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RESUMEN

En este trabajo de Tesis Doctoral se sintetizaron y caracterizaron
nanoestructuras de magnetita, niquel y oro, las cuales se inmovilizaron en
matrices de grafito o sustratos de oro con el objetivo de disefiar plataformas

(bio)analiticas para el desarrollo de (bio)sensores electroquimicos.

En el Capitulo 1 se presenta una introduccion general acerca de la
importancia de la utilizacion de sensores y biosensores en la quimica
analitica y el disefio de nuevas plataformas mediante la incorporaciéon de
nanomateriales y biomoléculas. Se describen las caracteristicas principales
de las biomoléculas utilizadas en esta Tesis, enzimas y aptameros. Ademas,
se presentan distintas metodologias de inmovilizacién de biomoléculas en la

construccion de biosensores.

En el Capitulo 2 se describen las técnicas utilizadas y se discuten los
fundamentos y conceptos necesarios para la compresion de los resultados
presentados. También se detallan los materiales y metodologias utilizadas

en este trabajo de Tesis.

En el Capitulo 3 se reporta el desarrollo de un biosensor destinado a
la cuantificacion de glucosa basado en el uso de nanoparticulas de magnetita
recubiertas con carbono amorfo. Se discuten las propiedades
electroquimicas de dichas nanoparticulas, las ventajas de su incorporacién
junto a la enzima glucosa oxidasa en un electrodo compdsito para el
desarrollo de un biosensor para glucosa. Asimismo, se presenta la
optimizacién de la plataforma a fin de obtener los parametros analiticos

Optimos para el mejor desempefio del biosensor.

Vi



En el Capitulo 4 se presenta el desarrollo de una plataforma
electroquimica basada en el empleo de nanohilos de niquel. Esta plataforma
fue aplicada para la cuantificacion de etanol, tomando ventaja de las
propiedades electrocataliticas del niquel hacia compuestos organicos en
medio alcalino. Asimismo, se presentan los pardmetros analiticos del sensor

obtenido.

El Capitulo 5 detalla la construccion de una superficie de oro
modificada basada en la inmovilizacion de 4,4'-bifenilditiol y el posterior
anclaje de nanoparticulas anisotrépicas de oro o nanorods. La plataforma
resultante se utilizd como punto de partida para la inmovilizacion de un
aptamero especifico para la deteccion de a-trombina humana.
Adicionalmente, se presenta la optimizacion en cada etapa de Ia
construccion de la plataforma disefiada para el mejor rendimiento analitico

del aptasensor.

En el Capitulo 6 se exponen las conclusiones generales del presente

trabajo de Tesis Doctoral.



ABSTRACT

In this Doctoral Thesis nanostructures of magnetite, nickel and gold
were synthesized, were immobilized in graphite matrices or gold substrates
to designing (bio)analytical platforms for the development of

electrochemical (bio)electrochemicalsensors.

Chapter 1 presents a general introduction about the importance of the
use of sensors and biosensors in analytical chemistry and the design of new
platforms through the incorporation of nanomaterials and biomolecules. The
main characteristics of the biomolecules used in this Thesis, enzymes and
aptamers, were described. In addition, different methodologies of
biomolecular immobilization in the construction of biosensors were

presented.

Chapter 2 describes the techniques used and discusses the
fundamentals and concepts necessary for understanding the results
presented. The materials and methodologies used in this Thesis are also

detailed.

Chapter 3 reports the development of a glucose biosensor based on
synthesis magnetite nanoparticles coated with amorphous carbon. The
electrochemical properties of the nanoparticles, the advantages of its
incorporation along with the enzyme glucose oxidase in a composite
electrode and the followed strategy for the development of a glucose
biosensor were discussed. Likewise, the optimization of the platform was
presented in order to obtain the optimal analytical parameters for the best

performance of the sensor.



Chapter 4 presents the development of an electrochemical platform
based on nickel nanowires. This platform was applied for the quantification
of ethanol, taking advantages of the electrocatalytic properties of nickel
towards organic compounds in an alkaline medium. Moreover, the analytical

parameters of the sensor were presented.

Chapter 5 details the construction of a modified gold surface based on
the immobilization of biphenyl-4,4’-dithiol monolayer and the subsequent
anchoring of anisotropic gold nanoparticles or nanorods. This platform was
used as a starting point for the immobilization of a specific aptamer for the
detection of human a-thrombin. In addition, the optimization at each
construction stage of the designed platform for the best analytical

performance of the aptasensor, was presented.

In Chapter 6 were exposed the general conclusions of this Doctoral

Thesis work.
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Capitulo 1

1.1. Sensores y biosensores

El desarrollo de sensores y biosensores es actualmente uno de los tdpicos
de relevancia en la investigacion de la quimica analitica. Tras la evolucion de
nuevas tecnologias existe un creciente interés en el desarrollo de dispositivos que
permitan obtener resultados fiables de manera rapida, sencilla y econédmica, en
tiempo real y de forma directa, en reemplazo de las técnicas convencionales. Esto
es particularmente importante en la industria farmacéutica y alimenticia, con el
fin de poder realizar controles de calidad para optimizar la produccién industrial;
en el diagndstico clinico, para el seguimiento descentralizado de pacientes; y en la
vigilancia medioambiental, para la deteccién y monitoreo de contaminantes
ambientales. Es por ello que, las investigaciones en el campo de los sensores, se
han dirigido a encontrar soluciones a dichas necesidades a través de la

implementacién de diversas tecnologias [1,2].

Los sensores presentan numerosas ventajas sobre otras metodologias
analiticas mas complejas, como por ejemplo, el tiempo corto de anlisis, la
facilidad operacional, la utilizacién de un volumen reducido de muestra y en
muchos casos sin la realizacion de un pretratamiento, y la posibilidad de disefiar
dispositivos miniaturizados portables para la realizacidn de estudios de campo. Es
por ello que durante los uUltimos afos, se han realizado multiples esfuerzos para
disefiar sensores que exhiban caracteristicas adecuadas como selectividad, limites

de deteccién sumamente bajos, reversibilidad y robustez [3]

Los sensores son dispositivos que tienen incorporado un receptor junto a
un transductor de la sefial, tal como muestra la Figura 1-1. Se puede distinguir: el

receptor, el cual interactia directamente con la muestra a analizar, y responde



selectivamente al analito en cuestién; y el transductor el cual es capaz de
transformar la sefial fisicoquimica producida como consecuencia del evento de
reconocimiento, en una sefial analiticamente medible, proporcionando
informacién cuantitativa o semicuantitativa. Dicha sefial, puede provenir de una
reaccion quimica del analito o de un cambio fisico producido en el sistema
investigado. De esta manera, de acuerdo con el tipo de informacidon que son
capaces de proporcionar, existen dos clases de sensores: los fisicos, que detectan
cambios como temperatura, presion, entre otros, y los sensores quimicos, basados
en la deteccién de cambios de pH, concentracion de un analito en particular,

composicidon quimica [4,5].

MUESTRA

TRANSDUCTOR

SENAL

Figura 1-1. Esquema de un sensor y sus componentes.

Entre los sensores quimicos cabe destacar a los biosensores, ya que son los
dispositivos que presentan generalmente mayor selectividad y por lo tanto con

potencialidad de aplicacién en la quimica analitica. De acuerdo con la IUPAC un
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biosensor es un dispositivo que contiene como receptor un elemento de

reconocimiento bioldgico [4,5].

Generalmente, los sensores pueden clasificarse segun el tipo de
transductor utilizado, y para el caso particular de los biosensores, se pueden
clasificar de acuerdo a la naturaleza de la biomolécula inmovilizada en la capa de
biorreconocimiento [4]. A continuacidn se hace una breve descripcion de cada uno
de ellos, haciendo énfasis en los (bio)sensores electroquimicos, ya que son los

reportados en este trabajo de Tesis.

1.1.1. Clasificacion segun el tipo de transductor

Opticos: se basan en la interaccién del analito con la radiacién
electromagnética. Transforman los cambios producidos por la interaccién de un
analito con el receptor en una senal dptica. Por ejemplo absorbancia, reflectancia,
luminiscencia, resonancia del plasmoén superficial, fluorescencia. Una de las
caracteristicas principales es que son altamente sensibles y selectivos,
permitiendo determinaciones directas en tiempo real [6—11].

Acusticos/mecanicos: los transductores estan compuestos por
materiales piezoeléctricos, los cuales sufren pequefias deformaciones en funcién
de un campo eléctrico aplicado. Estos dispositivos detectan el cambio en la
frecuencia de oscilacién del cristal, debido al cambio de masa a causa de un evento
de reconocimiento molecular. Ejemplo de ello son los sensores de ondas acusticas
(SAW) y la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) [12-14].

Térmicos/calorimétricos: son capaces de medir un cambio de calor
sobre la superficie del electrodo, a causa de la adsorcidon de una especie o por una
reaccion quimica [15-18].

Electroquimicos: estdn basados en una reaccion de transferencia de

carga entre el analito, un mediador redox o un producto de una reaccién vy el

5



electrodo; o un cambio superficial que produce la modificacion de parametros
electroquimicos (como por ejemplo la resistencia a la trasferencia de carga,
conductividad, entre otros). Estos sensores representan una subclase importante
de los sensores quimicos, ya que son los mas robustos, simples y econdmicos en
comparacion con sensores que utilizan otro tipo de transductor. Ademas,
generalmente poseen un amplio intervalo lineal y tiempos de respuesta cortos. De
la misma manera, los equipos necesarios para recolectar la sefial (potenciostatos
y conductimetros) son pequefos, econémicos y de facil manipulacién lo cual
favorece la miniaturizacion de los sistemas de detecciéon. Los sensores
electroquimicos  se pueden  sub-clasificar como  amperométricos,
potenciométricos, impedimétricos y conductimétricos, dependiendo de la variable

a utilizar para efectuar la deteccidon del evento de reconocimiento [19].

Los sensores amperométricos miden la corriente producida por la oxido-
reduccion de una especie electroactiva bajo la accidon de un potencial constante.
La magnitud de la corriente esta relacionada con la concentracion de la especie en
solucidn. Existe una amplia variedad de especies electroactivas y, por lo tanto, en
muchos casos se requiere un elemento que brinde una selectividad adicional para
poder discriminar entre varias especies. El empleo de enzimas es una alternativa
generalmente utilizada para solucionar tal inconveniente, proporcionando

selectividad al biosensor [20-22].

En sensores potenciométricos se emplea una membrana que es sensible y
selectiva a una dada especie, donde se establece una diferencia de potencial a
ambos lados de la membrana entre dos electrodos separados por ésta. La
diferencia de potencial entre los electrodos indicador y de referencia, es
proporcional al logaritmo de la concentracion de la especie activa, mientras que la
corriente generada es despreciable. Un ejemplo de este tipo de sensores son los
electrodos de pH o los electrodos selectivos para iones sodio, potasio, litio y fluor,

entre otros [23-25].
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El sistema conductimétrico emplea dos pares de electrodos en una
configuracion plana. Se determinan los cambios en la conductancia asociados a
cambios en la concentracion de iones de las soluciones. Generalmente, se realiza
una medicion diferencial entre el sensor en ausencia y en presencia del elemento

bioldgico [26,27].

Los sensores impedimétricos responden a cambios en la resistencia
eléctrica de un sistema, a causa de los fendmenos que ocurren en la superficie del
electrodo. La técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica se ha
convertido en una herramienta popular para la deteccién de una amplia gama de
moléculas bioldgicas, lo cual queda demostrado con el aumento de publicaciones
basadas en biosensores impedimétricos en los ultimos anos. La sefal del
transductor se basa principalmente en la deteccidén de interacciones de afinidad
entre el receptor bioldgico y la molécula blanco. Dichas interacciones causan un
cambio en la cinética de transferencia electrdnica, entre una sonda redox en la
solucidn y la superficie conductora. Este cambio es detectable como una variacién
en la resistencia de transferencia de carga, que aumenta o disminuye de modo
proporcional al numero de moléculas que se unen al elemento de

biorreconocimiento [28—-31].

1.1.2. Clasificacion por la capa de biorreconocimiento

Existen diferentes tipos de elementos de biorreconocimiento que se
pueden inmovilizar sobre los transductores y de acuerdo con su naturaleza,

caracteristicas y propiedades, los biosensores se clasifican en:

Biosensores cataliticos: se basan en la utilizacion de
biocatalizadores, los cuales son elementos que favorecen la ocurrencia de una
reaccion quimica a partir de un sustrato, dando como resultado un producto.
Dentro de este tipo de elementos de biorreconocimiento cabe destacar a las

7



enzimas (sistemas mono o multi-enzimaticos), células completas (bacterias,
hongos, etc.) u organelas celulares, tejidos (animales o vegetales). Dentro de los
biosensores, los enzimaticos son los mas desarrollados y utilizados. En general, la
reaccidn enzimatica es eficiente y extremadamente selectiva, lo cual es de gran
utilidad en aplicaciones analiticas. En este tipo de sistemas, uno o mas analitos
(denominados sustratos) reaccionan en presencia del biocatalizador para generar
productos. Existen diversas estrategias para el seguimiento de la reaccion
catalizada. En algunos casos, se puede detectar el consumo de un co-sustrato (por
ejemplo el consumo de oxigeno por una enzima oxidasa o bacterias), observando
el decaimiento de la sefial inicial; en otros casos la detecciéon de uno de los
productos de reaccidon (como es el caso del peréxido de hidrégeno generado por
oxidasas), evidencidndose a través del incremento de la sefial; también se puede
evaluar la transferencia directa de electrones entre el sitio activo de una enzima
redox y el transductor electroquimico; o indirectamente utilizando un mediador
redox inmovilizado que reaccione de manera suficientemente rdpida con el

biocatalizador y sea facilmente detectable por el transductor [32-34].

Biosensores de afinidad: se basan en la interaccién del analito de
interés con el elemento de biorreconocimiento sin que ocurra una reaccion
guimica, sino que se produce unainteraccion de afinidad del tipo ligando-receptor.
Como la reaccion de reconocimiento no genera productos detectables, es
necesario utilizar técnicas de transduccién asociadas al proceso de interaccién en
si, tales como cambios de masa, modificacion de propiedades dpticas, eléctricas o
magnéticas. Las biomoléculas que exhiben interacciones de afinidad son
anticuerpos, acidos nucleicos, aptameros, péptidos y receptores proteicos. En este
grupo se destacan los inmunosensores (reacciones antigeno-anticuerpo), los
aptasensores (interaccién aptdmero-molécula blanco) y los biosensores de ADN

(hibridacidn de secuencias de ADN de simple hebra con su hebra complementaria).
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La gran especificidad y afinidad de este tipo de interacciones le confiere a esta

clase de biosensores una especial selectividad y sensibilidad.

Si bien la selectividad de un biosensor se basa principalmente en la
especificidad del elemento de reconocimiento molecular, varios parametros
analiticos, como la sensibilidad, el tiempo de respuesta y el limite de deteccidn,
dependen en gran medida de las propiedades fisicoquimicas del transductor. Estas
propiedades pueden mejorarse mediante la utilizacién de materiales adecuados
(por ejemplo nanomateriales) disefando nuevas arquitecturas y superficies

modificadas [11,35-40].

1.2. Enzimas

Las enzimas catalizan reacciones quimicas en sistemas bioldgicos. El grupo
de fendmenos asociados con la aceleracion de las reacciones electroquimicas en
presencia de las enzimas se puede de definir como bioelectrocatdlisis. En algunas
situaciones la actividad redox de |la enzima depende de su propia estructura y en
otros casos, es necesaria la presencia de co-factores, los cuales pueden ser iones
metdlicos (Fe?/**, Zn?*, Na*, Cu*/**, Mg?*) o moléculas orgdnicas (FAD, NAD, co-

enzima Q).

Estas biomoléculas han sido ampliamente utilizadas en biosensores, debido
no sélo a su poder catalitico, sino a la extraordinaria selectividad que poseen [2].
Adicionalmente, las enzimas combinan el evento de reconocimiento y la
amplificacién de la sefal, caracteristicas imprescindibles en el desarrollo de
biosensores. Las enzimas requieren de condiciones de trabajo controladas como
pH, temperatura, fuerza idnica y presién. Bajo condiciones extremas pueden
desnaturalizarse y perder su actividad debido a la pérdida de su estructura

terciaria.



Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de reaccidn que catalizan, entre

las cuales se encuentran:

transferasas (catalizan la reaccion de un grupo quimico de un
sustrato a otro),

liasas (catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formacién de
dobles enlaces por eliminacién de grupos),

isomerasas (catalizan la conversién de isémeros),

ligasas (catalizan la formaciéon de enlaces C-C, C-S C-O y C-N por
reacciones de condensacion acopladas a la hidrdlisis de ATP),
Oxido-reductasas, las cuales mas participan de reacciones donde
ocurre una transferencia de electrones, intercambiando ademas
atomos de hidrogeno u oxigeno, es por esto que son mas utilizadas
en el desarrollo de biosensores electroquimicos. Entre ellas se

pueden destacar las deshidrogenasas, oxidasas y oxigenasas.

En general las reacciones enzimdticas, siguen cinéticas de reaccidn

convencionales:

kq k,

E+S 2 ES > E+P

k_q
donde el sustrato S se combina con la enzima E, para formar el complejo enzima-
sustrato ES, que posteriormente forma un producto P, liberando la enzima. A una
concentracion de enzima fija, la velocidad de reaccion V sigue la cinética de la

ecuacion de Michaelis-Menten:

V =V,I[S1/(K,, +I[S]) Ec.1-1.

Donde K es la constante de Michaelis-Menten y Vi, es la velocidad maxima

de reaccién. Cuando la constante Kn es igual a la concentracidén de sustrato, la
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velocidad de la reaccidn es igual a la mitad de V. En la construcciéon de electrodos

enzimaticos, es deseable obtener una Vi, de reaccion alta y un K bajo.

La Figura 1-2 muestra la dependencia de la velocidad de reaccién de la
enzima en funcién de la concentracidn de sustrato, junto con los parametros Kmy
Vm. Como se puede observar, en un inicio la velocidad aumenta
proporcionalmente a la concentracidon de sustrato hasta alcanzar la saturacion,
después de lo cual el agregado de sustrato no provoca aumento en la velocidad.
Por consiguiente, valores de K, bajos, ofrecen una mayor sensibilidad y dan como
resultado un intervalo lineal mas acotado. De la discusidon anterior, se asume que
la reaccion obedece a una cinética de Michaelis-Menten. Experimentalmente, el
intervalo lineal puede exceder la concentracidon correspondiente al Km, debido a
que la concentracién local de sustrato en la regidn cercana al electrodo es a

menudo mas baja que la concentracion en el seno de la solucion [1,2].

Regidn para determinacién
de la concentracion de sustrato
S<< K

m

c Region para determinar
8 pardmetros enziméaticos
SV

o S>>K
[}

o

o

@©

S 12v

o m

o

CD

>

K
Concentracion de sustrato

Figura 1-2. Dependencia de la velocidad de reaccion catalizada por enzimas en funcidn
de la concentracion del sustrato.

11



Los parametros cinéticos de una enzima inmovilizada en un biosensor, Kmy
Vm, se pueden obtener experimentalmente a partir del reordenamiento y
linealizacién de la ecuacion 1-1. Existen varios métodos para la determinacion de
estos parametros, Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf y Cornish-
Bowden. Los cuatro involucran la determinacion de la velocidad en funcién de la
concentracion de sustrato, a una concentracidon de enzima constante [41-43]. En
este trabajo de Tesis se utilizdo el método de Eadie-Hofstee, el cual se describe a

continuacion.

Para un biosensor enzimatico amperométrico la velocidad del proceso
estara dada por la corriente generada debido a la reaccién electroquimica. Por lo

tanto los parametros cinéticos se pueden obtener a partir de la ecuacion 1-2.

lee = Lpgx — Kmapp (ee /C) Ec. 1-2.

donde I, es la corriente en estado estacionario, I,,,,, €s la corriente maxima en
condiciones de estado estacionario, Kmapp es la constante de Michaelis-Menten
aparentey Ces la concentracion del sustrato en solucion [41-43]. De esta manera,
a partir de los valores obtenidos experimentalmente, se puede conocer si la

enzima conserva su actividad en el microambiente de la matriz electrdodica.

1.3. Aptameros

En los afios noventa dos grupos de investigacion diferentes reportaron
simultdneamente la seleccién in vitroy amplificaciéon de un acido nucleico con alta
afinidad hacia una molécula blanco determinada [44,45]. Luego, estos
oligonucleétidos fueron llamados aptameros, palabra que proviene del latin aptus

y significa fijar o encajar.
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Los aptameros son oligonucledtidos cortos de cadena simple, los cuales
pueden ser ssADN o ARN. Son moléculas pequeias, que pueden pesar entre 5-25
KDa. La unidon a la molécula target estd dada por interacciones electrostaticas,
fuerzas de Van der Waals, enlaces puente hidrégeno, o una combinacion de estos
fendmenos, sumado a un cambio conformacional que da como resultado la
formacion de una estructura tridimensional del aptamero sumamente estable
para un reconocimiento altamente especifico [46-50]. Existe una amplia variedad
de aptdmeros que pueden reconocer moléculas pequefias (por ejemplo iones,
ATP, cocaina, estradiol), macromoléculas (trombina, factor de necrosis tumoral,
factor de crecimiento endotelial vascular, entre otros) o incluso células enteras
(como CD44, CD133) [47]. Adema3s, se han desarrollado distintos aptameros para
una molécula en particular, que reconocen selectivamente diferentes regiones de
la misma [46]. La afinidad con la que los aptameros se unen a su molécula blanco
es comparable con la unién del complejo antigeno-anticuerpo, es por ello que los
aptameros son llamados “anticuerpos sintéticos” y por lo tanto, pueden ser
utilizados en reemplazo de los anticuerpos tanto en aplicaciones terapéuticas
como diagndsticas. Las constantes de disociacidon que presentan los aptameros se
encuentran en un intervalo de nM a pM, comparables con los anticuerpos

monoclonales e incluso en ocasiones pueden ser mejores [51,52].

El interés de la utilizacion de estas moléculas en biosensores como
sustituyentes de los anticuerpos surge de numerosas ventajas que presentan los
aptameros. Principalmente, su método de obtencidn por sintesis quimica, sin la
necesidad de la inmunizacién in vivo de animales de experimentacion. Ademas,
una vez identificada la secuencia, los aptdmeros se pueden sintetizar con alta
purezay reproducibilidad, a un costo relativamente bajo. Otra ventaja que poseen
los aptameros es que, dependiendo de la funcionalidad deseada, se pueden
modificar quimicamente con facilidad, empleando sondas fluorescentes, grupos

funcionales, inhibidores, indicadores electroquimicos, nanoparticulas o enzimas
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[46]. Tales modificaciones permiten, por ejemplo, inmovilizar estas biomoléculas

en soportes sdlidos o utilizar diferentes metodologias de deteccidn.

En contraste con los anticuerpos, que en ciertas condiciones se pueden
desnaturalizar irreversiblemente, los aptameros poseen una alta estabilidad, ya
gue bajo ciertas condiciones (cambios de temperatura, valores extremos de pH,
elevada fuerza idnica) se pueden regenerar sin pérdida de su integridad vy

selectividad [53].

La metodologia de sintesis de los aptameros es un procedimiento in vitro
denominado SELEX (por sus siglas en inglés, Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) que consiste en ciclos de seleccidn iterativos,
enriqueciendo en cada ciclo las moléculas que se unen con mayor afinidad a un
target determinado. Este procedimiento se esquematiza en la Figura 1-2. El
proceso se inicia con una biblioteca de oligonucleétidos sintéticos (generalmente
entre 10%°-10%), los cuales son empleados como muestra inicial para la seleccién.
Este conjunto de oligonucledtidos tiene una regidon central aleatoria, y dos
secuencias constantes y definidas en los extremos 3" y 5°, necesarias para la
posterior amplificacion. Cuando la molécula blanco se pone en contacto con esta
biblioteca de oligonucledtidos, unos pocos acidos nucleicos se unirdn con alta
afinidad y los que se adsorban inespecificamente seran luego excluidos.
Posteriormente, las secuencias afines son separadas de la molécula blanco para la
amplificacién por PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa). Después de un cierto
numero de ciclos de seleccién, que va entre los 6 y 18, durante los cuales la
muestra se encuentra enriquecida en oligonucledtidos con mayor afinidad hacia la
molécula blanco, se procede al clonado y secuenciado para la identificacién del

oligonucleédtido de interés que presenta la maxima afinidad [54,55].

Por las caracteristicas antes mencionadas, los aptameros han surgido como
alternativa al empleo de anticuerpos para su aplicacion en diferentes dreas como

el desarrollo de biosensores de afinidad [49,56-61], bio-imagenes [62,63],
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diagnodstico [63,64], como herramientas terapéuticas [65—67] y administracion de
farmacos [62,68-70]. Ademas, los aptameros, como elementos de reconocimiento
biomolecular, desempefian funciones importantes en el disefio de biosensores

colorimétricos, fluorescentes, acusticos, plasmodnicos y electroquimicos [47].

ér" ?5 Biblioteca de
¢ ¢ ’ .:;35) ADN o0 ARN
L &5 | ¢

33: g‘ §L \ k‘ @ Target
‘I Interaccion

\J\I‘\
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Figura 1-2. llustracién esquemadtica del proceso SELEX para la selecciéon de un nuevo
aptamero.

1.4. Inmovilizacion de biomoléculas

Un aspecto muy importante a tener en cuenta en el disefio y construccién
de nuevas plataformas es la inmovilizacion del elemento de biorreconocimiento,
ya que el funcionamiento del biosensor dependerd en gran medida de este
proceso. El objetivo fundamental de la inmovilizacién es permitir el contacto
intimo entre la biomolécula y el transductor sin alterar la funcionalidad y
estabilidad de dicho sistema de reconocimiento bioldgico. Estos métodos
comprenden procesos fisicos, fundamentalmente atrapamiento o adsorcion, y

procesos quimicos, dentro de los cuales se destacan la unién por enlace covalente
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o entrecruzamiento. Para cada uno de ellos existen numerosas variantes y ademas

es posible utilizar diversas combinaciones [1,4].

Atrapamiento: consiste en el inmovilizacidn fisica de la biomolécula
en geles, redes poliméricas o matrices de carbono, sin que ocurra unién quimica
entre ésta y la matriz. El inconveniente que presenta esta metodologia, es la
generacion de barreras difusionales que modifican el flujo del sustrato o del
producto. Es preciso sefalar que, la inclusion en matrices de carbono es un
método ampliamente utilizado en la construccion de electrodos compdsito debido

a su simplicidad y versatilidad en la preparaciéon [71].

o
y

Figura 1-3. Inmovilizacién de biomoléculas por atrapamiento.

Entrecruzamiento: este método consiste en la utilizacion de
reactivos bifuncionales (dialdehidos, diaminoésteres, sales de diazonio) que
originan uniones intermoleculares. Un compuesto muy utilizado que favorece el
entrecruzamiento es el glutaraldehido. La principal desventaja de este tipo de
inmovilizacion, es el bajo control del grado de entrecruzamiento, lo que puede
conducir a una pérdida en actividad bioldgica de la biomolécula, debido a posibles

cambios en su estructura conformacional.

Figura 1-4. Inmovilizacion de biomoléculas por entrecruzamiento.
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Adsorcion directa: es un método simple que consiste en la
interaccion de la biomolécula mediante fuerzas electrostaticas o interacciones
hidrofébicas sobre la superficie (Figura 1-5). La desventaja de este método es que
es poco estable, por lo que la biomolécula puede desorberse de la superficie,

frente a minimos cambios en las condiciones del medio.

