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Resumen

Esta tesis posee informacién confidencial, factible de patentamiento, por lo
tanto no sera publicada hasta tanto se realice la proteccién de propiedad inte-
lectual correspondiente.

En este trabajo se estudiaron diferentes nanoestructuras para diferentes apli-
caciones de biosensado. Se estudiaron también diferentes formas de funciona-
lizacién de los electrodos. Si bien en un principio la aplicaciéon principal de es-
tudio fueron los biosensores inmunolégicos, las aplicaciones que se exploraron
fueron mucho mds amplias, logrando desarrollos muy interesantes y promete-
dores. Particularmente, el desarrollo de un biosensor para la deteccién de una
enfermedad muy grave en plantas citricas, el HLB, permitié lograr un dispo-
sitivo que se encuentra en fase de patentamiento y prueba de factibilidad en
campo.

El primer material estudiado fue el ZnO, en diferentes formas nanoestruc-
turadas, particularmente nanoparticulas (NPs), nanohilos (NWs) y thin films
(TFs). Para esto se desarroll6 un biosensor de glucosa, el cual permite la cuan-
tificaciéon de concentraciones muy bajas de glucosa. El mismo presenté mejor
sensibilidad que los biosensores de glucosa de primera generacién, debido al
empleo de nanoestructuras de 6xido de zinc (NPs y NWs) en la superficie del
biosensor de pasta de carbén, a diferencia de la inmovilizacién en volumen co-
munmente empleada en este tipo de sensores. Con esta metodologia de inmo-
vilizacién se abre la posibilidad de biosensores descartables, sensibles y de bajo
costo. La cronoimpedancimetria fue la técnica utilizada para la determinacion
de la glucosa. Respecto de los TFs, se investigé el comportamiento del ZnO de-
positado como un film delgado nanoestructurado (TF) sobre un sustrato aislan-
te eléctricamente (AlO3 o Zafiro). Se estudiaron las propiedades de transporte
de este nanomaterial mediante la espectroscopia de impedancia. Estas medi-
ciones se realizaron analizando diferentes situaciones, como ser agregados de
soluciones buffer y de glucosa en distintas concentraciones, con y sin enzima

inmovilizada.



Otra nanoestructura estudiada fueron las NPs de Titanio, con las cuales se
desarrollé un biosensor para la detecciéon del HLB. El mismo consiste en un
biosensor de inhibicién, en el cual, las NPs de Ti permiten la inmovilizacién
de una cantidad adecuada de enzima en el biosensor para hacerlo lo suficien-
temente sensible. Estudiando NPs de Prussian Blue, se desarrollé también un
sensor electroquimico para el mismo fin. Este sensor permite la medicién de
muy bajas concentraciones de peréxido de hidrégeno (H,O5).

El HuangLongBing (HLB) es la enfermedad mds destructiva de los citricos
en el mundo debido a la severidad de los sintomas. Hasta el momento no existe
un tratamiento curativo, solo se adoptan medidas para evitar su expansion. De-
bido a que la enfermedad presenta un largo periodo de latencia presintomatico
(mayor a 6 meses) durante el cual se sigue produciendo la transmisién, la prin-
cipal medida de lucha es un riguroso monitoreo de plantas y vectores, mediante
métodos de diagnéstico rdpidos y sensibles a fin de responder inmediatamente
ante la aparicién del patégeno. Los métodos actuales para detectar al patégeno
incluyen microscopia, serologia y técnicas de biologia molecular basadas en hi-
bridizacién ADN-ADN y en reacciones de amplificaciéon de secuencias de ADN
especificas del patégeno, como PCR y LAMP. Por lo expuesto, y empleando las
nanoestructuras estudiadas, se buscé desarrollar un sistema de diagndéstico en
base a nanotecnologia para detectar al mismo tiempo diferentes “analitos mar-
cadores” de la presencia de la bacteria en la planta, y en especial en sus primeros
estadios, de tal forma que permita hacer una deteccién rapida, sensible, especi-
tica, de bajo costo y que pueda ser realizada en campo, sin necesidad de llevar
muestras al laboratorio. Se evaluaron diferentes métodos de inmovilizacién de
la enzima peroxidasa de rdbano en diferentes sustratos. Se estudié como sopor-
te polimérico al Tereftalato de polietileno (PET) y las formas de modificarlo para
lograr la mejor funcionalizacién. Los agentes evaluados para la inmovilizacién
de la enzima fueron el Polyethylenimine (PEI), Chitosan, Glutaraldehido y dos
tipos de nanoparticulas (de ZnO y 6xido de titanio). El biosensor evalta la acti-
vidad de la enzima peroxidasa cuando se colocan extractos de hojas de plantas
de citrus en los cuales se simularon condiciones de enfermedad.

El tercer sensor que se desarrolld, fue un sensor de HyO;, el cual es un im-
portante analito presente en reacciones enzimdticas, industria y medicina. Se
investigd el empleo de un compuesto reactivo al Hy,O,, el Prussian Blue (PB),
el cual fue nanoestructurado de dos maneras, en forma de film (PBTF) y de na-
noparticulas (PBNPs). En el caso del PBTE, se electrodeposité usando dos técni-

cas diferentes, electroestatica y electrodindmicamente sobre microelectrodos de



platino (ECC MDEA 5037-Pt; ABTECH Scientific, Inc.) y se estudiaron sus res-
puestas electroquimicas. El método potencioestdtico mostré una sensibilidad
200 veces mayor que el potenciodindmico. Las PBNPs y su capacidad electro-
catalitica sobre el H,O,, fue evaluada haciendo uso de dos electrodos, uno de
oro y otro con 6xido de iridio electrodepositado (EIROF) sobre oro. Con la téc-
nica de sintesis de PBNPs y funcionalizacién de los electrodos se logré medir
H,0O; de manera estable en medios bésicos a 0V, presentando la mejor respuesta
el electrodo de nanoestructuras combinadas EIROF-PBNPs. Estos mismos elec-
trodos se empelaron para evaluar la respuesta electroquimica frente a extractos
etanolicos de hojas de plantas de citrus.

Por altimo, para el estudio de los diferentes métodos de funcionalizacién de
los sustratos para la inmovilizacién adecuada de los bioreceptores y nanoes-
tructuras, y considerando que el “drop-casting” es una técnica sencilla pero
que no permite un control preciso sobre el disefio de los biosensores, se estu-
di6 por atlimo, la inmovilizacién de nanoparticulas de ZnO sobre monocapas
autoensambladas (SAMs). La inmovilizaciéon estable y homogénea de las na-
noestructuras sobre sustratos s6lidos es un factor clave para el desarrollo de los
sensores. La estabilidad de las nanoestructuras se evalu6 usando X-ray Photoe-
lectron Spectroscopy (XPS), Contact Angle (CA) y Microscopia electrénica de
Barrido (SEM). Por ultimo, la funcionalizacién con anticuerpos y la deteccion

del antigeno especifico se realizé mediante diferentes técnicas electroquimicas.
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Esquema de la tesis

En este manuscrito se presenta en primer lugar el marco teérico para las
aplicaciones de biosensado y, posteriormente en capitulos separados cada una
de estas aplicaciones.

A continuacion se describe lo desarrollado en cada capitulo en particular:

= En el Capitulo 1 se hace una breve descripcién de ambas problematicas,
la diabetes mellitus y el Huang Long Bing. También se exponen algunos

de los los métodos actuales de deteccién.

= En el Capitulo 2 En este capitulo se presenta una revisién bibliogréfica
sobre diferentes nanoestructuras, conceptos de disefio, métodos de trans-
duccién y rendimiento de deteccién de nanoestructuras para el desarrollo
de sensores de H,O; y biosensores inmonolégicos. Esta revisién permitié
analizar y evaluar las técnicas de fabricaciéon y transduccion mas adecua-

das para ser empleadas en esta tesis.

= El Capitulo 3 describe el desarrolo de un biosensor de glucosa basado en
grafito, nanoparticulas de ZnO y Glucosa Oxidasa como elemento de bio-
rreconocimiento. La transduccion de la sefial se hizo electroquimicamente.
En este estudio se compar6 ademads la respuesta del biosensor fabricado

con nanoparticulas y nanohilos de ZnO.

= En el Capitulo 4 se estudi6 el comportamiento de films de espesor nano-
métrico de ZnO como un nuevo método de transduccién para sensores de
glucosa. La configuracion de los contactos eléctricos fue bipolar, los anali-
tos se depositaron en la superficie del film y la respuesta se obtuvo usando

impedancia electroquimica.



= Este capitulo forma parte de la tesis de finalizacion de la carrera de Ing.
Biomédica de Luis Eduardo Castro, dicho trabajo fue plnificado y dirigido
por el autor del presente escrito. Continuando con las nanoestructuras de
Zn0O, en el Capitulo 5 se plante6 la inmovilizacién de anticuerpos sobre
nanoparticulas de ZnO. Primero se modificaron electrodos de Silicio con
superficie de oro usando monocapas autoensambladas (SAMs) y sobre es-
tas se enlazaron covalentemente las nanoparticulas. Los diversos pasos de
la modificacién del electrodo y la performance del inmunosensor se estu-

diaron por métodos fisicos y quimicos.

= En el Capitulo 6 se trabaj6 con nanoparticulas de origen organo-metélico,
denominadas Prussian Blue (PBNPs). Se desarrollé6 un sensor de H,O,
aprovechando la habilidad de las PBNPs para catalizar dicho compuesto
a sobrepotenciales cercanos a OV vs. el electrodo de referencia. Los analisis
electroquimicos mostraron una excelente respuesta a distintas concentra-
ciones de HyO,. Por otro lado, el uso de las PBNPs permiti6 prescindir de
métodos de inmovilizacién como por ejemplo el uso de Nafion para evitar

el filtrado del elemento de transduccién al medio.

= Otra manera de hacer uso del Prussian Blue fue evaluado en el Capitulo
7. Aqui se deposito selectivamente un film nanoestructurado de Prussian
Blue sobre electrodos denominados Celda-en-un-chip para aplicaciones bio-
médicas. En este trabajo se evaluaron dos métodos de electrodeposicion y
fueron caracterizados por medio de voltametria ciclica y analizando cam-

bios en la corriente de estado estacionario.

= Con el objetivo de desarrollar un biosensor para la deteccién temprana y
asintomdtica del HLB, en el Capitulo 8 se evalu6 el comportamiento de
la Peroxidasa de Rdbano (HRP) cuando se le agregaron distintos extractos
de hojas de citrus. Para ello se estudi6 la cinética enzimdtica haciendo uso

de un método colorimétrico.

= El Capitulo 9 es parte de la tesis de grado del Ing.Biomédico Fernando
Ashur, la cual fue planificada y dirigida por el autor del presente traba-
jo.Aqui se estudiaron distintos soportes y nanoestructuras para la inmovi-
lizacién de la HRP con el fin de desarrollar un biosensor con un formato de
tira reactiva colorimétrica. Tanto la eficiencia de la inmovilizacién como el
comportamiento de la tira reactiva frente a los agregados de flavonoides

puros y extractos reales se evaluaron colorimétricamente.



= Por ultimo, en el Capitulo 10 se muestran las conclusiones finales y pers-

pectivas futuras.



