). El cambio en el angulo de SPR permitié determinar T'ssa para
Au/MPS/RGO-CHIT, el cual fue de 4,46 x10-'2 mol cm-2.

Al igual que en los casos anteriores, la modificacion con BSA genera cambios en
las propiedades interfaciales de la plataforma que pueden ser evaluadas mediante EIE.
La figura 6.28 muestra los graficos de Nyquist obtenidos sobre Au/MPS/RGO-CHIT (®) y
Au/MPS/RGO-CHIT/Glut/BSA (O) en solucién de Q/H.Q 2,00 x10-3 M. Los espectros de
impedancia fueron ajustados con el circuito equivalente de la figura 2.8 B sin el
elemento de Warburg. La utilizacion del modelo de membrana capilar implica la
presencia de dos zonas con ko aparente distintas debido a la distribucion del polimero
bloqueante y la superficie conductora del RGO (seccién 6.3.3.b).

La inmovilizacion covalente de BSA sobre Au/MPS/RGO-CHIT provoca el
incremento en la R total de (7,6 + 0,6) x10° a (2,0 + 0,2) x108 Q. De manera similar a las
plataformas con GO y GO-CHIT, la disminucién en la accesibilidad de la sonda a la
superficie electroactiva por la presencia de la proteina produce este aumento en Rg.

6.3.4.c. Efecto del pH sobre la inmovilizacion de RGO-CHIT y BSA

Se estudio el efecto del pH de la dispersion de RGO-CHIT sobre las propiedades
electroquimicas de Au/MPS/RGO-CHIT. Las imagenes SECM de la figura 6.29 presentan
la reactividad superficial para Au (a) y Au/MPS/RGO-CHIT a partir del ensamblado de
dispersiones de RGO-CHIT 0,50 mg mL" a distintos pHs: 5,80 (b), 4,00 (c), 2,95 (d) y 1,95
(e).

En la tabla 6.4 se muestran los valores de it/ir.. promedio para cada una de las
superficies. Se observa que la modificacién con la dispersién de RGO-CHIT a pH 5,80 no
incrementa la corriente normalizada respecto a la superficie de Au. Esto se puede
explicar por el hecho que a pH cercanos a 7 las cadenas de CHIT se encuentran poco
protonadas (figura 6.23), haciendo que el polimero no se encuentre extendido sino
ovillado y bloqueando la conduccién de las ldminas de RGO. Al disminuir el pH de la
dispersion a 4,00, la it/it.. comienza a aumentar. La respuesta en corriente es poco
regular lo cual indica la formacién de agregados sobre la superficie, dado que la
dispersabilidad de RGO-CHIT no es buena. La reduccion del pH a 2,95y 1,95 genera
aumentos marcados en la corriente normalizada y superficies con una respuesta mas
homogénea, sugiriendo cubrimientos regulares de RGO-CHIT.
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Figura 6.29. Imdagenes SECM obtenidas sobre Au (a), y Au/MPS/RGO-CHIT a partir de
dispersiones de RGO-CHIT 0,50 mg mL-" preparadas a distintos pHs: 5,80 (b), 4,00 (c), 2,95 (d),
y 1,95 (e). Condiciones experimentales iguales a la figura 6.12.

Tabla 6.4. Valores de corriente normalizada del UME (ir/it») para las imagenes SECM de la figura
6.29.

/i
Au 1,268 £ 0,004
Au/MPS/RGO-CHIT (pH 5,80) 1,186 £ 0,006
Au/MPS/RGO-CHIT (pH 4,00) 1,26 £ 0,03
Au/MPS/RGO-CHIT (pH Z,95) 1,294 £ 0,009
Au/MPS/RGO-CHIT (pH 1,95) 1,322 £ 0,008

Los resultados anteriores demuestran que, a pesar de que el CHIT que modifica
a RGO sea un bloqueante para la transferencia de carga, cuando la dispersabilidad de
RGO-CHIT es éptima (a pHs bajos) prima el comportamiento conductor del RGO.

El pH de RGO-CHIT también tiene un marcado efecto en la inmovilizacion de BSA.
La disminucion del pH de la dispersion provoca un incremento en la cantidad de
proteina covalentemente inmovilizada, como lo muestran los T'ssa (figura 6.30 A)
obtenidos mediante experimentos de SPR. Al inmovilizar mayor cantidad de CHIT
aumenta la cantidad de grupos amino disponibles que sirven de puntos de anclaje para
BSA.

La unién de BSA a Au/MPS/RGO-CHIT produce cambios en la region interfacial
que, de la misma manera que con las plataformas anteriores, puede ser evaluado
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mediante EIE. La R total (figura 6.30 B), obtenida a partir de experimentos de EIE con
Q/H2Q 2,00 x10-* M para Au/MPS/RGO-CHIT, disminuye al reducir el pH de la dispersion
ensamblada. Dado que RGO-CHIT es conductor y posee un alto porcentaje de C sp?,
dicha disminucion estd asociada a un aumento en la ko (ecuaciéon 2.13) por el
ensamblado de una mayor cantidad de RGO-CHIT al reducir el pH.
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Figura 6.30. A Cubrimientos superficiales de BSA (I'ssa) en funcién del pH de la dispersién de
RGO-CHIT ensamblada sobre Au/MPS. B Dependencia de R total de espectros de impedancia
en Q/H>Q 2,00 x103 M en funcién del pH de la dispersién de RGO-CHIT ensamblada sobre
Au/MPS. Las barras en naranja corresponden a los valores de Ry obtenidos antes de la
inmovilizacién de BSAy las barras violetas, para los Ry luego de la unién de Au/MPS/RGO-CHIT
con BSA.

Al inmovilizar covalentemente BSA sobre las plataformas a cada pH, la R total
aumenta en comparacién a la obtenida sin BSA (figura 6.30 B, barras violetas) debido
al bloqueo de la superficie. Dado que la plataforma ensamblada a pH 1,95 es la que
posee mayor cantidad de RGO-CHIT es la que presenta el mayor cambio en la Re.

6.3.5. Inmovilizacion covalente de GO-CHIT y RGO-CHIT

La inmovilizacion covalente de GO-CHIT y RGO-CHIT se llev6 a cabo activando la
plataforma Au/4ATP con Gluty luego dejando interaccionar la superficie activada con la
dispersion correspondiente. La modificacion sucesiva de la plataforma fue evaluada
mediante VC utilizando a FcOH 5,00 x104 M como marcador redox. La figura 6.31 A
muestra los perfiles voltamperométricos obtenidos sobre Au (—), Au/4ATP (—),
Au/4ATP/Glut/GO-CHIT (—), y Au/4ATP/Glut/RGO-CHIT (—) preparados a partir de la
interaccion de Au/4ATP/Glut con dispersiones de GO-CHIT 6 RGO-CHIT 0,50 mg mL" a
pH 1,95, durante 15 h. El ensamblado del tiol 4ATP sobre Au produce una disminucidn
en la ipa de FcOH (figura 6.31 B) debido a la repulsion electrostatica del producto de
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oxidacién y los grupos amino de la monocapa del tiol. La inmovilizaciéon de las
dispersiones sobre Au/4ATP/Glut no genera cambios marcados en AE, y ipa (figura 6.31
By C, respectivamente) aun después de 15 h de dejar interaccion, lo cual indica que no
hay un cambio apreciable en las propiedades electroquimicas de la plataforma. Esto
sugiere una baja densidad de modificacién de Au/4ATP/Glut con GO-CHIT y RGO-CHIT.
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Figura 6.31. A Perfiles voltamperométricos en FcOH 5,00 x104 M sobre Au (—), Au/4ATP (—),
Au/4ATP/Glut/GO-CHIT (—), y Au/4ATP/Glut/RGO-CHIT (—). Electrolito soporte: bufferfosfato

0,050 M pH 7,40. v= 0,050 V s'. By C Diferencia de potencial de pico (AEp) y corriente de pico
anddica (ipa), respectivamente, para los voltamperogramas del panel A.