A1)

Figura 1-5. Inmovilizacién de biomoléculas por adsorcién sobre la superficie.

Interaccidon covalente: se basa en la activacion o generacion de
grupos funcionales en el transductor para efectuar la uniéon covalente con la
biomolécula. Una ventaja muy importante que presenta esta metodologia frente
a las demas, es la posibilidad de controlar la orientacién de la biomolécula y la
estabilidad otorgada por la unién quimica. En esta técnica se debe prestar especial
atencién para que la inmovilizacién no ocasione pérdida en la funcionalidad y
bioactividad de la molécula. En relaciéon al uso de esta alternativa, la fabricacion
de monocapas autoensambladas de tioles (SAMs) constituye una metodologia
muy adecuada para la inmovilizacidon de distintas moléculas como aptameros,
anticuerpos, ADN, entre otros. Las configuraciones basadas en SAMs se
caracterizan por presentar una menor adsorcion inespecifica y permitir un mejor

control de la orientacién de la biomolécula (Figura 1-6).
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Figura 1-6. Inmovilizacion de biomoléculas mediante unién covalente.

1.5. Nanomateriales

Los nanomateriales (NMs) se caracterizan por tener al menos una de sus
dimensiones dentro del rango de la escala nanométrica (hasta 100 nm). Existe una
amplia variedad de produccion de nanomateriales de diferente forma, tamafio y

composicidon quimica. Estos pueden ser considerados como:

materiales cero dimensionales (0-D), los cuales son estructuras
puntuales con escala nanométrica en todas sus dimensiones, un ejemplo de ellos
son los fullerenos y quantum dots [72,73];

materiales unidimensionales (1-D), son estructuras con tamafio
nanométrico en una sola dimensidon, como los nanotubos (NTs), nanobarras o
nanorods (NRs) y nanohilos (NWs) [72,74,75];

materiales bidimensionales (2-D), poseen una estructura planar
nanométrica, como por ejemplo el grafeno y las nanolaminas [72,73];

materiales tridimensionales (3-D), poseen un tamafo similar en
todas sus dimensiones y usualmente estan formados por combinacién de

nanoestructuras [76—78].

En la Figura 1-7 se muestran varios ejemplos de nanomateriales.
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Nanorods Nanohilos

Grafeno Fullereno Nanotubos de carbono

Figura 1-7. Ejemplos de nanomateriales.

Las materiales nanoestructurados exhiben propiedades fisicas y quimicas
sobresalientes que difieren significativamente respecto al material masivo (bulk)
de la misma composicidn. Dentro de estas propiedades se pueden destacar su alta
relacion superficie/volumen, su habilidad para ser funcionalizados, sus notables
caracteristicas electrénicas y térmicas, y su efecto electrocatalitico [79]. Es por
esto, que los NMs desempenan un papel cada vez mas importante en el disefo y
desarrollo de dispositivos sensores y biosensores, demostrando importantes
avances en el campo de la quimica electroanalitica [28,75]. Los NMs pueden
mejorar la eficiencia de las plataformas de (bio)reconocimiento de diversas
maneras, tanto por parte de la capa de reconocimiento como en lo que respecta
al transductor. Por ejemplo, algunos pueden incrementar el area superficial
permitiendo la inmovilizacion de un mayor nimero de biomoléculas y a su vez
mejorar la transferencia electrénica. Asimismo, los NMs del tipo conductor y
catalitico estan involucrados en las estrategias de amplificacion de la sefial. Una
caracteristica que los hace mas interesantes aun, es que la mayoria de ellos son

multifuncionales y pueden desempenfar varios roles en un mismo sistema [80].
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En esta Tesis se emplearon nanoparticulas de magnetita recubiertas con

carbono, nanohilos de niquel y nanorods de oro en el disefio de plataformas

(bio)sensoras para la cuantificacidon de diferentes analitos de interés.
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Capitulo 2

En este trabajo de tesis se han empleado distintas metodologias
experimentales para la caracterizacion de los nanomateriales sintetizados, asi
como para la optimizacion de los sistemas estudiados. A continuacion se presenta
una breve descripcion de los fundamentos teodricos y las aplicaciones de tales

metodologias.

2.1. Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas son aquellas que pueden emplearse para el
estudio de los procesos de reaccion que ocurren en la interfaz entre un conductor
electrénico (denominado electrodo) y un conductor iénico (al que se denomina
electrolito soporte). Los procesos de reaccion electrodo/conductor idnico son
generados por una perturbacion externa aplicada, y como consecuencia de ella
ocurre una trasferencia de electrones en dicha interfaz [1]. La magnitud de la
respuesta electroquimica dependera de la perturbaciény del tiempo en la que ésta
se mantiene. De acuerdo al tipo de perturbacion que aplicada sera el tipo de
respuesta que se manifestard, y de ella va a depender la informacion obtenida. Si
se aplica una diferencia de potencial se obtendra una corriente; en cambio, si se
aplica una corriente constante la respuesta se manifestara por medio de un

cambio de potencial en la interfaz electrodo-electrolito soporte.
Las técnicas utilizadas en este trabajo de tesis pueden clasificarse en:

v’ Técnica de barrido de potencial: voltamperometria ciclica.
v’ Técnicas de potencial controlado: amperometria y

voltamperometria hidrodinamica.
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v' Técnica de perturbacién periddica: Espectroscopia de impedancia

electroquimica.

2.1.1. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (VC) es una de las técnicas mas utilizadas y a
menudo es el primer experimento a realizar en un estudio electroquimico para
adquirir informacion cualitativa acerca de un sistema redox desconocido. Ademas,
es utilizada para dilucidar mecanismos de reaccidn o realizar analisis cuantitativos.
Esta técnica proporciona informacion rapida acerca de la termodindamica de los
procesos redox, la cinética de transferencia de carga, asi como sobre la existencia

de reacciones quimicas acopladas o procesos de adsorcién [1,2].

2.1.1-A. Respuesta de especies en solucién

La VC una técnica potenciodindmica en la que se aplica una perturbacién
lineal triangular de potencial en funcién del tiempo. Se aplica un potencial inicial
(Ei) hasta un potencial de corte (Ec) y luego se revierte el barrido hasta un potencial
final (Ef), que puede ser igual o diferente a Ei. De esta manera, el potencial del
electrodo de trabajo varia linealmente, a una velocidad constante (v, velocidad de
barrido), que es la pendiente de la curva E vs t. El programa de potencial en funcion
del tiempo para voltamperometria ciclica se encuentra esquematizado en la Figura
2-1.A. Como respuesta a dicha perturbacidn se produce una corriente que
corresponde a la especie electroactiva que se encuentra en solucién. La corriente
se registra en funcién del potencial aplicado y dicho registro se denomina
voltamperograma ciclico. En la Figura 2-1.B se ilustra el voltamperograma ciclico
para un proceso reversible, donde se asume que sélo la especie reducida (R) esta

presente inicialmente en solucion. Entonces ocurrird la siguiente reaccion:
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Figura 2-1. A. Perturbacidon de potencial aplicada en voltamperometria ciclica. B.
Voltamperograma ciclico resultante.

Para un sistema que solo contiene R, a un potencial E; menor al potencial
estandar de la cupla redox (E°), la corriente que se registra es corriente capacitiva,
es decir, la corriente es sélo debido al cargado de la doble capa eléctrica. A medida
que el potencial aplicado se aproxima al E°, ocurre la oxidacidén de la especie R,
generandose O (especie oxidada), y provocando un aumento en el gradiente de
concentracién y por lo tanto, un incremento en la corriente faradaica. Esta
incrementa hasta llegar a un valor maximo, el cual recibe el nombre de corriente
de pico anddico (lpa), mientras que el potencial al cual se alcanza el maximo de
corriente se denomina potencial de pico anddico (Epa). A ese valor de potencial el
gradiente de concentracidon es maximo, dado que la velocidad de oxidaciéon es
maxima. Bajo estas condiciones la concentracidon de R disminuye a cero en la
superficie del electrodo. Luego, cuando el potencial es mayor al Ep,, se formara la
especie O cuando R difunda desde el seno de la solucidon, lo cual lleva a un
incremento de la capa difusional, y consecuentemente, ocurre una disminucion
del gradiente de concentracidn, provocando la caida de corriente tipicamente
observada en los voltamperogramas después del potencial de pico. La

35



concentracion de la especie electroactiva disminuye sobre la superficie del

electrodo, de acuerdo a la Ecuacién de Nernst (ecuacion 2-1):

2.303 RT

E=E°+ ——+ log—co (05
nF

CR (0.0) Ec. 2-1.

donde E es el potencial del electrodo, E° el potencial formal de la cupla redox, R es
la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, n es el nimero de
electrones intercambiados en la reaccidn, F es la constante de Faraday, Co (0,t) y
Cr (0,t) son las concentraciones de la especie oxidada y reducida en la superficie a

un tiempo t, respectivamente.

La expresion para calcular la corriente obtenida se muestra en la ecuacion
2-2. Aqui podemos ver que la corriente es proporcional al gradiente de
concentracion de la especie electroactiva (Cr) sobre la superficie del electrodo
(x=0), a su coeficiente de difusién (Dg), el area geométrica del electrodo (A) y al

numero de electrones intercambiados n [1].

I(t) = nF ADy [%]xzo Ec. 2-2.

En estas condiciones, cuando la concentracién de R disminuye a cero en x =
0, se obtiene un valor de corriente maximo [3]. Cuando la direccion del barrido se
invierte y se alcanza el potencial adecuado, ocurre el proceso inverso donde la
especie O se reduce a R. De esta manera, cuando se alcanza el valor de potencial
de pico catddico (Epc) se obtiene la corriente de pico catddico (lpc). La ocurrencia

de este proceso depende de la reversibilidad de la reaccién electroquimica.

En resumen, a partir de los perfiles voltamperométricos pueden obtenerse
los diferentes pardmetros antes mencionados (lpa, lpe, Epa, Epc), asi como la relacion
entre las corrientes de pico (lpa/lpc) y la diferencia entre los potenciales de pico

(AEp= Epa- Epc). Estos parametros de diagndstico permiten caracterizar el proceso
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redox que ocurre sobre el electrodo como reversible, cuasi-reversible e
irreversible, segun los criterios desarrollados por Nicholson y Shain [4]. La
reversibilidad electroquimica de los sistemas redox esta determinada por la

relacidn entre las velocidades de los procesos de transferencia de cargay masa [5].

En sistemas reversibles |a velocidad de la reaccion electroquimica es mas
rapida que la de transferencia de masa y la concentracion de la especies en
solucidn esta siempre determinada por la ecuacién de Nernst (ecuacién 2-2). En
este caso, los E, catédico y anddico son independientes de la velocidad de barrido
vy la separacion entre ellos, AE, exhibe un valor de 0,059 V/n (a 25 °C). Asimismo,
se encuentra que para este tipo de procesos lpa/lpc Se aproxima al valor unitario.
En estos sistemas, donde la corriente esta limitada por la difusidon de la especie
electroactiva en la capa difusional, se encuentra que la corriente de pico Ip
(anddica o catddica) varia linealmente con v?, segin la ecuacién de Randles-

Sevcik (ecuacion 2-3) [2,6]:

3 1 1
I, = (2,69 x 10°)nz ACD2v2 Ec. 2-3.

En un sistema con comportamiento irreversible, la velocidad de
transferencia de masa es mayor a la de transferencia de carga. Por lo tanto en
estos sistemas, I, es de menor intensidad que el valor correspondiente a un
sistema reversible, E, depende de v, y al invertir el barrido de potencial no se
observa corriente catddica [5]. Si el proceso se encuentra controlado por difusion,

la I, se relaciona con la v/? de forma lineal por medio de la siguiente ecuacién [2,6]:

1 1 1
I, = (2,99 x 10°)n(an,)z ACDzv? Ec. 2-4.

Los sistemas que presentan un comportamiento intermedio, se clasifican

como cuasi-reversibles. En estos sistemas la corriente esta controlada tanto por la
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velocidad de transferencia de carga como por el transporte de masa. En el VC
pueden observarse dos picos correspondientes a la oxidacidon y a la reduccion,
aunque la relacién entre lpa/lpc €s menor que la unidad. El valor de AE, es mayor
que 0,059 V por mol de electrones intercambiados y aumenta con la velocidad de

barrido de potencial [2,6].

2.1.2-B. Respuesta de especies adsorbidas

La voltamperometria ciclica también puede ser utilizada para evaluar el
comportamiento de especies que se encuentran adsorbidas sobre la superficie del
electrodo. En este caso pueden despreciarse los efectos de transporte de masa y
la forma del perfil voltamperométrico se modifica. De hecho, para un
comportamiento ideal nernstiano, las especies confinadas en la superficie se

manifiestan en el voltamperograma mediante picos simétricos, es decir Epa= Epc.

Si tenemos en cuenta la reaccion:

R(ads) s O(ads) + ne

gue indica que sélo se oxida la especie R que se encuentra adsorbida, la corriente
serd directamente proporcional al cubrimiento superficial de R (I'r) y ala velocidad
de barrido de potencial. Entonces, para un comportamiento reversible, el AEp sera
igual a cero. Es importante remarcar que, el ancho de pico a la mitad de la corriente
maxima (Ep1/2) alcanza un valor de 96 mV/n (a 25 2C) y la corriente de pico estara

dada por la ecuacion 2.5 [2].

n? F?
p = 7 Alxv Ec. 2-5.
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El drea bajo el pico anddico, es decir, la cantidad de carga consumida (Qads)
durante la oxidacidon de Rags se puede utilizar para calcular I'r, seguin la ecuacion

2-6.

Quas = NF ATy Ec. 2-6.

Esta relacion se puede emplear para calcular el area ocupada por la

molécula adsorbida y, por lo tanto, para predecir su orientacion en la superficie

[2].

2.1.2. Amperometria

La amperometria es una técnica que se basa en la medicidn de la corriente
originada como consecuencia de aplicar un escaldon de potencial al electrodo de
trabajo, el cual se encuentra inmerso en una solucién bajo conveccién forzada.
Este proceso asegura el aporte continuo del analito hacia la superficie del
electrodo, por lo que cuando se produce la oxidacion o reduccién del mismo, se
alcanza una corriente de estado estacionario (/). De esta manera, sobre la
superficie del electrodo se establece una capa difusional (8) cuyo espesor es
constante y depende de la velocidad de agitacion y viscosidad de la solucién. En
estas condiciones, la corriente es controlada por la difusion del analito en la capa

difusional, y su valor /. esta definido por la ecuacion 2-7.

nFACRD
Iee == % EC. 2'7-

donde n es el niumero de electrones, F es la constante de Faraday, A es el area del

electrodo, Dr y Cr son el coeficiente de difusidn y la concentracidn de la especie
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electroactiva en el seno de la solucién, respectivamente, y 0 es el espesor de la

capa difusional.

En esta técnica, la perturbacion consiste en la aplicacion de un potencial
desde un valor en el que no ocurre la reaccién faradaica (E1), generalmente el
potencial de circuito abierto, a un valor de potencial (Ez) donde la especie es
oxidada o reducida y como consecuencia se produce una corriente la cual es

registrada en funcidn del tiempo (Figura 2-2.A).

Desde el punto de vista analitico, la amperometria se puede aplicar a la
cuantificacion de compuestos [5]. Por consiguiente, el agregado del analito a la
celda produce un aumento en la concentracion de la especie electroactiva en la
superficie del electrodo y el consecuente incremento de /e, como ilustra la Figura
2-2.B. La determinaciéon de lee en funcidon del tiempo se conoce como registro
amperomeétrico y permite conocer la concentracion del analito en una solucién
problema y la sensibilidad con que el mismo es detectado [2], la cual se calcula a

partir de la pendiente de la curva de calibracion.

A B | |

Agregado de analito l

Potencial
N
Corriente

Linea de base

0 Tiempo Tiempo

Figura 2-2. A. Perturbacion de potencial aplicada en amperometria. B. Registro
amperométrico con conveccidon forzada para sucesivos agregados de compuesto
electroactivo.
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2.1.3. Voltamperometria hidrodindmica

La voltamperometria hidrodindmica (VH) puede considerarse una extensiéon
de la amperometria. Esta técnica consiste en la determinacion de la corriente
limite producida por la reaccién electroquimica del analito agregado en
condiciones de conveccidon forzada, aplicando diferentes valores de potencial
punto por punto [1]. Consecuentemente, se obtienen registros de corriente vs

potencial aplicado como se muestra en la Figura 2-3.

/0
/0
£ o?
ko) 3/070707070/
= o
Q /
O +
o
Potencial

Figura 2-3. Esquema de un voltamperograma hidrodinamico obtenido registrando las
corrientes en funcion de los diferentes potenciales aplicados punto por punto, en
condicién de conveccion forzada.

Esta técnica permite conocer el comportamiento electroquimico de la
especie en estudio sobre la superficie del electrodo, y ademas se utiliza para
seleccionar el potencial de trabajo mas conveniente para realizar posteriores
determinaciones amperométricas. Esta es una metodologia mas precisa que la
voltamperometria ciclica, ya que se alcanzan valores superiores de corriente limite

gue en ausencia de la conveccién forzada, con gran sensibilidad y reproducibilidad.
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2.1.4. Espectroscopia de impedancia electroquimica

Como se menciond anteriormente, la voltamperometria ciclica se basa en
la aplicacion de perturbaciones de potencial de gran amplitud, lo cual conduce al
electrodo a un estado alejado del equilibrio, observandose como respuesta una
sefal transitoria de corriente. Por el contrario, la Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica (EIE), es una técnica que se basa en aplicar una perturbacion
periddica de pequeiia amplitud, potencial o corriente, de manera que la respuesta
observada corresponde al sistema en estado estacionario. Esta es una técnica no
destructiva que permite caracterizar las propiedades eléctricas de materiales e
interfaces [3,5,7] y consiste en la determinacién de la impedancia (Z) que presenta
un sistema electroquimico a diferentes frecuencias. La impedancia eléctrica mide
la oposicién de un circuito o de un componente eléctrico al paso de una corriente

eléctrica sinusoidal alterna [1,8].

Generalmente la perturbacion aplicada es un potencial sinusoidal (Eac) de
muy pequefia amplitud (unos pocos mV), con una determinada frecuencia angular

(). Dicha perturbacidn se expresa matematicamente como:

E(t) = E,;. sen(wt) Ec. 2-8.

En donde E(t) es el valor instantdneo del potencial, E.c es la amplitud
maximay o es la frecuencia angular, que se relaciona con la frecuencia en radianes

f de acuerdo a: o= 2~xf.

Por lo tanto, la corriente asociada (i(t)) a una sefial de potencial sinusoidal,
es también sinusoidal, de la misma frecuencia (®) pero de amplitud diferente y
desfasada por un dngulo ¢. Esto puede ser representado de acuerdo a la siguiente

expresion:

i(t) =1l sen(ot+ @) Ec. 2-9.
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donde /4 es la amplitud de corriente correspondiente al estado estacionario.

En la Figura 2-4 se esquematiza la perturbacion y la respuesta asociada a la

misma.

2

T

Potencial
aJuaLl0n

Figura 2-4. Representacion de la perturbacién de potencial (—=) y su respuesta en
corriente (—) desfasada por un determinado dngulo de fase en espectroscopia de
impedancia electroquimica.

El cociente entre las dos sefiales periddicas se denomina impedancia:

La impedancia, ademas, se puede expresar como un numero complejo:

Z = |Zy| (cosp+jsenq@) = Z'+jZ" Ec. 2-10.

donde|Zo|es la magnitud, ¢ es el angulo de fase, j es el nUmero imaginario v—1,
Z’ es la parte real, y Z” la parte imaginaria de la impedancia. La componente real
estd asociada con el comportamiento resistivo y la componente imaginaria con el

capacitivo [9].
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Entre las diferentes representaciones graficas de los datos impedimétricos,
como todo numero complejo, la impedancia Z puede representarse en
coordenadas rectangulares o en coordenadas polares. La representacion en el
plano complejo (Z” vs. Z’) se conoce como diagrama de Nyquist. En esta grafica
cada punto corresponde a una frecuencia diferente. Por otra parte, en
coordenadas polares, los datos se pueden representar como log [Z[ y el dngulo de

fase ¢ vs. log (w), conocidos como representacion de Bode. [7].

Existen dos posibles métodos de interpretaciéon de la respuesta de
impedancia de un sistema. El primero y mas comunmente utilizado implica la
combinacion de elementos de circuitos eléctricos, llamados circuitos equivalentes,
mediante el uso de elementos pasivos como condensadores, resistencias e
inductancias. Para cada caso se debe encontrar un circuito que ajuste la respuesta
de impedancia con el dato experimental. El segundo método, mas riguroso,
implica establecer y resolver las ecuaciones diferenciales correspondientes a todos
los procesos que ocurren en el sistema. Esta metodologia de interpretacion es
poco utilizada ya que su implementacién requiere conocer las condiciones iniciales
y las caracteristicas del sistema, e identificar los procesos que ocurren para la

resolucion de las ecuaciones diferenciales [8,10].

En este trabajo, para la interpretacién de los resultados obtenidos se utilizé

el analisis de espectros de impedancia a través de circuitos eléctricos equivalentes.

2.1.4-A. Circuitos eléctricos equivalentes

Como se menciond anteriormente, es posible representar una celda
electroquimica combinando elementos eléctricos simples como resistencias y
capacitores. A partir de los diagramas Nyquist y Bode, y su correspondiente analisis
mediante el disefio de circuitos eléctricos apropiados, los datos experimentales

obtenidos pueden ser ajustados con curvas tedricas, lo que permite obtener los
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parametros que definen el sistema en estudio, tales como la capacidad de la doble
capa eléctrica (Cqc), la resistencia de la solucidn (Rs), la resistencia de transferencia

de carga (Ri) y la impedancia de Warburg (Zw), entre otros.

La respuesta en corriente de una resistencia R a una sefial periddica de
potencial conduce a una impedancia que tiene sélo componente real, siendo el

maodulo de la impedancia también igual a R:

Z'=7"=R Ec. 2-11.

En cambio, para un capacitor C la impedancia es funcién de la frecuencia:

Zo= —j — Ec. 2-12.

El angulo de fase que corresponde a una resistencia pura es de 0° y para un

capacitor puro es de -90°.

Un circuito equivalente frecuentemente utilizado es el circuito simple R(RC),
en donde la reaccidn de transferencia de carga a través de la doble capa eléctrica
de un conductor en contacto con un electrolito, se puede representar mediante el
circuito equivalente mostrado en la Figura 2-5.A, donde Cq4c representa la
capacidad de la doble capa, Rs resistencia de la solucion entre el electrodo de
trabajo y referencia y Ric la resistencia de transferencia de carga en la interfaz [10].
La Figura 2-5.B permite observar que log |Z| es constante a valores extremos de
frecuencia, igual a la suma de las resistencias (Rs + Ri) en el limite de frecuencias
muy bajas e igual a Rs en el limite de frecuencias altas. En el intervalo de
frecuencias intermedias el comportamiento es capacitivo y log |Z| varia

linealmente con log lwl con una pendiente igual a -1.
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log 1ZI | Rs+Rtc Z
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Figura 2-5. A. Circuito equivalente R(RC) para un electrodo en contacto con un electrolito.
B. Graficos de Bode y de Nyquist correspondientes al circuito R(RC) C. Circuito equivalente
de Randles para la transferencia de carga y la difusidon de una especie redox. C. Grafico
de Nyquist correspondiente al circuito de Randles.

Otro circuito ampliamente utilizado es el circuito de Randles (Figura 2-5.C)
[6,9], el cual consiste en una Rsy la Cqc en paralelo con una Rec y con laimpedancia
de Warburg (Zw). En este caso, en el diagrama de Nyquist pueden observarse dos
procesos bien diferenciados, como se ilustra en la Figura 2-5.C. Por un lado, a
frecuencias altas e intermedias se puede observar un semicirculo, relacionado con
el proceso de transferencia de carga, del cual se puede obtener el valorlaRs y la
Rtc. Por otra parte, a frecuencias bajas predomina el control difusional, es decir por
transferencia de masa (representada con la Zw) y en consecuencia en el diagrama
de Nyquist podemos ver una linea recta con un valor de pendiente igual a -1/2 con
un ¢ de 45° [11].
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En la Figura 2-6.A se muestra un circuito equivalente que se corresponde
con un modelo utilizado para ajustar los datos obtenidos con electrodos
recubiertos con peliculas que poseen poros en la superficie. En este modelo se
considera que existen dos zonas de la superficie con distintas resistencias a la
transferencia de carga (R1y Ry), es decir la velocidad con la que la sonda redox se
descarga sobre ambas zonas, es diferente. Si estas velocidades son muy similares,
los semicirculos se solapan y en el diagrama de Nyquist (Figura 2-6.B) se observara
un solo semicirculo. Dependiendo del sistema, se puede observar o no el

componente difusional (Zv).

®
L
Rs CPE1
VAN >
R1 CPE2
D
R2

Rs Ri1 R2

Figura 2-6. A Circuito equivalente para un electrodo recubierto que presenta poros. B.
Grafico de Nyquist correspondiente al circuito mostrado en A.

2.1.2. Equipamiento electroquimico

Las mediciones amperométricas fueron llevadas a cabo en las estaciones de
trabajo TEQ_02, TEQ_04 y Epsilon Workstation (BAS) y para experimentos de VC
se utilizaron los potenciostatos PGSTAT128N y PGSTAT101 (Autolab), mientras que
los espectros de impedancia fueron adquiridos mediante el médulo FRA32M del
potenciostato PGSTAT128N. Los datos de EIE fueron ajustados y modelados con el

software ZView?2.
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2.2. Microscopias

2.2.1. Microscopia electrdnica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM, del inglés Scanning Electron
Microscopy) proporciona informacién sobre la morfologia y topografia de la
superficie de una muestra, mediante el barrido con un haz de electrones
acelerados por aplicacion de alto voltaje. En adicion, el andlisis de rayos X
proporciona informacién cualitativa y cuantitativa sobre la composicidon elemental
de las diversas areas de la superficie. En SEM se trabaja siempre en condiciones de
vacio para que la trayectoria de los electrones no sea desviada por la presencia de

atomos o moléculas que no sean de la muestra a analizar.

De todas las formas de radiacidon resultantes de la interaccion del haz
incidente y la muestra, hay dos realmente fundamentales en microscopia de
barrido: los electrones secundarios (ES) y los electrones retrodispersados (ER)

(Figura 2-7) [12].

La sefial de ES es la que se emplea habitualmente para obtener una imagen
de una muestra. Estos son electrones de baja energia (de menos de 50 eV) y
resultan de la emisidn por parte de los atomos constituyentes de la muestra mas
cercanos a la superficie. Por lo tanto, proporcionan una imagen de la morfologia
superficial de la muestra. Los ER poseen mayor energia que los ES y por esta razén
aportan informacién acerca de regiones mas profundas de la muestra, de manera
gue son sensibles a la composicién de la misma. La intensidad de la sefial de ER,
para una energia dada del haz, depende del nimero atémico (Z) del material,
siendo mayor para Z mayores. Este hecho permite distinguir fases de un material
de diferente composicién quimica. De esta manera, las dreas con elementos con

mayor Z aparecen mas brillantes en la imagen [12,13].
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Haz de electrones
incidentes

Electrones

Ansiisie guimion retrodispersados

Rayos X

Electrones
secundarios

Figura 2-7. Representacion de la interaccidon del haz incidente con la muestra y emisiones
de electrones en SEM.