Capitulo 1

Introduccion General

El futuro de la humanidad y de la
vida en la tierra es muy incierto.
Estamos en peligro de destruirnos
a4 Mosotros mismos, por nuestra
codicia y estupidez.

Stephen Hawking
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1.1. Diabetes mellitus

En el 2014 la Federacién Internacional de Diabetes (IDF) estim6 en 387 millo-
nes el nimero de personas afectadas por esta enfermedad. Un paciente que pa-
dece diabetes se realiza controles utilizando tiras reactivas, en promedio, unas
5 veces al dia, suponiendo una demanda de 706.000 millones de tiras por afio.

Si bien el costo de la tira reactiva depen-

de del pais, se podria tomar un valor prome- expected increase

dio de $400 las 25 tiras, o aproximadamente + 2 0 5
$16 (1USD) por tira reactiva, indicando que

actualmente la comercializacién de tiras reac- ,M,I ,L,L,l ,O,N,
tivas representa un movimiento de 765 millo- ' ' ' ' ' ' ' '
nes de délares en el mundo. Para el afio 2035 i i i i i i i i i * i i i i * i
la IDF prevé un incremento de 205 millones ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '

de personas con diabetes en el mundo. Es- 2014 2035

to conlleva a la necesidad de satisfacer la de-

manda, propiciando condiciones ptimas pa- Figura1.1: Proyeccionsobre la can-
tidad de diabéticos en el mundo

ra el desarrollo de nuevos biosensores, con ca- para 2035 segfin la IDF.

racteristicas que permitan al paciente realizar

mediciones rdpidas y precisas de su nivel de glucosa. En este contexto, hay una
demanda creciente y sostenida de tiras reactivas, ademds de los diferentes in-
sumos que utilizan los sistemas que estdn actualmente en el mercado (lancetas,
diapunsores, etc.). En Argentina, segtin datos de la Comisién Nacional de Dia-
betes (CONADI) del Ministerio de Salud el 8 % de la poblacién tiene diabetes, es
decir 3.040.000 personas de las cuales el 10 % tiene Diabetes Tipo I (304.000 per-
sonas) y el otro 90 % tiene Diabetes Tipo II (2.736.000 personas). Por lo estable-
cido en la Ley N° 26.914 y posterior modificacion Ley N° 23.753: Articulo 1 Sera
Autoridad de Aplicacién de la presente Ley el Ministerio de Salud de la Na-
cién, que dispondra a través de las dreas pertinentes el dictado de las medidas
necesarias para la divulgacién de la problematica derivada de la enfermedad
diabética y sus complicaciones, de acuerdo a los conocimientos cientificamente
aceptados, tendiente al reconocimiento temprano de la misma, su tratamiento
y adecuado control. Llevara su control estadistico, prestard colaboracién cienti-
fica y técnica a las autoridades sanitarias de todo el pais, a fin de coordinar la
planificacién de acciones. Garantizara la produccion, distribucién y dispensa-
ciéon de los medicamentos y reactivos de diagnoéstico para autocontrol a todos

los pacientes con diabetes, con el objeto de asegurarles el acceso a una terapia
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adecuada de acuerdo a los conocimientos cientificos, tecnolégicos y farmaco-
l6gicos aprobados, asi como su control evolutivo. Articulo 5 La Autoridad de
Aplicacion de la presente ley establecera Normas de Provision de Medicamen-
tos e Insumos, las que deberan ser revisadas y actualizadas como minimo cada
2 (dos) afios, a fin de poder incluir en la cobertura los avances farmacolégicos y
tecnolégicos, que resulten de aplicacion en la terapia de la diabetes y promue-
van una mejora en la calidad de vida de los pacientes diabéticos. La cobertura de
los medicamentos y reactivos de diagndstico para autocontrol de los pacientes
con diabetes, serd del 100 % y en las cantidades necesarias segtn prescripcion
médica.

Es decir, por Ley el Estado Argentino debe disponer de un minimo de 400
tiras reactivas por paciente al afio, que significa una erogacién por parte del era-
rio nacional de alrededor de 1216 millones de pesos anuales como minimo (ca.
1000 millones de doélares). Ademds, el costo de las tiras reactivas por paciente
representa el 50 % de la cobertura total a un paciente diabético (datos obtenidos
del Ministerio de Salud de Misiones y Cérdoba), siendo el gasto médico sélo un
5% del total.

La prevalencia de la diabetes aumenta constantemente y la Organizacion
Mundial de la Salud proyecta que el ntimero de personas con diabetes se dupli-
card entre el 2000 y 2030 (Wild, 2004). Segtin un informe de Naciones Unidas,
donde se detallan las 20 causas principales de muerte, la diabetes mellitus se
ubica en el puesto 12 en el afio 2004, y se estima que pasard al puesto 7 para el
2030 (WHO, 2008). En la Republica Argentina no existen censos recientes que
provean datos para evaluar el estado sanitario, los costos de atencién al dia-
bético, y, mas atn cuantificar el impacto de camparias de deteccién temprana.
La cuantificacion de la prevalencia de la diabetes es importante para permitir
una correcta planificacion y distribucién de recursos. Williams (Williams, 2002)
indica que el costo de la atencién de personas con diabetes es 3-5 veces mayor
que el de quienes no la padecen, y este costo aumenta en funcién del desarrollo
y progresion de las complicaciones crénicas de la enfermedad [1]

Los sensores quimicos tienen hoy en dia un renovado interés debido a las ur-
gentes necesidades actuales de disponer de mds y mejor informacién analitica
en condiciones no convencionales. En efecto, unas veces en complementarie-
dad, otras en oposicion al disefio o concepto que representan los grandes equi-
pos analiticos (de elevado coste, de manipulacién especializada y confinados en
recintos acondicionados), los sensores quimicos representan una nueva clase de

instrumentacion analitica, caracterizada por dimensiones pequeias, bajo coste,
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utilizacién amigable y generacién de informacién (idealmente) en tiempo real.
Un sensor quimico se puede definir como un dispositivo que transforma in-
formacién quimica en una sefial analitica ttil. Consta, principalmente, de dos
partes: un receptor, que proporciona el reconocimiento de la sustancia a anali-
zar, y un transductor, que convierte la sefial quimica obtenida de la sustancia en
una sefial medible por un instrumento. Si el elemento de reconocimiento es un
reactivo biolégico, se trata de un biosensor. Por otro lado, durante los tltimos
afios, cientificos de todo el mundo han puesto su atencién en la nanociencia,
es decir el estudio de la materia estructurada en tamafios de 1 nm a algunos
cientos de nm, desarrollando diferentes métodos para dividir y manipular la
materia a escala nanoscépica. Dentro de la diversidad de elementos factibles
de ser nanoestructurados aparece el ZnO, un semiconductor II-VI de estructura
cristalina hexagonal wurzita con propiedades interesantes que resultan prome-
tedoras para el desarrollo y mejoramiento de numerosos dispositivos electréni-
cos, foténicos, optoelectrénicos, y particularmente biosensores, puesto que no
s6lo es un material biocompatible con alto punto isoeléctrico y que sirve como
soporte para diferentes enzimas, sino que ademds, cambios en la morfologia
y/o tamafio de las nanoestructuras de ZnO, como asi también alteraciones en
el contorno superficial afectan drasticamente sus propiedades, dando lugar a
nuevas variables de control ausentes en la escala macroscépica. Ademads, a dife-
rencia de otros compuestos, la tecnologia y materias primas para el crecimiento
de ZnO son mucho mas econémicas, y puede fabricarse a relativamente bajas
temperaturas sobre substratos de bajo costo (como por ejemplo, vidrio). Traba-
jar en la nanoescala implica no s6lo miniaturizar, sino ademads un gran aumento
de la relacién superficie/volumen permitiendo maximizar la sensibilidad, que

para el caso de biosensores es un pardmetro muy importante.

1.2. Citrus

El género Citrus, comtinmente denominado citrico, abarca numerosas espe-
cies de arbustos y arbolillos perennes de la familia de las rutdceas. Diversos
estudios ubican su origen en el sudoeste asidtico, hace cerca de 7 millones de
anos.

Todos los miembros de este género poseen la rara combinacién de compa-
tibilidad sexual interespecifica y alta tendencia a la mutacién, lo que los hace
particularmente aptos para la hibridacién. Asi, de sélo cuatro ancestros comu-

nes: C. medica (citrén o cidra), C. micrantha, C. maxima (pomelo chino) y C.
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reticulata (mandarina); han derivado todas las especies y variedades de citricos
conocidas hasta la actualidad. Esta particularidad, a su vez, ha generado cierta
confusidn en la clasificacién taxonémica de algunas especies. De las miles de va-
riedades, sin embargo, solo alrededor de una docena ha logrado un difundido
estatus comercial.

Los citrus son naturalmente &rboles de clima tropical o subtropical donde
los cambios de estacién son poco significantes. Poseen escasa resistencia a bajas
temperaturas: las flores y frutos mueren en temperaturas de -3°C mientras que
las ramas y tallos generalmente mueren tras poco tiempo a temperaturas de en-
tre -3°C y -7°C, dependiendo del grado de aclimatacién, la especie y edad del
espécimen. La produccién de plantas citricas se hace por propagacién vegeta-
tiva, con la técnica del injerto. En gran medida, las caracteristicas de la planta
resultante dependeran del porta-injertos usado en su obtencién. Por ejemplo, el
uso de Poncirus trifoliata, de hoja caduca, ayuda a las plantas obtenidas con el
mismo a reducir su metabolismo durante el invierno y soportar mejor las bajas
temperaturas.

El citrus ilustra como ningtn otro cultivo, la influencia del clima en la cali-
dad de la fruta ya que tanto la calidad interna como externa de la misma difieren
en gran medida entre las cultivadas en climas himedos subtropicales y las de
clima mediterraneo. Temperatura y humedad son los principales factores deter-
minantes de la calidad del citrus. Algunas de las diferencias que pueden notarse

son:

= Mayor contenido de jugo en las frutas de clima subtropical

= Mayor contenido dcido y menor contenido de azticar en las frutas de clima

mediterraneo debido a temperaturas mas calidas durante la maduracion.
= Mejor color de cdscaras en las frutas mediterrdneas.

= Mejor almacenamiento en &rbol en clima mediterrdneo: las frutas, espe-
cialmente las naranajas, mantienen bien el color y la calidad si se las deja
en el arbol hasta bien entrado el verano, pero reverdecen si se hace lo mis-

mo en clima subtropical.

1.2.1. Frutos

En general, todas las variedades del citrus producen frutos caracteristicos

del género, agrupados bajo el término hesperidio. La botanica define a estos
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frutos como bayas modificadas en las que se distinguen: exocarpo, mesocarpo
y endocarpo. El exocarpo, también llamado flavedo, es la porcién mds externa,
coloreada y presenta cavidades con aceites esenciales. El mesocarpo, que recibe
el nombre de albedo por su color blanco; y el endocarpo, que presenta pelos o
emergencias pluricelulares que contienen el jugo (es la parte “comestible”), se
disponen de manera tal que forman las cavidades separadas en las que se dispo-
nen las semillas, llamadas l6culos. En algunos hesperidios, como la mandarina,
el mesocarpo es laxo, permitiendo separar facilmente la cdscara, formada por el

exocarpo y las capas mds externas del mesocarpo.