La inmovilizacion covalente de GO-CHIT y RGO-CHIT fue evaluada en tiempo real
a través de SPR. Las figuras 6.32 A y B muestran los sensorgramas obtenidos durante
la construccién de las plataformas a partir de dispersiones de GO-CHIT y RGO-CHIT,
respectivamente. En primer término se activaron los grupos amino de Au/4ATP con Glut
1 %V/V (4) para poder luego enlazar covalentemente GO-CHIT 6 RGO-CHIT () incubando
durante 15 hs una dispersidn del nano-material correspondiente a pH 1,95 (secciones
6.3.3.c y 6.3.4.c). Se selecciond dicho tiempo de incubado para alcanzar una
modificacion con la mayor cantidad posible de dispersion, ya que a tiempos menores se
encontraron cubrimientos practicamente nulos de BSA. A continuacion, se bloquearon
los grupos amino de 4ATP que no reaccionaron con etanolamina 1,0 M pH 8,30 durante
15 min (!). Luego de los enjuagues correspondientes se activaron nuevamente los
grupos amino del CHIT con Glut () y se inmovilizé covalentemente BSA (V), siguiendo el
mismo protocolo de las secciones 6.3.3.b y 6.3.4.b. Al igual que en los casos anteriores,
a partir de ABspr se pudieron calcular los I'ssa para Au/4ATP/Glut/GO-CHIT/Glut/BSA 'y
Au/4ATP/Glut/RGO-CHIT/Glut/BSA los cuales fueron, respectivamente, 1,64 x10-'?y 2,37
x10-"2 mol cm2. En consonancia con los resultados de caracterizacion electroquimica, la
modificacion con la proteina fue mas baja en comparacion a las plataformas
ensambladas no covalentemente. Estos resultados, y los tiempos prolongados de
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modificacion de esta estrategia, permiten concluir que la inmovilizacion covalente de los
derivados de grafeno no presenta ventajas comparativas superiores frente a las
metodologias no covalentes.
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Figura 6.32. Sensorgramas para el ensamblado covalente por incubado en dispersiones de GO-
CHIT (A) y RGO-CHIT (B). Las flechas 4, y | representan los enjuagues y cambios de medio con
acido acético 1 %V/V, y buffer acetato 0,020 M pH 5,00; respectivamente. Condiciones
experimentales como en la seccién 6.2.2.a.

6.3.6. Comparacion de las estrategias de inmovilizacion no covalentes

A partir de una inspeccion rapida de los resultados se concluye que entre las
estrategias covalentes y las no covalentes de inmovilizacion de los nanomateriales
derivados de grafeno, las nos covalentes arrojan cubrimientos de BSA mas grandes,
cambios marcados en las propiedades electroquimicas y rapidez y simplicidad en el
preparado e las plataformas.
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Tabla 6.5. Comparacién de los resultados mas relevantes para las estrategias de inmovilizacién no covalentes: Au/MPS/PDDA/GO, Au/MPS/GO-CHIT, y

Au/MPS/RGO-CHIT. En todos los casos, los resultados mostrados corresponden a la condicidn éptima de pH.

PDDA/GO GO-CHIT RGO-CHIT
1,080
80- 1,131
1,182
Reactividad 601
- % % % 1,233
superficial 3 3 s N Lo8a
(SECM)?
20. 1,336
1,370
20 40 20 40 40 60 80
X/pm x/pm X/um
I'gsa/mol cm2 9,18 x1012 4,33 x1012 5,50 x1012
Cubrimiento
superficial de
) 6,90 x104 3,78 x104 3,64 x104
nano-material ®
/mg cm-2
% aumento Ry € 269 110 821

@ Corresponden a las imagenes SECM mostradas en las secciones anteriores, presentadas en 2D.

b Obtenido de ensamblar PDDA/GO, GO-CHIT 6 RGO-CHIT sobre una cubeta de cuarzo (seccién 2.10.1) en las mismas condiciones al ensamblado sobre
electrodos de Au. Luego de tomar los espectros UV-Vis correspondientes se obtuvieron los cubrimientos a partir de los coeficientes de extincion
determinados. £(GO,230 nm) = 49,0 mL mg' cm'. (GO-CHIT,232 nm) = 22,4 mL mg' cm™. ¢(RGO-CHIT,258 nm) = 22,0 mL mg' cm-".

¢ Calculado como [Re(con BSA) - Re(sin BSA)]*100/ Ric(sin BSA).



En la tabla 6.5 se presenta un resumen de los datos mas relevantes para realizar
dicha comparacién: la reactividad superficial a partir de imagenes SECM usando FcOH
como sonda, los cubrimientos de la proteinas modelo obtenidos mediante SPR, la
cantidad de nanomaterial inmovilizado (a partir de experimentos UV-Vis inmovilizando
al nanomaterial correspondiente sobre cuarzo activado) y el porcentaje de incremento
de R para los experimentos de EIE con Q/H,Q 2,00 x10-3 M como cupla redox.

De todas las plataformas, sobre Au/MPS/PDDA/GO se obtienen los mayores
cubrimientos de BSA. En consecuencia, para el desarrollo de biosensores de afinidad
donde la capa de reconocimiento es una proteina y donde el método de deteccion es
directo y depende de la cantidad de proteina inmovilizada (SPR, por ejemplo)
Au/MPS/PDDA/GO es la plataforma de eleccion.

Desde el punto de vista electroquimico, la plataforma que presenta mayores
cambios en la respuesta frente a la inmovilizacion de la proteina es Au/MPS/RGO-CHIT.
Esta mayor sensibilidad electroquimica no estd asociada al I'ssa ni a la cantidad de
nanomaterial inmovilizado, dado que Au/MPS/PDDA incorpora cerca del doble de GO
que RGO-CHIT sobre Au/MPS. Al ser RGO-CHIT mejor conductor, la velocidad de
transferencia de carga es mayor sobre dicha plataforma por lo que es razonable esperar
que su respuesta electroquimica sea mas sensible al bloqueo superficial. Sobre la base
de estos resultados, para el desarrollo de biosensores donde el método de deteccion la
deteccidn se haga a partir de cambios en las propiedades electroquimicas,
Au/MPS/RGO-CHIT es la plataforma analitica.

6.4. Conclusiones parciales

Se modificé covalentemente a GO con CHIT, un polimero rico en grupos amino,
y luego se redujo quimicamente para obtener RGO-CHIT. La caracterizacion por
espectroscopia IR, UV-Vis y Raman y TGA permiti6 evaluar la modificacién exitosa con
CHIT y la restauracion de la red de C sp? del RGO-CHIT. Los nanomateriales sintetizados
fueron utilizados para modificar covalente y no covalentemente a sustratos de Au, previa
derivatizacion de la superficie con un tiol.

Las estrategias covalentes de inmovilizacion sobre Au/4ATP/Glut brindaron
cubrimientos bajos de BSA y tiempos de preparacién prolongados por lo que no
muestran ventajas competitivas frente a las metodologias no covalentes estudiadas en
el presente capitulo.