Esta técnica se utilizdé para caracterizar los nanomateriales sintetizados. Las
imagenes SEM mostradas en este trabajo de tesis fueron obtenidas con un
microscopio electrénico de barrido FE-SEM Sigma de Carl Zeiss con un detector de

energia dispersiva de Oxford (EDS) (LAMARX-IFEG).

2.2.2. Microscopia electrdonica de transmision

La microscopia electrénica de transmisién (TEM, del inglés Transmission
Electron Microscopy) es una de las herramientas mas poderosas en la
caracterizacion de sistemas de escala nanométrica. Es una técnica en la cual una
muestra de poco espesor es irradiada por un haz de electrones acelerados por un
alto voltaje (100-400 KV). Esta técnica permite estudiar la morfologia de la

muestra, su estructura cristalina y su composicién con gran precision.

En general, la imagen estara asociada a la intensidad del haz de electrones
transmitidos a través de la muestra. Las imagenes se pueden producir a partir de

los electrones difractados (imdgenes de campo oscuro) o a partir de los electrones
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directos que han atravesado la muestra sin interaccion (imagenes de campo claro)

(Figura 2-8.) [14,15].

Esta técnica se utilizd6 en la caracterizacion morfolégica de las
nanoparticulas sintetizadas. Las muestras se prepararon en una rejilla de cobre
recubierta de Formvar/Carbon. Las imagenes TEM se realizaron con el microscopio
JEM-JEOL EX Il 1200. (CIAP-INTA). Las imagenes TEM y HRTEM se obtuvieron
mediante el uso del microscopio electrdnico de transmision Philips CM200UT, en

modo normal y en modo de alta resolucion (CNEA- CAB).

Haz de electrones
incidentes

P

Electrones Electrones
difractados Haz difractados
(campo oscuro) transmitido (campo oscuro)
(campo claro)

Figura 2-8. Representacion de la interaccidon del haz incidente con la muestra delgada y
formacioén de imagen en TEM.

2.3. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis es una técnica es una de las técnicas mas
utilizadas para la caracterizacién de nanoparticulas metdlicas. Debido a que,
cuando las nanoparticulas se encuentran bajo la influencia de un campo

electromagnético presentan una banda de absorcidn caracteristica relacionada
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con la resonancia del plasmon superficial (oscilacién de los electrones libres del
metal). Por lo tanto, mediante esta técnica se pueden hacer estimaciones acerca
de la forma, el tamafio y la homogeneidad de las particulas dependiendo de la
posicion y la forma de las bandas de absorcién [17,18]. En la Figura 2-9 se presenta
un espectro de absorcién comparativo entre nanoparticulas de oro de diferente

formay tamaiio.

Abs. (u.a.)

Figura 2-9. Absorcién UV-Vis de nanoparticulas de oro de diferentes tamafios y formas.
Imagen tomada de referencia [18].

Los espectros UV-Vis realizados en este trabajo se registraron con un
espectrometro Shimadzu UV-1200 utilizando una celda de cuarzo de 0,100 cm a

temperatura ambiente.
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2.3. Difraccidn de rayos X

La difraccién de rayos X (DRX) es una técnica no destructiva cuya aplicaciéon
principal es la identificacidon de las fases presentes en una muestra cristalina.
Ademads, permite estudiar las distancias entre planosy la obtencion de parametros

de red, asi como el tamano de grano, orientacién y calidad cristalina.

Esta técnica consiste en hacer incidir un haz mono-energético de rayos X
sobre los atomos de una red cristalina. Este proceso promueve la formacién de
una serie de haces difractados, cuyas intensidades y posiciones dependen de la
estructura cristalina en particular. Este fendmeno se explica satisfactoriamente a
través de la ley de Bragg (ecuacidon 2-10), en el cual la radiacidon incidente se refleja
en los sucesivos planos (hk/, indices de Miller) de la red cristalina y de esta manera

se determina la ubicaciéon de los maximos en la intensidad difractada.

n A = Zdhklsen Hhkl Ec. 2-13.

donde N es un numero entero y se lo conoce como orden de reflexién, A es la
longitud de onda de la radiacidon incidente, dna es la distancia entre la familia de
planos (hkl) y 6nu es el angulo formado entre la radiacién incidente y la superficie
de los planos. Por lo general, se encuentran numerosos cristales individuales de
orientacién aleatoria en la muestra, por lo que todas las posibles difracciones de
Bragg generan un "patrén de difraccion". Existe una base de datos que incluyen
las separaciones interplanares para todos los picos de difraccidon observados, sus
intensidades relativas y su indice de hkl para cada material conocido. Asimismo,
esta base de datos se encuentra disponible para identificar, por comparacion, los

picos en un patrén de difraccion experimental [14].

En este trabajo de tesis, los patrones de DRX fueron determinados con un

difractémetro de polvo PANalytical X'Pert PRO (que funciona a 40 kV, 40 mA), en
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geometria de reflexién Bragg-Brentano con radiacion CuKa (A = 1.5418 A). Los
datos se obtuvieron en el rango de 28 entre 8 °y 120 °, utilizando el detector PIXcel

(INFIQC-UNC).

2.4. Celdas electroquimicas y electrodos

En los experimentos electroquimicos se utilizé una celda convencional de
tres electrodos: el electrodo de trabajo, un electrodo de referencia de Ag/AgCl/KCI
3M (BAS), y como contraelectrodo o electrodo auxiliar un alambre de platino. Los
mismos se colocaron en la celda electroquimica de vidrio, a través de los orificios
de la tapa de Teflon®, como muestra la Figura 2-10. Para experimentos con

conveccion forzada, se empled un agitador y un buzo magnético.

-
A

Electrodo | Electrodo
de referencia ’ de trabajo

Electrodo auxiliar

Figura 2-10. Celda electroquimica de trabajo con el sistema de tres electrodos.

Para la sintesis de los nanohilos se utilizd una celda de Teflon® disefiada

especialmente con un orificio superior donde se colocan los electrodos de
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referencia y contraelectrodo, y uno inferior en donde se coloca la membrana de
oxido de aluminio anodizado (AAO), previamente metalizada para que sea
conductora, ya que en este caso es utilizada como electrodo de trabajo para

efectuar la deposicion del metal en estudio en los poros (Figura 2-11.).

Electrodo
de trabajo

Celda de Teflon

Figura 2-11. A. Celda electroquimica de sintesis de nanohilos. B. Vista posterior

membrana Watman® metalizada.

Para los sensores y biosensores disefiados en este trabajo de Tesis se
utilizaron electrodos de trabajo compdsito de pasta de carbono (CPE) modificados
con nanoparticulas de magnetita y glucosa oxidasa o con nanoalambres de niquel
y electrodos de oro policristalino que fueron modificados con nanoparticulas

anisotrépicas de oro y el aptamero anti-trombina humana.

2.4.1. Electrodos compdsito de pasta de grafito

Un electrodo compdésito puede definirse como un material que consta al
menos de una fase conductora y una aislante. Los electrodos compésito ofrecen
numerosas ventajas, por ejemplo, pueden fabricarse con una gran versatilidad en
cuanto a la forma, tamafo y composicion, permitiendo la incorporacion de

diversos materiales y biomoléculas. Las incorporaciones realizadas se utilizan para
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una mejora en la sensibilidad y selectividad del electrodo, ofreciendo una facil
adaptacion a una gran variedad de configuraciones electrddicas, las cuales

permiten resolver diferentes tipos de problemas analiticos [19].

Los CPE presentan ventajas como el bajo costo, superficie renovable y la
facilidad de modificacidn, las cuales se encuentran relacionadas con el proceso de
fabricacion [21]. Debido a que este proceso implica simplemente mezclar el grafito
con materiales aglutinantes adecuados para formar una pasta, la modificacidon de
este material ha dado lugar a varios tipos de innovaciones. Las mas relevantes son
la modificacién de la pasta con polimeros, mediadores redox, nanomateriales y
elementos de reconocimiento para construir sensores electroquimicos vy

biosensores [22].

En este trabajo de Tesis se utilizaron electrodos compdsito de pasta de
carbono fabricados a partir de microparticulas de grafito en polvo (fase
conductora) y aceite mineral (fase aislante). A dicha matriz electrddica se le
incorporaron nanoparticulas de magnetita, glucosa oxidasa o nanohilos de niquel
con el objetivo de desarrollar diferentes transductores segun la aplicacion analitica

deseada.

Una vez obtenida la pasta de grafito resultante, el material fue
empaquetado en un cuerpo cilindrico de Teflon®, utilizando como contacto
eléctrico un tornillo metalico colocado en uno de los extremos del soporte hueco,

como se muestra en la Figura 2-12.
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Figura 2-12. Cilindro de Teflon® utilizado como soporte del material de electrodo
compdsito.

2.4.2. Electrodos de oro

Los electrodos de oro empleados en el presente trabajo de tesis fueron
electrodos comerciales de Au policristalino de 2 mm de diametro (CHI 101, CH

Instruments). El la Figura 2-13 se muestra una imagen de dicho electrodo.

Figura 2-13. Electrodo de oro policristalino (CH Instruments).
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2.4.2-A. Limpieza y pretratamiento de electrodos de oro.

Los electrodos de oro policristalino son ampliamente utilizados en el
desarrollo de biosensores debido a la facilidad con la que pueden ser modificados
con un gran numero de especies quimicas o entidades biolégicas a través de la

derivatizacion de la superficie con moléculas tioladas [23,24].

Un factor importante a tener en cuenta cuando se utilizan electrodos de Au
es la dependencia de |la respuesta con las condiciones iniciales de la superficie del
electrodo. De esta manera, para poder utilizar los electrodos de oro, es necesario
realizar un pretratamiento exhaustivo con el objetivo de acondicionar la superficie.
El protocolo de limpieza utilizado en el presente trabajo de tesis consistid en el

siguiente procedimiento:

1. Pulido quimico: los electrodos fueron colocados durante 10 minutos en una

solucién “pirafia” (perdxido de hidrégeno y acido sulfdrico en una proporcién
30/70 V/V). La preparacion de esta solucidn es un proceso exotérmico. Ademas
esta solucion es fuertemente oxidante y, por lo tanto, oxida los compuestos

organicos que puedan encontrarse adsorbidos en la superficie del electrodo.

2. Pulido mecanico: los electrodos se pulieron hasta “apariencia espejo” en

suspensiones acuosas de alumina 1,0 y 0,3 um, sucesivamente, sobre pafio DP-

Nap (Struers).

3. Limpieza con ultrasonido: posteriormente los electrodos fueron sometidos a

sonicacion por 10 segundos en agua ultrapura, con el objetivo de eliminar las
microparticulas de alimina que posiblemente hubiesen quedado incrustadas en la

superficie del electrodo en el proceso de pulido mecanico.

4. Tratamiento con solucidn “pirafia”: efectuado durante 1 minuto para remover

impurezas de la superficie del electrodo.
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5. Pulido electroquimico: se aplic6 una secuencia de 8 etapas de

oxidacion/reduccion en solucién de H,SO4 0,50 M. Cada etapa corresponde a un
pulso de 2,000 V durante 2 segundos (oxidacion) y uno de —1,000 V durante 4
segundos (reduccién). Luego se realizaron 30 ciclos sucesivos empleando
voltamperometria ciclica, en la misma solucién, entre —0,100 y +1,600 V a una

velocidad de barrido de 2,000 V s

El estado superficial de los electrodos de Au se verificd realizando un

voltamperograma ciclico en H2S04 0,50 M a 0,100 V s, como se muestra en la

Figura 2-14.
30
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Figura 2-14. Voltamperograma ciclico sobre Au policristalino en una solucién de H>SO4
0,50 M. La integral del area (coloreada) se corresponde con el valor de la carga debida a
la reduccidn de los éxidos de Au. Velocidad de barrido: 0,100 V s™.

Como se muestra en la Figura 2-14 cuando se realiza el barrido anddico,
desde un potencial de 0,000 V hasta 1,600 V, se observa solamente corriente
capacitiva hasta un potencial de 1,100 V. A potenciales mas positivos que 1,100 V
se pueden apreciar los tres picos de corriente que corresponden a la formacion de

los 6xidos de oro en las distintas caras cristalinas presentes en el electrodo [25]. Al
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invertir el sentido del barrido se observa un pico catddico correspondiente a la
reduccion de los 6xidos de Au formados previamente (sombreado en la Figura 2-

14).

Para determinar el area electroactiva de los electrodos se integro el pico de
reduccion de los 6xidos de oro. De esta manera |la ecuacion 2-14 se puede utilizar

para determinar la carga (Qau) involucrada en el proceso:

1 (E2 .

Quu == g, LdE Ec. 2-14.

donde E;1 y E2 son los limites de potencial de la zona sombreada en la Figura 2-14.
Una vez obtenida la carga, mediante la ecuacién 2-15, finalmente se puede

calcular el area electroactiva del electrodo.

A= — 24w Ec. 2-15.
390 uC cm=2

donde 390 uC cm es un factor que da cuenta de la carga necesaria para reducir

una monocapa de Au formada sobre una superficie policristalina de 1 cm?[26].
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3.1. Introduccion

3.1.1. Nanoparticulas magnéticas

En los ultimos afios las particulas sintetizadas a nanoescala han despertado
gran interés debido que presentan propiedades electrdnicas, dpticas y magnéticas
excepcionales. Un tipo de nanoparticulas (NPs) que ha recibido gran atencién son
las nanoestructuras magnéticas, las cuales pueden ser manipuladas bajo la
influencia de un campo magnético externo [1]. Existe una gran variedad de estas
NPs y pueden estar formadas de elementos tales como hierro, cobalto, niquel y
oxidos de algunos metales. Entre ellas los o6xidos de hierro, como Fes304
(magnetita) y y-Fe,03 (maghemita), se han utilizado ampliamente en diversas
areas incluyendo fluidos magnéticos, catalisis, remediacidon ambiental, sensores,

biomedicina y dispositivos de almacenamiento magnético [2—7].

Un problema asociado a particulas de tamano nanométrico es la
inestabilidad intrinseca que poseen y por lo tanto su gran tendencia a formar
aglomerados para minimizar la energia asociada con la elevada relacion
superficie/volumen. Ademas, estos materiales pueden ser susceptibles a la
oxidacioén, por esto es conveniente recubrir sus superficies con especies organicas
tales como polimeros y tensioactivos, o con materiales inorganicos. Los métodos
de recubrimiento mas utilizados son la adsorcién durante la sintesis (in-situ) o
posterior a la sintesis. Estos revestimientos no sélo impiden la oxidacion de las NPs
sino que también mejoran su capacidad para formar suspensiones ya que

disminuyen su tendencia a aglomerarse [5,8].
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Se han empleado diferentes técnicas para producir nanoparticulas
magnéticas con propiedades uniformes y un estrecho margen de distribucion de
tamanos. Entre las técnicas de obtencion podemos nombrar: descomposicidon
térmica, sintesis hidrotérmica y co-precipitaciéon, entre otras [5,9,10]. En este
trabajo de tesis se utilizaron nanoparticulas de magnetita (mNPs) sintetizadas por
un método simple, de bajo costo y muy efectivo como lo es la molienda mecanica
en un molino de bolas de alta energia. Esta técnica se enmarca dentro de la
mecanoquimica, término que se emplea para describir el proceso en el que tienen
lugar las reacciones quimicas y las transformaciones de fase como consecuencia

de aplicar energia mecdnica [11,12].

Muchos nanomateriales (NMs) entre los cuales se encuentran incluidos los
de magnetita, poseen actividad intrinseca similar a las enzimas, como por ejemplo
peroxidasa, catalasa, oxidasas, superoxido dismutasa, entre otras [13]. La principal
ventaja de la utilizacidon de estos NMs respecto a las enzimas es que son altamente
estables, es decir, mantienen su actividad catalitica, incluso en condiciones de
trabajo adversas como por ejemplo amplios intervalos de pH, temperaturas
elevadas o en presencia de inhibidores enzimaticos [13—-16]. Estas propiedades
convierten a dichos NMs en excelentes candidatos como enzimas artificiales en
reemplazo de las biomoléculas nativas para el disefio de dispositivos
biotecnolégicos [17,18]. Wei y Wang definieron el término "nanozima", haciendo
referencia a las enzimas artificiales basadas en nanomateriales [13]. Debido a que
las nanoparticulas inorganicas poseen numerosas ventajas como la simple
preparacion, alta estabilidad, facil modificacion de la superficie y bajo costo, el
concepto de nanozima atrajo un enorme interés en diversos campos de la

actividad cientifica, incluida la quimica analitica y la nanomedicina [19].

En el afio 2007 Yan y colaboradores demostraron que las mNPs poseen
actividad intrinseca simil peroxidasa y por lo tanto, estas nanoparticulas

inorgdnicas podrian funcionar como una enzima para catalizar la oxidacién vy
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fundamentalmente la reduccidon de sustratos tipicos de la peroxidasa como el
peroxido de hidrégeno [20,21]. Desde entonces, las mNPs se han utilizado en
reemplazo de la enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP) en numerosos
trabajos debido a las sobresalientes ventajas que proporciona como catalizador
artificial [14,18,22,23]. Por lo tanto, las mNPs pueden aplicarse en sensores y
biosensores como materiales enzimo-miméticos para la deteccion y amplificacion

de la senal de perdxido de hidrégeno.

3.1.2. Biosensores para glucosa

Por mas de 50 aios, los dispositivos destinados a la cuantificacion de
glucosa han sido el icono clasico en el desarrollo de biosensores. Clark y Lyons, en
el ano 1962, disefaron el primer biosensor enzimatico para la deteccidon de
glucosa, utilizando glucosa oxidasa (GOx) como elemento de biorreconocimiento
[24] y desde entonces se han disefiado numerosas estrategias con el objetivo de
mejorar la sensibilidad y selectividad [25-34]. En la actualidad existe un gran
interés en el desarrollo de estos dispositivos que se basan en la cuantificacion del
peroxido de hidrégeno generado enzimaticamente. Sin embargo, sobre electrodos
de carbono, es necesario aplicar altos sobrepotenciales para llevar a cabo la
determinacion. Esto hace que la cuantificacion de glucosa sea poco especifica a
causa de la interferencia de compuestos facilmente oxidables que estan presentes
habitualmente en fluidos bioldgicos, tales como acido ascdrbico y acido urico [35—
37]. De esta manera, el principal desafio en estos casos, es el desarrollo de
estrategias que permitan una disminucidon importante en los sobrepotenciales
necesarios para la oxidacion y/o reduccién de H,0,. Las mas destacadas han sido
la incorporacion de nanomateriales electrocataliticos junto al elemento de

biorreconocimiento. [36,38—41].
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En este capitulo se discuten los resultados obtenidos para la sintesis de
nanoparticulas de magnetita recubiertas con carbono (MNPs@C) sintetizadas por
un método mecanoquimico. Las propiedades estructurales y morfoldgicas de las
nanoparticulas se investigaron mediante difraccion de rayos X (DRX), microscopia
electronica de barrido (SEM), microscopia electréonica de transmision (TEM) vy
microscopia electrénica de transmision de alta resoluciéon (HRTEM). Puesto que el
mencionado nanomaterial tiene actividad catalitica simil peroxidasa, se disefié una
plataforma a partir de la incorporacion de mNPs@C junto con la enzima glucosa
oxidasa (GOx) en un compodsito de grafito (GOx/mNPs@C/CPE), como una
estrategia de amplificacion de la seihal de H,0, una vez efectuado el evento de
reconocimiento mediado por GOx, para el desarrollo de una plataforma

biosensora para la cuantificacién de glucosa.

El bio-nano-compdsito GOx/mNPs@C/CPE fue caracterizado por técnicas

como voltamperometria ciclica (VC) y amperometria.

3.2. Metodologia experimental

El perdxido de hidréogeno (H202 30 % V/V solucién acuosa), la glucosa vy el
acido urico fueron provistos por Merck, mientras que el acido ascdrbico, Na2HPO4
y NaH2PO4 fueron proporcionados por J. T. Baker. La enzima glucosa oxidasa (GOx)
(Tipo X-S, Aspergillus niger, (EC 1.1.3.4), 158,900 U/g, catalogo nimero G-7141) se
obtuvo de Sigma. Los sueros liofilizados Standatrol S-E-2 (Lote N° 1202085070),
nivel N1 (N°085070) y nivel N2 (N° 085070), fueron suministrados por Wiener Lab.

Para la preparacién de los compdsitos se utilizé polvo de grafito (grado #38),
el cual fue provisto por Fischer Scientific y aceite mineral de Sigma-Aldrich. Las
microparticulas de magnetita comerciales (mMicroPs, 0,5-1,0 um) fueron
proporcionadas por Strem Productos Quimicos. Las mNPs@C y mNPs sin

recubrimiento de carbono fueron sintetizadas por Aranay col. [11].
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Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y se utilizaron sin
ninguna purificacion previa. Las determinaciones se realizaron a temperatura
ambiente. Como electrolito soporte se empled buffer fosfato 0,050 M pH 7,40.
Para la preparacion de todas las soluciones se utilizdé agua ultrapura deionizada
(MQ, p=18,2 MQ cm), la cual fue obtenida a través de un sistema Milli-Q de

Millipore.

3.2.1. Sintesis de mNPs@C

La sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas con carbono
(mMNPs@C) se llevd a cabo en un molino de bolas de alta energia, como se
menciond en el apartado 3.1. En lo que respecta al método utilizado, la molienda
mecanica es un procedimiento ampliamente difundido y efectivo mediante el cual
se producen reacciones quimicas en estado sélido a bajas temperaturas, debido a
las colisiones entre los precursores (mezcla de polvos). Ademas, la utilizacién de
un molino de bolas de alta energia favorece la formacion de particulas de tamafo

nanomeétrico [12,42].

Para la fabricacion de las mMNPs@C, se utilizaron como precursores hematita
(Fe203) y carbono activado (C) en una relacion de masas 4:1, los cuales fueron
introducidos en un recipiente de acero inoxidable con bolas de carburo de

tungsteno (WC), como se muestra en la Figura 3-1.

A continuacidn se realizé la molienda a 700 rpm, con una relaciéon de
bolas/polvo precursor de 35, bajo atmdsfera de Ar, para evitar procesos de
oxidacion no deseados. El polvo precursor (C-Fe;03) se molié durante 18 horas, sin
embargo una vez concluida la molienda, se evidencié por experimentos de DRX la
presencia de hematita, dando cuenta que la reaccidn no habria ocurrido de
manera completa. Por lo tanto, con el fin de eliminar la hematita remanente se
realizd un tratamiento térmico durante 2 horas a 500°C en atmdsfera de Ar. La
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temperatura fue seleccionada cuidadosamente para provocar la reduccién de
hematita y evitar un crecimiento significativo de las nanoparticulas, asi como la

pérdida de carbono [43].

Figura 3-1. Fotografia de los precursores para la sintesis de las nanoparticulas de
magnetita: carbono activado (negro), hematita (rojizo), junto al recipiente donde se
produciran las nanoparticulas. Imagen tomada de referencia [44].

La formacion de magnetita (Fe3Oa) ocurre por reduccion del hierro de la

hematita, de acuerdo a la siguiente reaccién:

3Fe,0;+10C —» 2Fe30,+CO+9C Ec. 3-1.

Cabe senalar que, en esta sintesis el carbono se encuentra en exceso
respecto a la hematita; por lo tanto, una vez concluido el proceso de fabricacidon
de las mNPs, quedard carbono remanente en la muestra cubriendo las particulas

de magnetita formadas.
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3.2.2. Preparacion de los electrodos de trabajo

Una vez obtenidas y caracterizadas las mNPs@C se utilizaron para la
preparaciéon de un electrodo compdsito de pasta de carbono (CPE). El CPE se
prepard de forma regular mezclando mecanicamente polvo de grafito y aceite
mineral, en una proporcion 70%-30% P/P respectivamente, durante 30 min en un

mortero de agata.

Se prepararon diversos CPEs conteniendo proporciones diferentes de
MNPs@C (mNPs@C/CPE). Asimismo, se prepardé de manera similar, un CPE con
microparticulas de magnetita comerciales (mMicroPs) de 0,5-1,0 mm de didmetro
(mMicroPs/CPE) y otro con nanoparticulas de magnetita (mNPs) que no se
encuentran recubiertas con carbono (mNPs/CPE), con un didmetro nominal de 20
nm, sintetizadas por co-precipitacion. Para todos los compdsitos, en primer lugar
se mezclaron las particulas de magnetita correspondientes (MNPs@C, mNPs o
mMlicroPs) con aceite mineral durante 3 minutos, seguido de la incorporacion del
polvo de grafito y mezclado por 30 minutos adicionales. En el caso del electrodo
enzimatico (GOx/mNPs@C/CPE), se mezcld en una primera etapa GOx, mMNPs@C
y aceite mineral durante 10 minutos, luego a esta mezcla se le incorporo el polvo
de grafito completando el tiempo de mezclado. En la tabla 3-1 se presentan a
modo de resumen los electrodos preparados. Finalmente, una porcion de la pasta
resultante se colocé en la cavidad de un tubo de teflon de 3 mm de didmetro. El
contacto eléctrico se estableci6 mediante un tornillo de acero inoxidable.
Posteriormente el electrodo resultante fue pulido en papel antes de cada medida

experimental, obteniendo una nueva superficie de manera muy sencilla.
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Tabla 3-1. Descripcion de los electrodos preparados con las distintas NPs, MicroPs y GOx.

Composito % mMNPs@C | % mMicroPs | % mNPs | % GOx
CPE - - - -
2,5%mNPs@C/CPE 2,5 - - -
5%mNPs@C/CPE 5,0 - - -
10%mNPs@C/CPE 10,0 - - -
20%mNPs@C/CPE 20,0 - -
5%mMicroPs/CPE - 5,0 - -
10%mNPs/CPE - - 10,0 -
5%GO0x/10%mNPs@C/CPE 10,0 - - 5,0
5%GOx/CPE - - - 5,0

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Caracterizacion morfoldégica y estructural de mNPs@C

Para obtener mayor informacién y caracterizar las nanoparticulas

sintetizadas se utilizaron diversas técnicas complementarias como: SEM, TEM,

HRTEM y DRX.

3.3.1-A. Caracterizacion SEM y TEM

Para la caracterizacion morfolégica de las mMNPs@C, se realizaron estudios

de microscopia electrénica de barrido. Las micrografias SEM tomadas se muestran

en la Figura 3-2. A partir del andlisis de estas imagenes se puede concluir que las
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particulas son de tamafio nanométrico y se encuentran soportadas sobre carbono,

observandose particulas individuales y aglomerados de las mismas.

Figura 3-2. Imagenes SEM de mNPs@C. A. Obtenida a partir de electrones secundarios y
B. Obtenida a partir de electrones retrodispersados.

En la Figura 3-2.A se muestra una imagen de electrones secundarios y en
Figura 3-2.B una imagen de electrones retrodispersados. En esta ultima, los
elementos con numero atdmico mas alto aparecen mas brillantes que los
elementos de menor numero atémico. Por consiguiente, de la comparacion de las
imagenes se puede concluir que los cristales nanométricos de magnetita (imagen
mas brillante) estan inmersos en una matriz de carbono amorfo, y se encuentran
homogéneamente distribuidos. Estos resultados fueron confirmados por
microscopia de transmision electronica, donde ademas se obtuvo informacidon mas
detallada acerca de la forma y el tamafio de las NPs. En la Figura 3-3, donde se
muestran imagenes TEM (A) y HRTEM (B) se puede observar claramente
nanoparticulas con estructura cristalina, recubiertas por una fase amorfa,
atribuida al carbono. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos a
través de las imagenes SEM. En la figura insertada en la Figura 3-3.B se muestra
una imagen HRTEM obtenida con mayor magnificacidon, donde se identificé un
Unico valor de espaciamiento interplanar, atribuido al plano (111) de la magnetita

(d=4,847 A, como indican las flechas).
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En Figura 3-3.C se presenta un gréfico de distribucion normal de tamafio
(didmetro vs numero de NPs), calculado a partir de las imagenes TEM. Como se

puede apreciar, la mayoria de las NPs presenta un tamano promedio de 20 nm.