1.3. Relevancia en la actividad econdmica

El citrus se cultiva exclusivamente por sus frutos, de gran valor comercial en
la industria alimenticia. De hecho, los citricos son las frutas de mayor valor en
cuanto a comercio internacional. En la actualidad, el comercio de citricos abarca
dos grandes mercados: el de frutas frescas y el de productos procesados. El
consumo en fresco representa alrededor del 70 % del consumo total de citricos,
mientras que el restante es industrializado para obtener jugos, pulpa o aceites

esenciales.

1.3.1. El citrus en el mercado internacional

Si bien el citrus es cultivado en aproximadamente de 148 paises alrededor
del mundo (FAO 2014), mayormente entre los paralelos 40° S y 40° N debido
a su origen tropical y posterior adaptaciéon a climas templados, apenas cinco
paises concentran alrededor del 60 % de la produccién mundial. A su vez, cerca
del 70 % de la produccién a nivel mundial del citrus pertenece a paises del he-
misferio norte, aunque Brasil, en este sentido, destaca como la excepcién ya que
pertenece al hemisferio sur, y segtn los datos de la FAO més recientes (2014),
es el segundo mayor productor citricola a nivel mundial, después de China.
Existe cierto grado de complementariedad entre la oferta del hemisferio sur y
el consumo del hemisferio norte: en los meses que corresponden al verano de
éste tltimo, la produccién de los paises boreales decrece mientras que los paises
del hemisferio sur disponen de citricos en fresco para la exportacién. Argentina
en particular, se posiciona como el décimo mayor productor a nivel mundial, y
segundo mayor productor de citricos del hemisferio sur. En cuanto a exporta-

ciones, es el principal exportador de limones del hemisferio sur, representando
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las suyas, un 10,81 % del total exportado.

La participacién por especies, no obstante, no es pareja y puede verse en las
estadisticas que el cultivo de mayor volumen es el del limén, representando un
21,89 % del volumen producido a nivel mundial durante el periodo 2014-2015,
y un 84,94 % del volumen producido en el hemisferio sur durante el mismo
periodo. Las demads especies, si bien participan en el volumen total de produc-

cién/exportacion de citricos, lo hacen en menor medida.

1.3.2. El citrus en el mercado argentino

Los citricos son el principal grupo de frutas producidas en Argentina y el se-
gundo en importancia en cuanto exportaciones, después de las llamadas frutas
de pepita (manzanas, peras). La actividad citricola nacional se desarrolla ma-
yormente en el noroeste y nordeste del pais. La superficie dedicada a citrus fue,
en 2014, de cerca de 135.000 hectéreas, con una produccion total de alrededor de
2,9 millones de toneladas, correspondiendo el grueso de la produccién a limo-
nes y limas, con mds del 48 %. Le siguen la naranja, con 31,15 %; las mandarinas,
con el 13,4 % y los pomelos con el 6,85 %.

En el NOA, las principales provincias productoras, en orden de importan-
cia son Tucumadn, Salta, Jujuy y en menor medida, Catamarca. Este grupo es
responsable de cerca del 56 % de la produccién nacional de citricos, siendo su
mayor aporte el de limén y pomelo.

En el NEA, por otra parte, las plantaciones se concentran principalmente en
Entre Rios y Corrientes, pero con una produccién orientada a mandarinas y na-
ranjas, siendo escasa o nula la participacion de otras especies. Chaco y Formosa,
Misiones y el norte de Buenos Aires, si bien lo hacen en menor medida, no con-
tribuyen significativamente en la produccién de este grupo, que contabiliza por

alrededor del 44 % de la produccién nacional de citricos.

1.3.2.1. Tucuméan

Analizando la composicién de la produccién de citricos en la provincia de
Tucuman, puede observarse que predomina la produccién de limones, repre-
sentando ésta, cerca del 96 % de la produccién total. En gran parte debido a
esto, hay una mayor disponibilidad de informacién comercial para el limén en
Tucumdn que para las demds especies y por lo que se hard énfasis en el cultivo
del mismo. La informacién comercial del limén agrupa a limas y limones sin

distincion entre las frutas y variedades, pero aun asi pueden mencionarse algu-
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nas caracteristicas y destacar algunas variedades comerciales de cada una. Los
limones son todas las especies y variedades que responden al nombre cientifico
de Citrus limon sbssp burm, o los sinénimos como puede ser el C. limonum sbssp

risso. Algunas variedades comerciales son:

* C. limon sbssp Verna: variedad obtenida en Espafia, que ocupa més de la
mitad de la produccion de citricos. Los frutos son grandes, con un mame-
16n apical muy grande, corteza rugosa, buen contenido de jugo y pocas
semillas. El drbol es vigoroso y con pocas espinas y da sus frutos en ve-

rano.

* C. limon sbssp Primofiori: también obtenida en Espafia, posee un drbol mas
grande que el Verna. El fruto tiene el mameldn apical pequefio, corteza
lisa, buen contenido de jugo, mas semillas y menor acidez. Se encuentra

en Espafia, Italia, Argentina y Uruguay.

* C. limon sbssp Eureka: obtenida en California en 1858, es una variedad de
plantas vigorosas, pocas espinas y muy productiva, con produccién bia-
nual, distribuidas en invierno alrededor de un 70 % y en verano un 30 %.
Los frutos son grandes, con un pequefio cuello en la zona peduncular y un
pezoén en la estilar, con pocas semillas, buen contenido de jugo y acidez. Se
usa principalmente para consumo en fresco, aunque también posee buen
rendimiento industrial. Se produce en Estados Unidos, Australia, Sudafri-

ca, Argentina e Israel.

* C. limon sbssp Lisboa: variedad de plantas vigorosas, con espinas y muy
productiva, con dos producciones en el afio, la de invierno con un 80 %
la de verano con un 20 %. Los frutos son de buena forma y tamafio,

y y
con un pequefio cuello en la zona peduncular y un pezoén en la estilar,
con semillas, buen rendimiento en jugo y elevada acidez. Se utiliza para

consumo en fresco e industria.

* C. limon sbssp Limoneira: variedad de planta vigorosa y muy productiva,
con espinas. Posee dos producciones importantes en el afio, distribuidas
en invierno (70 %) y verano (30 %). Sus frutos son de tamafio mediano a
chico, de buena forma, con pocas semillas, con buen contenido de jugo y
acidez y con elevado contenido en aceites esenciales, lo que la hace conve-

niente para la industria.
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La produccion provincial siempre ha implicado 40 % de la produccién citri-
cola nacional y entre el 70 y el 95 % de la cantidad de limones producida en el
pais. Segtn los datos del censo 2005, dltimo realizado hasta la fecha, las varie-
dades maés relevantes de limones producidos en la provincia son: Eureka 35 %,
Lisboa y Limoneira 25 %, Génova 11 % y el resto 4 %.

El espacio dedicado al cultivo de limén en Tucuman se distribuye en once
departamentos, desde Burruyacd, al Noreste de la provincia, hasta La Cocha,
al sur. Dadas las caracteristicas agroecolédgicas, cuenta con una productividad
superior a las del resto del pais. El area esté localizada entre 26° y 28° de latitud
sur y se extiende a lo largo de la zona pedemontana, en una altitud promedio
entre 300 y 500 metros. El clima es moderado y seco en invierno y al comienzo
de la primavera, y cdlido y htimedo en el verano, con una temperatura prome-
dio anual de 19 °C. En la zona citricola, el promedio anual de lluvias es de 800 a
1.500 mm, las que se producen generalmente en verano. Dichas caracteristicas
climaticas hacen que esta drea sea diferente de las dreas cultivadas con limén en
California, Espafia e Italia. El destino de limén tucumano depende de la calidad
y las perspectivas de colocacién en el exterior. Primordialmente se dirige a la
industria, que en 1990 acaparaba 80 % de lo producido, proporcién que al pro-
mediar ha ido en descenso, como consecuencia del avance de las exportaciones
de limones frescos. La demanda interna es poco relevante, limitdndose bésica-
mente a la fruta fresca. El consumo aparente es de casi 1,2 kilogramos por afio
por habitante. El principal centro de consumo es Buenos Aires (50 % de la fruta),
en donde el producto se comercializa fundamentalmente a través del Mercado
Central, aunque en los tltimos afios ha cobrado importancia la venta directa a
grandes cadenas de supermercados. Tucumédn domina el mercado del limén y

determina la tendencia del destino de la produccién a nivel nacional.
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Production / Production / Prod '
Table 4-Lemons and limes
Tableau 4 - Citrons et limettes
Cuadro 4 - Limones y limas
1981/82  1991/92
1989/90  1999/00 2007/08  2008/09 2009/10 2010/11 201112 201213 2013/14
average  average preliminary
( .. thousand tonnes / milliers de tonnes / miles de toneladas ... )
WORLD 5843.0 85219 125203 129248 127568 134143 133035 120434 131723
Northern Hemisphere® 4667.0 6568.0 9400.7 99422 100018 99725 9996.7 97715 10490.3
usa 8113 7895 561.9 8274 8820 920.0 8500 9120 8320
Mediterranean Region 21784 25026 26156 27147 26883 29331 29277 26759 31736
Cyprus 48.1 36.8 94 8.0 108 189 116 148 9.0
Greece 1672 1418 450 296 330 460 450 555 790
Italy 756.1 6578 5535 5185 5445 5449 4582 460.0 5450
Spain 5624 7028 7500 6879 5582 7179 7362 666.7 1057.0
Algeria 75 193 414 414 440 440 414 414 410
Egypt 1598 3058 3245 3297 3200 3200 3200 3230 3010
Morocco 147 122 350 420 420 80.0 1544 475 410
Tunisia 187 157 375 418 373 475 9.0 440 580
Israel 561 208 510 626 65.1 627 686 588 640
Lebanon 536 95.1 1140 1150 85.0 80.0 820 820 820
Syrian Arab Republic 183 594 1373 1406 1422 1616 1476 1480 1480
Turkey 2739 3563 4950 6720 7836 787.1 790.2 7102 7250
Others 418 789 220 255 25 25 235 240 236
Portugal 153 104 12 130 128 131 14.0 140 140
Guatemala 989 1252 107.3 1156 1216 109.1 1120 1100 1100
Mexico 6611 10320 22290 19660 18910 21330 20550 19500 22500
Iran, Islamic Rep. of 168.7 7791 6949 10124 10162 9924 997.1 10237 1024.0
China 21 143 197.0 2275 2500 3000 3500 4000 400.0
India 5389 10780 25017 25715 26292 21080 22000 22000 22000
Thailand Lo 747 1627 159.1 1711 1204 1300 1300 1300
Others 1913 1623 3193 3350 3396 3433 361.0 356.0 3567
Southern Hemisphere 11760 19539 31196 29826 27551  3M18 33068 31719 2682.0
Argentina 4325 816.8 1360.0 1350.0 1000.0 1550.0 1300.0 1300.0 700.0
Bolivia 359 60.5 284 286 178 17.9 190 190 26.0
Brazil 3310 508.1 9653 8998 10207 11267 12083 11000 1100.0
Chile 67.6 1108 166.0 162.0 1550 1530 160.0 160.0 160.0
Peru 1181 2412 2363 2080 2330 247 2341 2300 2750
Uruguay 344 4 330 420 380 380 470 400 310
Australia 378 344 359 248 248 248 250 250 250
South Africa 56.8 76.1 2300 2140 2160 257.0 260.0 2450 3120
Others 62.0 61.7 64.8 53.4 497 49.7 535 529 53.0
' Crop year totals i the northern hemisphere harvests starting in autumn of the first year shown and the southern hemisphere harvest
in the following year.
* The ends approximately from O to May/June.
} The ends April/May to