En el caso de las estrategias no covalentes se evaluaron las plataformas
Au/MPS/PDDA/GO, Au/MPS/GO-CHIT y Au/MPS/RGO-CHIT. En los tres casos se
encontraron cambios significativos en la respuesta electroquimica y reactividad
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superficial usando FcOH como sonda redox. A partir de SPR se evalu6 en tiempo real la
construccion de las arquitecturas supramoleculares y se obtuvieron los cubrimientos
superficiales de BSA, la proteina utilizada como modelo. A partir de la variacién del pH
de las dispersiones ensambladas se encontré que la dispersabilidad y la carga superficial
son factores determinantes de la cantidad de nanomaterial inmovilizado y de las
propiedades electroquimicas de las plataformas. Au/MPS/PDDA/GO fue la plataforma
que presentd la mayor capacidad de inmovilizacion de la proteina modelo, mientras que
Au/MPS/RGO-CHIT fue la de mayor sensibilidad electroquimica frente la inmovilizacidn
de la misma. Asi, la primera plataforma seria la indicada para biosensores de afinidad
con deteccion Optica mientras que la segunda, para biosensores electroquimicos de
afinidad.
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Aplicacion analitica de
Au/MPS/PDDA/GO

Inmunosensor plasmoénico
para la deteccion de un
biomarcador de infarto

de miocardio






Como se demostrd en el capitulo anterior, la plataforma
PDDA/GO fue la que presentd mejor capacidad de
inmovilizar a una proteina modelo. Sobre esa base, en el
presente capitulo se discute el autoensamblado de
multicapas tipo PDDA/GO sobre Au/MPS y las posterior
inmovilizacion del anticuerpo Anti-Gal3 a través del
acoplamiento por afinidad con el acido 3-
aminofenilboronico. El objetivo final es desarrollar un
inmunosensor plasmonico para la deteccion sensible y
selectiva de Gal3, una lectina marcadora de riesgo de
insuficiencia cardiaca aguda. Mediante SPR,
espectroscopia UV-Vis y SECM se analizo el crecimiento de
la arquitectura supramolecular Au/MPS/(PDDA/GO)x, las
propiedades Opticas y electroquimicas de las peliculas
formadas y la cantidad de proteina covalentemente
inmovilizada. Se muestran las ventajas de utilizar GO en la
construccion de biosensores plasmonicos y se analizan los
parametros analiticos del biosensor propuesto tales como
selectividad, sensibilidad y rango lineal.

Au/MPS/(PDDA/GO),/Anti-Gal3 Au/MPS/(PDDA/GO)./Anti-Gal3/Gal3
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7.1. Introduccion

7.1.1. Anticuerpos e inmunosensores

Los anticuerpos son glicoproteinas presentes en el suero sanguineo de todos los
vertebrados y son empleados por el sistema inmunolégico para identificar y neutralizar
elementos extrafios y potencialmente dafiinos como bacterias, virus o parasitos [1]. Su
estructura basica consta de dos subunidades pesadas (P, en color gris en la figura 7.1)
de ~ 50 kDa y de dos livianas (L, en color celeste en la figura 7.1) de ~ 23 kDa. Estos
dominios se mantienen unidos por puentes disulfuro e interacciones no covalentes y
hacen que los anticuerpos posean forma de Y, donde las dos regiones superiores se
denominan Fab y la inferior, Fc.

Cadenas
Dominio V, livignas Dominio V,
SRy ——, " ——————— A
rd BN EN0

Sitio de union
del antigeno

:\4 _2_7\¢¢ /\?\\
s GO Teve
, ) N
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Dominio V,

Dominio C

Figura 7.1. Esquema de la estructura de un anticuerpo.

Los anticuerpos poseen dos dominios: uno que se conserva independientemente
del tipo de anticuerpo y se denomina constante (C, en la figura 7.1) y otro hipervariable
que es el que determina la especificidad hacia un dado antigeno (V, en la figura 7.1).
Cada anticuerpo posee dos sitios de union del antigeno (en la regién Fab), formados por
los dominios Ve y VL y una cadena glicosidica en la regién Fc (se muestra con esferas mas
grandes en la figura 7.1).

Desde el punto de vista analitico, los anticuerpos revisten una gran importancia
debido a la capacidad de actuar como capa de bio-reconocimiento de elevada
selectividad [2]. En este sentido, los inmunosensores han sido utilizados para cuantificar
y detectar proteinas, toxinas bioldgicas, y biomarcadores en un campo amplio como
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seguridad alimenticia, quimica farmacéutica, monitoreo ambiental y bioquimica clinica
[2-5].

ey bediby  90heds

@ Ac ® Antigeno @)Ac secundario marcado & Antigeno marcado

Figura 7.2. Esquemas de deteccion directo (a) e indirectos (b y ¢) para un inmunosensor 6ptico
o electroquimico.

La estrategia de deteccidn del antigeno determinara la rapidez, sencillez y
sensibilidad de la medida [6,7], independientemente de que el transductor utilizado sea
Optico o electroquimico. Existen dos metodologias reportadas en bibliografia: la directa
(Figura 7.2 a) y las indirectas (Figura 7.2 b y c) [6,7]. La primera consiste en detectar el
evento de bio-reconocimiento entre el antigeno y el anticuerpo a través del cambio en
la respuesta electroquimica de una sonda redox externa (transduccion electroquimica)
0 a través del cambio en la sefial dptica producto de la adsorcion especifica del antigeno
(transduccion optica). El esquema indirecto mediante anticuerpos secundarios (figura
7.2 b) consiste en unir al complejo antigeno-anticuerpo otro anticuerpo secundario
marcado con una enzima redox o un compuesto que maximice la sefial éptica. La otra
estrategia indirecta (figura 7.2 c) consiste en un ensayo competitivo entre el antigeno a
determinar y otro marcado. Las metodologias indirectas, si bien son mas sensibles y
selectivas que las directas, presentan la desventaja de tener mas etapas en su
construccion, ser mas costosas y requerir de mayor cantidad de parametros analiticos
a optimizar [4].

Otro aspecto experimental crucial para el desarrollo de inmunosensores es la
metodologia de inmovilizacion del anticuerpo sobre el sustrato sélido [5,6]. Esto se debe
que al inmovilizar el anticuerpo, se pueden producir cambios en el microambiente de la
proteina que alteren los sitios de union del antigeno y afecten negativamente sobre las
propiedades de bio-reconocimiento. Entre las numerosas técnicas, las tres mas
extendidas son la fisisorcion, la inmovilizacion covalente y la unién mediante
interacciones de afinidad especificas [5,6]. En términos generales, las metodologias
covalentes y orientadas mejoran la sensibilidad y especificidad del biosensor [8,9].
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7.1.2. Biomarcadores cardiacos

En la actualidad, las enfermedades cardiovasculares se consideran la pandemia
mas significativa del siglo XXI. De acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Salud de
la Nacion, de las 3.200.000 personas que murieron en Argentina desde 2000 a 2012, el
26 % tuvo como causa de muerte complicaciones cardiovasculares. La caracteristica
silenciosa y cronica de las cardiopatias ha impulsado la investigacién de moléculas que
permitan su diagnostico precoz y sirvan como marcadores para el pronostico tanto en
la fase cronica, como en la aguda.

Un biomarcador es una molécula, proteina o enzima presente en sangre que
proporciona un valor diagnéstico y pronoéstico independiente y cuya concentracion
refleja un estado de enfermedad o trastorno subyacente [10,11]. En la actualidad,
existen numerosos biomarcadores estandarizados en las practicas de bioquimica clinica
que dan cuenta de los distintos estadios de infarto agudo de miocardio cuando ya existe
dafio tisular en el corazén. Entre los mismos se puede mencionar al complejo proteico
troponina T e I (mas especifico del sindrome coronario agudo) [12], a la enzima cardiaca
creatina-kinasa y a la mioglobina [13]. Existen otros marcadores, como los péptidos
natriuréticos tipo B que son implementados en la deteccion y diagnéstico de
insuficiencia cardiaca aguda [14]. Los biomarcadores mencionados anteriormente
sirven para diagnosticar las cardiopatias en pacientes que ya presentan sintomatologia
[11]. En este sentido, la tendencia de la medicina es hacia la prevencion de las
enfermedades mas que a la cura, por lo que se necesita de nuevos biomarcadores que
cumplan esta funcion [15].