D= 20 nm

Numero de NPs (u.a.)

Q0 10 2 v .’:J : 4'0 50 -3':3 0 a0
Tamafo de NPs, D (nm)

Figura 3-3. A. Imagen TEM y B. HRTEM de mNPs@C. C. Distribucidon de tamafio de las
MNPs@C, D medio: 20 nm.

3.3.1-B. Caracterizacion por DRX

La Figura 3-4.A muestra los difractogramas correspondiente a los
precursores de la sintesis: hematita (material cristalino) y carbono activado
(amorfo). El patrén de DRX de la hematita presenta los picos de difraccion

74




Capitulo 3

caracteristicos, sin embargo, en el caso del carbono no se observan picos de
difraccion ya que posee una estructura amorfa. En la Figura 3-4.B se muestra el
patréon de DRX para mNPs@C, en el cual se pueden observar picos de difracciéon a
20 =30,1°; 35,2°%; 43,1°; 53,7°; 57,1° y 62.5° correspondientes a las reflexiones
(220), (311), (400), (422), (511) y (440) de los planos cristalinos de la estructura
cubica de Fe304 (JCPDS Nro. 19-0629) [17,45]. Asimismo, se observa ausencia de
los picos caracteristicos de hematita, indicando que el material cristalino presenta

una sola fase, dando cuenta de que la sintesis fue completa [11].

Fe O,

Mttt S ) NtV N N A A

l |

T T T T
B0 100

30 40 50 60 7020 40

60
20 20

Intensidad (u.a.)

Figura 3-4. Patron de DRX de los precursores (A) y nanoparticulas de magnetita (Fe30a)
recubiertas con carbono (B).

Conforme a los resultados presentados, se puede afirmar que mediante un

método simple y econdmico, las mMNPs@C fueron sintetizadas exitosamente.

3.3.2. Caracterizacion electroquimica de mNPs@C/CPE

Con el objetivo de caracterizar electroquimicamente las mNPs@C
sintetizadas y al mismo tiempo explorar la actividad catalitica simil peroxidasa que

presentan estas nanoparticulas [21], se prepararon diferentes electrodos
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descriptos en la seccion 3.2.2. A través de voltamperometria ciclica vy
amperometria se estudid el comportamiento electroquimico de los CPEs
modificados con distintas particulas de magnetita (mNPs, mMicroPs y mNPs@C).
Para ello se emplearon diversos marcadores redox como perdxido de hidrégeno,

acido ascorbico y acido urico.

3.3.2-A. Efecto de la incorporacion de magnetita en la matriz
compagsito

En vista de las aplicaciones analiticas de la plataforma, en relacién a la
deteccidn de glucosa, se comenzé estudiando la capacidad catalitica de las
particulas de magnetita hacia perdxido de hidrégeno, producto electroactivo de la
reaccion enzimatica mediada por GOx. Las reacciones de oxidacion y reduccion de
esta sonda se muestran a continuacion en las ecuaciones 3-1. y  3-2.

respectivamente:

HZOZ (ac) i OZ(Q) + 2 H(-lt-lc) + 2e” Ec. 3-1.

HZOZ(aC) + 2 H(-ELC) + 2e7 > 2 HZO(l) Ec. 3-2.

Se realizaron experimentos voltamperométricos en una solucidon de H,0»
0,010 M preparada en buffer fosfato 0,050 M pH 7,40, entre -0,200 y +0,800 V. En
estos experimentos se emplearon CPE (—), CPE modificado con 5,0 % P/P de
microparticulas comerciales mMicroPs (—) y CPE modificado con 5,0 % P/P de
nanoparticulas MNPs@C (—). Es importante remarcar que se utilizaron particulas
de diferente tamafo, microparticulas y nanoparticulas, con el objetivo de evaluar

la importancia de las dimensiones de las particulas en la catalisis hacia perdxido
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de hidrogeno. La respuesta electroquimica de la sonda se presenta en la Figura 3-

5.

3,0

2,0 1

1,01

0,0

Corriente (uA)

1,04

2,0

0,200 0,000 0200 0400 0,600 0,800
Potencial (V)

Figura 3-5. Voltamperogramas ciclicos en H,02 0,010 M sobre CPE (=), CPE modificado
con 5,0 % P/P de microparticulas comerciales de Fe304 (—) y CPE modificado con 5,0 %
P/P de nanoparticulas mNPs@C (—). Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M, pH
7,40. M. Velocidad de barrido: 0,100 V s

Sobre CPE el proceso de oxidacion de H.0, comienza a sobrepotenciales
elevados cercanos a +0,600 V, mientras que el proceso de reduccién se encuentra
muy pobremente definido. Del andlisis de los voltamperogramas de los electrodos
modificados se observa que la incorporacion de particulas magnéticas,
indistintamente del tamano, produce una disminucidn de los sobrepotenciales de
reduccion del H.0;, lo cual es mas evidente sobre el electrodo que contiene las
nanoparticulas de FesO4 recubiertas con carbono (5%mNPs@C/CPE (—)).Para la
plataforma 5%mMicroPs@C/CPE (—) la reducciéon comienza a sobrepotenciales
mds negativos que 0,000 V; mientras que, para 5%mNPs@C/CPE (—) a
sobrepotenciales mas negativos que +0,200 V, debido a la excelente actividad
electrocatalitica de NPs de magnetita hacia la reduccion del peréxido de hidrégeno

[22,46,47]. Es importante remarcar que 5%mNPs@C/CPE también cataliza la
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oxidacion del perdoxido de hidrégeno, comenzando a potenciales mayores que
+0,300 V, aunque este efecto es menos pronunciado que en el caso de la

reduccion.

Debido a que el perdoxido de hidréogeno no presenta picos de oxido-
reduccion, se determinaron los valores absolutos de corriente anddica (la) y
catddica (Ic) para cada electrodo a valores de potencial fijo para cada proceso
redox. En el caso de la oxidacion se eligid un potencial de +0,700 V, mientras que
para la reduccién -0,100 V. Se compararon las respuestas sobre las distintas

plataformas, como se ilustra en la Figura 3-6.

[ -100 V A I 700 V B

0,60 + 1,50 1

0,40 1,004

Ic (nA)
la (uA)

0,20 + 0,50

0,00 - 0,00 -

roPs! CP NPS@CICPE oPs I NPS@CICPE

E
C;,/om‘\/\\c\‘

50/ m\\]\\C

Figura 3-6. Corrientes de reduccién y oxidacién de H,0: (Ic y 1a) obtenidas a -0,100 V (A)
y a +0,700 V (B), respectivamente. Para los electrodos: CPE, 5%mMicroPs/CPE vy
5%mNPs@C/CPE a partir de los experimentos voltamperométricos mostrados en Figura

3-5.

En consecuencia, cuando se incorporan mMicroPs en el compdsito, la
corriente catédica aumenta 1,7 veces con respecto a CPE, siendo los valores (0,12
+ 0,02) puA y (0,20 + 0,02) pA para CPE y 5%mMicroPs/CPE, respectivamente,
mientras que para la corriente anddica no se observan diferencias significativas.
Por otro lado, para el caso de 5%mNPs@C/CPE el valor de la corriente catddica

asciende a (0,66 + 0,05) WA, es decir se produce una mejora ligeramente mayor a
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5 veces respecto de la obtenida para CPE. Del mismo modo, la corriente anddica
presenta un incremento de (0,99 + 0,07) uA a (1,55 + 0,09) pA. De esta manera se
ponen de manifiesto las propiedades electrocataliticas de las magnetitas y la
mejora en la respuesta electroquimica debido al empleo de particulas de tamaio
nanométrico. Esto se debe al aumento del area electroactiva, propio de la
utilizacion de nanomateriales, ya que las NPs presentan mayor cantidad de sitios
activos accesibles en comparacion con las particulas mas grandes, lo cual es

atribuido a la cantidad de atomos expuestos en la superficie del material [48].

En referencia a los resultados obtenidos se selecciond -0,100 V como
potencial de trabajo para futuros experimentos amperométricos, teniendo en
cuenta que la deteccion de perdxido de hidrégeno a potenciales negativos ofrece

una buena alternativa para la cuantificacidn enzimatica selectiva de glucosa.

La Figura 3-7 muestra amperogramas obtenidos sobre CPE (—) y
5%mMNPs@C/CPE (—) a -0,100 V para agregados sucesivos de H,0> 1,00 x 103 M
en buffer fosfato 0,050 M a pH 7,40.

Corriente

2nA

T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Tiempo (s)

Figura 3-7. Registros amperométricos a -0,100 V para adiciones sucesivas de H2021,00 x
103 M obtenidas sobre CPE (=) y 5%mMNPs@C/CPE (—). Figura insertada: detalle
ampliado de los registros amperométricos para CPE. Electrolito soporte: buffer fosfato
0,050 M, pH 7,40. Las flechas indican los agregados de H.0..
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Dichos resultados se encuentran en concordancia con los experimentos
voltamperomeétricos presentados anteriormente, donde se puede observar
claramente la respuesta incrementada hacia H,02 en el compdsito que contiene

las mMNPs@C.

3.3.2-B. Estudio del contenido de mNPs@C en los compadsitos.

Un parametro muy critico relacionado directamente con el desempefio
analitico del sensor es la optimizacidn del contenido de nanoparticulas en la matriz
de carbono. Para tal fin, se analizaron distintos porcentajes: 2,5 %; 5,0 %; 10,0 %;

15,0 %y 20,0 % P/P de mNPs@C, comparandolos con CPE sin modificar.

La Figura 3-8 muestra voltamperogramas ciclicos obtenidos en las mismas
condiciones descriptas en la seccion 3.3.2-A. Empleando compdsitos con

cantidades creciente de NPs.

Corriente (uA)

-0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
Potencial (V)

Figura 3-8. Voltamperogramas ciclicos en H;O, 0,010 M sobre CPE (=),
2,5%mMNPs@C/CPE (=), 5%mNPs@C/CPE ( ), 10%MmNPs@C/CPE (=),
15%mNPs@C/CPE () y 20%mNPs@C/CPE (). Electrolito soporte: buffer fosfato
0,050 M, pH 7,40. M. Velocidad de barrido: 0,100 V s2.
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A medida que se incrementa la cantidad de nanomaterial en el compdsito,
se observa un aumento de los valores de corriente catddica, en todos los casos va
acompanado de un aumento importante en la corriente capacitiva. Este ultimo
fendmeno es mas evidente para el compdsito 20%mNPs@C/CPE (—-) y se debe al
comportamiento resistivo debido a una mala aglutinacidon de la matriz de grafito
cuando el contenido de NPs es elevado, como ha sido informado anteriormente

por otros autores [49].

En la Figura 3-9, donde se representa la corriente de reduccién (lc) de
peroxido de hidrégeno (a -0,100 V) en funcién del contenido de magnetita en la
matriz electrddica: 0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 y 20,0 % (obtenido del analisis de los
registros voltamperométricos de la Figura 3-8), se puede advertir que la corriente
incrementa linealmente con el contenido de mNPs@C hasta 10,0 %. Mientras que,
para porcentajes mayores de nanoparticulas se observa un marcado aumento en
la irreproducibilidad. Adicionalmente, se realizd la comparacién de las corrientes
de reducciéon para 5%mNPs/CPE y 10%mMicroPs/CPE respecto de los electrodos
modificados con 5,0 y 10,0 % de mNPs@C.

Mediante este estudio comprobd que la respuesta electroquimica para el
composito que contiene mMNPs@C es sustancialmente mayor en comparacion con
mMicroPs y mNPs. Por lo tanto, se observa un mejor desempefio hacia la
reduccion de peroéxido de hidrégeno debido al tamafio nanométrico de las mNPs
y la importancia del carbono como material soporte de las mismas, el cual provee
un entorno propicio para el incremento en la actividad catalitica y en Ia

transferencia de electrones.
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Figura 3-9. Corrientes de reduccién para H,0; a -0,100 V en funcién del contenido de
mNPs@C (0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 y 20,0), en comparacién con los electrodos modificados
con 10,0% de mNPs sin carbono y 5,0 % mMicroPs, a partir de los experimentos
voltamperométricos mostrados en iguales condiciones de la Figura 3-8.

Para continuar con la optimizaciéon, se realizaron experimentos
amperométricos. En la Figura 3-10.A se representan las curvas de calibracién
obtenidas a partir de registros amperométricos realizados a -0,100 V para
agregados sucesivos de perdxido de hidrégeno 1,00 x 103 M en buffer fosfato
0,050 M a pH 7,40, sobre sobre CPE (=), 2,5%mNPs@C/CPE (—),
5%mMNPs@C/CPE (), 10%mNPs@C/CPE (—), 15%mNPs@C/CPE () y
20%mMNPs@C/CPE (—) y 10%mNPs/CPE (—-). Asimismo, en la Figura 3-10.B se
ilustran las sensibilidades correspondientes, cuyos valores se detallan en |la Tabla

3-2.
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Figura 3-10. A. Curvas de calibracion obtenidas a partir de registros amperométricos para
sucesivas adiciones de H,0; 1,0 x 103 M sobre CPE variando el porcentaje de mNPs@C:
0% (e ); 2,5% (= ); 5,0% (- ); 10,0% (= ); 15,0% () y 20,0% (——), €n comparacién
con los electrodos modificados con 10,0% de mNPs sin carbono (—-). B. Sensibilidades
obtenidas a partir de las curvas de calibracidn respectivas mostradas en (A) en funcién
del porcentaje de mNPs@C o mNPs. Potencial de trabajo: -0,100 V. Electrolito soporte:
buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40 M.

Tabla 3-2. Sensibilidades obtenidas a partir de las curvas de calibracién mostradas en
Figura 3-10.

Electrodo Sensibilidad (LAM™?)
CPE (0,63 +£0,07)
2,5%mNPs@C/CPE (11.7 £0,5)
5%mNPs@C/CPE (27 £ 3)
10%mNPs@C/CPE (44 £ 3)
15%mNPs@C/CPE (66 £ 4)
20%mNPs@C/CPE (8 +2)x 10!
10%mNPs/CPE (9%3)

Del analisis de los datos amperométricos se observa un incremento de las

sensibilidades lo cual estd estrechamente relacionado con el contenido de
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nanoparticulas en el electrodo, encontrandose ademas mayor irreproducibilidad
en los compdsitos con alto porcentaje de mNPs@C. También se denota una
disminucion en la sensibilidad para el compdsito que contiene 10,0% de mNPs en
comparacion con 10%mNPs@C/CPE. Esta observacion sugiere que el carbono que
rodea las nanoparticulas proporciona un mejor ambiente para la actividad
catalitica y la transferencia de electrones. Estos resultados se correlacionan con
el analisis de los experimentos voltamperométricos presentados previamente

(Figura 3-9).

Sobre la base de lo expuesto, se selecciond 10,0% P/P como composicion
Optima de mNPs@C para obtener el mejor compromiso entre sensibilidad vy

reproducibilidad hacia la reduccién del perdxido de hidrégeno.

3.3.2-C. Respuesta voltamperomeétrica para AAy AU

Otros marcadores ampliamente utilizados en la caracterizacion de
biosensores electroquimicos para glucosa son acido ascérbico (AA) y acido urico
(AU). Estos compuestos son facilmente oxidables y generalmente estdn presentes
en fluidos bioldgicos. Este es un aspecto muy importante a tener en cuenta en las
estrategias para el desarrollo de biosensores de glucosa, puesto que son
interferentes muy frecuentes. Las reacciones de oxido-reduccion de ambos

compuestos se muestran a continuacién (Ecuacion 3-3 y 3-4 respectivamente).

OH OH
0 o
O g O
HO .7-.» HO
HO OH 2e"+2H 0 0

Ec. 3-3.
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0 0
H
NILNH - N “NH
0 | 0
=<H HA‘:’ Pl _J\ﬁ NP

207+ 2H" Ec. 3-4.

A fin de determinar el efecto que producen las nanoparticulas presentes en
el compdsito sobre el comportamiento electroquimico de estos compuestos, en
primer lugar se realizaron experimentos de voltamperometria ciclica. La Figura 3-
11.A muestra los perfiles voltamperométricos para AA 1,0 x 103 My la Figura 3-
11.B los correspondientes a AU 5,0 x 10* M, ambos sobre CPE (—) vy
10%mNPs@C/CPE (—).

AU

\

| 5uA / | 5uA —
, 7

Corriente

0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 .0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 3-11. Voltamperogramas ciclicos para acido ascérbico (AA) 1,0 x 103 M (A) y 4cido
Grico 5,0 x 10* M (AU) (B) sobre CPE (=) y 10%mNPs@C/CPE (— ). Electrolito soporte:
buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40. M. Velocidad de barrido: 0,100 V s*.

Del analisis de los voltamperogramas se deduce que sobre
10%mNPs@C/CPE hay un corrimiento del potencial de pico (E,) para el proceso de
oxidacion de ambos compuestos respecto de CPE. El Ep presenta un corrimiento
de 0,046 V para AA hacia potenciales mas negativos y un ligero incremento en la

corriente de pico (lp). Para el caso de AU el efecto catalitico es mas evidente, con
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un desplazamiento hacia valores negativos de E, de 0,073 Vy un aumento de la |
de 12,5 a 21,6 pA. Es decir, mNPs@C cataliza tanto la oxidacion de AA como AU,
siendo mas marcada en este Ultimo. A pesar de esto, no se observan corrientes de
oxidacion al potencial de trabajo seleccionado (-0,100 V) para ninguno de los dos

compuestos.

Por ultimo, para complementar los estudios de VC se evalué la respuesta de
AA y AU por amperometria. En la Figura 3-12. se ilustra la respuesta
amperométrica sobre 10%mNPs@C/CPE, a -0,100 V en buffer fosfato 0,050 M,
frente a un agregado de H,0; 1,0 x 103 M seguido de diez adiciones de AU 1,0 x
10° M vy diez adiciones de AA 2,0 x 10® M (b). Del andlisis de los perfiles
amperomeétricos se observa que sélo hay respuesta frente a la adicion de perdxido
de hidrégeno, no ocurriendo respuesta tanto de AU como de AA en estas

condiciones de trabajo.

HO 30 nA

300s

Corriente (nA)
>
C

Tiempo (s)

Figura 3-12. Registros amperométricos para un agregado de H>0> 1,0 x 103 M, seguido
de 10 agregados de acido urico 1,0 x 10> M (AU) y 10 agregados de acido ascorbico (AA)
2,0x 10° M sobre 10%mNPs@C/CPE. Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40.
Potencial de trabajo: - 0,100 V.
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En resumen, del analisis de los resultados presentados se desprende que, si
bien existe una pequeia catalisis para AU y AA, no se observa interferencia de
estos compuestos para la determinacion de H,0; a -0,100 V. Por lo tanto, se
seleccioné -0,100 V como potencial de trabajo dptimo para los subsiguientes

experimentos.

3.3.3. Construccion de un biosensor de glucosa

Debido al excelente desempefio de mMNPs@C/CPE hacia la reduccién de
peroxido de hidréogeno y la selectividad demostrada, se empled esta plataforma
para el disefio de un biosensor para la deteccion de glucosa. Por consiguiente, se
modificd el compdsito 10%mNPs@C/CPE con glucosa oxidasa (GOx) como

biocatalizador para la reaccién de oxidacion enzimatica de glucosa.

En presencia de glucosa la enzima GOx cataliza la oxidacién de ésta a
gluconolactona. Para que esta reaccion ocurra se requiere la presencia de oxigeno,
el cual es el regenerador natural del sitio activo de la enzima (cofactor flavina
adenina dinucledtido, FAD). Como producto de la regeneracion de GOx se forma
peroxido de hidrégeno, siendo este compuesto el que se reduce en la superficie

del electrodo. Como se esquematiza en la Figura 3-13.

(W8]
o
H,0 §
5
Glucosa GOx (FADH,) H,0, 2
E
Gluconolactona GOXx (FAD) 0,

Figura 3-13. Esquema de deteccidn del biosensor GOx/mNPs@C/CPE
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La cantidad de enzima a incorporar en el compdsito es un parametro
importante a tener en cuenta, generalmente la cantidad utilizada en el desarrollo
de biosensores se encuentra entre 5,0-10,0% P/P [49,50]. Ademas, cabe destacar
que para cantidades excesivas de GOx, comunmente superior al 10,0 % P/P, el
consumo de oxigeno se vuelve mas importante, lo que produce un acortamiento
del intervalo lineal [35,49]. Por lo tanto se seleccioné el 5,0% P/P de GOx como la

mejor relacion de compromiso para modificar el compdsito.

3.3.4. Desempeifio analitico de GOx/mNPs@C/CPE

Se analizd el desempefo de la plataforma disefada obteniéndose los
parametros analiticos y cinéticos de la respuesta a glucosa. Asimismo, se llevaron
a cabo estudios de selectividad, evaluando el comportamiento del biosensor en
estas condiciones de trabajo con la finalidad de implementar su posible aplicacidon

en muestras reales.

3.3.4-A. Determinacion de parametros analiticos

Con el fin de evaluar el desempefio del biosensor se estudid, a través de
ensayos amperométricos frente a agregados de glucosa, la respuesta hacia la
reduccion del peréxido de hidrégeno producido durante la regeneracién del sitio
activo de la enzima. En la Figura 3-14.A se presenta un perfil de corriente en
funcion del tiempo para adiciones sucesivas de glucosa 2,5 x 10% M, a -0,100 V en
buffer fosfato 0,050 M. Los amperogramas muestran una respuesta es rapida y
bien definida frente a cada agregado de glucosa debido a la reduccién del H,03

generado enzimaticamente.
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En la Figura 3-14.B se presenta la curva de calibracion correspondiente a los
registros amperomeétricos que se muestran en la figura A. En la figura insertada en
la Figura 3-14.B se muestra una curva de calibracién obtenida para un intervalo
mas extendido de concentraciones para agregados de glucosa 6,25 x 10* M. La
respuesta crece linealmente hasta concentraciones de glucosa de 7,50 x 103 M
(135 mg/dL), valores que comprenden el rango fisioldgico completo y valores
incipientes del rango patoldgico. Para concentraciones mas elevadas de glucosa,
la corriente aumenta de manera no lineal, como es comun observar en las

reacciones biocatalizadas [49,51].

Tiempo -3
Conc. de glucosa (x10™M)

Figura 3-14. A. Registros amperométricos a -0,100 V para adiciones sucesivas de glucosa
2,50 x 10* M obtenidos sobre 5%GOx/10%mNPs@C/CPE. B. Curva de calibracién
correspondiente a los registros amperomeétricos realizados en las mismas condiciones de
trabajo que el mostrado en A. Figura insertada: curva de calibracién para 20 agregados
de glucosa 6,25 x 10* M. Electrolito soporte: Buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40. Potencial
de trabajo: -0,100 V.

La sensibilidad (S), el limite de deteccion (LD), calculado como 3,36/S
(donde o es la desviacién estandar de la sefial blanco), el limite de cuantificacién
(LQ), calculado como 10c/S, el coeficiente de correlacién lineal (R?) y el intervalo

lineal (IL) se resumen en la tabla 3-2.
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Tabla 3-2. Parametros analiticos de la plataforma 5%G0Ox/10%mNPs@C/CPE

S (nAM™?) (1,62 + 0,05) x 10°
LD (M) 2,0x 10

LQ (M) 6,1x 10

R? 0,9992

IL (M) 2,5x10%-7,5 x 10°3

El bioelectrodo resultante demostré un muy buen rendimiento analitico,
con alta sensibilidad y selectividad, comparable e incluso mejor que biosensores
reportados por otros autores utilizando nanoparticulas de magnetita, los cuales

se encuentra resumidos en la tabla 3-3 [36,47,49,59-63].

Adicionalmente para determinar el tiempo de respuesta del biosensor se
realizaron experimentos amperométricos para un agregado de glucosa 5,0 x 1073
M, equivalente a 0,90 g/dL (valor contemplado dentro del rango fisioldgico
normal). Como resultado se encontré que se requieren (11 * 1) segundos para
alcanzar el 90 % del valor de la corriente en estado estacionario. El tiempo de
respuesta del biosensor es comparable con el de los dispositivos disponibles

comercialmente para la medicidon descentralizada de glucosa.

Por otra parte se realizaron ensayos amperométricos sobre 5%GOx/CPE, un
compdsito que no contiene nanoparticulas de magnetita. Como era de esperar, no
se obtuvo respuesta debido a la ausencia de catalizador para la reduccién de H,0;,

sumado a la pobre reduccion que presenta éste sobre CPE.
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3.3.4-B. Estudio de interferentes

Un aspecto muy importante a tener en cuenta en el desarrollo de un
biosensor es la selectividad hacia el analito de interés en presencia de otros
compuestos que pueden formar parte de posibles muestras reales. Como se
menciond anteriormente, el acido urico (AU) y el ascorbico (AA) son interferentes
comunes en la determinacion de glucosa, debido a que son compuestos facilmente
oxidables que se encuentran en una variedad de fluidos bioldgicos. Por este
motivo se analizd el comportamiento de AA y AU bajo las mismas condiciones de

determinacion de glucosa sobre GOx/mNPs@C/CPE.

En la Figura 3-15 se muestran los perfiles de amperométricos para
5%G0x/10%mNPs@C/CPE obtenidos al realizar una adicién de glucosa 5,0 x 10
M y posteriormente 10 agregados sucesivos de AA 2,0 x 10> M (a) y AU 4,0 x 10~
M (b), hasta llegar a una concentracién final de AA 2,0 x 10* M (a) y AU 4,0 x 10*
M (b). Como se puede observar, la interferencia es nula, puesto que no se aprecian
cambios en la corriente ante los agregados de estos compuestos aun cuando la
concentracion supera los niveles maximos fisioldgicos para AA (2,00 mg/dLo 1,14

x 104 M) y AU (6,50 mg/dL o 3,86 x 10* M) en sangre.

Estos resultados demuestran las ventajas de la utilizacion del nanomaterial
catalitico para la deteccidon altamente sensible y selectiva del peréxido de

hidrogeno generado enzimaticamente.
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Figura 3-15. Registros amperométricos a -0,100 V para una adicién de glucosa 5,0 x 10
M obtenidas sobre 5%GOx/10%mNPs@C/CPE. Seguida de 10 agregados sucesivos de AA
2,0x10° M (a) y AU 4,0 x 10 M (b). Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40.
Potencial de trabajo: -0,100 V.