Figura 1.2: Valores de la produccién mundial de Limones y limas, FAO 2016.
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Exports / Exportations / Exportaciones'

Table 9-Lemons and limes
Tableau 9 - Citrons et limettes
Cuadro 9 - Limones y limas

1981/82  1991/92

1989/90  1999/00 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12  2012/13  2013/14

average  average preliminary
( .. thousand tonnes / milliers de tonnes / miles de toneladas ... )

WORLD 10180 12666 23866  2294.1 23288 24211 26743 25823 26035
Northern Hemisphere? 9333 10518 17129 1787.3 1789.1 1867.7 2113.0 1995.1 2083.6
usa 1437 1236 1570 930 930 1020 9.0 1100 1200
Mediterranean Region 076 644.0 8478 988.7 9321 1057.0 1094.1 10252 11689

Cyprus 344 237 10 50 31 27 30 34 20

Greece 597 368 25 0.7 08 20 33 73 80

Ttaly 1158 326 385 636 395 467 413 382 30.0

Spain 3475 3923 4450 4954 3853 4746 539.0 530.1 6350

Egypt 0s 72 29 262 292 430 292 322 322

Lebanon 102 72 392 324 250 247 134 13.0 190

Turkey 105.2 129.2 250.0 3303 4234 4384 4377 3758 409.0

Others 339 150 458 352 258 250 272 25.1 337
Portugal 0.0 11 26 14 12 27 50 35 50
Mexico 256 162.0 500.0 4450 456.0 4320 625.0 5250 5150
China 01 03 94 47 122 73 132 149 50
India 00 13 26.2 242 309 2146 221 207 190
Others 56.4 119.6 1699 2304 2638 2421 258.6 2958 250.7
Southern Hemisphere* 847 2147 673.7 506.7 539.7 5534 561.3 5872 519.9
Argentina 353 137.1 3800 2500 2640 2550 267.0 280.0 160.0
Brazil 25 37 603 66.4 63.1 665 66.0 786 920
Chile 32 86 413 369 450 465 395 338 430
Ecuador 00 07 63 54 18 39 50 19 10
Peru 0o 0.0 17 18 24 31 28 34 10
Uruguay 1s 189 13 138 155 139 138 123 180
Australia 15 36 09 1.0 11 03 04 05 09
South Africa 279 390 166.0 1300 1450 162.0 165.0 175.0 1980
Others 27 32 29 1.5 1.9 23 1.8 1.7 30

' Onacrop year basis.
* On November-October crop year basis.
*  Data refer to calendar year, second part of split year.

Figura 1.3: Valores de las exportaciones mundiales de limones y limas acorde a
los principales paises, FAO 2016.

1.4. Huanglong bin (HLB)

El HLB es causado por bacterias gram-negativas del género Candidatus Li-
beribacter. El término Candidatus designa microorganismos que no es posible
cultivar en laboratorio mediante técnicas tradicionales, lo cual dificulta consi-
derablemente su estudio y caracterizacién. Se reconocen tres tipos causantes de
esta enfermedad: Ca. L. asiaticus (Las), Ca. L. africanus (Laf) y Ca. L. americanus
(Lam) [2]. Fue descrita en 1919 por Reinking, en el sur de China [3], como “enfer-
medad del brote amarillo”, aunque en ese momento se desconocia su etiologia.
Posteriormente, se demostré que en 1936, ya se habia dispersado y constituia un
serio problema. Si bien la enfermedad existe y se conoce desde hace tiempo en
Asia, estaba confinada en esa region, pero hace relativamente poco tiempo, ha
superado todas las fronteras y se encuentra presente en méas de 40 paises de di-
ferentes continentes. En el caso americano, en el afio 2004 se detecta por primera
vez la enfermedad, en San Pablo, Brasil [4]; en 2005 en Florida, EEUU; en 2007
en Cuba y en los estados de Minas Gerais y Parand en Brasil; en 2008 en Santo

Domingo y en Louisiana, EE.UU.; en 2009 en Belice, en los estados de Georgia
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y Carolina del Sur, EEUU. En 2009 se identifica también en México, en Jamaica,
Guatemala y Puerto Rico y en 2010 se detect6 en Honduras y Nicaragua. En
Florida, la situacién es considerada de extrema gravedad: se estima que entre
2004 y 2011 disminuy6 un 28 % la superficie citricola comercial y con ella, el
nuamero de arboles en produccioén, siendo el HLB una de las principales razones
[5]. Lo que es mds, debido al efecto devastador de la enfermedad en los citrus
y su eficiente transmisién por medio de vectores psilidos, las Ca. L. africanus y
Ca. L asiaticus han sido clasificadas por el gobierno de los EEUU como “agen-
tes selectos” de potencial bioterrorista. Los patégenos son transmitidos por dos
insectos psilidos, Trioza erytreae (Del Guercio) en Africa y Diaphorina citri (Ku-
wayama) en Asia. Estos son responsables de la amplia distribucién geogréfica
del HLB en estas regiones. Tanto Australia como las regiones del mediterrdneo
estan libres de los dos tipos de vectores. Sin embargo, D. citri, el vector asia-
tico, se encuentra ampliamente distribuido en América y el caribe: ha estado
presente en Brasil por méas de 50 afios y menos de 15 en Florida y Texas [4].

Las bacterias son introducidas por en el floema de la planta hospedera y, al
moverse a través del sistema vascular, la contaminan en su totalidad. En etapas
tempranas de la enfermedad, los sintomas se manifiestan como amarillamiento
de las nervaduras en las hojas y la aparicién de manchas de tipo “salpicado”
en patrones irregulares. Este sintoma, no obstante, y contrario a lo que se espe-
raria, dificulta en muchos casos el diagnoéstico de la enfermedad puesto que es
muy similar al observado en drboles afectados por Tristeza o por Gomosis. Las
hojas, ademds de las manchas mencionadas, pueden presentar disminuciones
en tamafio que, combinadas con las manchas cloréticas, pueden llevar a pensar

que se trata de una deficiencia de minerales como zinc, hierro o magnesio.

Figura 1.4: Clorosis causada por deficiencia de zinc (izquierda) y deficiencia de
magnesio (derecha).

El amarillamiento puede aparecer inicialmente en un solo brote o rama, pero
suele extenderse gradualmente a la totalidad del &rbol con el paso del tiempo,

especialmente en arboles jévenes. Es comtn la desecacién de las ramas afecta-
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das, contribuyendo a la disminucién del rendimiento del arbol en relativamente
poco tiempo.

Las frutas afectadas presentan semillas abortadas, un sabor intensamente
amargo y a menudo disminuyen tanto en tamafio como en cantidad y crecen
deformes, con un mesocarpo mayor de lo normal y generalmente invadiendo
gran parte del endocarpo, de manera tal que parece que las frutas afectadas cre-
cen de un solo lado. Ademas, estas frutas no desarrollan su color natural del to-
do, permaneciendo verdes total o parcialmente, aun cuando maduran, aunque
la mayoria cae del arbol prematuramente. Es por esto que originalmente a esta
enfermedad se la llam6 “Greening” (en inglés, enverdecimiento). Los sistemas
radiculares de los drboles infectados comienzan a mostrar un pobre desarrollo y
el crecimiento de nuevas raices puede verse suprimido totalmente. Los drboles
maduros infectados empiezan a declinar y se vuelven improductivos en poco
tiempo.

La evolucion de la severidad de los sintomas puede ser bastante rdpida, re-
sultando en una alta prevalencia de los mismos, distribuida por todo el dosel
forestal. Se han observado sintomas severos entre 1y 5 afios desde la aparicién
de los primeros sintomas, dependiendo de la edad del arbol al momento de la
infeccion y de la cantidad de infecciones por drbol, que suelen ser multiples.

En general, la enfermedad se propaga rdpidamente, sobre todo en cultivos
donde no se toman medidas de control de los psilidos vectores, llegando a al-
canzar una incidencia de mas del 95 % en tan poco como 2-3 afios después de la
primera infeccién. En cultivos tratados con insecticidas convencionales, el fac-
tor de incidencia alcanzg, en el mismo periodo, el 74 %; mientras que en cultivos
tratados con insecticidas sistémicos inyectados mensualmente en los troncos,
este valor bajo al 24 % [6].

3 A e - _:/‘_ A
Figura 1.5: Manchas producidas por Huanglongbing en hojas (izquierda) y en-
verdecimiento en frutos (derecha) de naranja dulce.

.
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1.5. Diagnésticos actuales de HLB

En esta seccion se destacan muy brevemente los principales métodos actua-
les utilizados para el diagnoéstico del HLB. Existen algunas revisiones bibliogra-
ticas al respecto, entre las que destaco el trabajo de Arredondo Valdes et al. [7],

el cual tomé como base para esta seccion.

1.5.1. Técnicas de microscopia para detectar HLB

Los sintomas del HLB en plantas de citrus son dificiles de identificar. Es-
tos pueden incluir, manchas amarillas, hojas moteadas de manchas, frutas con
crecimiento desparejo e inversiéon de colores y semillas abortadas. Si bien to-
dos son sintomas, no siempre ocurren juntos en un mismo arbol [8]. Dichas
caracteristicas pueden ser distorsionadas o enmascaradas por factores biéticos
y abiédticos [9]. Desde la década de 1970 se usan técnicas de microscopia, in-
cluyendo microscopia 6ptica y de transmision (TEM). La aplicacion del TEM
en tejidos infectados revelaron que la bacteria posee una pared celular del tipo

Gram negativa y reside exclusivamente dentro de los floemas del arbol.

1.5.2. Técnicas moleculares para detectar HLB

Al hablar sobre técnicas moleculares cuantitavias, cuando se menciona la
sensibilidad se refiere a la minima cantidad de un microorganismo presente en
la muestra. Algunos reportes mostraron sensibilidades en el rango comprendi-
do entre 10 y 10° unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC /ml) [10].
Las técnicas mayormente usadas son ELISA, PCR y PCR cuantitativa (qQPCR).
También se pueden encontrar otras, inmunofluorescencia (IF), citometria de flu-
jo (FC) y microarrys de ADN.

Para la detecciéon del HLB se usaron dos tipos de PCR. El primero se basa en
la secuencia 16S rDNA. El segundo tipo, se centra en la region nusG-rplK del
operon (par primer A2y J5; par primer MHO353 y MHO354) [11].