Figura 7.3. Estructura de la proteina Gal3 humana, donde las secciones planas representan
las laminas B.

La galectina-3 (Gal3) es una proteina de 26 kDa de la familia de las lectinas que

posee afinidad por los B-galactésidos, dado que en su estructura posee un dominio de
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reconocimiento de carbohidratos [16] (figura 7.3). Entre sus funciones se encuentran la
activacion de macroéfagos; el quimiotaxismo; la regulacion de la proliferacion celular, de
la sefalizacién intracelular y la expresion genética; el control de la apoptosis; y la
interaccion entre células y con la matriz extracelular [17]. Dada la multiplicidad de
procesos fisiolégicos en los que esta involucrada esta proteina, los cambios en sus
niveles de expresion estan asociados a procesos patolégicos como cancer, diabetes y
resistencia a la insulina, complicaciones durante el embarazo, inflamacion y fibrosis,
enfermedades cardiacas e infarto [18].

Las investigaciones de los ultimos 10 afios han demostrado que esta proteina
juega un papel fundamental en el remodelado cardiaco que deriva, en dltima instancia,
en el sindrome de insuficiencia cardiaca aguda (ICA) [17]. Se cree que los efectos dafiinos
de Gal3 se deben a la capacidad de la misma de unirse a proteinas de la matriz
extracelular como lamininas, fibronectinas y colageno. La Gal3 se origina en el tejido
cardiaco pero es subsecuentemente secretada al torrente sanguineo, por lo que
concentraciones elevadas de esta proteina estan asociadas a un alto riesgo de
desarrollar ICA [16-18]. El incremento crdnico en la cantidad de Gal3 induce una
fibrogénesis activa y puede producir un remodelado cardiaco patoldgico.

Los ensayos de los niveles de Gal3 como biomarcador de la fibrosis miocardica
son prescriptos para estratificar el nivel de riesgo del paciente. Asi, aquellos que
presentan un nivel de Gal3 en suero menor que 17,80 ng mL" se consideran de riesgo
bajo y aquellos cuyos niveles superan los 25,90 ng mL" poseen hasta un 80 % de
probabilidad de sufrir ICA [19,20].

7.1.3. Empleo de grafeno y nanomateriales derivados en SPR

La espectroscopia SPR se basa en la resonancia de la luz incidente con los
polaritones plasménicos superficiales debido a la oscilacion colectiva de la densidad de
carga en la interfaz entre una pelicula delgada de un metal y un dieléctrico (seccién 2.8).
Debido a la confinacion del campo electromagnético en la region interfacial solucién-
Au, esta técnica es muy util para estudiar fendmenos de adsorcion-desorcidon sobre
superficies lo cual ha sido ampliamente explotado para el desarrollo de biosensores
Opticos [21-23].

Las aplicaciones analiticas actuales estan convergiendo a sistemas de deteccién
de molécula unica por lo que se requiere de metodologias con sensibilidades cada vez
mayores [24]. En este sentido, la incorporacién de nanoestructuras plasmonicas a los
sustratos sensores de SPR es una de las estrategias mas prometedoras debido a los
incrementos por campo acoplado [25]. El grafeno y sus materiales derivados
representan una novedosa y poco explorada alternativa debido a dos factores: la
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transmitancia de una lamina de grafeno es de 97,7 % y los polaritones plasmdnicos
superficiales poseen elevado confinamiento y alta propagacion [26,27].

o
o

B GO
150 4 O RGO
] Au

~

148 1

146 -

.

142 -

140 ——————————————
1 2 3 4 5
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Sensibilidad de SPR (°/RIU)

Figura 7.4. Sensibilidad en el cambio de sefial de SPR sobre el chip sensor de Au y sobre
peliculas de GO y RGO. Imagen tomada de Ref. [28].

Algunos resultados experimentales y calculos tedricos [28-31] han postulado y
predicho que la incorporacion de grafeno sobre la superficie del sensor de Au puede
mejorar la sensibilidad de SPR. La mejora en la sensibilidad (m, ecuacién 2.17) se debe
a que frente a una dada variacion en el indice de refraccidon de la zona cercana a la
superficie de Au, se produce un cambio mas marcado del 6spr, producto de la variacion
en la constante de propagacion de los polaritones plasmonicos superficiales de la
pelicula de Au [30]. Chung y col. [28] determinaron cuantitativamente los cambios en la
sensibilidad de un instrumento de SPR, que mide en unidades de indice de refraccion
(RIV), para la deposicion de peliculas de GO y RGO (figura 7.4). Al comparar los datos
con la sensibilidad sobre el sustrato de Au sin modificar observaron una mejora en m
para la primera capa de GO y RGO, mientras que el ensamblado de mayor cantidad de
material arrojo resultados dispares. Otros autores han reconocido también que el
incremento de la sensibilidad se debe no sélo a las propiedades plasmaénicas del grafeno
y derivados, sino también a un incremento en el drea superficial expuesta a la solucion,
lo que provoca un aumento en la cantidad de moléculas adsorbidas sobre el sustrato
[30].

En el presente capitulo se presenta un inmunosensor plasmoénico para la
deteccion de Gal3. En el Capitulo 6 se demostr6 que la inmovilizacién por
autoensamblado LBL del polication PDDA y GO sobre Au/MPS permite alcanzar un
elevado cubrimiento superficial de proteina total. Sobre la base de estos resultados se
inmovilizé6 un anticuerpo monoclonal anti-Gal3 sobre Au/MPS/(PDDA/GO), para el
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desarrollo de una estrategia de cuantificacion plasmonica directa del biomarcador. Se
discute la influencia del nimero de bicapas PDDA/GO inmovilizadas en términos de las
propiedades dpticas y electroquimicas de la plataforma Au/MPS/(PDDA/GO), y su efecto
en la cantidad de proteina inmovilizada con el fin de unir covalentemente anti-Gal3. Una
vez optimizadas las condiciones de unidn del anticuerpo se evaluaran la especificidad,
selectividad y linealidad en la respuesta del inmunosensor desarrollado.

7.2. Metodologia experimental

La galectina-3 recombinante humana (Gal3, 1154-GA-050) fue obtenida de R&D
Systems. El anticuerpo monoclonal de rata anti-Gal3 (B2C10: sc-32790) se obtuvo de
Santa Cruz Biotechnology. Su paratopo reconoce los primeros 18 aminoacidos de Gal3.
El acido 3-aminofenilborénico (3ABA, Cat. 410705), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, Cat. 03449), A-hidroxisuccinimida (NHS, Cat.
130672), y la albumina sérica bovina (BSA, Cat. 05482) se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

7.2.1. Ensamblado LBL de PDDA/GO

Los sustratos de Au fueron modificados con el tiol 3-mercaptopropan-sulfonato
de sodio (MPS) de acuerdo el procedimiento descripto en la seccion 2.11.1. La
deposicion LBL de PDDA y GO se llevd cabo siguiendo un procedimiento similar al
descripto en el Capitulo 6. Las multiestructuras Au/MPS/(PDDA/GO), fueron construidas
por inmersion en solucién de PDDA 1,00 mg mL™" (preparada en buffer fosfato 0,050 M
pH 7,40) durante 7 min y luego en una dispersién de GO 0,50 mg mL" (pH = 8,00) durante
20 min. Este procedimiento se repitié n veces para el autoensamblado de las multicapas
sobre Au/MPS.