3.3.4-C. Determinacion de parametros cinéticos

El proceso de inmovilizacion de una enzima generalmente altera el
microambiente del sitio activo enzimatico. Asimismo, al incorporar la GOx en la
matriz compdsito se pueden alterar las caracteristicas intrinsecas de la misma. De
esta forma la actividad enzimatica esta fuertemente influenciada por su entorno.
En este sentido, no son deseables para tales aplicaciones matrices de electrodos
altamente hidrofébicas o totalmente hidrofilicas. Una matriz de CPE corresponde
a un entorno ciertamente hidrofébico, asi la enzima incorporada podria alterar su
conformacidn para exponer los residuos hidrofébicos y, por consiguiente, su sitio
activo podria ser mas o menos accesible al sustrato. Asimismo, la difusion del
analito hacia el nanomaterial catalitico también podria verse afectada por el
ambiente circundante [49].
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Con el objetivo de evaluar el comportamiento de GOx en la matriz
5%G0x/10%mNPs@C/CPE, se llevo a cabo el analisis de los parametros cinéticos
del bioelectrodo. En este sentido, se evaluaron la corriente maxima (l,;4x) Y
constante de Michaelis-Menten aparente (K,,”*F), que fueron calculadas a partir
del grafico de Eadie-Hofstee obtenido de la linealizacidén de la curva de calibracién

para glucosa mostrada en la figura insertada en la Figura 3-11.B. Segun la ecuacion

1-2 [52-55].
2,00
1,50
<
P 1,00
@
o
|
—
0,50 [ |
x [
~ [ ]
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- |
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Figura 3-16. Grafico de Eadie-Hofstee obtenido a partir de los correspondientes registros
amperométricos para agregados de glucosa 6,25 x 10 sobre 10%mNPs@C/CPE.
Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40. Potencial de trabajo: -0,100 V.

Por consiguiente, a partir de la porcidn lineal del grafico representado en la
Figura 3-16 se obtuvieron los siguientes valores: K, “PP: (22,98 + 0,04) x 103 My
Lax ¢ (4,39 £0,06) x 103 nA. Teniendo en cuenta que los valores de Km para GOx
en solucidn oscilan entre 20 y 100 x 10 M [56], el valor obtenido sugiere que la
inmovilizacion de GOx no provoca cambios apreciables en la afinidad de la enzima

PP gbtenido tiene un valor similar al

por su sustrato. Adicionalmente, el valor K,
informado para GOx en una matriz de carbono (20 + 2) x 103 M [57] y a otros
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valores reportados en bibliografia para matrices de diferente naturaleza

[34,50,58].

Estos resultados sugieren que la matriz mNPs@C/CPE provee un
microambiente apropiado para que la enzima mantenga su actividad biocatalitica,

sin alterar el sitio activo de GOx.

En conclusién, si bien GOx estd incluida en una matriz hidrofébica, de
microparticulas de carbono aglutinadas con aceite mineral, los parametros
cinéticos obtenidos asi como el tiempo de respuesta del biosensor confirman que
el microambiente no afecta significativamente la afinidad de la enzima
inmovilizada por el sustrato. Esta observacion demuestra que los problemas de
difusidon son superados incluso en el entorno circundante de la enzima de caracter

ciertamente hidrofdbico.

3.3.5. Estabilidad de la plataforma

Otro parametro analitico importante a determinar es la estabilidad de
GOx/mNPs@C/CPE. Para ello, se investigd el desempefio del biosensor evaluando
la sensibilidad para calibrados de glucosa a -0,100 V sobre la misma superficie y

superficies diferentes a través del tiempo.

Por un lado, se estudid la estabilidad a corto plazo efectuando diez
amperometrias sucesivas sobre la misma superficie GOx/mNPs@C/CPE. Los
resultados arrojaron una excelente estabilidad, con un RSD 1,20 %. Por otro lado,
se evalud la estabilidad a largo plazo a partir de los valores de sensibilidad
obtenidos de experimentos amperomeétricos diarios sobre el biosensor, realizados
con diferentes superficies de GOx/mNPs@C/CPE (empleando el mismo
compdsito), durante un periodo de 15 dias, almacenando el compésito a 4°C luego

de cada experimento. Cabe destacar, ademas, que la respuesta del biosensor fue
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periddicamente evaluada manteniéndose en un 100 % la respuesta inicial aun
luego de 100 dias transcurridos desde la preparacion del biocompdsito,
demostrando una excelente estabilidad operacional. Estas evidencias reafirman
aun mas que mNPs@C/CPE provee un microambiente adecuado para preservar la

actividad biocatalitica de la enzima.

3.3.6. Aplicacion de GOx/mNPs@C/CPE

El biosensor fue empleado para la determinacion de glucosa en dos
muestras de suero liofilizado de sangre humana, Standartrol N1 y N2 (Wiener
Lab.). En consecuencia, se realizaron determinaciones por quintuplicado para cada
muestra con la plataforma 5%GOx/10%mNPs@C/CPE. Los valores obtenidos se

muestran en la tabla 3-4.

Tabla 3-4. Determinacidon de glucosa en muestras de suero (N1 y N2) obtenidos con
5%G0x/10%mNPs@C/CPE y comparacién con los valores informados.

Valor informado Valor obtenido con
Muestra por Wiener Lab. |5%GOx/10%mNPs@C/CPE Error
N1 89 mg/dL (91,6 £ 0,4) mg/dL +2,8 %
N2 238 mg/dL (232 +6) mg/dL -2,6 %

Como se puede observar para N1 se obtuvo un valor de (91,6 + 0,4) mg/dL
y para N2 un valor de (232 + 6) mg/dL, mientras que los valores reportados por el
laboratorio fabricante son 89 mg/dLy 238 mg/dL para N1y N2, respectivamente.

Por lo tanto, la metodologia propuesta para la deteccidn de glucosa no sélo se
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realiza de manera altamente sensible sino que también permite la cuantificacidon

en muestras reales con un alto grado de precisidon y exactitud.

3.4. Conclusiones

Mediante un método sumamente sencillo, practico y econdmico se logré
sintetizar nanoparticulas de magnetita inmersas en carbono amorfo, las cuales
demostraron tener excelentes propiedades electrocataliticas hacia la reduccion de

perdxido de hidrégeno.

La incorporacion de glucosa oxidasa en una matriz compdsito conteniendo
las mMNPs@C sintetizadas permitid el desarrollo exitoso de un biosensor para la

cuantificaciéon de glucosa.

Gracias a la amplificacion de la senal proporcionada por mNPs@C y su
actividad intrinseca simil peroxidasa se logré cuantificar glucosa a potenciales tales
(-0,100 V) que permiten evitar la interferencia de compuestos facilmente
oxidables que estan presentes en matrices complejas como suero sanguineo

humano.

Se logré determinar exitosamente glucosa en muestras de suero humano
con una excelente correlacidon respecto a los valores informados por el laboratorio

fabricante.
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4.1. Introduccion

Dentro del universo de los NMs los nanohilos (NWs) son excelentes
candidatos para el disefio de sensores de nueva generacion debido a las
numerosas ventajas que exhiben como su alta relacion superficie/volumen y la
relativa facilidad que presentan para ser incorporados en dispositivos
microelectrénicos [1-3]. Los NWs son estructuras anisotrdpicas unidimensionales
(1-D), de forma cilindrica, completamente macizos y con un diametro pequefio. Si
bien la definicidn de NMs comprende estructuras de tamafo entre 1y 100 nm, en
ciertas ocasiones pueden sobrepasar estas dimensiones, como es el caso de los
NWs. Los cuales pueden tener un didmetro que va entre unas pocas decenas de
nandmetros hasta 500 nm y una longitud considerable que puede llegar a unos
cuantos micrémetros [2,4]. Las caracteristicas antes mencionadas los hacen Unicos
en lo que respecta a otras nanoestructuras, ya que por ejemplo pueden ser
disenados y fabricados con diferentes segmentos metdlicos para controlar su
funcionalidad quimica y magnética [5,6]. Otra aplicacion que despierta gran
interés, es que pueden ser utilizados como elementos de cableado para la

construccion de dispositivos nano-bioelectrénicos [7,8].

Los NWs pueden ser sintetizados a partir de una amplia variedad de
materiales. Los mas relevantes y ampliamente difundidos son sintetizados a partir
de polimeros y metales [2]. En este capitulo la discusion estara centrada en los

nanohilos de origen metdlico, en especial los NWs de niquel.

Los NWs metalicos son nanoestructuras metalicas o semiconductoras que
pueden sintetizarse empleando distintos constituyentes, tales como cobre, oro,

niquel, plata, 6xidos metdlicos, entre otros; y ademds pueden fabricarse con
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diferentes composiciones (bi, tri-metalicos, etc.) de acuerdo con los materiales
constituyentes que posean. Asimismo, conforme a la estructura obtenida, pueden
ser segmentados, si los metales se disponen uno a continuacion del anterior, o ser
aleaciones si se efectia una co-deposicion de dos metales simultdneamente. En
estos casos es posible controlar la funcionalidad especifica de cada segmento o de

la nanoestructura completa [5,9-13].

Tal como se indicé en el Capitulo 1 el empleo de nanomateriales en
sensores y biosensores presenta multiples ventajas relacionadas con las
excelentes propiedades dpticas y electronicas que poseen. En el caso especifico
del empleo de NWs en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos, la
principal ventaja que se puede destacar es el gran incremento del area superficial
qgue mejora el desempefio electroanalitico. Esta caracteristica contribuye a
disminuir los potenciales de oxidaciéon y reduccion de ciertos analitos, ya que
aumenta la eficiencia en la electrocatalisis; la obtencion de elevadas corrientes, lo
cual lleva a un aumento en la sensibilidad analitica. Asimismo, los NWs presentan
alta estabilidad y resistencia a la pasivacion, lo que conduce a una mejora en la
reproducibilidad. Ademas, los NWs presentan una interesante compatibilidad y
funcionalidad con biomoléculas, debido a las diferentes estrategias de sintesis

posibles, lo que facilita la inmovilizacion de éstas sobre los nanomateriales [2].

Es interesante destacar, que merced a las ventajosas propiedades que
exhiben los NWs metdlicos, una gran variedad de moléculas inorganicas vy
organicas (peroxido de hidrogeno, alcoholes, carbohidratos, drogas, entre otras)
pueden ser electro-oxidados o electro-reducidos por NWs metadlicos y por lo tanto,
se los puede emplear para aumentar la eficiencia en las estrategias de

cuantificacion [14-18].

Se ha reportado el empleo de materiales de niquel con actividad
electrocatalitica hacia compuestos organicos [18-23]. En la década del setenta

Fleishmann y colaboradores fueron pioneros en el estudio de los mecanismos,
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cinética y oxidacidn de compuestos orgdnicos (en particular aminas y alcoholes)
sobre electrodos de niquel [24]. En los afos subsiguientes muchos grupos de
investigacion desarrollaron distintos tipos de plataformas basadas en el principio
descripto por Fleishmann, donde un compuesto organico es oxidado sobre un

electrodo de niquel, segun las siguientes reacciones:

Nl(OH)Z(S) + OH(_aC) pad NlOOH(S) + H20(l) + e Ec. 4-1.

NiOOH + compuesto organico — Ni(OH)y) + producto  Ec.4-2.

La ecuacidn 4-1 describe la oxidacion de Ni(ll) a Ni(lll), en medio alcalino,
mediante la aplicacion de un potencial anddico, es decir la formacién de
oxihidréxido de niquel (NiOOH) a partir de la especie reducida, el hidroxido de
niquel (Ni(OH)2). De la misma manera, si se aplica un potencial catddico, o sea en

el sentido inverso, ocurre la reaccion de reduccion de NiOOH a Ni(OH)2 [23,25,26].

Por otro lado, tal como se describe en la ecuacién 4-2, cuando un
compuesto organico esta presente en la solucidn y se aplica un potencial de modo
qgue se forme el NiOOH, ocurrirda una reaccion quimica donde el compuesto
organico se oxidara y el NiOOH se reducird, dando como producto Ni(OH);
nuevamente sobre la superficie del electrodo. De esta manera, el sistema se
retroalimenta generandose un ciclo catalitico y por lo tanto, se incrementa la sefal
de oxidacion, y en consecuencia el rendimiento y la eficiencia para la cuantificaciéon
de los compuestos que pueden electro-oxidarse [27—-29]. También es importante
remarcar la resistencia al envenenamiento de la superficie y la estabilidad a largo
plazo en medio alcalino. Estas caracteristicas hacen que el Ni sea un excelente

candidato para aplicaciones en electrocatalisis [18,30].
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La electrodeposicion de metales a través del método “template-guided” o
mediado por moldes utilizando membranas de 6xido de aluminio (Al;03)
anodizado (AAO) o membranas de policarbonato (PC), es una técnica ampliamente
utilizada para la obtencidon de NWs metdlicos, debido a la simplicidad del proceso,
alta relacién rendimiento/costo y eficiencia en la sintesis de nanoestructuras

anisotrdpicas [31-35].

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para la construccion
y caracterizacion de wuna plataforma nanoestructurada con actividad
electrocatalitica hacia la oxidacidn no enzimatica de etanol. La plataforma se
obtuvo al incluir nanohilos de niquel (NiINWs) en una matriz compésito de
microparticulas de grafito, como material conductor y aceite mineral como agente
aglutinante (CPE). Los NiNWs se obtuvieron por deposicion electroquimica
utilizando membranas de AAO comerciales. Una vez sintetizados, los NiNWs
fueron caracterizados por microscopia electrénica de barrido (SEM), emisién de
rayos X (EDS) y difracciéon de rayos X (DRX). La plataforma obtenida (CPE-NiNWs)
se estudid mediante las siguientes técnicas electroquimicas: voltamperometria
ciclica (VC), amperometria (CA) y espectroscopia de impedancia electroquimica

(EIE).

4.2. Metodologia experimental

Para la sintesis de los NiNWs se emplearon membranas comerciales
Whatman® de éxido de aluminio anodizado (AAO) de 25 mm de diametro, 60 um
de espesor y un tamafio de poro nominal de 200 nm de diametro. Para la solucién
de electrodeposicidn, preparada en acido bdrico (20 g/L, Biopack), se utilizaron las
siguientes sales de niquel: cloruro de niquel (11) hexahidratado (20 g/L) y sulfamato
de niquel (1) tetrahidratado (120 g/L), ambos de Sigma-Aldrich. Se utilizé alcohol
etilico anhidro (99.88%) provisto por J.T. Baker.
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Para la preparacion de los compdsitos se utilizé polvo de microparticulas de
grafito (grado #38, Fischer Scientific) y aceite mineral como agente aglutinante de

Sigma-Aldrich.

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y se utilizaron sin
ninguna purificacion previa. Las determinaciones se realizaron a temperatura
ambiente. Como electrolito soporte se utiliz6 NaOH 0,10 M (Biopack). Para la
preparacion de todas las soluciones se utilizé agua ultrapura deionizada (MQ,

p =18,2 MQ cm), la cual fue obtenida a través de un sistema Milli-Q de Millipore.

4.2.1. Sintesis de NiNW

Para fabricar los NiNWs se empled la sintesis mediada por moldes o
“template-guided” [31]. Este es un método ampliamente utilizado y de baja
complejidad para la sintesis de nanoestructuras, ya que las membranas
comerciales poseen una alta densidad de poros de didmetro conocido con
distribucién de forma y tamafio homogéneos, por lo tanto es posible obtener un
elevado nimero de nanoestructuras en cada sintesis (~ 9x10°/membrana) [36]. En
la Figura 4-1.A se muestra una foto de las membranas comerciales Whatman®, y
en B una imagen SEM de la misma, donde se observa la distribucidon de poros de

tamafio homogéneo.

Figura 4-1. A. Membranas comerciales de AAO, B. Imagen SEM de la membrana.
Magnificacion 16000X.
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Para que las membranas sean conductoras y puedan emplearse como un
electrodo de trabajo, se siguié una estrategia de metalizacién en uno de sus lados,
previo a la sintesis. Para ello se llevé a cabo un “sputtering”, utilizando cobre como
metal de deposicion, con el objetivo de obtener una pelicula delgada de Cu de

aproximadamente 85 nm de espesor.

La sintesis electroquimica de los NWs por electrodeposicion, se realizé a
través de la reduccion de los iones de niquel en solucidn dentro de los poros de la
membrana, en donde los cationes Ni?* se reducen a niquel metalico, mediante la

siguiente la reaccion:
0y tne” = Mg, Ec. 4-3.

Para que ocurra este proceso se debe aplicar externamente un potencial
catddico de mayor magnitud que el potencial estandar de reduccién del metal
[31,35], en este caso se utilizd un valor de potencial de -1,20 V, contra el electrodo
de referencia Ag/AgCl/NaCl. La longitud de los nanohilos se controld
monitoreando la carga de deposicion. Los NiNWSs sintetizados se depositaron hasta
alcanzar una carga de 20 C para obtener la longitud deseada [31]. La Figura 4-2

muestra el esquema de sintesis.

Luego de la electrodeposicidn, la capa de cobre fue removida empleando
una solucion de CuCl 0,50 M en HCl al 30%. Por ultimo, la membrana de AAO, que
posee los NiNWs incluidos en sus poros, se sumerge en una solucion de NaOH 3,0
M para llevar a cabo la disolucién completa del 6xido de aluminio y liberar los
NiNWs del molde de sintesis. Luego los NiNWSs fueron lavados varias veces con
agua ultrapura con el fin de eliminar el NaOH hasta alcanzar una valor de pH=7,0
y posteriormente fueron almacenados en una dispersion acuosa, conteniendo

~18.0x10° NiNWs/mL.
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NS = e
" «— Membrana m——)
Cob -1,2V
—LONE  Sog/TA
(b) (c)
— e
CuCl 0,5M NaOH 3M
30min/TA

Figura 4-2. Esquema de sintesis de NiNWs (a) electrodeposiciéon de iones niquel, (b)
disolucién de la capa de cobre, (c) disolucién total de la membrana AAO y obtencién de
NiNWs en dispersidon. Condiciones de sintesis: potencial aplicado -1,20 V, temperatura
ambiente, hasta alcanzar una carga de 20 C.

4.2.2 Preparacion de los electrodos de trabajo

Como electrodos de trabajo se utilizaron compdsitos de pasta de carbono
sin modificar (CPE) y modificada con diferentes proporciones de NiNWs
(CPE/NiNWs). Los CPE fueron preparados mezclando mecanicamente polvo de
grafito (70% P/P) y aceite mineral (30% P/P) en un mortero de agata por 30
minutos. Los CPE/NiNWSs se prepararon adicionando distintos voliumenes de la
dispersion de NiNWs al polvo de grafito, esta mezcla se llevé a una temperatura
controlada de 100°C durante 60 minutos, hasta la completa evaporacién del agua.
Luego se agrego el aceite mineral y se mezclé por 30 min. Las pastas resultantes

fueron guardadas a temperatura ambiente.

Al momento de utilizar los compdsitos, una pequefia porcion de pasta fue
embutida en un cuerpo cilindrico de Teflon® con una cavidad de 3 mm de
diametro, estableciéndose el contacto eléctrico a partir de un tornillo metalico

colocado en el extremo posterior del soporte hueco (como se muestra en el
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capitulo 2). Antes de comenzar cada experimento la nueva superficie del electrodo

de trabajo fue renovada por el pulido de éste sobre un papel liso convencional (70

g/m?).

Se prepararon tres electrodos de trabajo, con distintas proporciones de

NiNWs:

- CPE 4.5M-NiNWs (~4,5x106 NiNWs/mg CPE),
- CPE 9.0M-NiNWs (~9,0x10° NiNWs/mg CPE),
- CPE 18.0M-NiNWs (~18,0x10° NiNWs/mg CPE).

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Caracterizacion estructural de NiNWs

Los NiNWs en dispersion acuosa, fueron caracterizados por microscopia de
barrido electrénico (SEM) y difraccién de rayos X (DRX). La Figura 4-3 corresponde
a una imagen SEM de NiNWs sintetizados en membranas de AAO. En la Figura 4-
3.A se muestra los NiNWs liberados luego de la disolucién total de la membrana.
A través de esta técnica se determind que bajo estas condiciones, la sintesis es
altamente reproducible y los NiNWs presentan un tamafio de 30 um de largoy 200

nm de didmetro, con una distribucion de forma y tamafio muy homogéneo.

En la Figura 4-3. B y C se muestran las imagenes SEM a diferentes
magnificaciones de los NiNWs incluidos en la membrana parcialmente disuelta,
demostrando que la sintesis fue exitosa ya que los NiNWs pudieron ser

sintetizados uniformemente en la totalidad de los poros de la membrana.
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Figura 4-3. A. Imdagenes SEM de los NiNWs sintetizados (Mag. 3200X). B y C. Vista
superior de NiNWs incluidos en la membrana de AAO parcialmente disuelta (Mag. 23300X
y 4600X respectivamente). Condiciones de sintesis: Figura 4-2.

Otra etapa de caracterizacion fue llevada a cabo mediante experimentos de
DRX de los NiNWs una vez liberados del molde. En el difractograma que se muestra
en la Figura 4-4 se observan cuatro picos de mayor intensidad caracteristicos de
los planos cristalinos (111), (200), (220) y (311), correspondientes a una estructura
de Ni metalico cubica centrada en las caras (fcc). Estos valores se corresponden
con los informados de acuerdo con la tarjeta Nro. 04-0850 indexada por el Centro
Internacional para Datos de Difraccion (JCPDS, por sus siglas en inglés) [14,37]. Los
resultados indican que los NiNWSs presentan una estructura altamente cristalina

sin trazas de oxido de niquel. Sin embargo, como puede observarse en el figura
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insertada de la Figura 4-4, donde se muestra un barrido realizado en la zona
comprendida entre 30 y 40 grados, se evidencia una pequeia senal asociada a la
presencia de un muy bajo contenido de Ni(OH),, probablemente producido
durante el proceso de disolucién de la membrana en NaOH 3,0 M. Este hallazgo
es concordante con lo reportado por varios grupos de investigacion, en referencia
a la formaciéon de una capa de Ni(OH),, cuando el metal se pone en contacto con

una solucion acuosa alcalina [38-40].

NI(OM)

(111)

Intensidad (u.a.)
(200)

(220
(311)

— — — — — —— — — —
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
20 (grados)

Figura 4-4. Patréon de DRX de los NiNWs sintetizados. Figura insertada: difractograma
ampliado, entre 30 y 40 grados.

4.3.2. Caracterizacion superficial de los compadsitos obtenidos

En la Figura 4-5 se muestran imagenes SEM de electrones retrodispersados
(ER) obtenidas de los compésitos modificados con distintas proporciones de
NiNWs: (a) CPE 4.5M-NiNWs, (b) CPE 9.0MNiNWSs y (c) CPE 18.0M-NiNWs. Estas

imagenes SEM revelan que los NiNWSs, que aparecen como elementos mas
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brillantes que la matriz de carbono (debido a que el Ni posee mayor niumero
atémico que el C), estdn eficientemente atrapados en el compdsito y se
encuentran dispersos homogéneamente en toda la superficie del electrodo,

incluso en el compdsito que posee mayor contenido de nanoestructuras.

10.um

10 )Irr.

Figura 4-5. Imagenes SEM de electrones retrodispersados de los diferentes electrodos
modificados con cantidad creciente de NiNWs: (a) CPE 4.5M-NiNWs (3200X), (b) CPE
9.0M-NiNWs y (c) CPE 18.0M-NiNWs. Magnificacidon: 1000X

Adicionalmente, se realizaron ensayos de emisién de rayos X (EDS) en
distintas areas puntuales de diferentes muestras, con el objetivo de determinar la
composicion elemental de las mismas. En la Figura 4-6.A se muestra una imagen
representativa de electrones secundarios (ES) para CPE 18.0M-NiNWs a una
mayor magnificacién que la Figura 4-5.C, y en la Figura 4-6.B se puede observar el
espectro de EDS correspondiente a la composicion elemental de la imagen

mostrada en A.

119



A partir de los espectros de rayos X obtenidos, el software del equipo de
SEM integra los picos encontrados y los normaliza respecto al pico del elemento
de mayor intensidad. Por lo cual, se puede realizar un analisis semicuantitativo de
los espectros de EDS, como se muestra en el margen superior derecho de la Figura
4-6.B. Del analisis de estos datos, queda evidenciado que ademas del carbono
correspondiente al compdsito, que aparece en mayor proporcidon en este material,
solo se detecta niquel y oxigeno en una relacidon atdmica Ni:O de 100:22. Este
resultado confirma que no hay impurezas remanentes luego de la sintesis y sugiere
la presencia de una pequefia cantidad de 6xido y/o hidroxido de niquel, lo que es
consistente con los experimentos de DRX realizados a los NiNWSs, previo a su

incorporacion en el compdsito, mostrados en la seccion 4.3.1.

Figura 4-6. A Imagen SEM a mayor magnificacién de CPE 18.0M-NiNWs. B Espectro EDS
sobre un NiNWs.

4.3.3. Caracterizacion electroquimica de CPE NiNWs

Con el propdsito de evaluar el comportamiento electroquimico de los
NiNWs incluidos en el compdsito, se efectud el estudio de los diferentes electrodos

de trabajo preparados (CPE, CPE 4.5M-NiNWs, CPE 9.0M-NiNWs y CPE 18.0M-
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NiNWs) empleando voltamperometria ciclica (VC), amperometria y de

espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE).

4.3.3-A. Comportamiento electroquimico de las especies de Ni en
medio alcalino.

En la Figura 4-7 se muestran voltamperogramas ciclicos obtenidos en NaOH
0,10 M, para CPE (w=), CPE 4.5M-NiNWS$ (=), CPE 9.0M-NiNWs (—) y CPE 18M-
NiNWs (—). El intervalo de potencial estudiado fue desde -0,200 a +0,800 V, a
una velocidad de barrido (Vo) de 0,100 V s En todos los casos, los
voltamperogramas de los electrodos compdsito que contienen NiNWs presentan
los procesos redox caracteristico correspondientes a la oxido-reduccion de las
especies Ni(OH)2/NiOOH [23-26,41-43], como consecuencia del comportamiento
electroquimico de los NiNWs expuestos en la superficie del electrodo. Mientras
gue, en ausencia de NiNWs, en el voltamperograma que corresponde a CPE (=),

no se observan tales procesos redox (figura insertada en la Figura 4-7).

Analizando los voltamperogramas ciclicos de los compdsitos modificados
con NiNWs, en el barrido en sentido anddico se puede observar una pequefia seial
de corriente en forma de “hombro” a +0,520 V, asociada a la oxidacidon del escaso
contenido de Ni(OH),, cuya formacion ocurre, tal como se discutidé previamente,
de manera espontdnea sobre la superficie de los nanohilos durante la etapa de
disolucion de la membrana. El proceso de oxidacion del Ni(OH), genera la especie

oxidada NiOOH (ecuacién 4-1).

Adicionalmente, es importante destacar que a potenciales mayores a
+0,520 V ocurre la oxidacién electroquimica de niquel metalico (Ni(0)) para dar

origen a Ni(OH),. Segun la siguiente reaccion:

121



Nigy + 20Hgy @ Ni(OH) () + 2e” E°=+0,720V [44]  Ec.4-4.

Por lo tanto, cuando se alcanzan potenciales mayores que +0,720 V
aumentara el contenido de Ni(OH). en la superficie del electrodo vy
consecuentemente la cantidad de NiOOH también se incrementara. Por lo tanto,
debido a la sumatoria de estos procesos, cuando se realiza el barrido en sentido
inverso, en la rama catddica puede observarse mas claramente una corriente de
pico a +0,320 V, que corresponde al proceso de reduccién de NiOOH a Ni(OH);

(ecuacion 4-1.) [23].
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Figura 4-7. Voltamperogramas ciclicos sobre CPE (—), CPE 4.5M-NiNWs (—), CPE
9.0M-NiNWs (—-), CPE 18.0M-NiNWs (—).Figura insertada: Voltamperogramas ciclico
sobre CPE (—=). Electrolito soporte: NaOH 0,10 M. Velocidad de barrido: 0,100 V s.