La técnica qPCR ofrece sensibilidad y mayor rapidez en la deteccién que la
PCR convencional. Se report6 que la JPCR present6 una sensibilidad 10 veces
mayor comparada a la nested PCR y de entre 100 a 1000 veces relativa a la PCR
convencional al evaluar la bacteria del HLB [12]. Por otro lado, la técnica deno-
minada PCR cuantitativa de fase reversa (QRT-PCR) mostr6 una sensibilidad 10

veces mayor amplificando 165 RNA que la qPCR cuando amplifica 16S rDNA.
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Otros métodos como el DNA dot y Southern hybridization fueron emplea-
dos por [13] para detectar HLB.

1.5.3. Técnicas espectroscépicas para detectar HLB

Si bien las técnicas del tipo PCR son las mas precisas para determinar la in-
feccién en una planta, son complicadas y consumen mucho tiempo. Ademas,
antes de usarlas es necesario identificar visualmente las plantas enfermas. Es-
ta identificacién tiene una exactitud de aproximadamente entre un 47 y 59 %
[14]. Tomando en cuenta esta problematica, se estudi6 el espectro electromag-
nético que reflejan las plantas. Se encontré que algunas regiones especificas del
espectro proveen informacion sobre el estado fisiologico de las plantas. Con-
secuentemente, plantas enfermas muestran un espectro distinto al de plantas
sanas sin stress. La reflexién en las copas de los arboles en las regiones visibles

e infrarrojas, pueden ser un indicador de stress en las plantas [15] [16].

1.5.4. Determinacion de compuestos organicos volatiles (VOCs)
para detectar HLB

Uno de los sintomas asociados al HLB es la acumulacién de almidén en las
hojas. Si bien se lo usa como herramienta de diagnoéstico, este proceso también
puede deberse a deficiencias nutricionales e infecciones virales [17].

Las técnicas de andlisis de metabolitos pudieron identificar cambios en el
perfil metabdlico de diferentes variedades de citrus, incluyendo aquellas infec-
tadas con HLB [9] [18]. Para la determinacién de los petrfiles se utilizan equipos
de cromatografia gaseosa acoplado a espectrégrafo de masa (GC/MS) o tam-
bién espectrometros de movilidad diferencial acoplados a masa (DMS/MS).

Actualmente, lo que se busca es la combinacién de instrumentos que sirvan
tanto para el campo como para el laboratorio o que al menos se haga un primer

analisis en campo.

1.5.5. Dispositivos de flujo lateral para detectar HLB

Rigano et al. [19] combiné una técnica molecular, Loop Mediated Isothermal
Amplification (LAMP), con una tira de flujo lateral (LFD), con lo que pudo ob-
servar la amplificacién del analito sin necesidad del gel para electroforesis. La

sensibilidad de esta técnica es de 10 pg, esto fue comprobado mediante real-
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time PCR. Este método de deteccién se prob6 con tejidos de plantas e insectos
con HLB.

1.6. Algunos métodos para el control del HLB

1.6.1. Nutricionales

A principios del siglo XX se crefa que la causa del contagio se debia a un
bajo nivel nutricional, sequedad del suelo y otros factores abiéticos. Por ello, los
primeros intentos de contrarrestar los efectos de la enfermedad fue mediante
la aplicacion de los llamados micronutrientes. Entre ellos podemos encontrar al
sulfato de cinc (ZnSQOy), sulfato de cobre (CuSQy), boro (H3BO3), sulfato de cal-
cio (CaSQy), sulfato férrico (Fez[SO4]3) y potasio fosfato (KoHPOy). El principal
objetivo del enfoque nutricional es prolongar la produccion de fruta en plantas
infectadas con HLB y asi evitar o extender el tiempo antes de sacar la planta del
campo. Este método se desestimé dado que no se noté una mejora en la produc-
cién comparada a los controles y ademds permanecen en el campo como focos

infecciosos [20].

1.6.2. Control del vector

Mientras se avanza en el desarrollo de variedades resistentes, una de las
mejores estrategias contra el HLB es el control sobre el insecto vector el psilido
Diaforina citri [21]. A nivel global, existe un consenso en tres formas generales
de manejar el HLB: 1) sembrar material certificado, 2) control sobre la poblacién
del vector y 3) la erradicaciéon de drboles infectados. Pero lo mds importante a
considerar es que prevenir la entrada del HLB es mucho mds fécil y econémi-
co que intentar controlarlo o erradicarlo. El control de la poblacion del vector se
puede hacer de diversas maneras. Una de ellas es el uso de pesticidas, aplicando
entre 8 y 12 veces al afio. Algunos de los pesticidas mds efectivos son aquellos
de amplio espectro, como los piretroides, organofosforados y neonicotinoides
[22]. Otra forma de control, es el llamado control biolégico clasico donde se in-
troduce o promueve el desarrollo del enemigo natural de la plaga a erradicar.
Este enfoque involucra la modificacién de las practicas productivas para pro-
mover la supervivencia del agente de control. Estas modificaciones incluyen el

cambio de pesticidas y la manipulacién del campo [23].
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1.6.3. Control quimico

Otra de las estrategias para controlar el HLB es el uso de antibitticos apli-
cados de diversas maneras, ya sea inyectado en los arboles o dispersos sobre
hojas y tronco. Los estudios tienden a mostrar este enfoque como una estrategia
efectiva solo a corto plazo y no sustentable para el control o erradicacion del
HLB [3] [24] . Por otro lado, Canales et al. [25] utilizé unos compuestos esteroi-
deos llamados Brassinoesteroides como forma de controlar el HLB. Las plantas
infectadas con la variedad "Las"que fueron tratadas con estos compuestos mos-
traron una reduccién en la poblacién de bacterias. Los resultados de ese trabajo
sugieren que los esteroides promovieron la transcripcién de genes relacionados

con la defensa de la planta.

1.6.4. Control con variedades resistentes

La eleccion del rizoma es crucial para la industria del citrus. Ademas de
buscar plantas con mucha productividad, se necesitan variedades capaces de
soportar stress tanto bidtico como abiético. Para ello, se realizan estudios donde
se analiza el grado de tolerancia de las distintas variedades de citrus frente a una
enfermedad o stress [26] [27].

1.7. Compuestos polifendlicos

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar de acuerdo a su estructura en:

Compuestos fenodlicos flavonoides: donde se incluyen flavonas, flavonoles,
flavanonas, antocianinas, dihidroflavonoles e isoflavonoides.

Compuestos fendlicos no flavonoides: fendlicos simples, dcidos benzoicos,
acetofenonas, acido fenol acéticos, acidos cindmicos, cumarinas, benzofenonas,

estilbencenos, xantonas.

1.7.1. Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas, derivados del
2-fenil-benzil-y-pirona, presente en todo el reino de las plantas. Se conocen al-
rededor de 9000 compuestos de este grupo [28].

Son los polifenoles mas comunes en las plantas y se distribuyen en varias

subfamilias. Su estructura béasica (fl avén) consta de dos grupos fenilo (anillo A
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y anillo B) unidos por un puente de tres carbonos que forma un anillo hetero-
ciclico oxigenado (anillo C). En funcién de los grados de oxidacion e insatura-
cion del anillo heterociclico se pueden diferenciar varias clases de flavonoides y
dentro de cada clase se pueden establecer diferencias en base a la naturaleza y
numero de los sustituyentes unidos a los anillos. Los flavonoides se encuentran
a menudo hidroxilados en las posiciones 3,5, 7, 3’, 4" y 5. La presencia o ausen-
cia de un grupo hidroxilo unido a la posicién 3 determina la subdivisién en las
2 clases principales de flavonoides. Entre los que tienen el grupo encontramos
flavanoles, flavonoles, flavanonoles, flavan-3,4-dioles, antocianidinas, proanto-
cianidias,etc. Los que no tienen el grupo pueden ser las flavonas, isoflavonas y

las flavanonas.

| 5
0 0

Flavonas Flavanonas

Figura 1.6: Estructura quimica general de las flavonas y flavanonas

1.7.2. Actividad Biolégica

Una de las funciones indiscutidas de los flavonoides y de los polifenoles re-
lacionados, es su rol de proteccion de las plantas contra la invasién microbiana.
Esto no solo involucra su presencia como elemento constitutivo de las plantas,
sino su acumulacién como fitoalexinas en respuesta al ataque microbiano [29].
Participan también en la proteccién de las plantas contra estrés bidticos (hervi-
voros, patdgenos) y abiéticos (radiaciéon UV, calor), y debido a sus propiedades
antioxidantes, también mantienen el estado redox de las células. La actividad
antioxidante de los flavonoides se debe a la estructura de la molécula: la pre-
sencia de dobles enlaces conjugados y la presencia de grupos funcionales en
los anillos. Los flavonoides reducen la produccién y “quenchean” las especies
reactivas del oxigeno (ROS) a través de: 1. Supresion del oxigeno singlete; 2. In-
hibicién de las enzimas que generan ROS (ciclooxigenasa, lipoxigenasa, mono-
oxigenasa, xantina oxidasa); 3. Quelando iones de metales de transicién, lo que
podrian catalizar la produccién de ROS; 4. “quencheando” cascadas de reaccio-

nes de radicales libres en la peroxidacién de lipidos; 5. En el “reciclado” de otros
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oxidantes [30]
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Al memorizar algo aumentamos el

desorden del universo.
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2.1. Introduccion

Por un lado, orientado al H,O, ya que de esta manera se miden tanto la
glucosa en sangre y /o fluidos como los flavonoides. También nos brinda la po-
sibilidad de medir el stress celular en los cultivos de tejidos como en plantas, y
por el otro realiza una revision critica de la aplicaciéon de la nanotecnologia para
el desarrollo de biosensores de afinidad.

El peréxido de hidrégeno (H,O;) es una pequefia molécula permeable a
membranas que desempefia un papel importante en la industria, como la far-
macéutica, la mineria, el medio ambiente y los alimentos. También se gene-
ra como subproducto de una amplia gama de procesos biolégicos y se sugie-
re participar en la funcién y la transduccion de sefial de las células. El H,O,
puede ser generado por enzimas tales como glucosa oxidasa (GOx), alcohol
oxidasa (AlOx), lactato oxidasa (LOx), urato oxidasa (UOx), colesterol oxida-
sa (ChoOx), d-aminoécido oxidasa (DAAO) , glutamato oxidasa (GlOx), lisina
oxidasa (LyOx), oxalato oxidasa (OxaOx), etc. Se puede observar la creciente ne-
cesidad de un método rapido y confiable para la detecciéon de HyO,. Varios mé-
todos, como la titrimetria [31], espectrometria [32], quimioluminiscencia [33],
fluorimetria [34], cromatografia [35] y electrocquimica [36], han sido reportados
a lo largo de los afios para este propoésito. Entre estos métodos, las técnicas elec-
troquimicas son preferibles debido a su simplicidad, bajo costo, alta sensibilidad

y selectividad. Es importante introducir aqui un concepto clave: sensores.