7.2.2. Construccion del inmunosensor de Gal3

La modificaciéon de Au/MPS/(PDDA/GO), se esquematiza en la figura 7.5. Luego
del ensamblado de las multicapas se procede a activar los grupos carboxilato del GO
con EDC 0,050 M/NHS 0,050 M (preparados en buffer fosfato 0,050 M pH 7,40) durante
20 min. Luego se pone en contacto la superficie activada con una solucién de acido 3-
aminofenilborénico (3ABA) 0,050 M durante 30 min. El bloqueo de los grupos
carboxilato activados que no reaccionaron se realiz6 mediante inmersidn en solucion
de etanolamina 1,00 M pH 8,30 durante 20 min. A continuacion, se dejo interaccionar a
la superficie con una solucion de anti-Gal3 0,10 mg mL" (preparada en buffer fosfato
salino 0,100 M pH 7,40) durante 40 min para inmovilizar el anticuerpo. Con el fin de
bloquear los sitios de adsorcion inespecifica se agregd una solucion de BSA 2,00 %P/V
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durante 30 min. La deteccion del antigeno Gal3 se llevd a cabo por inyeccién de una
solucion de la proteina durante 60 min.
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Figura 7.5. Esquema de la construccidn del inmunosensor a Gal3.
7.3. Resultados y discusion

7.3.1. Propiedades opticas de Au/MPS/(PDDA/GO)x

En la seccién 6.3.2 se estudio el crecimiento de la primer bicapa de PDDA/GO
sobre Au/MPS. Se demostré que la adsorcion del polication y de GO mediada por
reversion de cargas se lleva a cabo de manera rapida y que se producen cambios en las
propiedades electroquimicas y Opticas de la plataforma conforme crece la
multiestructura.

La figura 7.6 A muestra el sensorgrama obtenido durante el crecimiento por
autoensamblado LBL de Au/MPS/(PDDA/GO), para la inmovilizacion de 5 bicapas de
PDDA/GO (n = 5). Luego de la adsorciéon de PDDA () y GO (4), se procedio a lavar la
superficie con buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 (}) y soluciéon con pH 8,00 (4),
respectivamente, con el fin de eliminar el material débilmente adsorbido. Los ciclos de
adsorcidn sucesivos producen incrementos en el 6spr indicando que hay inmovilizacion
efectiva de PDDA/GO sobre Au/MPS con el consecuente crecimiento de la
multiestructura. Sin embargo conforme aumenta n se observa que el proceso de
adsorcién se torna mas lento, especialmente en el caso de GO, lo cual sugeriria que se
encuentra menos favorecido.
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En la figura 7.6 B se presentan los cambios en el angulo de SPR (AOspr)
correspondientes a cada paso de adsorcion de PDDA (barras en rojo) y GO (barras en
azul) en el crecimiento de las 5 bicapas de Au/MPS/(PDDA/GO),. El grafico muestra que
fundamentalmente para GO, la adsorcién de las capas sucesivas no genera el mismo
cambio de 0spr. Dado que SPR es sensible a los cambios en el indice de refraccion de la
pelicula en contacto con la superficie de Au (seccién 2.8), la disminucidn en ABspr o CON
el incremento de nse puede deber a que se inmoviliza menor masa de GO o a que las
propiedades dpticas de las sucesivas capas van cambiando conforme crece n7[32,33].
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Figura 7.6. A Sensorgrama para la inmovilizacion sucesiva de una solucion de PDDA 1,00 mg
mL" (¥) y dispersion de GO 0,50 mg mL" (¥) sobre Au/MPS. Las flechas ¢ y  corresponden a
los lavados y cambios de medio con buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 y solucién de pH 8,00,
respectivamente. B Cambios en el angulo de SPR (A0spr) obtenidos del sensograma del panel
A correspondiente al autoensamblado LBL de PDDA y GO sobre Au/MPS.
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Para poder determinar cudl de los dos efectos es el responsable del
comportamiento observado, se ensamblé PDDA y GO en una cubeta de cuarzo activada
segun el protocolo indicado en la seccién 2.10.1 en las mismas condiciones que los
experimentos anteriores. Al finalizar cada paso de adsorcion se obtuvieron los espectros
UV-Vis correspondientes, los cuales se muestran en la figura 7.7. Los registros
espectrales muestran que PDDA no absorbe en el rango de longitudes de onda medido,
y que la absorbancia incrementa con 7 como consecuencia de la inmovilizaciéon de GO.

5 0,006

0,24

0,16

2 4 6

Extincion

Figura 7.7. Espectros UV-Vis obtenidas sobre cuarzo/(PDDA/GO), paran =1 (—), 2 (—), 3
(=), 4 (=), y 5 (—); a capa final PDDA (linea punteada) y GO (linea llena). El /inset muestra el
cubrimiento superficial del GO (I'co) en funcién de n, obtenidos a partir de los espectros a capa
final de GO y usando ¢(G0,230 nm) = 49,0 mL mg' cm™.

A partir del maximo de extincion a 230 nm (correspondiente a la absorcion de
los plasmones, seccion 6.3.1) y del valor del coeficiente de extincion derivado
experimentalmente, se determinaron los cubrimientos superficiales de GO (I'co), los que
se muestran en el /nsetde la figura 7.7 en funcion del nimero de bicapas (PDDA/GO)s.
La tendencia de I'co indica que aumenta linealmente con el nimero de bicapas
PDDA/GO. Este comportamiento se encuentra de acuerdo al observado por otros
autores en sistemas autoensamblados de GO [34,35] e indica que la variabilidad en
ABspr.co cuando aumenta 77 se debe a que las propiedades de las bicapas PDDA/GO no
son iguales en las distintas etapas del crecimiento de la arquitectura supramolecular.

7.3.2. Propiedades electroquimicas de Au/MPS/(PDDA/GO)n

La reactividad superficial de Au/MPS modificado con (PDDA/GO), fue
caracterizada por SECM usando FcOH 5,00 x10# M como sonda redox. La figura 7.8
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presenta las imagenes SECM obtenidas para Au/MPS (a) modificado con (PDDA/GO),
para n=1(b), 2 (c), 3 (d), 4 (e), y 5 (f). La modificacion con la primer bicapa de PDDA/GO
produce una disminucidn en la corriente normalizada como consecuencia de la menor
velocidad de transferencia de carga para FcOH respecto al electrodo de Au desnudo. Por
otro lado, conforme aumenta n, la corriente normalizada de las imagenes SECM
disminuye.

Figura 7.8. Imagenes SECM obtenidas sobre Au/MPS (a), y Au/MPS/(PDDA/GO), para n =1 (b),
2 (c), 3(d), 4 (e), y 5 (f); empleando FcOH 5,00 x10# M como sonda redox. Electrolito soporte:
bufferfosfato 0,050 M pH 7,40. Eyme = 0,500 V. Esubs = 0,000 V. vyme = 20,0 um s,

Tabla 7.1. Valores de corriente normalizada del UME (it/it-) para las imagenes SECM de la figura
7.8.