Consecuentemente a medida que crece la proporcién de NiNWs en el
compdsito, se incrementan las corrientes de oxidacion y reduccion de las especies

de niquel. Esta observacidon demuestra que la respuesta electroquimica obtenida
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esta relacionada directamente con la cantidad de nanomaterial expuesto en la
superficie del electrodo de trabajo. Es importante remarcar que, no se incremento
aun mas el contenido de NiNWSs para encontrar una relacion costo/beneficio
favorable, entre la cantidad de nanomaterial incluido en el compdsito y la sefial
analitica observada. Por lo tanto, se seleccioné el compdsito CPE 18M-NiNWs, el

cual presenta el mejor desempeno entre los compdsitos ensayados.

Es interesante remarcar que, si el electrodo es sometido a un pre-
tratamiento de ciclos sucesivos en una solucion de NaOH, ambos procesos redox
demuestran un incremento en la corriente de pico. Esta estrategia fue evaluada
en experimentos subsiguientes, con el objetivo de incrementar el contenido de

ambas especies en la superficie del electrodo.

4.3.3-B. Efecto del potencial de corte en el pretratamiento

Se llevaron a cabo experimentos de VC en diferentes intervalos de
potencial, para evaluar el efecto del potencial de corte anédico en los procesos
redox de las especies de niquel. Para ello, los ensayos se efectuaron fijando el
limite de potencial catédico en -0,200 V y variando el limite anddico hasta
diferentes valores de potencial +0,400 (=), +0,500 (—-), +0,600 (—),
+0,700 (—) y +0,800 V (—) (Figura 4-8). En todos los experimentos se registraron
10 ciclos consecutivos empleando como electrolito soporte NaOH 0,10 M. Para

simplificar, en la Figura 4-8.A se muestra sélo el décimo ciclo de cada experimento.

Como se puede observar, cuando el valor limite de potencial es +0,400 V no
se definen los picos correspondientes a los procesos redox de las especies de
niquel. A medida que se amplia la ventana de potencial de trabajo hacia mayores
valores de corte anddico, los procesos redox de las especies de niquel tienen lugar
y comienzan a evidenciarse incipientemente los picos, los cuales se hacen ain mas

notables cuando el limite anddico se hace mas positivo. Las corrientes de pico
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alcanzan un valor maximo cuando se fija el limite de potencial anddico en +0,800
V. A potenciales mayores que +0,800 V la oxidacion del electrolito soporte es muy
importante, por lo cual, se definid este valor como potencial limite de corte

anddico para futuros experimentos.
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Figura 4-8. A. Voltamperogramas ciclicos luego de realizar 10 barridos sucesivos para CPE
18.0M-NiNWs, usando diferentes potenciales de corte anddico: +0,400 (=), +0,500 (

), +0,600 (=), +0,700 (—) y +0,800 V (= ). B. Comparacién de primer (trazo continuo)
y décimo ciclo (trazo cortado) sobre CPE 18.0M-NiNWs. Figura insertada: detalle de los
voltamperogramas ciclicos con potencial de corte: 0,400 (), +0,500 (-~ ), +0,600 (e
). Electrolito soporte: NaOH 0,10 M. Velocidad de barrido: 0,100 V s
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En la Figura 4-8.B se muestra de manera comparativa los
voltamperogramas ciclicos sobre CPE 18.0M-NiNWs del primer y décimo ciclo. Es
importante remarcar el significativo crecimiento de las corrientes y la mejor
definicion de los picos correspondientes a la cupla redox Ni(OH)2/NiOOH conforme

se incrementa el numero de ciclos a los que se somete el electrodo.

4.3.3-C. Efecto del numero de ciclos en el pretratamiento

Tal como fue discutido previamente (ecuacion 4-2), el NiOOH actia como
electrocatalizador en presencia de compuestos orgdnicos. En este proceso se
regenera el Ni(OH). en la superficie del electrodo y de esta manera el sistema se

retroalimenta, dando origen a un ciclo catalitico [27,28,38,45,46] .

Por lo tanto, con el objetivo de incrementar la cantidad de nanomaterial
catalitico en la superficie del electrodo, y consecuentemente mejorar su eficiencia
en el proceso de electrooxidacion, se evalud la posibilidad llevar a cabo un pre-
tratamiento electroquimico. Para ello, se sometid el electrodo de trabajo a ciclos
sucesivos empleando NaOH 0,10 M. En la Figura 4-9.A se observa la respuesta
voltamperomeétrica de CPE 18.0M-NiNWs donde es posible apreciar el incremento
del valor de las corrientes de pico anddico y catddico, correspondientes a los
procesos redox de las especies de niquel. Estos valores de corriente fueron
analizados en funcion del numero de ciclos. En la Figura 4-9.B se muestra la
variacion del valor absoluto de la corriente catddica (lpoc) correspondiente al
proceso de reduccién de NiOOH conforme se incrementa el numero de ciclos
consecutivos desde 1 hasta 15. Como puede observarse la corriente incrementa
significativamente en los primeros ciclos. Para una mejor comprension de esta
observacion, en la Figura 4-9.C se muestra el porcentaje de incremento de la
corriente de pico respecto al ciclo anterior, evidenciando un aumento de la Iy

desde el primer ciclo al segundo del 72 % mientras que a partir del décimo ciclo el
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incremento es menor al 5 % y la corriente se mantiene practicamente constante,
sin cambios apreciables. Por lo tanto, se selecciond como pretratamiento 10 ciclos

entre los valores limites de potencial -0,200 V a +0,800 V a 0,100 V/s.
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Figura 4-9.A. Voltamperogramas ciclicos consecutivos para CPE 18.0M-NiNWs. Electrolito
soporte: NaOH 0,100 M. Velocidad de barrido: 0,100 V s*. B. Gréfico de valor absoluto de
la corriente de pico catddico en funcién del nimero de ciclos. C. Porcentaje de
incremento de la corriente de pico respecto al ciclo anterior. Calculado a partir de los
valores de Ipc mostrado en Figura 4-9. A.

4.3.4. Seleccion del potencial de trabajo

Se realizaron experimentos de voltamperometria hidrodinamica (VH) con el
objetivo de encontrar las condiciones dptimas de trabajo y seleccionar con

exactitud el potencial para la electro-oxidacién de EtOH mediante experimentos
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amperomeétricos. En la Figura 4-10 se muestran los VH obtenidos para agregados
de etanol 3,0 x 103 M sobre CPE ( @) y CPE 18.0M-NiNWs ( @), tratados
previamente por VC con 10 ciclos, entre -0,200 V a +0,800 V a 0,100 V/s en NaOH
0,10 M. Como se menciond anteriormente, la presencia del material
electrocatalitico es imprescindible para que ocurra el proceso de oxidacion del
etanol, ya que para CPE la respuesta hacia EtOH es nula en toda la ventana de
potencial estudiada. Para CPE 18.0M-NiNWs (@) no se observa respuesta hacia
EtOH entre +0,100 V y +0,400 V, es decir la superficie no es reactiva en este
intervalo de potencial. La electro-oxidacion de etanol comienza a +0,450 V sobre
alcanzando el maximo de corriente a +0,550 V. Por lo tanto, se selecciond este

potencial para posteriores experimentos amperomeétricos.
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Figura 4-10. Voltamperogramas hidrodindmicos para etanol 3,0 x 10 M sobre CPE (@)
y CPE 18.0M-NiNWs ( @). Electrolito soporte: NaOH 0,100 M.

4.3.5. Efecto del contenido de NiNWs en el compdsito

Un aspecto critico a tener en cuenta es el contenido de NiNWs en el

composito. Para ello se analizé el comportamiento electroquimico de las distintas
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plataformas, tratadas previamente por VC con 10 ciclos, entre -0,200 V a +0,800 V
a 0,100 V/s en NaOH 0,10 M (descriptas en la seccién 4.2.2.) por EIE en una
solucion de EtOH 0,050 M, en un intervalo de frecuencias entre 1,0 x 10" a 1,0 x
10° Hz, a un valor de potencial de trabajo de 0,550 V y aplicando una perturbacion
de 0,010 V. En la Figura 4-11 se muestran los diagramas de Nyquist obtenidos
sobre CPE 4.5M-NiNWs ( @), CPE 9.0M-NiNWs (A ), CPE 18.0M-NiNWs ( @) y su
comparacion con la plataforma que no contiene los nanohilos CPE (A ). Los datos
experimentales se representan en simbolos mientras que, en trazo continuo se
muestra el ajuste obtenido a partir de los datos experimentales con el

correspondiente circuito equivalente simple Rs(RtcCdc).
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Figura 4-11. Diagramas de Nyquist para los espectros de impedancia sobre CPE (A ), CPE
4.5M-NiNWs ( @), CPE 9.0M-NiNWs (A ), CPE 18.0M-NiNWs ( @ ) en una solucidn de
etanol 0,050 M. Rango de frecuencia: 1,0 x 10*-1,0 x 10° Hz. Amplitud: 0,010 V. Potencial
aplicado: 0,550 V. Electrolito soporte NaOH 0,10 M. En la figura insertada se muestra el
espectro completo de CPE (mm).
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Como puede observarse, el material compdsito no modificado con NiNWs,
CPE, presenta una elevada Ric y la presencia de una minima cantidad de NWs (CPE
4.5M-NiNWSs) produce una drastica disminucion de Ri (respecto CPE),
evidenciando una vez mas el rol indispensable de los NiNWs en la actividad
electrocatalitica hacia EtOH, como se demostrd previamente. Asimismo, el
aumento de nanomaterial en el compdsito hace mas eficiente la catalisis,
contribuyendo a la disminucién de Ric @ medida que se incrementa la cantidad de
NiNWs. Estos resultados son consistentes con el aumento de la sensibilidad
obtenido por amperometria a medida que aumenta el contenido de NiNWs. En la
Tabla 4-2 se muestran los correspondientes valores de R: obtenidos para cada
superficie estudiada, y en la Figura 4-12 se representan graficamente estos valores

Rtc junto con el circuito equivalente utilizado (figura insertada).

Tabla 4-2. Valores de resistencia a la trasferencia de carga para los distintos electrodos
compdsitos.

Rtc (KQ)
CPE (7 +2) x 103
CPE 4.5M-NiNWs (15,8 +0,3)
CPE 9.0M-NiNWs (11 +2)
CPE 18.0M-NiNWs (3,6 £0,2)

Para experimentos posteriores, se selecciond la plataforma que presenté el
mejor compromiso en la relacidén sefal/ruido, sensibilidad, Ri, estabilidad de la
sefial y tiempo de respuesta. Por lo tanto, el compdsito seleccionado fue CPE

18.0M-NiNWs.
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CPE 4.5M-NiNWs  CPE 9.0M-NiNWs  CPE 18.0M-NiNWs

Figura 4-12. Variacion de la resistencia a la trasferencia de carga en funcién de los
compositos estudiados. Figura insertada: circuito equivalente empleado para ajustar los
datos de la Figura 4-11.

4.3.6. Evaluacion de la respuesta electroquimica del nanocomposito en
presencia de etanol

Como se menciond anteriormente el NiOOH debe estar presente en la
superficie del electrodo ya que es la especie responsable de la electro-oxidacién
catalitica de diversos compuestos organicos en medio alcalino, entre ellos el etanol

(EtOH), a través de la reaccion:

4 NiOOHg) + CH3CHyOH gy + OHggey 2 CH3C005 + 4 Ni(OH) ()

Para caracterizar y evaluar el comportamiento electroquimico de la
plataforma obtenida (CPE 18.0M-NiNWs) hacia la oxidacion de EtOH se realizaron
experimentos amperométricos, voltamperométricos y de espectroscopia de

impedancia electroquimica.
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En la Figura 4-13.A se comparan los registros amperométricos obtenidos
con CPE ( —), CPE 18.0M-NiNWs sin pretratamiento (—) y CPE 18.0M-NiNWs
tratado previamente (—), como se describe en el apartado 4.3.3-C. Los ensayos
amperométricos se realizaron efectuando adiciones sucesivas de EtOH 1,0 x 1073
M empleando NaOH 0,10 M como electrolito soporte. En la figura 4-13.B se
pueden observar las curvas de calibracion obtenidas a partir de los
correspondientes registros amperométricos mostrados en A. Como era de
esperar, sobre CPE ( @) no se observé respuesta hacia etanol. Cabe destacar que
sobre CPE 18.0M-NiNWs sin pretratamiento ( @) se obtiene una sensibilidad de
(668 +9) PAM™* (R2= 0,996), mientras que cuando se realizé el pretratamiento CPE
NiNWs ( @) la sensibilidad se incrementd practicamente al doble, obteniendo un

valor de (1372 + 4) pAM™ (R?= 0,999).
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Figura 4-13. A. Registros amperométricos para la electro-oxidacion de etanol sobre
diferentes superficies: CPE (w==), CPE NiNWs sin pre-tratamiento (=) y CPE NiNWs
tratado previamente (—). Adiciones de etanol 1,0 x 103 M. Electrolito soporte: NaOH
0,100 M. Potencial de trabajo: 0,550 V. B. Curvas de calibracién para etanol,
correspondientes a los registros amperométricos mostrados en A.

Por lo tanto, queda claramente evidenciado que los NiNWs deben estar
presentes en el compdsito para que ocurra la oxidacion de EtOH y que el pre-

tratamiento en medio alcalino mejora significativamente el proceso de oxidacién
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contribuyendo a la amplificacion de la sensibilidad, merced al aumento de material

electrocatalitico disponible en la superficie del electrodo.

Por otra parte, se evalud la respuesta catalitica de CPE 18.0M-NiNWs hacia
etanol a través de experimentos impedimétricos en soluciones de etanol de
distinta concentracién en NaOH 0,10 M, a un potencial de +0,550 V, en el intervalo
de frecuencias de 1,0 x 10 a 1,0 x 10° Hz y aplicando una perturbacién de 0,010
V. Es importante sefalar que el electrodo de trabajo CPE 18.0M-NiNWs fue
pretratado electroquimicamente antes de cada experimento impedimétrico. Las
concentraciones estudiadas fueron: 0,100 M (@), 0,075 M ( ®), 0,050 M ( ®) y
0,025 M (@®). Los diagramas de Nyquist correspondientes se muestran en la Figura
4-14, donde puede observarse que la Re disminuye conforme se incrementa la
concentracion de etanol. Esta observacion es consistente con el comportamiento
electrocatalitico del nanomaterial hacia etanol [47]. Los datos experimentales se
muestran en simbolos mientras que en trazo continuo se muestra el ajuste de
éstos con el correspondiente circuito eléctrico equivalente. Los datos
experimentales fueron satisfactoriamente ajustados con un circuito equivalente
simple Rs(RicCdc), el cual se muestra en la figura insertada de la Figura 4-14, donde
Ric es la resistencia a la trasferencia de carga, que esta en paralelo con la
capacitancia de la doble capa (Cqc), los cuales a su vez se encuentran en serie con
la resistencia de la solucién (Rs). En la figura insertada ademas se muestra la
dependencia de la R« con la concentraciéon de etanol, demostrando un

comportamiento lineal en el intervalo de concentraciones estudiado.
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Figura 4-14. Diagramas de Nyquist para los espectros de impedancia sobre CPE 18.0M-
NiNWs en soluciones de etanol de distinta concentracién: 0,100 M (=), 0,075 M (—),
0,050 M (—) y 0,025 M (—=). Rango de frecuencia: 1,0 x 10-1,0 x 10° Hz. Amplitud:
0,010 V. Potencial aplicado: 0,550 V. Electrolito soporte NaOH 0,10 M. En la figura
insertada se muestra los valores de resistencia a la trasferencia de carga en funcién de la
concentracion de etanol y el circuito equivalente utilizado para el ajuste de los datos.

4.3.7. Desempeio analitico de CPE 18.0M-NiNWs

Una vez optimizadas las variables experimentales, se llevd a cabo la
evaluacién del desempefio analitico del sensor nanostructurado CPE 18.0M-

NiNWs hacia la oxidacion no enzimatica de etanol.

La Figura 4-15 presenta el registro amperométrico a 0,550 V para 10
adiciones sucesivas de etanol 1,0 x 10* M, seguido de 10 adiciones sucesivas de

etanol 1,0 x 103 M.
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Figura 4-15. Registros amperométricos para 10 adiciones de etanol 1,0 x 10'4 M seguidas

de 10 adiciones de etanol 1,0 x 10" M sobre CPE 18.0M-NiNWs. Electrolito soporte: NaOH
0,10 M. Potencial de trabajo: 0,550 V. Figura insertada: Curva de calibracién

correspondiente.

Es posible observar una respuesta rapida y bien definida hacia etanol,
donde el 90 % de la corriente en estado estacionario se alcanza en 11 segundos. A
partir de la curva de calibracién correspondiente, que se muestra en la figura
insertada en la figura 4-15, se obtuvieron los parametros analiticos de la

plataforma de detecciodn, los que se resumen en la Tabla 4-3.
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Tabla 4-3. Parametros analiticos para CPE 18.0M-NiNWs.

S (LAMY) (1372 + 4)

LD (M) 3,1x 107

LQ (M) 9,4x 107

R? 0,9999

IL (M) 0,10 x 10°? - 11 x 103

*El LD fue calculado como 3,36/S, el LQ fue calculado como 10c/S, donde o es la
desviacion estandar de la sefal blanco.

Analizando los parametros mencionados cabe destacar que el sensor
nanoestructurado demostré tener un excelente rendimiento en términos de
sensibilidad y un importante intervalo lineal. La plataforma presenta un LD y LQ
comparable y en algunas ocasiones menor que muchos de los sensores y
biosensores reportados en bibliografia [18,48-52]. A modo comparativo los

parametros analiticos se muestran en la tabla 4-4.

El sensor CPE 18.0M-NiNWs fue empleado para la determinaciéon no

enzimatica de etanol en las bebidas alcohdlicas comerciales Vodka (Absolut®) y

Cachaca (51®). Los valores obtenidos con el sensor fueron (40 + 1) % V/V y (39 *

1) % V/V, respectivamente, los que se correlacionan con los valores informados
por el fabricante (40 % para Vodka y 39 % Cachaga). Por lo tanto, esta metodologia
propuesta para la cuantificacién de EtOH no sélo se realiza de manera altamente
sensible sino que también permite cuantificar EtOH en muestras reales con un alto

grado de exactitud y precision.
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* Valores calculados a partir de la informacidn provista por las referencias.

N/D: informacién no disponible.

CPE/NiO-NDs: electrodo de pasta de carbono modificado con nanodiscos de NiO.

SPCE/RA/ADH + NAD*: electrodos serigrafiados modificados con acido rosmarinico con alcohol
deshidrogenasa inmovilizada (ADH) en presencia del cofactor NAD*,

Cus2/Niag/N-grafeno/GCE: electrodos de carbono vitrio modificados con Cusz/Niag/N-grafeno.
PtNPs-SPCEs: electrodos serigrafiados modificados con nanoparticulas de platino (PtNPs).

NiNWarray: arreglo de nanohilos de niquel.

GCE-MWCNT-Nf-HRP-SG/Chit-FcAOx-PEI: ferroceno y alcohol oxidasa (FcAOx) inmovilizados en una
pelicula de quitosano sol—gel recubierto con peroxidasa picante de rabano (HRP) sobre electrodos de
carbono vitreo modificado con nanotubos de carbono de pared mdltiple (MWCNT). Buffer fosfato con
potasio (KPBS).

Con el objetivo de evaluar la selectividad del sensor frente a dos sustancias
habitualmente presentes en bebidas y alimentos tal como la glucosa y el anién
sulfito, se llevaron a cabo ensayos amperométricos de estas sustancias en
presencia de etanol. La Figura 4-16 muestra los perfiles amperométricos sobre CPE
18.0M-NiNWs para etanol y glucosa (A) o anién sulfito (B), los cuales pueden
actuar como posibles interferentes debido a que se encuentran presentes en

algunas bebidas alcohdlicas [51].

2 T
E Sulfito
5 2uA
(&) ~ ‘ 2uA
Etanol Etanol
0 5IO 1(I)0 1.’;0 2(I)0 0 160 2(I)0 3(I)0 4(I)0 560 G(IJO
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 4-16.A. Registros amperométricos obtenidos sobre CPE 18.0M-NiNWs para una
adicién correspondiente a 39,0 % V/V de etanol seguida de una adicién de glucosa 5,50
g/L. B. Registro amperométrico sobre CPE 18.0M-NiNWs para una adicion
correspondiente a 39,0 % v/v de etanol seguida de 20 adiciones de 20 ppm de sulfito.
Electrolito soporte: NaOH 0,100 M. Potencial de trabajo: 0,550 V.
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Se evalud la interferencia de una adicidn correspondiente a 5,50 g/L de
glucosa en comparacioén con la seial obtenida para una adicidn correspondiente a
39,0 % V/V de solucion de etanol, como en las bebidas destiladas mas comunes.

En este caso la interferencia de la glucosa fue del 6,7 % de la respuesta del etanol.

Del mismo modo se evalud la interferencia del anidn sulfito, el cual es
utilizado comunmente como conservante y antioxidante en alimentos y bebidas
[53-55]. En consecuencia se realizaron 20 adiciones de 20 ppm de una solucién de
sulfito. Vale la pena destacar que el anién sulfito no produce ninguna sefial aun
cuando se encuentra presente en una concentracién 40 veces superior al nivel
permitido en alimentos y bebidas (hasta 10 ppm) [53,54]. Dado que las bebidas
alcohdlicas destiladas no contienen carbohidratos, como consecuencia del
proceso de destilacidon, se puede afirmar que este sistema de deteccidon es

aplicable al control de calidad del nivel de etanol en las bebidas destiladas.

4.3.8. Estabilidad de la plataforma

La estabilidad operacional del sensor en condiciones de uso continuo fue
evaluada empleando la misma superficie del sensor en ensayos amperométricos
consecutivos. Para tal fin, se realizaron cinco experimentos amperométricos
sucesivos para 10 adiciones de etanol 1,0 x 107> M sobre CPE 18.0M-NiNWs. La
Figura 4-17 muestra la sensibilidad obtenida para cada curva de calibracion
respecto al primer calibrado. La plataforma presentd valores cercanos al 100 % en
5 ensayos consecutivos, con un RSD 4,8 % demostrando una excelente estabilidad

intraensayo a corto plazo empleando la misma superficie.

Es interesante destacar que, cada experimento para la realizacion de la
calibracion toma alrededor de 10 minutos, y después de 5 ensayos con la misma
superficie, el tiempo de trabajo del electrodo alcanzé casi 1 hora manteniendo la

sensibilidad cerca del valor inicial, con una excelente reproducibilidad.
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Figura 4-17. Sensibilidad normalizada para cinco calibraciones sucesivas de 10 adiciones

de etanol 1,0 x 10'3 M sobre CPE 18.0M-NiNWs. Electrolito soporte: NaOH 0,10 M.
Potencial de trabajo: 0,550 V.

Por otra parte, se evalud la estabilidad de CPE 18.0M-NiNWs a largo plazo.
El compdsito fue preparado y almacenado a temperatura ambiente, evaluandose
la sensibilidad en ensayos amperométricos el primer dia y los dias 10, 20, 30 y 60.
Se determind en cada caso la sensibilidad del ensayo amperométrico en relacién
con la sensibilidad del primer dia, la que fue considerada como el 100 % de la
respuesta. Estos resultados se presentan en la Figura 4-18. CPE 18.0M-NiNWs
demostrd tener una reproducibilidad sobresaliente a lo largo del periodo
estudiado, durante al menos 60 dias. Este resultado demuestra la robustez del
nanomaterial dentro del compédsito y su capacidad para mantener el
comportamiento catalitico como el primer dia, demostrando ventajas importantes
en cuanto a estabilidad a diferencia del uso de enzimas u otras biomoléculas, en

donde la respuesta puede caer drasticamente al cabo de horas o dias.
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Figura 4-18. Sensibilidades normalizadas para etanol en funcién del tiempo (periodo de
60 dias) comparada con la sensibilidad del primer dia. Condiciones experimentales como
en la Figura 4-16.

4.4. Conclusiones

Se sintetizaron NiNWs a través de un método simple y eficiente, logrando
obtener NiNWs de estructura cristalina, de forma y tamafos altamente
homogéneos. Los NiNWs fueron incluidos en una matriz compdsito CPE 18.0M-
NiNWs, demostrando tener una excelente actividad electrocatalitica para la
oxidacion de etanol en medio alcalino. El sensor nanocompdsito propuesto
presenta propiedades sobresalientes que lo convierten en una excelente opcion

para la cuantificacién eficiente de etanol en reemplazo de sensores enzimaticos.

En sintesis, CPE 18.0M-NiNWs demostrd tener notables ventajas, entre las
cuales cabe mencionar el procedimiento de sintesis simple del nanomaterial
catalitico, el bajo costo, excelente desempefio analitico en términos de
reproducibilidad sensibilidad y estabilidad operacional a corto y largo plazo. Estas

caracteristicas excepcionales convierten a CPE 18.0M-NiNWs en una alternativa
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interesante para la determinacion del contenido de etanol en muestras complejas,

como bebidas alcohdlicas.
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Capitulo 5

5.1. Introduccion

5.1.1. Nanoparticulas anisotrépicas de oro: nanorods

Los nanomateriales metdlicos, en particular las nanoparticulas de oro
(NPsAu), han despertado considerable interés en diferentes campos de la ciencia
debido a sus propiedades fisicoquimicas, dpticas y electrdnicas uUnicas; la relativa
facilidad de sintesis y la interesante posibilidad de modificacion superficial con
diferentes grupos quimicos y moléculas [1,2]. Ademds, puesto que son
nanomateriales biocompatibles y gracias a las amplias posibilidades de
funcionalizaciéon que poseen, son excelentes candidatos para aplicaciones en
diferentes campos de la biomedicina, especialmente en la administracién de
farmacos [1-4]. La aplicacion de NPsAu en el drea de los biosensores
electroquimicos es de suma importancia, principalmente debido a |la
biocompatibilidad, estabilidad quimica, aumento del area de superficial y la
capacidad de incrementar la velocidad de transferencia de electrones que exhiben

dichas nanoparticulas [5-8].

Las caracteristicas intrinsecas de las nanoparticulas, pueden modificarse
cambiando algunas de sus propiedades como su forma, tamano, relacion de
aspecto (RA= longitud/ancho) o modificando su entorno quimico. Por lo tanto, las
propiedades opticas, electrénicas y cataliticas de las NPsAu anisotrépicas son
diferentes, e incluso pueden ser superiores a las nanoparticulas esféricas de oro

[2,9].

Las nanobarras de oro (NRsAu, por su nombre en inglés nanorods) son

nanoparticulas alargadas, cuya relacién de aspecto es mayor que 1, generalmente
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entre 3 y 5, y presentan forma de barras o rodillos. A causa de su forma
anisotrdpica, cuando se encuentran bajo la accién de un campo electromagnético,
experimentan efectos de resonancia y muestran dos picos o bandas espectrales
bien separadas. Estas se encuentran en las regiones del visible y el infrarrojo
cercano, y se corresponden con la resonancia del plasmdn superficial longitudinal
(LSPR) y transversal (TSPR), es decir la resonancia provocada por la oscilacién de
los electrones a través del eje longitudinal (largo) y el eje transversal (corto) de los
NRsAu, respectivamente [2-4,10]. La longitud de onda en la que aparece
posicionado el pico longitudinal, que se corresponde con la LSPR, se ve afectada
fuertemente por la relacion de aspecto, la longitud que poseen los NRsAu vy las
condiciones de contorno [10,11]. Por lo tanto, los espectros de absorcién UV-VIS
pueden ser utilizados para la caracterizacion morfolégica de NRsAu. En |la Figura
5-1 se esquematiza la interaccion de los NRsAu bajo la accidon de un campo
electromagnético aplicado y sus correspondientes bandas de resonancia en la

zona visible del espectro electromagnético.