2.2. Nanoestructuras para sensado de H,0O,

De acuerdo con Xueji Zhang [37], los sensores son pequefios dispositivos
que incorporan un elemento de reconocimiento con un transductor de sefial y
se pueden usar para la medicién directa del analito en una muestra. Entre el
enorme grupo de sensores quimicos, el sensor electroquimico representa una
subclase importante. Una clase especial entre los sensores electroquimicos son
los denominados biosensores enzimaticos, donde la electrocatélisis de H,O, se
realiza mediante enzimas inmovilizadas tales como la peroxidasa de rabano
(HRP) y la hemoglobina (Hb) [38]. Sin embargo, estos electrodos mostraron
muchas desventajas como la estabilidad a largo plazo, debido principalmen-
te a la degradacion de las enzimas inmovilizadas en la superficie. Por lo tanto,
cada vez hay maés intentos de desarrollar sensores no enzimaticos construidos a

partir de materiales nanoestructurados. En los tltimos afios, los electrodos mo-

35



Capitulo 2. Sensores y Biosensores

dificados con nanoparticulas metélicas (NP) como las NP de platino (PtNPs),
las de oro (AuNPs), y las de plata (AgNPs), se han utilizado ampliamente para
los sensores de H,O, no enzimaéticos. Por lo general, muestran grandes dreas de
superficie especifica, conductividades excelentes y actividades electrocataliticas
excepcionales [39]. La investigacion actual sobre la deteccion de HyO, se centra
principalmente en modificaciones de electrodos con el fin de disminuir el so-
brepotencial y aumentar la cinética de transferencia de electrones. Los sensores
y biosensores que incorporan nanomateriales han demostrado un rendimiento
superior en comparacioén con sus contrapartes convencionales [40]. Los nano-
materiales se pueden adaptar atin méds con moléculas orgénicas o inorganicas
para mejorar sus capacidades de deteccion. [41]. El objetivo de este capitulo es
obtener una visién general de los nanomateriales, moléculas, polimeros, elec-
trodos y métodos de transduccién utilizados en los dispositivos de deteccion
H,0,.

Este capitulo se enfoca en sensores electroquimicos y se compara su desem-
pefio al usar su: sensibilidad al H,O, expresada como pA-mM~!.cm~2; limite
de detecciéon (LOD) en uM; rango lineal (LR) y el principio de transduccién em-
pleado al medir. El LOD es la concentracién de analito més baja que se detecta
de manera fiable, es decir, se distingue de blanco. El método més comun para
estimar su valor consiste en medir varios espacios en blanco, determinando su
media y desviacién estdndar (SD); entonces LOD se calcula como la media del
blanco + 3 SD. Un documento corto pero bueno y conciso que se refiere a estos
términos fue escrito por Armbruster et al. [42].

Para comparar el rendimiento de los diferentes sensores, en cada tabla se
citan el LOD, el LR, la sensibilidad junto con una breve descripciéon del na-
nomaterial empleado. Entre los materiales inorganicos incluimos (en orden de
aparicién) hexacianoferratos metalicos, azul prusiano y sus andlogos; nanoes-
tructuras metdlicas, especialmente plata y platino; nanoestructuras de 6xidos
metdlicos, cobre masculino, 6xido de titanio, hierro y manganeso. Por tltimo,
presentamos nanoestructuras mixtas, que incluyen polimeros conductores, gra-
feno, nanotubos de carbono, etc. En cuanto a las biomoléculas, incluimos el mas
comunmente utilizado para H,O,. Estos son un tipo de las llamadas "hemopro-
teinas", como el caballo rdbano peroxidasa (HRP). Dentro de esta tiltima seccién,
también incluimos los nanomateriales utilizados junto con las biomoléculas pa-
ra mejorar el rendimiento del sensor.

Se debe tomar nota con respecto a la terminologia. Muchos autores describen

sus dispositivos usando términos como biosensor, cuando no hay un reactivo
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biolégico para realizar la deteccion de sefial. Aqui nos referimos a los biosenso-
res solo cuando la deteccién del analito es llevada a cabo por una biomolécula
tal como una enzima. Nuestra intencién es presentar un documento donde el
lector pueda captar una idea general sobre los diferentes sensores empleados
para la deteccién de HyO».

2.2.1. Hexacianoferrato metalicos

El Prussian blue (PB) es bien conocido como uno de los primeros hexa-
cianometalatos de metales de transicién de valencia mixta con la férmula de
Felll[Fe!/(CN)6]3. Las caracteristicas peculiares de la forma reducida del PB, el
Prussian White Feil [Fe!l(CN)6]5 (PW), que es capaz de catalizar la reducciéon
electroquimica del peréxido de hidrégeno a bajos potenciales aplicados sobre
el electrodo de trabajo (sobrepotencial), y esto es crucial para la aplicaciéon de
un sensor en muestras reales evitando la interferencia de sustancias coexisten-
tes (como glucosa, 4cido ascérbico, dcido trico, entre otros). Una caracteristica
clave de este material es su estructura cristalina, sobre todo cuandose encuen-
tra como nanoparticulas (PBNPs) (figura 2.1) que permite que solo moléculas
pequefias como el HyO, penetren en la red cristalina. Su alta actividad elec-
trocatalitica, es decir, su capacidad de reducir el per6xido de hidrégeno a muy
bajo sobrepotencial, y la selectividad hacia el HyO; lo convierte en una "peroxi-
dasa artificial"[43]. También presenta un comportamiento electrocrémico muy
interesante (se vuelve incoloro cuando se lo reduce al llamado PW y verde pa-
lido cuando se oxida a la llamada estructura Prussian Green o Berlin Green)
[44]. Se han informado y propuesto una serie de electrodos modificados con
PB y también electrodos modificados con complejos de cianuro de iones me-
talicos similares para una monitorizacién altamente selectiva del peréxido de
hidrégeno. Sin embargo, hasta ahora, estos electrodos atin enfrentan una serie
de inconvenientes con respecto a la estabilidad a largo plazo y la sensibilidad a
los cambios de pH [45].
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Doy

(a) PBNPs sobre electrodo de oro (b) Estructuras de las PBNPs: soluble (iz-
quierda) e insoluble (derecha).[46]

Figura 2.1: Micrografia SEM de PBNPs depositadas sobre un electrodo metélico
(izquierda). Estructura cristalina de las PBNPs (derecha).

Se sabe que el PB puede depositarse electroquimicamente en la superficie de
un electrodo produciendo una capa densa [47]. Este método de deposicion pue-
de realizarse aplicando un potencial o corriente constantes, o por medio de la
voltametria ciclica, donde su principal ventaja de esta deposicién es que permite
hacerla in-situ. Otros dos métodos valen la pena mencionar, el auto ensamblaje
que permite un gran control en la formacién del PB. El otro método a mencionar
es el hidrotérmico, el cual es simple y logra una gran cantidad de cristales. Si
se sintetiza el PB en solucién como en el tltimo método mencionado, es posible
mezclar los cristales con tintas conductoras y preparar electrodos serigrafeados
[48].

Estrictamente, es su forma reducida, el Prussian White (PW), el que tiene la

capacidad de catalizar la reduccién de H,O; de acuerdo con la ecuacién (1) [49].

Fey'Ky[Fe'' (CN)e3(pw) +2H202 +4H " =
Fey'[Fe'! (CN)e]3(pp) + 4Ha + 4K* (2.1

La principal ventaja del PB electrodepositado se basa en el hecho de que
el peréxido de hidrégeno puede detectarse selectivamente mediante reduccién
electrocatalitica en presencia de oxigeno molecular, con un bajo sobrepotencial,
donde la influencia de los llamados reductores (ascorbato, urato, paracetamol)
en la respuesta electroquimica puede evitarse en gran medida [50]. Por ejemplo,
en el trabajo de Sheng et al. [44] monitorearon H>O, con un rango lineal entre
4 uM a 1064 uM y un limite de deteccién de 0.226 uM con una relacién sefial a
ruido de 3 (5/N=3). Se evitaron de manera efectiva los interferentes mas comu-

nes como la glucosa, el dcido ascérbico, la dopamina y el 4cido drico. Esto fue
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posible mediante la formacién de nanoparticulas de PB (PBNPs) en nanotubos
de haloisita recubiertos con polianilina (PANI) (HNT), a partir de una solucién
libre de oxigeno que contenia 1 mM de FeCl3, 1 mM de K3 Fe(CN)g, 0.025 M de
HCly 0.1 M de KCl utilizados como electrolito soporte.

El principal inconveniente del sensor basado en PB es su estabilidad limi-
tada, especialmente en soluciones de pH neutro. Cuando se operé de manera
catddica, con un sobrepotencial de 0,0 0 0,2V, la respuesta del sensor cay6 apro-
ximadamente 40 % de su valor inicial en una solucién de pH 7.3. En soluciones
mas acidas (pH 5.2), la estabilidad parece ser mejor, la disminucién de la sensi-
bilidad fue del 15 % en las mismas condiciones experimentales [51]. Se han reali-
zado intentos para optimizar el procedimiento de electrodeposicién del PB con
el fin de aumentar la estabilidad [52]. Sin embargo, dado que la inestabilidad
es causada por la degradaciéon quimica de una capa de PB durante la reduccion
electrocatalitica del per6xido de hidrégeno, parece que no puede evitarse por
completo [53].

El cuadro 2.1 muestra los diferentes sensores nanoestructurados de hexacia-

noferrato metélico. Se orden6 de mayor a menor sensibilidad.

Cuadro 2.1: Hexacianoferratos metélicos?

Nanomaterial Princ. de Transd. Sensibilidad LR LOD Ref
[;lA-mM’l-cm’z] [uM]
PB@PtNPs/GF Amp 409 x10° - 12x107%  [54]
PB NPs Amp 0.762 x 10% 0-45mM 0.2 [55]
PB-MWCNTs Amp 0.436 x 103 5-1645 uM 0.35 [56]
PB Amp 0.35x 10% up to 2.5 mM 50 [57]
PB cv 03x10% - 05 [45]
GC-R/PB Amp 0.25x 103 50 M 10 mM 0.1 [50]
PB@Au NPs Amp 39.72 2 yuM - 8.56 mM 0.1 [58]
PB-PPy NWs Amp 10 02to7.2mM - [49]
NIHCE-GS Photocurrent 3.53 2.0uM - 2.3 mM 1.0 [59]
CuHCF 2.34 up to 10 mM 250 [57]
PB-PANI-HNTs Amp 0.98 4 uM - 1064 uM 0.226 [44]
ENM Amp 0.237 up to 100 uM 6.1 [60]
PB-RGO Amp 0.1617 0.5 uM - 0.7 mM - [61]
CPE/CFe*-RP Amp - up to 0.8 mM 33x1073 [62]
CoHCNFPs-GR Amp - 0.6 - 379.5 uM 0.1 [63]
PB Amp - 1uM-10 mM 1 [47]
NiHCF cv - 02 uM-1.5mM 12 [64]
CrHCF-SWNTs Amp - 0.5 uM - 10 mM - [65]

b Abbreviations: Amp: amperometry, CV: cyclicvoltametry

En el cuadro 2.1 se presentan las sensibilidades mads altas para el uso de di-
ferentes hexacianoferratos combindndolos con otras nanoestructuras. Su com-
binacién con otras nanoestructuras como nanoparticulas metalicas o grafeno,
permite bajar el LOD a costa de perder sensibilidad. Un buen ejemplo de esta
ultima afirmacién es el LOD de 1,2 nM obtenido con una mezcla de PB, Pt NP y
grafeno. El electrodo de pasta de carbén modificado con hibridacién de rutenio
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purpura (CPE/CFe*-RP) también presenta una muy buena combinacién para

lograr un limite de deteccién muy bajo de 33 nM.