Au/MPS/PDDA/GO), I/lre
1 1,22 +0,03
2 1,05+ 0,02
3 0,97 £0,02
4 0,69+0,03
5 0,67 +0,03

En la tabla 7.1 se muestran los valores promedio de la corriente normalizada en
funcién del nimero de biacapas. La disminucién de it/it. no es proporcional a », al igual
que la tendencia que se observa para A6sprco en funcion de n (figura 7.7 B). Estos
resultados sugieren que si bien la masa de GO autoensamblada es proporcional a n, las
propiedades de las peliculas cambian a medida que 7 aumenta. En bibliografia, existen
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muy pocos estudios acerca de la relacion entre la estructura y las propiedades opticas y
electroquimicas en este tipo de autoensamblados. Sham y col. [35] determinaron que
las propiedades visco-elasticas de peliculas obtenidas mediante autoensamblado de
poli(etilenimina) y grafeno disperso en un surfactante varian con n, producto de la
interpenetracién. Asi, el comportamiento observado en la figura 7.8 estaria relacionada
con la pérdida marcada de la estratificacidn de las capas a medida que se autoensambla
un mayor numero de peliculas del nanomaterial.

7.3.3. Efecto en la cantidad de proteina inmovilizada sobre
Au/MPS/(PDDA/GO)x

El objetivo de la construccién de Au/MPS/(PDDA/GO), es aumentar la capacidad
de inmovilizar proteina a los fines de incrementar la cantidad de anticuerpo con
propiedades de bio-reconocimiento. Si bien no es estrictamente equivalente, se realiz6
la optimizacién con una proteina modelo, BSA, de la misma manera que en el capitulo
6.

-2

I“BSA/xlo'12 mol cm
N

0 : I : I : I : I : I
0 1 2 3 4 5

(PDDA/GO),

Figura 7.9. Cubrimiento superficial de BSA (I'ssp) en funciéon del numero de bicapas
(PDDA/GO), inmovilizadas sobre Au/MPS. T'ssa fue obtenido de experimentos de SPR a partir
de la inmovilizacién covalente de la proteina previa activacion de la plataforma con EDC 0,050
M/NHS 0,050 M durante 30 min.

En la figura 7.9 se muestra el cubrimiento superficial de BSA (I'ssa)
covalentemente inmovilizada en funcion del nimero de capas de PDDA/GO subyacente
autoensambladas sobre Au/MPS. T'ssa fue obtenida de experimentos de SPR a partir de
ABspr luego del agregado de BSA sobre Au/MPS/(PDDA/GO),. La cantidad de proteina
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inmovilizada aumenta con el niumero de bicapas ensambladas hasta n = 4, donde se

observa que I'ssa Se mantiene practicamente constante.

Estos resultados confirman que el autoensamblado posee un alto grado de
interpenetracién dado que no hay una relacion lineal entre I'ssa y n. Por otro lado, la
tendencia de la figura indica que existe una cantidad maxima de BSA que se inmoviliza
y se alcanza con n=4. Dado que la masa de BSA inmovilizada depende directamente de
la disponibilidad de grupos carboxilato capaces de servir como puntos de anclaje, es
probable que la interpenetracidn de las capas haga que estos grupos queden menos
expuestos para reaccionar con BSA.

Cabe destacar que este comportamiento tipo p/ateau no esta relacionado con el
crecimiento del autoensamblado mas alla de la region donde la técnica de SPR es
sensible a los cambios de n (de ~ 200 nm). Si bien los otros sistemas reportados en
bibliografia no son idénticos al estudiado en el presente capitulo [34,36-38], todos
concuerdan en que las peliculas de hasta 15 bicapas no superan un espesor de 100 nm.

7.3.4. Au/MPS/(PDDA/GO)s: inmovilizacion del anticuerpo vy
construccion del inmunosensor

La construccidn del inmunosensor sobre la plataforma optimizada se evalué en
tiempo real utilizando SPR. La figura 7.10 muestra el sensorgrama para la inmovilizacién
del anticuerpo y deteccion de Gal3 sobre Au/MPS/(PDDA/GO)a.

BSA
Gal3
-500 | )
anti-Gal3
o 1000 3ABA
. -
\D:
a8
)
[=~]
-1500 |
150 léO 210
_2000 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0 50 100 150 200
Tiempo/min

Figura 7.10. Sensorgrama obtenido durante la construccién del inmunosensor a Gal3 de
acuerdo al procedimiento experimental de la seccién 7.2.2. El /nset muestra ABgaiz asociado a
Gal3 que interacciona con la capa de bio-reconocimiento.

Los grupos carboxilato de la superficie fueron activados mediante el agregado a
la celda de una mezcla de EDC 0,050 M/NHS 0,050 M (). La inmovilizacién directa del
anticuerpo sobre los grupos carboxilato activados es un proceso que ocurre sin control
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ya que cualquier grupo amino libre del anticuerpo se unira a la superficie. Por ello, en
este trabajo se empled la metodologia de inmovilizacion orientada mediante
interacciones de afinidad (seccién 7.1.1). Para ello, se dejo interaccionar a la plataforma
activada con una solucion de acido 3-aminofenilborénico (3ABA, 1) 0,050 M de manera
que el enlace amida se forme entre el GO y el - NH, del 3ABA (ver la estructura en la
figura 7.5). El acido bordnico reacciona con 1,2-dioles para formar un éster boronato
(ecuacién 7.1) [8,39,40]. Asi, el 3ABA orienta la union del anticuerpo a la superficie
debido a que la region Fc de los mismos posee una cadena glicosidica capaz de servir
como punto de anclaje al sustrato [39].

HO OH : :
Ri Rz B~ O\B’O Ecuacién 7.1
b -2 H,0 ,

Luego de efectuado el bloqueo de los grupos carboxilato que no reaccionaron
mediante inyeccidn de solucién de etanolamina 1,0 M pH 8,30 (!) durante 20 min, se
dejé interaccionar por 40 min una solucién de anti-Gal3 (4) para su inmovilizacién por
afinidad con el 3ABA. Luego de los lavados con bufferfosfato salino 0,100 M pH 7,40 se
obtuvo un cubrimiento de anticuerpo Tanti-caz = (2,0 £ 0,1) x10"™" mol cm2. Como se
procede habitualmente en la construcciéon de biosensores de afinidad se agregd una
solucion concentrada de BSA (4) para bloquear los sitios de adsorcion inespecifica de la
superficie.

BSA + PEG
O}
s
N
-500 -
o
£
\g SABA -300 -
o5 -1000 |
“ -330
-1500 -
-360 : : :
| 120 150 180
0 50 100 150

Tiempo/min
Figura 7.11. Sensorgrama obtenido en idénticas condiciones a la figura 7.10 pero sin el

agregado de anti-Gal3. El /nset muestra un aumento del sensorgrama correspondiente a la
inyeccién del antigeno.
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Una vez construida la plataforma de bio-reconocimiento, se inyect6 el antigeno
(V) y se lo dejé interactuar durante 60 min. El cambio de la sefial de SPR luego del lavado
con buffer fosfato salino 0,100 M pH 7,40 + Tween 0,050 %V/V (mostrado en el inset de
la figura 7.10) sera utilizado como sefial analitica. Para el sensorgrama mostrado, el
agregado de Gal 50,00 ng mL" generd un ABspr igual a (85 + 9) m®.

La figura 7.11 muestra el sensorgrama obtenido en idénticas condiciones al del
inmunosensor, pero sin la inmovilizacién de anti-Gal3. En este caso, a la etapa de
bloqueo de los sitios de adsorcidn inespecifica con BSA se le agrega también
polietilenglicol (PEG), para neutralizar el 3ABA que queda expuesto a la solucidn.

Dado que en este esquema el elemento de bio-reconocimiento se encuentra
ausente, al inyectar Gal3 y luego de realizar los lavados con buffer fosfato salino 0,100
M pH 7,40 + Tween 0,050 %V/V no se observa cambio neto en la sefial de SPR. Esto indica
que ABspr 0bservado en la figura 7.10 se debe solamente a la interaccion especifica entre
la proteina y el anticuerpo inmovilizado sobre la superficie y que, dentro de los limites
de deteccion de la técnica, no hay interacciones inespecificas con la plataforma sensora.