Campo
electrico / \ PICO
..... ‘ . longitudinal
| LR ARl
‘ "1” R \ Pico
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= eléctrico —%
o X
-
»
2 > 1l B
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Figura 5-1. Espectro tipico de absorcion de nanoparticulas anisotrépicas de oro y su
interaccion con el campo electromagnético dependiendo de su orientacion.
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El primer método propuesto para la obtencién de NRsAu fue mediante
sintesis electroquimica en el aino 1997, basada en la utilizacion de un anodo de oro
y un catodo de platino, ambos electrodos sumergidos en una solucién conteniendo
un surfactante [11]. En la actualidad, los métodos mas utilizados para la sintesis de
NPs anisotrépicas son de diversa naturaleza. Entre ellos se puede mencionar la
reduccidn electroquimica de iones de oro dentro de los poros de una membrana
utilizada como molde, donde se obtienen NRsAu policristalinos y en cantidades
limitadas; métodos de sintesis quimica utilizando solventes organicos, que
generalmente conducen a morfologias muy diferentes incluyendo nanohilos
ultrafinos; y en solventes acuosos mediada por semillas utilizando surfactantes
como agentes de crecimiento unidireccional [3,12]. Este ultimo método, fue el que
adquirié mayor importancia en los Ultimos afios debido a la baja complejidad y alto
rendimiento, y la versatilidad para la obtencion de diferentes tamanos de
nanoestructuras, segun se desee. Este método fue el utilizado para la sintesis de

NRsAu en el presente capitulo de tesis.

5.1.2. Inmovilizacidon de nanoparticulas

Como fue expuesto en el capitulo 1, en un biosensor electroquimico la sefial
es generalmente proporcional al cubrimiento superficial. La mayoria de los
métodos utilizados para incrementar la sensibilidad de los biosensores “label-free”
se basan en la modificacion de la superficie para amplificar la sefal observada. Uno
de los métodos ampliamente utilizados es el anclaje covalente o no covalente de
NPs, lo cual conduce a un incremento del area superficial y por lo tanto un

aumento en la sensibilidad analitica [13-17].

Las NPs de oro son muy utilizadas en el desarrollo de biosensores,
particularmente en aquellos basados en transduccién dptica y electroquimica, ya
qgue les aportan sus notables caracteristicas como alta conductividad, bio-

compatibilidad y excelentes propiedades cataliticas [18]. Asimismo, las NPsAu
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inmovilizadas ofrecen una importante superficie estructural, no sélo amplificando
la respuesta eléctrica, sino que también proporcionan una plataforma adecuada
para la posterior funcionalizacidn con una amplia gama de ligandos orgdanicos o
biolégicos (como por ejemplo ADN, aptdmeros, entre otros) para la deteccion
selectiva de ciertas moléculas blanco de interés bioldgico, clinico y ambiental

[15,19-21].

Las nanoparticulas se pueden anclar sobre la superficie de electrodos a
través de la utilizacion de diferentes metodologias: por deposicion fisica, por
formacion de enlaces covalentes, o electrodeposicion directa desde el precursor
metalico [22]. Una de las estrategias utilizadas para la inmovilizacion de
nanoparticulas es la funcionalizacion de superficies con moléculas organicas, a
través de la formacidn de monocapas autoensambladas (SAMs, del inglés Self-
assembled monolayers) [23]. Las SAMs son utilizadas como punto de partida para
la construccidn de estructuras supramoleculares, debido a que éstas se emplean
para asignar a la superficie ciertas propiedades fisicas o quimicas deseadas, a

través del grupo terminal que posea la molécula tiolada [24,25].

Los tioles se adsorben espontaneamente sobre metales de transicion como
plata, platino, paladio entre otros; sin embargo, la adsorcidn de tioles sobre oro
forma un enlace excepcionalmente fuerte, lo que hace que este sistema sea el mas
estudiado para la formacion de monocapas [25,26]. Los tioles son capaces de
organizarse espontaneamente formando enlaces covalentes con la superficie de
oro, y ademas gracias a las interacciones intermoleculares (del tipo de fuerzas de
Van der Waals o interacciones 1) se origina una estructura ordenada, compactay

estable [26].

Las técnicas utilizadas para la obtencién de SAMs sobre superficies
metalicas consisten en la deposicién quimica desde fase vapor o a partir de la

inmersidn de sustratos de oro en soluciones de diversos precursores, tales como
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tioles o disulfuros. Este ultimo es el método mas utilizado para la preparacion de

SAMs, debido a su escasa complejidad y a su bajo costo [26,27] .
En la monocapa formada pueden distinguirse tres regiones:

grupo funcional de anclaje: responsable de enlazar quimicamente la
molécula al sustrato;

esqueleto o grupo espaciador: constituido por las cadenas alquilicas
0 grupos aromaticos que separan el grupo funcional terminal del
sustrato y promueven, mediante fuerzas de interaccién laterales, el
ordenamiento de la monocapa;

grupo funcional terminal: define las propiedades de la interfaz entre
la SAM y el medio. Las propiedades de adhesidn, friccién, mojado, y
densidad de carga de la superficie son controladas y modificadas por

medio de este grupo [28,29].

En la Figura 5-2 se muestra un esquema de una SAM ideal de tioles sobre

un sustrato de oro.

Grupo terminal
Grupo espaciador
| Grupo de anclaje

Figura 5-2. Esquema de SAMs de tioles sobre Au.

Recientemente se ha demostrado que las monocapas de ditioles
aromaticos son de alta calidad y mayor organizacion que las SAMs de
alcanoditioles, debido a su mayor conductividad y baja flexibilidad. En particular,

se ha encontrado que el 4,4'-bifenilditiol (BPDT), en comparaciéon con las
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moléculas de alcanotiol, es mas conductor y forma una monocapa con una
configuracidon molecular vertical, probablemente debido a la estructura rigida de
los anillos fendlicos y al apilamiento molecular a causa de las interacciones n—.

[22,30,31].

Un inconveniente que surge en la preparacion de SAMs de ditioles es la
formacion de enlaces disulfuro, favoreciendo la formacién de capas multiples [29].
Uno de los parametros que desempefia un papel crucial en la calidad de la capa
formada, es la concentracion de la solucién de tiol. La formacidn de monocapas
ordenadas generalmente se obtiene con soluciones diluidas, mientras que una alta
concentracion favorece la formacion de multicapas [26,32]. Una estrategia para
prevenir la formacién de enlaces S-S es la utilizacion de agentes reductores, como
por ejemplo D-L-ditiotreitol (DDT) o tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), donde se
observa que la calidad de la monocapa mejora sustancialmente [29]. En este
trabajo de Tesis se utiliz6 BPDT y TCEP, debido a que tales monocapas dejan
expuestos grupos de terminales —-SH, se convierten en una interesante plataforma

para la inmovilizacion covalente de nanoparticulas metalicas [29,33-36]

5.1.3. Aptameros como molécula de bio-reconocimiento.

Como fue expresado en el apartado 1.3 los aptameros son herramientas
moleculares altamente versatiles que pueden emplearse en el disefo de
biosensores de afinidad [37-47]. Cuando los aptameros son usados como
elemento de reconocimiento bioldgico, la plataforma de biorreconocimiento

desarrollada adquiere el nombre de aptasensor [38,41,47].

Dentro del universo de los aptameros, los dirigidos contra a-trombina
humana (denominados aptdmeros anti-a—trombina humana, ApT) en particular,
son biomoléculas de alto interés para uso clinico, debido a su capacidad para

reconocer y unirse con gran especificidad a la molécula target. Entre ellos, el
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aptamero de ADN de 15 bases (5'-GGTTGGTGTGGTTGG-3"), ha sido ampliamente
estudiado para su uso en aptasensores desde su descubrimiento en 1992 [40,48—
51]. Se ha demostrado que dicho aptamero forma un cuadruplex, dispuesto en una
estructura similar a una silla (Figura 5-3). Esta estructura tiene una gran influencia
en el proceso de unién y por lo tanto en la inhibicion de la actividad de trombina,
pudiendo emplearse como una alternativa farmacolégica en el tratamiento de la

trombosis [52-54].

W= () —— ) ———i

Figura 5-3. Representacion esquematica de la estructura cuddruplex del aptamero anti-
trombina [52].

5.1.4. a-Trombina humana

La trombina es una enzima del tipo serina proteasa, formada por dos
cadenas de polipéptidos unidas por un puente disulfuro. Es una glicoproteina con
un peso molecular de 36,7 KDa, un punto isoeléctrico de 7,05 [55] y se encuentra
estrechamente vinculada con los procesos de coagulacién sanguinea [48,52]. Esta
proteina no se encuentra presente en la sangre, sino que se forma como parte del
proceso de coagulacién a partir de una proenzima, la protrombina. Una vez
formada, esta enzima inicia la coagulacion hidrolizando el fibrindgeno, activando
las plaguetas sanguineas y un conjunto de factores pro-coagulantes del plasma
[48]. Se cree que juega un papel importante en un gran niumero de enfermedades
cardiovasculares. Ademds, regula muchos procesos en la inflamacién y la

reparacion del tejido de la pared de los vasos sanguineos. En condiciones
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fisiolégicas la concentracidon de a-trombina en sangre humana puede variar desde
unos pocos nanomoles por litro hasta unos cientos de nanomoles por litro (cuando
se activa la cascada de coagulacidn) [39]. Por ello es importante cuantificar esta
proteina a nivel de trazas con alta sensibilidad [55]. Una particularidad de la
trombina es que, a pesar de tener un punto isoeléctrico neutro, presenta una
distribucién asimétrica de las cargas en su superficie. Se distingue por una region
de cargas negativas en el centro activo, rodeado de dos extensas areas con carga
positiva, debida fundamentalmente a la presencia de aminoacidos basicos. Estas
dos regiones denominadas exo-sitios | (de unién a fibrindgeno) y Il (de unién a
heparina) le confieren a la proteina la especificidad por sus sustratos, cofactores e
inhibidores. Se ha demostrado que los aptameros anti-trombina no interactian
con el sitio activo de la trombina sino con los dos exo-sitios | y Il [52].
Particularmente, el aptamero de ADN de 15 bases que se une al exo-sitio |, actua

con eficacia en la inhibicién de la formacion de trombos plaquetarios [40,50,53].

La estructura terciaria de la a—trombina humana se muestra en la Figura 5-
4, destacando los exo-sitios | y Il de interaccion con fibrindgeno y heparina,

respectivamente.

Exo-sitio |l

Exo-sitio |

Figure 5-4. Representacion de la estructura terciaria de la o—trombina, donde se
muestran los exo-sitios | y Il [52]
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En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis de nanoparticulas
anisotrépicas de oro en forma de barras o nanorods (NRsAu) y su aplicacion en el
disefio de un aptasensor impedimétrico para la deteccidn y cuantificacién de a-
trombina humana (TROu). La construccion de la bio-plataforma de reconocimiento
molecular estd basada en la modificacion de una superficie de oro con una
monocapa de 4,4’-bifenilditiol (BPDT) cuyos grupos tioles expuestos en la
superficie permitieron el posterior anclaje de los NRsAu por unién covalente.
Luego, el aptamero anti-a-trombina humana (ApT), modificado con un grupo tiol
en su extremo 5°, fue inmovilizado covalentemente sobre los NRsAu. Se
determinaron los parametros analiticos del sistema hacia la molécula target. Dicho
sistema fue estudiado y caracterizado a través voltamperometria ciclica (CV) y
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE). La caracterizacion morfolégica
de NPsAu se realizd través de espectroscopia UV-Vis y microscopia de transmision

electrdénica de barrido (TEM).

5.2. Metodologia experimental

Para la sintesis de la nanoparticulas anisotrépicas de oro se utilizaron los
siguientes reactivos: acido cloroaurico (HAuCls.3H,0, Tetrahedron), bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB BioXtra, >99%, Sigma), borohidruro de sodio
(NaBHj,, Tetrahedron), nitrato de plata (AgNOs, Carlo Erba) y acido ascérbico (AA,
J.T. Baker). Una vez sintetizados los NRsAu se elimind el exceso de CTAB

centrifugando tres veces durante 20 min a 12500 g, y luego se almacenaron a 4°C.

En este trabajo se utilizaron electrodos de oro policristalino como
transductores electroquimicos. Para el tratamiento de limpieza electroquimica se
utilizé una solucién de H2S04 0,50 M. El acido sulfurico fue proporcionado por J.

T.Baker.
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El 4,4 bifenilditiol (BPDT) y la albumina de suero bovino (BSA) fueron
proporcionados por Sigma Aldrich, el tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) fue
obtenido de Thermo Scientific. El aptamero anti-o—trombina humana (ApT) fue
adquirido en Invitrogen Life Technologies. Este es un ADN de simple hebra, con un
grupo tiol y un espaciador de 6 timinas en su extremo 5" y esta compuesto por 15

bases (PM= 6879,7 Da). La secuencia es la siguiente:
5'-SH-TTT TTT GGT TGG TGT GGT TGG-3" (ApT-SH)

La a-trombina humana fue proporcionada por el Laboratorio de

Hemoderivados de la Universidad Nacional de Cérdoba.

Los buffers utilizados en las diferentes etapas de interaccidon biomolecular
fueron: buffer fosfato (BP) 0,050 M pH 7,40; buffer fosfato salino (BPS) 0,050 M pH
7,40 NaCl 0,500 M; buffer fosfato-Tween 0,05 % (BPT) 0,050 M pH 7,40; buffer
TRIS-HCl salino 0,050 M pH 7,40 NacCl 0,150 M KCI 0,010M MgCl, 0,010 M.

Para la preparacion de los buffers se utilizé: fosfato monobasico de sodio y
NaCl de Biopack, fosfato dibdsico de sodio (Anhedra), MgCl, de Cicarelli, KCl, 2-
amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS) de J. T.Baker, polisorbato 20

(“Tween-20") de Parafarm.

Las mediciones electroquimicas se realizaron empleando los siguientes
marcadores redox: K3[Fe(CN)s] y Ka[Fe(CN)s], los cuales fueron proporcionados por
Merk y NBS Biological, respectivamente y 1,4-benzoquinona (BQ) e hidroquinona

(HQ) , ambos adquiridos en Sigma-Aldrich.

Todos los reactivos fueron de grado analitico y se utilizaron sin ninguna
purificacion previa. Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente.
Para la preparacidon de todas las soluciones se utilizé agua ultrapura deionizada
(MQ, p=18,2 MQ cm), la cual fue obtenida a través de un sistema Milli-Q de

Millipore.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Sintesis de nanoparticulas anisotrdpicas de oro

Como se menciond en la introduccion de este capitulo, los nanorods de oro
(NRsAu) fueron obtenidos a través de una sintesis quimica mediada por semillas
en solucién acuosa. Este es el método mas popular y cominmente utilizado para
la sintesis de NPs anisotrdpicas en soluciones coloidales. La técnica consiste en la
obtencién de una solucién con nanoparticulas esféricas “semilla”, la cual luego es
agregada a una solucidn de crecimiento que contiene una sal de oro, nitrato de
plata, acido ascorbico y CTAB, donde transcurrido un determinado tiempo las

nanoparticulas crecen en forma de barras o nanorods.

C. Murphy y colaboradores fueron pioneros en el desarrollo del método en
el ano 2001 [56,57], luego fue modificado por Nikoobakht y El-Sayed [58] en el afio
2003, utilizando s6lo CTAB como surfactante. El mismo permitié la obtencion de
NRs de tamafio y forma reproducible, minimizando la formacién de nanoparticulas
esféricas como subproductos no deseados, lo cual era una de las mayores
desventajas del método anterior. Modificaciones posteriores permitieron lograr la
modulaciéon de la forma, el tamafio y la pureza de los NRsAu, estudiando diferentes
variables como por ejemplo la concentracién de reactivos y la temperatura de

reaccion [59-65].

En este trabajo de Tesis se utilizé el protocolo publicado por Jones y col. [66]
basado en el procedimiento modificado por Nikoobakht y El-Sayed. Dicho método
consta de dos pasos, la elaboracion de las semillas y la obtencion de la soluciéon de

crecimiento.
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Elaboracion de semillas

Para la obtencion de semillas se agregaron 250 pL de una solucion de
HAuCls (0,010 M) a 10,0 mL de una soluciéon de CTAB (0,100 M) bajo agitacién
vigorosa y manteniendo la temperatura a 24°C. Luego, se adicionaron
rapidamente a la solucion anterior 600 uL de una solucion de NaBH4 (0,010 M), fria
y recién preparada, manteniendo la agitacion por 30 segundos. El hecho de que la
solucion de NaBHs esté fria es importante, debido a que esta especie es un
poderoso agente reductor y reacciona exotérmicamente con el agua para generar
hidrégeno, lo cual puede evitarse disminuyendo la temperatura. Por lo tanto, el
NaBH4 reaccionard con los iones de oro reduciéndolos a Au®, y por consiguiente,
en este momento la solucién cambia su color de amarillo a pardo. El borohidruro
induce una rapida nucleacién, dando como resultado una soluciéon “semilla” de
nanoparticulas de oro esféricas monocristalinas [59,60,67]. Esta solucion se dejo
en reposo entre 30 minutos y 1 hora para que, si existe algun exceso de NaBHg4, se

descomponga, de modo tal que no reaccione en la solucién de crecimiento [59].

Solucion de crecimiento

Para la preparacion de la solucién de crecimiento de nanorods se adicioné
2,5 mL de una soluciéon de HAuCls (0,010 M) a 100,0 mL de CTAB (0,100 M). La
funcion del CTAB en esta reaccion es formar micelas, atraidas por fuerzas
electrostaticas, permitiendo la agrupacidon unidimensional de los atomos de Au.
Seguidamente, a esta solucién se le agregé 600 pL de AgNOs (0,010 M). Los iones
de plata en la solucién de crecimiento son necesarios para tener un alto
rendimiento de NRsAu cortos, con una alta relaciéon de aspecto (de 1 a 5), ya que
se conoce que la concentracién de Ag* controla las dimensiones de los nanorods
de oro; en general, cuanto mayor sea la concentracién de iones de plata, mayor
serd la relacién de aspecto del NRs resultante, dado que favorece el crecimiento

anisotrépico [68]. Posteriormente, se adicionaron 300 uL de acido ascdorbico (AA,
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0,100 M) a la solucién anterior. Dado que el AA es un reductor débil, tras su adicién
ocurre la reduccién de Au (lll) a Au (I), evidenciado por el cambio de color, de
amarillo a incoloro. Este es un paso muy importante, ya que es fundamental que
el agente reductor no complete la reducciéon de Au(l) a Au(0), evitando la

nucleacion secundaria durante la etapa de crecimiento [67,69].

Por ultimo, a esta solucidn se le afladieron 360 pL de la solucién semilla
preparada anteriormente, las cuales actian como catalizadores para el paso de
reduccion final de Au (1) sobre su superficie [67]. Transcurridos unos 15-20 minutos
crecimiento de las

la solucién comienza a colorearse, evidenciando el

nanoparticulas anisotropicas.

La solucién de crecimiento se mantuvo a 27°C durante 20h. En la Figura 5-

5 se muestra el esquema de la sintesis de los NRsAu.

HAuCI, NaBH,
il il
Agitaci v Agitacion :
trsrocscl Vigtross 2008
- = |
24°C 24°C Vb
& “ ‘ll
SOLUCION SOLUCION
DE CTAB SEMILLA
Acido
AgNO; ascorbico
| !
\ \ l : \
Mezclar Mezclar . Mezctar
(=4 (2 g
27°C
SOLUCION DE SOLUCION DE
CTAB + HAuCI, CRECIMIENTO

Figura 5-5. Esquema de sintesis de los NRsAu en solucidén, siguiendo el método mediado
por semillas.
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Finalmente, la suspension coloidal fue purificada por centrifugacién (a
12500 g por 20 minutos), lavada y resuspendida en agua ultrapura para eliminar el
exceso de CTAB. Este procedimiento se repitid tres veces, para eliminar la mayor
cantidad de estabilizante en exceso, evitando la posible aglomeracién de las

nanoparticulas de manera irreversible.

5.3.2. Caracterizacion de NRsAu

Para corroborar que la sintesis de NRsAu fue exitosa, y ademas caracterizar
morfolégicamente las nanoparticulas, el producto de sintesis fue analizado

mediante espectroscopia UV-Vis y microscopia de transmisidn electrdnica (TEM).

5.3.2-A. Espectroscopia UV-Vis

Debido a que las resonancias de los plasmones superficiales de las
nanoparticulas anisotrdopicas de oro dependen en gran medida de su forma y
dimensiones (tamafio y relacién de aspecto) [70,71] se puede utilizar esta variable
para caracterizarlas. Por lo tanto, la espectroscopia UV-Vis es una metodologia util
como herramienta para caracterizar los NRsAu sintetizados. Puesto que los NRsAu
presentan una banda de absorbancia caracteristica correspondiente a la
resonancia del plasmdn superficial transversal (Pt) alrededor de (520 + 10) nm y
una banda correspondiente a la resonancia del plasmén longitudinal (P.) entre 650
y 1300 nm [59,67,70-73], estas bandas se emplearon en el seguimiento de la

sintesis y caracterizacion de los NRsAu obtenidos.

En la Figura 5-6 se muestran los perfiles espectrofotométricos registrados
a 30 minutos (=), 1h (—), 2h (—) y 20h (—) del comienzo de la sintesis junto

con el espectro de absorcidn correspondiente a la solucién semilla (—-). Los
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espectros se midieron utilizando una cubeta de cuarzo de 0,100 cm de paso éptico,

entre 1000 y 300 nm.

En el espectro de la solucién semilla, tomado unos 5 minutos después de
preparada, se puede observar una banda de absorbancia a muy bajas longitudes
de onda (Ps=350 + 1 nm). Con los resultados obtenidos y basados en la bibliografia,

se puede inferir que el tamafio de estas nanoparticulas es inferior a 4 nm [58,67].

Comparando los dos espectros a distintos tiempos de sintesis, se evidencia
claramente que tanto la banda correspondiente al plasmdn transversal (Pt=510 +
1 nm) como el longitudinal (P.=790 + 1 nm), asi como la absorbancia, se mantienen
constantes para 2 hy 20 h de sintesis. Por consiguiente, se asume que la sintesis
es completa a las 2 horas. Por lo tanto, este tiempo se considerd un tiempo 6ptimo

para futuras sintesis.

0,180
PL=790 nm

0,150

0,120 1

0,090 - PS=350 nm

|

PT=51O nm

1

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

A (nm)

Figura 5-6. Espectros de absorcién UV-vis de los de NRsAu para diferentes tiempos de
sintesis: 30M (mm==), 1h (—), 2h (=) y 20h (=), y solucidn semilla (—). Paso éptico=
0,100 cm.
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5.3.2-B. Caracterizacion TEM

La microscopia electronica de transmision fue utilizada para caracterizar las
dimensiones de las nanoparticulas anisotrépicas, asi como evaluar la distribucion
de formas y tamafnos. Las muestras fueron preparadas colocando una gota de la
solucién coloidal diluida en una rejilla soporte de cobre recubierta con

Formvar/Carbon, de 200 mesh.

La Figura 5-7 (A, B y C) presenta las imagenes TEM de los NRsAu. Estas
imagenes revelan que la distribucidon de forma y tamafo de los NRs sintetizados es
altamente homogénea y que la cantidad de NPs esféricas es practicamente

despreciable.

:rz,

~

‘y# =

AUD nigd
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50 nm

Figura 5-7. Imagenes TEM de nanorods de oro sintetizados a través del método mediado
por semillas.
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A partir del analisis de las micrografias se puede representar un histograma
de distribucién del tamaio de las NPs en funcién de la longitud, como se muestra
en la Figura 5-8. La longitud y el ancho de las nanoparticulas fue calculada a través
de las imagenes TEM, utilizando el programa ImagelJ, para un n=50. De este modo
fue posible determinar que los NRsAu sintetizados tienen una longitud promedio
de (43 + 5) nm y un ancho de (10 +* 1) nm, con una relaciéon de aspecto

(longitud/ancho) de 4,3.

n= 50
Largo= (43 £ 5) nm

Nro. de particulas (u.a.)

28 32 36 40 44 48 52 56 60
Largo (nm)

Figura 5-8. Histograma de distribucién de tamafio de NRsAu obtenido a partir de las
imagenes TEM.

Los datos sobre tamafio y forma obtenidos para estas NPs sintetizadas son

similares a los reportados en bibliografia [66] y se correlacionan muy bien con el

analisis de los espectros UV-Vis.
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5.3.2-C. Determinacion del potencial zeta

Se conoce que los nanorods sintetizados por el método utilizado en la
presente tesis, son producidos con una bicapa de CTAB. La existencia de esta
bicapa se ha respaldado experimentalmente por espectroscopia IR, analisis
termogravimétrico y analisis de potencial zeta ({) [74,75]. Dicha bicapa, consiste
en dos estratos de surfactante, uno asociado la superficie del oro a través de los
grupos amonio cuaternario, y el otro que expone estos grupos al medio acuoso. La
formacion de esta bicapa se ve favorecida energéticamente ya que las colas
hidrofébicas del surfactante interaccionan entre si, quedando expuestas las
cabezas hidrofilicas a la interfaz nanoparticula-solvente [68]. De esta manera, el
CTAB estabiliza las NPs otorgandoles una carga neta positiva, tal como se ilustra

en la Figura 5-9.

HAuCI, UL 50 0 0 4
+ +
CTAB + A
+ + - ’ +
Semilla AA [ ¥ ¥ A
de oro ) Agua R S e e S ey
AQNO,
; cabeza
CTAB = N
Br polar

cola hidrofdbica

Figura 5-9. Esquema de sintesis de NRsAu, mostrando la bicapa de CTAB. Imagen tomada
de referencia [68].

El potencial { de los NRsAu sintetizados fue determinado por dispersion
dindmica de la luz (DLS) de la solucidon coloidal. El valor obtenido fue de (+60 + 4)
mV, el cual es concordante con valores reportados en bibliografia que van desde

los +49 a los +71 mV dependiendo de la forma y el tamafo de la nanoparticula
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[75]. Estos resultados demuestran que los NRsAu estan cargados positivamente,

incluso después del proceso de purificacion.

5.3.3. Construccion de la plataforma de biorreconocimiento

En esta seccidon se presenta la caracterizacion electroquimica de los
electrodos de oro en las diferentes etapas de modificacion de la plataforma de
biorreconocimiento, para su optimizacion y posterior detecciéon de a-trombina
humana, empleando voltamperometria ciclica y espectroscopia de impedancia

electroquimica (EIE).

5.3.3.1. Adsorcion de BPDT sobre electrodos de oro policristalino
La monocapa del ditiol BPDT fue utilizada como plataforma precursora para
la posterior inmovilizaciéon de los NRsAu sintetizados. Se evalué el cubrimiento

superficial de BPDT y se analizé el efecto de la concentracion del ditiol, asi como la

utilizacion de TCEP.

En la Figura 5-10 se esquematiza la reaccién del grupo de anclaje.

SH SH
© ©
+ @ — @ +e +H'
SH ‘»"
Electrodo de Au Electrodo de Au

Figura 5-10. Esquema de reaccidn de BPDT sobre el sustrato de oro.
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5.3.3.1-A. Optimizacion de la solucién de BPDT

Para la preparacion de las SAMs es muy importante que las superficies de
oro estén limpias de material organico y libres de éxidos, por lo tanto, antes de
comenzar con la modificacidn de los electrodos, éstos fueron pretratados tal como

se describio en la seccion 2.4.2.1.