2.2.2. Otros Hexacianoferrato metalicos

Junto al PB se han aplicado con éxito otros complejos de hexacianato de me-
tales de transicién, por ejemplo, hexacianoferrato de cobre (Cuy[Fe(CN)s]) o he-
xacianoferrato de niquel y potasio (KNi [Fe(CN)¢]). Zhang desarroll6 un sensor
fotoelectroquimico para peréxido de hidrégeno basado en el hexacianoferrato
de niquel (II)-potasio (NiHCF) - hibridizado con grafeno. La ventaja que estos
hexacianoferratos de valencia mixta presentan en comparacién con el PB es una
estructura maés estable a pH neutro o ligeramente basico. Tria et al. [66] emple6
un método de potencial constante para desarrollar una estructura multicapa de
PB seguida de hexacianoferrato de niquel (II) como capa de estabilizacion. Esta
estabilidad al pH bésico fue estudiada por Lin et al. [64] mediante el uso de un
electrodo serigrafeado. Tal electrodo se modificé electroquimicamente por elec-
trodeposiciéon de hexacianoferrato de niquel (III) (NiHCF) sobre la superficie
del electrodo usando voltametria ciclica (CV). Se ha demostrado que la pelicula
de NiHCF permanece estable después de un barrido CV de 0 a +1,0 V frente a
Ag / AgCl en el rango de pH de 3 a 10. Zhang et al. [59] present6 un estudio
interesante, donde desarrollaron un sensor de H,O, basado en NiHCF. Aunque
estd muy bien caracterizado, lo que hace que este sensor sea diferente de otros
sensores electroquimicos es el hecho de que la determinacién del H,O, se basa
en la cuantificacion de los cambios de la fotocorriente.

Otro metal de transicién que se usé para formar hexacianoferratos fue el
cromo [65]. La deteccién amperométrica del peréxido de hidrégeno se realizé
usando GCE modificado con nanocompuestos de hexacianoferrato/nanocables
de carbono de pared tnica. El sensor desarrollado mostr6 una dependencia li-

neal con la concentracién del H,O, en un rango de 0.5 y M a 10 mM.

2.2.3. Nanoestructuras metalicas

El per6xido de hidrégeno se puede detectar electroquimicamente por oxida-
cién o reduccion en catalizadores metélicos. El mecanismo de detecciéon gene-
ralmente se basa en la aplicaciéon de un cierto sobrepotencial (vs una referencia)
al electrodo de trabajo. Cuando se usan electrodos metalicos no nanoestructu-
rados (o bulk de un determinado material), es necesario aplicar potenciales su-

periores a +0,9 V DC para obtener una sefial del HyO, [67]. Los nanomateriales
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pueden ofrecer un mejor rendimiento como interfaces de deteccion. En parti-
cular, los nanomateriales pueden ofrecer un drea superficial especifica més alta,
una conductividad excelente, actividades electrocataliticas y una larga estabi-
lidad. El platino (Pt), un catalizador heterogéneo conocido y tradicional, juega
un papel importante la foto- y electrocatalisis, y es ampliamente utilizado en
dispositivos 6pticos, electronicos, magnéticos y de sensado. El cobre tiene una
gran operabilidad, disponibilidad comercial, costo y simplicidad en su sintesis
[68]. Ademas, exhibe excelente biocompatibilidad, por lo tanto, los electrodos
de Cu son de particular interés [69]. Debido a la combinacién excepcional de
propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y eléctricas, el nitruro de titanio (TiN)
atrae mucha atencién por su posible aplicacién en diversos campos, como capa
protectora, como los supercondensadores y como la catélisis. La literatura tam-
bién ha informado sobre su uso potencial como electrodos para el sensor de pH
[70] y de HyO5 [71]. Las AuNDPs tienen la capacidad de mejorar la conductividad
eléctrica, promover la transferencia de electrones y aumentar la sensibilidad de
un electrodo.

El siguiente cuadro resume algunos ejemplos del uso de nanoestructuras
metdlicas. El cuadro 2.2 presenta las sensibilidades en orden decreciente, donde
los AgNWs ([[39]], [[72]] muestran una sensibilidad mads alta que los hexaciano-
ferratos del cuadro 2.1 ([[55]]). Estas nanoestructuras metélicas también presen-
tan un mejor LOD que los materiales del cuadro 2.1. Curiosamente, el trabajo
de PtNPs escrito por Chakraborty et al. [[73]] mostré una baja sensibilidad pero
un muy buen LOD.

Cuadro 2.2: Sensores de H>O, basados en nanosestrucruras metélicas

Nanomaterial Princ. de Transd. Sensibilidad LR LOD Ref
[HA-mM~1.cm~2] [nM]
Ag NWs Amp 4.705 x 10% 50 uM to 10.35 mM 10 [39]
nano Pd Amp 142 x 10 1-14 yM 1 [74]
Ag NWs Amp 749 0.2to 1.5 mM 46 [72]
PtRu Amp 539.01 - 1.7 [75]
PtAu 41546 - 2.0 [75]
Ptlr 404.52 - 0.8 [75]
Au NPs Amp 5294 10 uM - 8mM 0.5 [76]
Pt NPs Amp 9.15 0.5nM to 4mM 500 [73]
TiN nanofilm Amp 3.99 2x1075 to 3mM - [77]
Pt NPs/SWCNT Amp 3.57 25nM to 10 uM 25 [78]
Au/Pt NPs Amp 292 10 to 80 uM 10 [79]
Pt/TiO, Amp 0.85 4x1070 to 1.25x103M 4 [80]
Ag NPs/ATP Amp - 10 M to 21.53 mM 24 [81]
nano Ag Amp - 4to 36 uM 0.9 [82]
Ag NPs/GO Amp - 0.1 mM to 20 mM 1.9 [83]
Cu NPs/Chi/CNT Amp - 0.05 to 12 mM 20 [68]
CuNPs Amp - 8-70 uM 3.4 [84]
TiN NRs cv - 0.5 yM-2mM 05 [71]
Eu(tc) Fluorescence - - 1.8 [85]
Eu(tc) Fluorescence - 6-12 ug/ul - [86]

41



Capitulo 2. Sensores y Biosensores

Lu [83] desarroll6 un sensor de H>,O, basado en las interacciones entre ca-
denas de ADN y un nanocompuesto, el AgNPs/GO. En este documento en
particular, se destacan los diversos métodos de inmovilizacién involucrados en
la fabricacion.

Si bien el cobre tiene muchas caracteristicas interesantes para el disefio de
electrodos, tiene la gran desventaja de ser facilmente oxidable. Sophia et al. [84]
report6 sobre la preparacion de nanoparticulas de cobre (CuNPs) estabilizadas
por un polimero, la polivinilpirrolidona (PVP). Al emplear un polimero para la
estabilizacion, los autores de este trabajo evitaron la oxidacién de las CulNPs.
Otro factor importante aqui es la estabilidad a largo plazo del sensor, que man-
tuvo el 85 % de su respuesta inicial después de 1 mes de almacenamiento a tem-
peratura ambiente. Siguiendo la idea de usar polimeros para cargar y estabili-
zar nanoestructuras, Li et al. [76] desarroll6 un sensor libre de enzimas basado
en un electrodo de oro modificado con AuNPs y compuestos de polidopamina
sobre-oxidados. Aqui se destaca la versatilidad de los films de polidopamina.
Se pueden formar sobre diferentes sustratos, incluidos los materiales orgénicos,
lo que puede conducir a nuevos desarrollos muy interesantes, especialmente en

el 4rea de los sensores.

2.2.4. Nanoestructuras de 6xidos metalicos

En general, el uso de metales nobles esta restringido por sus precios relati-
vamente altos. En los dltimos afios, nanomateriales compuestos de metales de
transicién, mucho més baratos, como por ejemplo: CuO, CuS, Fe304, MnO,,
MoS,, NiO, ZnO y TiO,, se han utilizado ampliamente en la fabricaciéon de
sensores de H,O, no enzimaticos altamente eficientes. Estos nanomateriales de
6xido metdlicos presentan buenas caracteristicas para el desarrollo de sensores,
como la estabilidad térmica, la resistencia a la irradiacién y gran flexibilidad
para formar diferentes nanoestructuras. Esto tltimo impulsé la fabricacién de
diferentes sensores como fotodetectores, dispositivos de ondas actsticas de su-
perficie y biosensores. Otra propiedad importante que despierta un gran interés
en el desarrollo de nanosensores con materiales de 6xidos metélicos es que son
ecolégicos. El principal inconveniente del uso de estas nanoestructuras es que
muchas de ellas requieren que se aplique un sobrepotencial para oxidar o re-
ducir electrocataliticamente al H,O, para su deteccion. En particular, los nano-
materiales de di6xido de manganeso se consideran como uno de los materiales

inorganicos més atractivos y han llamado la atencién en la quimica bioanalitica,
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especialmente en la deteccién electroquimica de HyO,, debido a su bajo costo,
abundancia natural, estar libre de contaminacién ambiental.

Las propiedades de las nanoparticulas, especialmente las de estructura mo-
nocristalina, a menudo dependen de sus morfologias y microestructuras de su-
perficie, como las facetas expuestas, la configuraciéon hidroxilica de la superfi-
cie, la situacién de la carga superficial, etc. Las nanoparticulas cuasictibicas de
a-Fep,O3 tienen una actividad mucho mayor en la oxidaciéon del CO que las es-
tructuras florales debido a la exposicion exclusiva de los planos {110}. Los thin
films nanoestructuradas de semiconductores de 6xido metélico (MOS) ofrecen
grandes posibilidades para aplicaciones de deteccion de gases y quimicos (por
ejemplo, vapores de H,O;), debido a su dependencia de la conductividad eléc-
trica con especies como O, CO y Ha.

Entre los nanomateriales, las nanoparticulas magnéticas han ganado un in-
terés creciente debido a las aplicaciones prometedoras como administracién de
tdrmacos, biosensores, etc. Hematitas (¢Fe;O3), amigables con el medioambien-
te, son semiconcuctoras tipo n (Eg = 2.1 eV) y la fase méas termodinamicamente
estable del 6xido de hierro en condiciones ambientales, estd atrayendo un gran
interés no solo por sus propiedades tinicas sino también por la versatilidad de
su uso en muchos campos, como la catélisis y los sensores.

El siguiente cuadro resume varias nanoestructuras de 6xidos metélicos co-
mo sensores de HyO,. En el cuadro 2.3 se puede observar que la sensibilidad
maéxima se obtuvo con Co304 NWs reportados por Kong et al. [[87]]. Aunque es-
tas nanoestructuras de 6xido metélico muestran una gran sensibilidad, su LOD

no es tan bueno como el que se presenta en las tablas 2.1 y 2.2.