7.3.5. Au/MPS/(PDDA/GO)4: efecto de la presencia de GO en la deteccion
de Gal3

El efecto de la presencia de GO en la deteccion de la proteina Gal3 fue efectuado
mediante la comparacion de las respuestas por SPR del inmunosensor construido sobre
Au/MPS/(PDDA/GO)s y sobre Au/4MBA, como lo muestran los esquemas de la figura
7.12.

S0 $

T 3 ISO3

Au/MPS/(PDDA/GO),/3ABA/Anti-Gal3 Au/4MBA/3ABA/Anti-Gal3

Figura 7.12. Esquema del biosensor construido sobre la plataforma optimizada de
Au/MPS/(PDDA/GO)4/3ABA (a) y sobre la superficie de Au derivatizada con un tiol con grupos
carboxilato (b).

A los fines de comparar la inmovilizacion del anticuerpo y deteccion de la
proteina, la superficie de Au modificada con el tiol acido 4-mercaptobenzoico (4MBA)
cumple la funcion de ser fuente de grupos carboxilato para la inmovilizacion covalente
de 3ABA y union por afinidad de anti-Gal3.

La figura 7.13 A muestra la comparacién de los sensorgramas obtenidos para la
inmovilizacién de anti-Gal3 sobre Au/MPS/(PDDA/GO)4/3ABA (a) y sobre Au/4AMBA/3ABA
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(b). En el mismo se puede observar la marcada diferencia en A6spr: mientras que en el
primer caso se alcanza un cubrimiento de Tanti-caz = (2,0 £ 0,1) x10-"" mol cm?, sobre
Au/4MBA Tanticaz €S (9 £ 1) x10°" mol cm2. Esta diferencia en casi dos 6rdenes de
magnitud se debe, en primer lugar, al aumento en el area expuesta hacia la solucién
producto de la mayor rugosidad de la plataforma con GO. En segundo término, el
incremento se debe también al acoplamiento en el campo evanescente del Au con el
plasmoén superficial del GO (seccion 7.1.1).
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Tiempo/min Tiempo/min

Figura 7.13. A Sensorgrama para la inmovilizacion orientada de anti-Gal3 sobre
Au/MPS/(PDDA/GO)4 (a) y Au/4MBA (b). B Sensorgrama para la interaccion de Gal3 sobre las
plataformas Au/MPS/(PDDA/GO)s/3ABA/anti-Gal3 (a) y Au/4MBA/4ABA/anti-Gal3 (b).
Condiciones experimentales idénticas a la figura 7.12.

La figura 7.13 B presenta los sensorgramas para la deteccion de Gal3 donde se
puede observar que sobre Au/4MBA/3ABA/anti-Gal3 y como es de esperar, el cambio en
la sefial de SPR es practicamente nulo.

7.3.6. Desempeiio analitico del inmunosensor

Con el objetivo de evaluar la selectividad del inmunosensor, se realizaron
experimentos SPR sobre la plataforma optimizada estudiando la respuesta frente al
agregado de las principales proteinas presentes en suero sanguineo humano.

La  figura 714  muestra el sensorgrama obtenido para
Au/MPS/(PDDA/GO)4/3ABA/anti-Gals luego del agregado de solucion de albdumina sérica
humana (HSA) 4,00 %P/V (¥), inmunoglobulina G (IgG) 1,50 %P/V (), hemoglobina (Hb)
15,00 %P/V (}), y transferrina 0,30 %P/V (}); todas preparadas en buffer fosfato salino
0,100 M pH 7,40. Con fines comparativos, luego del agregado de los interferentes se
realiz6 una inyeccién de Gal3 50,00 ng mL™' (4). La tabla 7.2 muestra los porcentajes de
interferencia calculados en referencia a la sefial de Gal3 y se puede observar que los
valores obtenidos se encuentran dentro de los limites analiticos.
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Figura 7.14. Sensorgrama obtenido en idénticas condiciones la figura 7.10 para el agregado

de albimina sérica humana (HSA) 4,00 %P/V (), inmunoglobulina G (IgG) 1,50 %P/V (¥),

hemoglobina (Hb) 15,00 %P/V (}), transferrina 0,30 %P/V (+), y Gal3 50,00 ng mL-" (4).

Tabla 7.2. Porcentajes de interferencia de las 4 proteinas que poseen mayor concentracién en e
suero sanguineo, respecto a la sefial de Gal3 50,00 ng mL-".

Proteina % interferencia
HSA 40,00 mg mL"’ 03
IgG 15,00 mg mL™" 11,4
Hb 150,00 mg mL" ~0
Transferrina 3,00 mg mL" 1,2

Por otro lado, no hubo cambios significativos en la sefial de Gal3 luego de la
inyeccion de las proteinas interferentes frente a Abspr de la figura 7.11, indicando que
no hay interferencia en la medida. Cabe destacar la diferencia en el orden de magnitud
de la concentracion de las proteinas empleadas como posibles interferentes (varian
entre 150 - 3 mg mL") frente a la concentracién del orden de los ng mL" de Gal3.

La figura 7.15 A muestra los registros de SPR para el agregado de soluciones de
Gal3 de distinta  concentracion  sobre la  plataforma  optimizada
Au/MPS/(PDDA/GO)4/3ABA/anti-Gal3. Se puede observar que la variacion en la
concentracion de las soluciones de Gal3 inyectadas provoca cambios en la sefial de SPR
y que, para los valores de concentracion medidos, la respuesta del inmunosensor es
lineal (figura 7.15 B).

Si se tiene en cuenta que los limites de concentracion de interés clinico
establecidos para Gal3 (seccién 7.1.3) estan comprendidos entre 17,8 y 25,0 ng mL", el
inmunosensor propuesto presenta variacion lineal de la respuesta en el rango de interés
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y la respuesta obtenida permite discriminar de manera sensible y selectiva a Gal3 en un
intervalo de concentraciones muy acotado.

100
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@ % 40t
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& ¢
-720 | 20 } ®
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1 1 1 0 1 1 1 1 1
150 180 210 240 0 10 20 30 40 50
. . 1
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Figura 7.15. A Registros SPR para agregados de Gal3 50,00; 36,00; 24,10; y 15,00 ng mL-" sobre
Au/MPS/(PDDA/GO)4/3ABA/anti-Gals. Cada sensorgrama corresponde a un experimento
independiente. B Sefial de SPR vs. concentracion de Gal3 utilizada.

Hasta este momento (finales de diciembre de 2015) no existe en bibliografia
biosensores electroquimicos o plasmoénicos que planteen una alternativa de
cuantificacion de este biomarcador emergente, por lo que el inmunosensor propuesto
representa una novedosa alternativa.

7.4. Conclusiones parciales

La caracterizaciébn Optica (mediante SPR y espectroscopia UV-Vis) y
electroquimica de la Au/MPS/(PDDA/GO), evidencié un crecimiento lineal en masa del
autoensamblado pero irregular respecto a sus propiedades. La cantidad de proteina
unida covalentemente a (PDDA/GO), aumenta de manera no lineal con 7 debido a la
pérdida de estratificacion y menor accesibilidad de los grupos carboxilato. En base a los
cubrimientos obtenidos para la proteina modelo se estableci6 que la plataforma para la
construccion del inmunosensor sea Au/MPS/(PDDA/GO)s.