La modificacion inicial de la superficie se llevd a cabo por inmersiéon del
electrodo de oro en una solucion etandlica con distintas concentraciones de BPDT:
2,20y 200 uM vy una solucion de BPDT 200 uM con TCEP 4,0 mM. El tiempo de
inmersidn en todos los casos fue de 1 hora. Luego, los electrodos se retiraron de
esta solucidn y se enjuagaron primero con una solucidn de etanol absoluto y luego

con agua ultrapura.

Con el objetivo de estudiar la monocapa de BPDT, se realizaron
experimentos de desorcion reductiva para los electrodos modificados. Mediante
voltamperometria lineal desde -0,300 a -1,400 V, utilizando KOH 0,10 M como
electrolito soporte, a 0,100 V s*. La carga asociada al proceso de desorcidn (Qq) se
obtuvo integrando el area del pico catédico obtenido durante el proceso de
desorcion reductiva, segun la ecuacion 2-11 (Capitulo 2). En la Figura 5-11.A se
muestran los perfiles voltamperométricos para: 2 (——), 20 (=) y 200 uM (—=) de
BPDT y 200 uM de BPDT con 4,0 mM de TCEP (—). En |a Figura 5-11.B se ilustra
la Qg en funcidn de las distintas soluciones estudiadas, calculada a partir de los

perfiles voltamperométricos mostrados en A.

Segun ha sido reportado, la carga de desorcidn para una monocapa de tioles
aromaticos adquiere un valor entre 45-55 puC cm™ [29]. Para las distintas
concentraciones de BPDT estudiadas (2, 20 y 200 uM) se obtuvieron las siguientes

Qq: (31 +4), (45 £ 9), (70 + 8) uC cm??, respectivamente.
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Figura 5-11. A. Perfiles voltamperométricos para: 2 (——), 20 (m==) Yy 200 UM (=) de
BPDT y 200 uM de BPDT con 4,0 mM de TCEP (—). Tiempo de inmersién: 1 hora.
Electrolito soporte: KOH 0,10 M, Vp: 0,100 V s, B. Carga de desorcion de BPDT obtenida
de los registros mostrados en A.

Del analisis de estos resultados, se puede concluir que a medida que
aumenta la concentracion de BPDT, se favorece la formacion de enlaces S-S, y por
lo tanto la multiplicidad de capas. Este efecto, ademas, se ve reflejado en los
perfiles de los voltamperogramas mostrados en la Figura 5-11.A, donde para
concentraciones mas elevadas el pico de desorciéon es mas ancho e incluso se
puede visualizar la aparicion de un hombro a potenciales mas negativos. Si bien
para la concentracion mas baja, 2 uM (—-), se observa un unico pico, el valor de
la Qq es menor que el esperado para una monocapa, lo que sugiere que no existe
un cubrimiento total de la superficie. Por otra parte, cuando se utilizé TCEP en la
solucién de 200 uM BPDT, se obtuvo una carga de desorcion de (54 + 5) uC cm?y
un unico pico bien definido. Este valor se encuentra dentro del intervalo de valores
esperados para la desorcidn de monocapas de tioles aromaticos, indicando que el
empleo de TCEP evita la formacion de multiples capas de BPDT. Por lo tanto, se
empled la solucién de 200 uM de BPDT con 4,0 mM de TCEP para la posterior
modificacion de los sustratos de oro, en la construccién de la plataforma de

biorreconocimiento del aptasensor.
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5.3.3.1-B. Calculo del cubrimiento superficial

Con el fin de conocer el cubrimiento superficial (6) de la SAM de BPDT, se
realizaron experimentos de EIE. Mediante esta técnica, el cubrimiento superficial
se puede calcular, teniendo en cuenta las resistencias de trasferencia de carga (Rtc)

a partir de la siguiente ecuacién:

g =1-— M Ec.5-1
R¢c (tiol)

donde R: (Au) y R (tiol) corresponden a las resistencias de trasferencia de carga
de la superficie de oro sin modificar y la modificada con el tiol respectivamente

[76].

En la Figura 5-12 se muestran los diagramas de Nyquist obtenidos para el
electrodo de oro sin modificar (AuE, @) y modificados con la SAM de BPDT
(AuE/BPDT, @). Los experimentos impedimétricos se realizaron en presencia de
K3[Fe(CN)e]/Ka[Fe(CN)e] 4,0 mM en buffer fosfato 0,050 M pH 7,40, a un potencial
de +0,200 V, en el intervalo de frecuencias de 1,0 x 10t a 1,0 x 10> Hz y aplicando
una perturbacion de 0,010 V. Los datos experimentales fueron ajustados a través

de un circuito equivalente de Randles (mostrado en la figura insertada).

Del ajuste de los espectros impedimétricos se obtuvieron los valores de R
para AuE (26 + 4) Q cm? y para AuE/BPDT (295 * 5) x 10 Q cm?, donde puede
observarse un notable incremento en el valor de R debido al bloqueo superficial

cuando el electrodo de oro se encuentra modificado con BPDT.

A partir de las Rt obtenidas para cada plataforma, se calculé el cubrimiento
superficial, obteniendo un valor de ©= 0,92. Este valor indica que la superficie de
oro esta bloqueada casi en su totalidad por BPDT y presenta defectos en la

monocapa [76].
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Figura 5-12. Diagramas de Nyquist obtenidos para los espectros de impedancia para el
electrodo de oro sin modificar (@) y modificados con la SAM de BPDT ( @) utilizando
como marcador redox Fe(CN)s* 4,0 mM. Intervalo de frecuencia: 1,0 x 10-1,0 x 10°
Hz. Amplitud: 0,010 V. Potencial aplicado: 0,200 V. Electrolito soporte: buffer fosfato
0,050 M, pH 7,40. En la figura insertada se muestra una ampliacién del espectro para
electrodo de oro sin modificar y el circuito de Randles utilizado para el ajuste de los datos
experimentales.

5.3.3.2. Inmovilizacién de NRsAu sobre Au/BPDT

Una vez optimizada la plataforma Au/BPDT se siguio con la optimizacién del
tiempo de interaccién para la inmovilizacién covalente de los NRsAu sintetizados

sobre la plataforma Au/BPDT (Figura 5-13).

La modificacién fue realizada en cdmara humeda, para evitar la evaporacién
del solvente, depositando 30 uL de la solucién coloidal de NRsAu sintetizados
sobre los electrodos de oro modificados con la SAM de ditiol (Au/BPDT), luego del
tiempo de interaccion los electrodos fueron enjuagados con agua ultrapura y

buffer fosfato salino. La caracterizacion electroquimica se llevé a cabo por EIE
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empleando Ks[Fe(CN)gs]/Ka[Fe(CN)s] como sonda redox, en las mismas condiciones

experimentales de la seccion 5.3.3.1-B.

NRsAu

SSSSSSSSSS

Figura 5-13. Esquema de inmovilizacion de NRsAu sobre Au/BPDT.

En la Figura 5-14 se muestra la variacion de la resistencia a la trasferencia
de carga en funcidn del tiempo de interaccion de los NRsAu con la plataforma
AuUE/BPDT. Los tiempos de interaccion estudiados fueron 30, 45 y 60 minutos. Los
datos experimentales fueron ajustados seguin el modelo del circuito eléctrico de

Randles (seccién 2.1.4.1).

Rtc (KQ cm?)

30 45 60
Tiempo (minutos)

Figura 5-14. Resistencia a la trasferencia de carga en funcion del tiempo de interaccion
de NRsAu con la plataforma Auk/BPDT, obtenida de los correspondientes espectros de

impedancia.
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De analisis de los resultados se puede inferir que, conforme aumenta el
tiempo de interaccidon de los NRsAu con la plataforma modificada con BPDT,
disminuye la Ri, mejorando ademas la reproducibilidad, obteniéndose el menor
valor de Ric para el tiempo de 60 minutos. Se seleccioné este tiempo como dptimo

para la inmovilizacion de los NRsAu.

En la Figura 5-15, se presentan los diagramas de Nyquist obtenidos para las

distintas etapas de modificacién: AuE (@), AuE/BPDT (@) y AuE/BPDT/NRsAu ( @
).
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Figura 5-15. Diagramas de Nyquist obtenidos para los espectros de impedancia sobre AuE
(@), AuE/BPDT ( @) y AuE/BPDT/NRsAu ( @) utilizando como marcador redox
Fe(CN)s 3 4,0 mM. Tiempo de interaccién de NRsAu: 1 hora. Rango de frecuencia: 1,0 x
101-1,0 x 10° Hz. Amplitud: 0,010 V. Potencial aplicado: 0,200 V. Electrolito soporte:
buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40. Figura insertada: Rtc vs distintas etapas de modificacién
del sensor.

Si se compara la plataforma obtenida AuE/BPDT/NRsAu con AuE/BPDT, se
observa una disminucion en la Re, atribuida al caracter conductor y las

propiedades cataliticas que poseen los NRsAu, por lo que se ve facilitada la
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trasferencia electronica del marcador redox cuando las nanoparticulas estan
ancladas en la superficie. Otra caracteristica sobresaliente de esta plataforma es
que, la presencia de los NRsAu aumenta el drea superficial efectiva del electrodo,
y por lo tanto la plataforma obtenida tiene la potencialidad de anclar un mayor
numero de moléculas de aptamero y de este modo se favorece la amplificacién de

la seial [55].

5.3.3.3. Inmovilizacion del aptamero anti-trombina humana

Después de optimizar el tiempo de interacciéon de los NRsAu para la
obtencién de la plataforma AuE/BPDT/NRsAu, la siguiente etapa para la
construccion del aptasensor fue la inmovilizacion del aptamero anti-trombina
(ApT-SH). Se determind la concentracién del ApT-SH a utilizar, para un tiempo de
interaccion de 1 hora. Se depositaron sobre los electrodos modificados con los
NRsAu 30 pL de las distintas soluciones de ApT-SH (25, 50, 75 y 100 ppm),

preparados en BPS, en camara humeda (Figura 5-16).

L i
Electrodo de Au

Figura 5-16. Esquema de inmovilizacidon del aptdmero anti-trombina sobre la plataforma
AuE/BPDT/NRsAu.

La optimizacidon de la concentracién de ApT-SH se llevd a cabo por EIE

empleando Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] como sonda redox, bajo las mismas
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condiciones experimentales de la seccién 5.3.3.B. Los resultados se muestran en
la Figura 5-17, donde se ilustra la resistencia a la trasferencia de carga en funcién
de la concentracidon de aptamero sobre la plataforma AuE/BPDT/NRsAu. La Ric
(R1+R2) fue obtenida a partir del ajuste de los datos experimentales, utilizando un
circuito eléctrico equivalente mostrado en la figura insertada en la Figura 5-17. Tal

circuito fue descripto en la seccién 2.1.4.1.

80

70 W cre

60

Rtc (KQ cm?)

25 50 75 100
Concentracion de ApT (ppm)

Figura 5-17. Resistencia a la trasferencia de carga total en funcién de la concentracién de
aptamero (25, 50, 75 y 100 ppm) sobre AuE/BPDT/NRsAu, obtenida de los
correspondientes espectros de impedancia. Figura insertada: circuito eléctrico
equivalente utilizado para el ajuste de los datos.

Respecto a la optimizacion de la concentracion de ApT-SH a utilizar, como
se puede apreciar, la R no varia sustancialmente con el incremento en la
concentracion de aptdmero. Por lo tanto la minima concentracién (25 ppm) fue
seleccionada como concentracién dptima para la modificacidon de la superficie,

teniendo en cuenta la relacion costo-beneficio en la construccidon del aptasensor.

En la Figura 5-18.A se muestran los diagramas de Nyquist obtenidos para
los espectros de impedancia sobre AuE (@), AuE/BPDT (@), AuE/BPDT/NRsAu (@
) y AUE/BPDT/NRsAu/ApT ( @) (condiciones experimentales seccién 5.3.3.B). En la
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Figura 5-18.B se muestran los valores de Rt para cada etapa de modificacion. Cabe
destacar, el gran incremento de la Rt para la plataforma AuE/BPDT/NRsAu/ApT en
relacion con la plataforma AuE/BPDT/NRsAu, lo que da cuenta de que el aptamero

se encuentra eficientemente inmovilizado sobre la superficie.

a
o

a0 A B H

Rtc (KQ cm?)
S 8 5

-
o
1

o
1

0 10 20 30 40 AuE  BPDT NRsAu ApT
. 2
Z (KQcm)

Figura 5-18.A. Diagramas de Nyquist obtenidos para los espectros de impedancia sobre
AuE (@), AuE/BPDT (@), AuE/BPDT/NRsAu (@) y AuE/BPDT/NRsAu/ApT () utilizando
como marcador redox Fe(CN)g3/* 4,0 mM. Concentracién de ApT: 25 ppm. Rango de
frecuencia: 1,0 x 10! -1,0 x 10° Hz. Amplitud: 0,010 V. Potencial aplicado: 0,200 V.
Electrolito soporte: buffer fosfato 0,050 M, pH 7,40. B. R« vs distintas etapas de
modificacion del biosensor.

En resumen, cuando la superficie de oro es modificada con el BPDT, la Ric
aumentade (2,6 +0,4) x 101 Q cm?a (2,95 + 0,05) x 103Q cm?, es decir, dos érdenes
de magnitud mayor, debido al gran bloqueo superficial generado por la SAM.
Luego de la inmovilizacién de los NRsAu, la Ric disminuye notablemente a (1,2
0,2) x 10® Q cm?, como consecuencia de las caracteristicas intrinsecas que poseen
los NRsAu. Otro factor que también se debe tener en cuenta, es que los NRsAu
exhiben una carga superficial positiva y podria establecerse una atraccion de
cargas con el marcador redox, ya que éste posee carga negativa. De esta manera,
se facilita la trasferencia electrénica de la sonda redox sobre la plataforma.

Posteriormente, cuando el aptamero es inmovilizado sobre la superficie, se
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observa un marcado incremento de R (4,4 + 0,1) x 10* Q cm?, debido al bloqueo
generado por su anclaje sobre AuE/BPDT/NRsAu y posiblemente a causa de la
repulsidon de cargas entre la estructura del ApT, que presenta un alto contenido en
grupos fosfato con carga negativa, y la sonda redox, por lo tanto se dificulta la

reaccion de transferencia electrénica.

El monitoreo de las distintas etapas en la construccién del aptasensor,
también se evalué mediante experimentos de voltamperometria ciclica, en
presencia de K3[Fe(CN)s] 2,0 x 10°3M en BP 0,050 M pH 7,40, a una velocidad de
barrido de 0,100 V s. Los voltamperogramas ciclicos se muestran en la Figura 5-
19, sobre las distintas plataformas: AuE (—), AuE/BPDT (—), AuE/BPDT/NRsAu (
—) y AuE/BPDT/NRsAu/ApT (—).

10

(3,
1

Corriente (uA)

]
[3,}
1

T T T T T T T T T T T
-0,400 -0,200 0,000 0,200 0,400 0,600

Potencial (V)

Figura 5-19. Voltamperogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)s] 2,0 x 103 M sobre AUE (=),
AUE/BPDT (=), AuE/BPDT/NRSAU (=) y AuE/BPDT/NRsAu/ApT (-). Electrolito
soporte: BP 0,050 M pH 7,40. Velocidad de barrido: 0,100 V s™.
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Sobre el electrodo de oro sin modificar (AuE) se observa el tipico
comportamiento redox del ferricianuro. Posteriormente, cuando se modificd con
el ditiol (AuE/BPDT) se observé un incremento de AEp y una marcada disminucion
de ambas corrientes, lo que da cuenta de un gran bloqueo superficial. Cuando se
inmovilizaron los NRsAu se obtuvo una reversion del comportamiento redox del
ferricianuro, con disminucion de los sobrepotenciales de oxidacion y reduccion y
un incremento en la corriente de pico. Posteriormente, cuando se inmovilizé el
aptamero (AuE/BPDT/ApT) se observd nuevamente un comportamiento
bloqueante. Estas observaciones indican que fue efectiva la inmovilizacién en cada
una de las etapas de la construcciéon de aptasensor. Estos resultados son

ampliamente consistentes con los observados en EIE.

5.3.4. Aplicacion analitica del aptasensor para la determinacion de
o—trombina

La plataforma de biorreconocimiento (AuE/BPDT/NRsAu/ApT), se empled
para el reconocimiento de a-trombina humana (TRO4), tal como se encuentra
esquematizado en la Figura 5-20. El procedimiento utilizado para la interaccién se
llevd a cabo colocando 30 uL de las soluciones de trombina en la superficie del
aptasensor por un tiempo de 30 minutos. Las soluciones de TROux fueron
preparadas en buffer TRIS-HCl salino 0,050 M pH 7,40; NaCl 0,150 M; KCI 0,010M;
MgCl; 0,010 M. Luego de la interaccién del aptasensor con TRO4, se efectud el
lavado con buffer fosfato-Tween 0,050 % 0,050 M pH 7,40, para eliminar las
moléculas adsorbidas inespecificamente y luego con buffer fosfato 0,050 M pH

7,40.
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Figura 5-20. Esquema de interaccién de trombina humana con el aptdmero anti-
o—trombina inmovilizado en la plataforma.

Se evalué el rendimiento analitico del biosensor frente a la molécula blanco
en las condiciones 6ptimas de analisis, registrando la dependencia del cambio en
la Ric frente a diferentes concentraciones de a-trombina humana, empleando
benzoquinona/hidroquinona (BQ/HQ) como sonda redox. Esta cupla redox es
neutra, y su mecanismo de reaccién involucra el intercambio de dos electrones y
dos protones. Ademas, como es un marcador de esfera interna, esta especie debe
adsorberse sobre la superficie para que ocurra la transferencia de carga [77]. Es
importante destacar que, BQ/HQ es altamente sensible al bloqueo superficial,
minimizando los efectos electrostaticos que se observan cuando se utiliza un

marcador redox cargado.

La Figura 5-21 muestra la respuesta del aptasensor frente a diferentes
concentraciones de TROy, representando la seial analitica como ARt (Rtc-Tro- Ric-
apT) para la plataforma Au/BPDT/NRsAu/ApT en presencia de concentraciones
crecientes de TROu. La Ric fue obtenida a través del ajuste de los espectros
impedimétricos experimentales con el circuito equivalente mostrado en la seccion

5.3.5. Las mediciones de EIE se realizaron en presencia de BQ/HQ 4,0 x 103 M en

181



BPS 0,050 M pH 7,40 aplicando un potencial de 0,050 V, en el intervalo de

frecuencias de 1,0 x 10 a 1,0 x 10° Hz y aplicando una perturbacién de 0,010 V.

Como se puede observar ARt incrementa linealmente con el aumento de la
concentracidon de TROy hasta una concentracion de 1,20 x10® M, produciéndose
luego una saturacion del sistema. La regresion lineal arroja la siguiente expresion

(R%= 0,993):

AR (2cm?) = (2,41 £ 0,09) x10° KQcm?M ™" Crgo,, + (2,69 £ 0,04)K02cm?

En estas condiciones se encontré que el aptasensor exhibe un limite de
cuantificacion de 6,10 x10° M, el cual fue determinado experimentalmente y
corresponde a la minima concentracion que es capaz de diferenciar de la sefial del

blanco.

ARtc (KQ cm?)

0 I 1 2 3 4 5 6 I 7
. 2 -6
Concentracion (M x10")

Figura 5-21. Curva de calibracién para TROx obtenida a partir estudios de espectroscopia
de impedancia electroquimica.
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De los resultados obtenidos, se puede conocer la constante de disociacion
de la interaccidon aptasensor-a-trombina humana, si se considera que cada sitio de
union es equivalente y la capacidad de la molécula para unirse es independiente
de las interacciones laterales. Basado en el modelo clasico de Langmuir, se

muestra una forma linealizada de la isoterma de adsorcién [55]:

c _  C Kp
ARtc (ARtc)sat t (ARtc)sat Ec.5-1

En donde C es la concentracion de trombina en solucidn, 4R: es la sefial
observada, (4R:)sar €S la seinal de saturacidn del sensor y Kp es la constante de
disociacion. En la Figura 5-22 se muestra el grafico correspondiente a la isoterma

de adsorcion linealizada.

1.0x10°

8.0x10™°

6.0x10™°

4.0x10™°

C/ARtc

2.0x10™°

0.0 4

0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10°

C

Figura 5-22. Isoterma de adsorcion linealizada basada en el modelo de Langmuir. La linea
continua muestra el ajuste lineal a los datos experimentales.
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Los resultados experimentales se correlacionan linealmente con un
coeficiente R2= 0,995. El valor de Kp calculado es de 209 nM. Es importante
remarcar que, dado que los valores de las constantes de disociacion dependen
fuertemente de las condiciones de trabajo, el valor hallado es consistente con los

reportados para aptasensores en bibliografia que van de 20 a 200 nM [49,54].

5.1.4. Selectividad del aptasensor

Debido a que la TROH se encuentra presente en el suero sanguineo junto a
otras proteinas y la albumina es la que se encuentra presente en mayor
proporcion, se evalud la selectividad del aptasensor en presencia de albumina
sérica bovina (BSA). Esta proteina es muy utilizada en este tipo de ensayos, ya que
posee una elevada analogia con la albumina humana. Los experimentos se
realizaron mediante EIE, en las mismas condiciones de determinacion de TROy
(Figura 5-23). Para realizar la prueba se utilizé una concentracién de BSA de 6,10 x
108 M. A través de los valores de Rtc, mostrados en la figura insertada en la Figura

5-23 se determind que el porcentaje de interferencia fue del 4,7 %.

Por otra parte, en una segunda instancia se determind la concentracion de
trombina en una mezcla TROy y BSA, para una concentracion de ambas proteinas

de 6,10 x 10° M. Los valores de ARt se muestran a continuacidn en la tabla 5-1.

Por lo tanto, del analisis de estos resultados, se puede inferir que es posible
cuantificar a-trombina humana en presencia de BSA en condiciones altamente

selectivas.
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Figura 5-23. Diagramas de Nyquist obtenidos para los espectros de impedancia sobre
AuE/BPDT/NRsAu/ApT en ausencia ( ©') y en presencia de BSA 6,10 x 108 M ( @).
Marcador redox: BQ/HQ 4 x 103 M. Rango de frecuencia: 1,0 x 102-1,0 x 10> Hz.
Amplitud: 0,010 V. Potencial aplicado: 0,200 V. Electrolito soporte: buffer fosfato salino
0,050 M, pH 7,40. Figura insertada: muestra las resistencias absolutas a la trasferencia de

carga calculadas en ambos casos.

Tabla 5-1. Valores de resistencias obtenidos a partir de los espectros de EIE para las
soluciones de a-trombina humana y mezcla de a-trombina humana y albumina.

ARtc (KQ)
TRO (29 + 7) x 102
Mezcla BSA- TROH (30+5) x 102
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5.4. Conclusiones

Se sintetizaron NRsAu eficientemente a través de una metodologia sencilla
y de bajo costo, como lo es el método mediado por semillas. A través de las
distintas técnicas de caracterizacion se determind que los NRsAu poseen una

distribucion de forma y tamafio sumamente homogénea.

Se disend y desarrollé un aptasensor impedimétrico para la cuantificacidon
de a-trombina humana. Esto se logré a través de la formacion de una monocapa
de BPDT sobre una superficie de oro policristalino, utilizando TCEP como agente
reductor, el cual evita eficientemente la formacion de enlaces disulfuro y por lo
tanto la generacion de multicapas. Esta plataforma fue utilizada para la
inmovilizacidon covalente de los NRsAu sintetizados. Asimismo, el aptamero para
o-trombina humana se inmovilizé eficientemente sobre la plataforma
AuE/BPDT/NRsAu, conservando las propiedades de biorreconocimiento hacia su
molécula blanco. De esta manera, mediante la utilizacion de esta plataforma
biosensora se logré detectar a-trombina humana, a nivel nanomolar, en un amplio
intervalo de concentraciones, obteniendo limites de deteccidn comparables con
los reportados por otros autores, demostrando una excelente reproducibilidad y

sensibilidad, siendo ademas altamente selectivo en presencia de BSA.
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Capitulo 6

6.1. Conclusiones generales

En el presente Trabajo de Tesis Doctoral se propuso como objetivo la
sintesis de nanoestructuras de diversa naturaleza tales como mNPs@C, NiNWs y
NRsAu, su caracterizacion y su posterior utilizacidén en el desarrollo de sensores y
biosensores electroquimicos dirigidos a la deteccion y cuantificacién de analitos
de interés industrial como el etanol y de relevancia clinica como glucosa y a-

trombina humana.

Se sintetizaron eficientemente mNPs@C, con una distribucién homogénea
de tamano, empleando mecanoquimica, un método muy sencillo y econdmico.
Mediante la incorporacién por atrapamiento fisico de las mMNPs@C en una matriz
de microparticulas de grafito, se obtuvo un electrodo compdsito mNPs@C/CPE. El
mismo demostré tener excelentes propiedades electrocataliticas hacia la
reduccion y la oxidacién de perdxido de hidrégeno y un importante incremento de
las corrientes asociadas a tales procesos. La incorporacién de GOx a mNPs@C/CPE
permitio el desarrollo de una plataforma para la cuantificacion amperométrica de
glucosa, GOx/mNPs@C/CPE. Este biosensor fue empleado de manera exitosa para
la deteccion sensible y selectiva de glucosa en un amplio intervalo de
concentraciones, con gran exactitud, incluso en presencia de compuestos
facilmente oxidables habitualmente presentes en fluidos biolégicos, como acido
ascoérbico y acido urico. Debido al excelente desempeno analitico fue posible
determinar glucosa en suero sanguineo humano de origen comercial. Los
pardmetros cinéticos del bioelectrodo demostraron que la actividad enzimatica de
GOx no se encuentra afectada, indicando que la matriz de carbono provee un

microambiente apropiado para que la enzima mantenga su actividad biocatalitica.
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El biosensor demostrd ser operativamente estable a largo plazo, manteniendo la
sensibilidad en un valor del 100 % luego de transcurridos 100 dias desde su

preparacion.

Con respecto a la obtencién de nanomateriales unidimensionales, se
sintetizaron NiNWs por electrodeposicion en membranas comerciales de 6xido de
aluminio, de manera simple y reproducible, con una estructura altamente
cristalina. A partir de la incorporacion de los NiNWs en una matriz de carbono se
obtuvo un sensor no enzimatico (CPE/NiNWs) para la deteccion amperométrica de
etanol en medio alcalino. CPE/NiNWs demostré tener un desempefio destacado
con una respuesta rapida y bien definida, gran estabilidad operacional a corto
plazo y largo, permitiendo el uso continuo de la misma superficie por
aproximadamente una hora y sin cambios apreciables en los valores de
sensibilidad al cabo de 60 dias. Ademas, fue posible determinar la concentracién
de etanol en bebidas destiladas, con una excelente correlacion con el valor

informado por el fabricante.

Por otra parte se sintetizaron NRsAu, de forma y tamafio altamente
homogéneos, a través de un método quimico mediado por semillas. Se disefié un
aptasensor para la cuantificacion de a-trombina humana mediante la
inmovilizacidon de los NRsAu sobre una superficie de oro derivatizada con BPDT,
obteniéndose la plataforma AuE/BPDT/NRsAu, la cual fue utilizada como punto de
partida para el anclaje covalente del aptamero anti-a-trombina humana (ApT). Se
demostré que el ApT fue inmovilizado eficientemente manteniendo las
propiedades de reconocimiento hacia a-trombina humana. Se logré la
cuantificacidn sensible y selectiva de a-trombina humana mediante experimentos
impedimétricos, obteniéndose un limite de deteccién en el orden de nanomoles

por litro, valor comparable con los reportados por otros autores.
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