La inmovilizacidn orientada del anticuerpo anti-Gal3 (a través de la derivatizacion
del GO con 4cido 3-aminofenilborénico) permitié detectar exitosamente a Gal3 en
tiempo real mediante SPR. El inmunosensor Au/MPS/(PDDA/GO)4/Anti-Gal3 demostré
ser altamente sensible, ya que permite la deteccion de Gal3 en el rango de
concentraciones de interés clinico; y selectivo, porque se puede determinar Gal3 frente
a otras proteinas plasmaticas que actian como posibles interferentes. A la luz de estos
resultados el biosensor representa una novedosa alternativa para su aplicacion en la
deteccion temprana de insuficiencia cardiaca aguda.
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El presente trabajo de Tesis estuvo dirigido al desarrollo de plataformas
(bio)analiticas para la cuantificacion de analitos de interés clinico, farmacéutico y
bromatoldgico; basados en el empleo de nanoestructuras de carbono funcionalizadas
con biomoléculas. Se utilizaron nanotubos de carbono tipo bamboo (BCNT), un tipo de
nanomaterial escasamente aplicado en el desarrollo de biosensores electroquimicos; y
derivados de grafeno, los cuales fueron funcionalizados con el fin de mejorar y controlar
su incorporacion sobre sustratos sélidos.

En la primera parte de este trabajo de Tesis se realizé la funcionalizacién no
covalentemente de BCNT con dsDNA de timo de ternera por primera vez, y se incorporo
de manera controlada y reproducible la dispersion resultante sobre electrodos de
carbono vitreo (GCE). Dicha modificacién le confirié a la plataforma las propiedades
electrocataliticas de BCNT, debido a la alta densidad de defectos de borde de su
estructura; y las propiedades de bio-reconocimiento y polianion del dsDNA. La
exfoliacion de BCNT se vio favorecida por la desnaturalizacion parcial que el dsDNA sufre
durante el proceso de dispersion asistida por ultrasonido en solvente de agua:etanol 50
%V/V.

Se utilizd6 GCE/BCNT-dsDNA para la deteccion electroquimica de prometazina
(PM2Z), a través de la intercalacion en el dsDNA soportado sobre la superficie de BCNT.
Mediante técnicas electroquimicas y oOpticas, se demostré que a pesar de los cambios
estructurales que sufre el DNA durante el proceso de dispersion, aun mantiene su
capacidad de interaccionar especificamente con un intercalador. Estas interacciones
fueron corroboradas mediante simulaciones computacionales, lo que representa una
novedad respecto a la profundidad en el andlisis de la evidencia experimental. Sobre la
base de estos estudios, se desarrollé un biosensor electroquimico para la cuantificacion
de PMZ mediante stripping de adsorcidn con deteccién por DPV. La eficiente
preconcentracion de PMZ sobre BCNT-dsDNA permitié su cuantificacion de manera
altamente sensible (niveles nanomolares) y selectiva, con excelente aplicacién para su
determinacion en un producto farmacéutico.

La inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa (GOx) sobre GCE/BCNT-dsDNA
permitié la construccion de un biosensor de glucosa mediante el autoensamblado capa
por capa a través del uso de poli(dialildimetilamonio) (PDDA) para formar peliculas tipo
GCE/BCNT-dsDNA/(PDDA/GOx).. La biocompatibilidad del polication y del dsDNA
permitié ensamblar hasta tres bicapas PDDA/GOx sin pérdida de actividad enzimatica y
selectividad lo que, en combinacion con las propiedades electrocataliticas de BCNT hacia
la oxidacion de H,0,, posibilitd la cuantificacion sensible y selectiva de glucosa en
muestras alimenticias y farmacéuticas.

En la segunda parte del presente trabajo de Tesis se utilizaron diversos
nanomateriales derivados de grafeno para la modificacion de sustratos de Au con el fin
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de desarrollar plataformas para la inmovilizacion de proteinas. Se logré inmovilizar una
proteina modelo (BSA) sobre sustratos de Au modificados con 6xido de grafeno (GO),
GO modificado covalentemente con el polimero quitosano (GO-CHIT), y el producto de
la reduccidon quimica de GO-CHIT (RGO-CHIT). Mediante el analisis de las propiedades
Opticas, plasmonicas y electroquimicas y su correlacion con los cubrimientos
superficiales de BSA se evaluaron diversas metodologias de inmovilizacidn, covalentes y
no covalentes, de los nanomateriales sobre los sustratos de Au. Se determiné que las
metodologias no covalentes permiten obtener mejores cubrimientos del nanomaterial
derivado de grafeno y que las etapas de ensamblado son mas sencillas y rapidas. Por
otro lado, se concluy6 que para biosensores plasmadnicos, en los cuales la sensibilidad
esta determinada por la cantidad de proteina inmovilizada, la plataforma seleccionada
fue Au/MPS/PDDA/GO. En cambio, para la construccion de plataformas (bio)analiticas
electroactivas, en las cuales la sensibilidad esta determinada por los cambios en la
cinética de transferencia de carga de una sonda redox externa, la plataforma
seleccionada fue Au/MPS/RGO-CHIT.

La plataforma Au/MPS/(PDDA/GO), fue empleada para el desarrollo de un
inmunosensor plasmonico para la determinacion de galectina-3 (Gal3),la cual se ha
comenzado a utilizar recientemente como biomarcador para la detecciéon temprana de
insuficiencia cardiaca aguda (afeccién que causa infarto de miocardio). La optimizacion
del nimero de bicapas PDDA/GO ensambladas sobre Au/MPS permitié maximizar la
cantidad de anticuerpo anti-Gal3 inmovilizado. El inmunosensor fue construido a través
de la inmovilizacién orientada de anti-Gal3 sobre Au/MPS/(PDDA/GO), con acido 3-
aminofenilboronico. Esto, junto con la presencia de GO, que incrementa la sensibilidad
del instrumento de SPR por acoplamiento del campo de los plasmones, posibilito la
deteccidn del Gal3 en el orden de concentraciones de interés clinico (~ ng mL") de
manera selectiva frente a las principales proteinas interferentes del suero sanguineo. El
desarrollo del inmunosensor no sélo representa el primero en su tipo para la deteccion
de Gal3, sino que abre las puertas a futuros desarrollos para la determinacidon analitica
del biomarcador en muestras de plasma sanguineo.

En términos generales, a lo largo del presente trabajo de Tesis se funcionalizaron
diversas nanoestructuras de carbono con biopolimeros. A modo de conclusion general
se puede establecer que los dos parametros mas importantes a la hora de modificar
sustratos electroactivos son: (a) la metodologia implementada para su incorporacion (la
cual determina la disponibilidad del nanomaterial electroactivo y las funcionalidades
provistas por el polimero); y (b) la relacién entre las cantidades relativas de nanomaterial
y polimero, ya que debe haber un balance entre la modificacion y el bloqueo de las
propiedades electrocataliticas de los nanomateriales a sondas redox internas vy
externas.
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Se demostr6 que el disefio racional de la plataforma biosensora
nanoestructurada permite optimizar, controlar y definir las aplicaciones en la deteccion
de analitos y marcadores de relevancia. El estudio cuidadoso de la relacion
estructura/propiedad de las funcionalizaciones llevadas a cabo a lo largo de la Tesis
permiti6 modular las propiedades individuales de sus dos componentes: la
nanoestructura de carbono y el biopolimero.

Las metodologias de funcionalizacién presentadas en esta Tesis abren las
puertas para nuevos desarrollos y estudios. En el caso de los nanomateriales derivados
de grafeno sobre sustratos de Au, se puede evaluar la funcionalizacion de GO o RGO con
otros biopolimeros o incluso ensayar con otras nanoestructuras derivadas del grafeno
y analizar el efecto sobre las propiedades de las plataformas o la inmovilizacion de
proteinas con propiedades de bio-reconocimiento.
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