Cuadro 2.3: Sensores basados en nanosestructuras de 6xidos metélicos

Nanomaterial Princ. de Transd. Sensibilidad LR LOD Ref
[#A-mM~1.cm~2] [xM]
Co304 NWs Amp 1.14x 103 0.015 to 0.675 mM 24 [87]
6-MnO, /CNTs Amp 243.9 0.05 to 22 mM 1 [88]
CoOOH nanosheets Amp 99 up to 1.6 mM 40 [89]
Co doped ZnO NPs Amp 92.4 - 14.3 [90]
ZrOy NPs Amp 82.13 0.05 mM-0.25 mM - [91]
PTBO/GCNT
CupO Amp 50.6 up to 1.5 mM 15 [92]
MnO, Amp 382 5-600 uM 0.8 [93]
«FepO3 NPs Amp 21.62 1.0-44.0 M 0.4 [94]
TiO, /SiOy Phosphorescence - 7.0x1076 - 7.0x1072 M - [95]
CuO Amp - 5.0x107°-180.0 X107 M 1.6 [96]
a-Fe;O3 NRs Ccv - 40 uM to 4.66 mM - [97]
MoS, NPs Amp - 10°xLOD 25x1073 [98]
cobalt manganese oxide Amp - 0.1 to 25 mM 15 [99]
MnO, Amp - 2.5 uM - 2.05 mM 12 [100]
CuNFs/MoS;, Amp - 0.04-1.88 uM. 0.021 [101]
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Wang et al. logré un sensor de H,O; extremadamente sensible basado en
nanoparticulas MoS; con un limite de deteccién tan bajo como 2.5 nM y un
amplio rango lineal de 5 6rdenes de magnitud (Figura 2.2). Sobre la base de este
sensor, la cantidad traza de HyO; liberada de las células Raw 264.7 se registré
con éxito [98].

Current density
i

Figura 2.2: Sensor de H,O, basado en nanoparticulas de MoS;

2.2.5. Nanoestructuras mixtas

En esta seccién, se presentan las propiedades de diferentes nanoestructu-
ras empleadas en el mismo dispositivo. En particular, se presentan trabajos en
los que a menudo se utilizan polimeros conductores, grafeno o nanotubos de
carbono como materiales soporte para la fabricacién de nanocompuestos com-
plejos y materiales hibridos.

Los polimeros conductores (PC) son de gran interés debido a sus propie-
dades eléctricas y Opticas, que son similares a las de los metales o materiales
semiconductores inorganicos. Entre los diversos PC, el polipirrol (PPy) juega
un papel importante, debido a su alta actividad electroquimica, conductividad
y biocompatibilidad [102].

El grafeno, una sola capa de dtomos de carbono en ua red bidimensional
muy compacta, ha atraido una enorme atencién recientemente. El material es
conocido por sus excelentes propiedades eléctricas, como el gran drea de super-
ficie activa (drea redox) y la alta movilidad de sus electrones. La deposicion capa
por capa (LBL) es un método poderoso y versatil para la preparacion de films
ultrafinos. En la tltima década, los thin films han atraido mucha atencién debi-
do a su posible aplicacién en dispositivos de separacién de interfases, sensores,
Opticos y electrénicos.

Los nanotubos de carbono se pueden clasificar como nanotubos de pared
tnica (SWNT) y nanotubos de paredes multiples (MWNT). Los SWNT con-
sisten en una ldmina cilindrica simple con un didmetro entre 1 y 3 nm y una

longitud de varios micrémetros. Poseen una nanoestructura cilindrica formada
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enrollando una sola hoja de grafito en un tubo. Los MWNT consisten en una dis-
posicién coaxial de nanotubos simples concéntricos como anillos de un tronco
de arbol separados entre si por 0,34 nm. Los CNT son prometedores como sus-
tancia de inmovilizacién debido a su importante resistencia mecanica, alta 4rea
de superficie, excelente conductividad eléctrica y buena estabilidad. Debido a
una alta conductividad eléctrica y drea de superficie, los nanotubos de carbono
(CNT) no solo pueden maximizar el drea de superficie especifica de un nano-
compuesto para la transferencia de electrones sino que también proporcionan
un transporte de reactivos mejorado en masa.

Los 6xidos metdlicos de transicion, como el Coz04, muestran un excelen-
te rendimiento electrocatalitico hacia el HyO,. Sin embargo, su mala conduc-
tividad presenta bajas corrientes de detecciéon en comparacién con los metales
nobles. Para superar este problema, es posible usar materiales conductores pa-
ra preparar compuestos hibridos. El rtGO acttia como una plantilla conductiva
bidimensional (2D) para el ensamblaje de nanoestructuras 1D en redes conduc-
tivas tridimensionales (3D).

El cuadro 2.4 presenta algunos empleos de las nanoestructuras mixtas. En-
tre las nanoestructuras mixtas que se muestran en esta tabla, hay un predominio
del grafeno nanoestructurado, donde SG (grafeno con baja densidad de defec-
tos en su red) presenta la mayor sensibilidad seguida de CVDG (Grafeno con
mayor cantidad de defectos) y luego por el rGO (6xido reducido de Grafeno).
Como material soporte, el SG presenta una sensibilidad superior a los nanoa-
lambres de Co30y4, el LOD del SG es realmente alto, 1o cual es una caracteristica
no deseada. Los nanocompuestos a menudo ofrecen una alta sensibilidad, pero
no pueden alcanzar un limite de deteccién interesante, como se muestra en la
tabla 2.4, por lo que la eleccién de estas nanoestructuras mixtas debe basarse en

un compromiso entre sensibilidad y limite de deteccion.

Cuadro 2.4: Sensores basados en nanoestructuras mixtas

Nanomaterial Princ. de Transd. Sensibilidad LR LOD Ref
[yA»mM’l-cm’z] [uM]

SG 202 x 103 6515  [103]

CVDG 173 - 15.1 [103]

rGO Amp 25 - 9.2 [103]

MWCNT-PEDOT Amp 943 0.1-9.8 mM 50 [104]

PPy/PB NWs Amp 10 2x107* M to 7.2 mM - [49]

HNTs Amp 0.98 4 uM to 1064 uM 0.226 [44]

MWCNT-Fe:H,N-CHIT Amp 0.8345 50 to 2500 pM 2.3 [105]

La polietilenimina (PEI) es un polimero soluble en agua con grupos amino.

Debido a sus grupos amino expuestos, la PEI puede reaccionar con otros mate-
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riales con algunos grupos activos determinados, como grupos carboxilo o epo-
xi. Shan et al. [106] aprovecho estos grupos activos para enlazar covalentemente
hojas de grafeno a través de una reaccién nucleofilica entre los grupos amino en
la PEI y grupos epoxi del 6xido de grafeno (Figura 2.3). El PEI/grafeno se en-
cuentra cargado positivamente, por lo que los autores prepararon un film junto
con PB utilizando la diferencia en la carga eléctrica. El sensor se construy6 me-
diante un método de complejacioén capa por capa. Este método de construcciéon
es preferible cuando se busca la simplicidad y los métodos de bajo costo. La

operacion del sensor resultante se muestra en la figura 2.4.
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Figura 2.3: A Hoja de 6xido de grafeno. B Grafeno funcionalizado con PEL
Este composite fue preparado primero agitando la PEI y el grafeno en KOH a
80°C durante 24 hs. Luego se agregé NaBHj, a la mezcla y se mantuvo a 80°C
durante 2 hs. El nanocomposite resultante se recolecté mediante centrifugaciéon
y se lavé con agua destilada.[106]

0.36

=200 B 06V

0.34
0 -
032+

200
0.30 -

Current / pA

400 -

Absorbance / arb. units

0.28 +

600 - 0261

02V T
-100 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Time /s

-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
Potential / V

Figura 2.4: (A) Voltamogramas ciclicos del [PB/PEI-grafeno];y multicapa (a)
en buffer pH=4, (b) multicapa de [PB/PEIl-grafenolip y (c) multicapa de
[PB/PEI]yo en presencia de HyO, 5 mM en buffer. La velocidad de barrido fue
de 10 mV/s. (B) Monitoreo espectroscépico del cambio de potencial del film
multicapas de [PB/PEI-grafeno];s. El cambio ocurrié entre los -0,2 V (PW) y
0,6 V (PB).[106]

2.2.6. Biomoleculas

Los biosensores que emplean enzimas como elemento de reconocimiento
biolégico tienen muchas caracteristicas favorables, como la selectividad y la

sensibilidad. Otra caracteristica importante es su versatilidad, por ejemplo los
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biosensores basados en la peroxidasa se han empleado no solo para la deteccién
de HyO; sino también para fenoles, compuestos arométicos, etc. Sin embargo,
cuando se inmovilizan enzimas o proteinas en sustratos s6lidos, es importante
mantener la electroactividad de esta proteina o enzima. La orientacién desfavo-
rable o la adsorcion directa de biomoléculas en una superficie de un electrodo
metdlico puede reducir drasticamente su actividad catalitica. El rendimiento de
un biosensor depende principalmente de las propiedades de la capa bioacti-
va asociada con el transductor. Aqui, cuando se describen a los biosensores de
H,O; se trat6é también el paso de la inmovilizacién. Este paso es de suma im-
portancia en la biodeteccién porque la molécula de biorreconocimiento debe
conservar sus funciones como cuando estaban en su entorno natural. Hay tres
generaciones de biosensores que involucran transferencia de electrones entre el
elemento biolégico (enzimas) y el electrodo. Muy resumido, un biosensor de
primera generacion se basa en mediadores naturales, por ejemplo, el oxigeno
con la limitacién de su dependencia en la concentracién. El biosensor de segun-
da generacion se basa en mediadores redox introducidos artificialmente, como
el ferroceno. Los principales problemas con el dltimo son el posible filtrado al
medio y su toxicidad. El biosensor de tercera generacion se obtiene cuando hay
una transferencia directa de electrones entre la enzima y el electrodo. Este es el
mejor caso para biosensores pero es el mds dificil de construir. Sin embargo, la
llegada de la nanotecnologia permitié el aumento exponencial en la investiga-
cion de biosensores de tercera generacion [107].

Para los biosensores de tercera generacion, la principal ventaja es la ausencia
de mediadores, lo que les proporciona una selectividad y sensibilidad superio-
res. También la posibilidad de modular las propiedades deseadas de un dispo-
sitivo analitico usando la modificacién de proteinas con técnicas de ingenieria
genética o quimica.

La HRP es una glicoproteina de ca. 42 kDa y forma globular. El mecanismo
de reduccion bioelectrocatalitica directa del H>O, en el electrodo modificado

con HRP podria representarse de la manera méas simple de la siguiente manera:
k
HRP — Fe''! + H,O, = CompoundI + H,O (2.2)

Compoundl + 2H* +2¢~ 3 HRP — Felll 4+ H,0 (2.3)

No esta dentro del alcance de este capitulo estudiar en detenimiento el me-

canismo detras de la interacciéon de HRP con el electrodo en presencia de HyO».
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Hay varios trabajos en los que la reaccién de las enzimas peroxidasas se reviso
mas a fondo [108], [109]. A altas concentraciones de H,O, la reaccion da como
resultado un mayor estado de oxidacién (+6), donde la enzima esta inactiva.
Este es un pardmetro muy importante a tener en cuenta cuando se estudia el
biosensor. Se propuso otro mecanismo electroquimico basado en la propiedad
del HRP que puede actuar como reductor u oxidante [110] [111].

Cuando se habla de sensores, se podria enfocar en el mecanismo de detec-
cién, el principio de transduccién y algunas de las caracteristicas claves del sen-
sor como sensibilidad, rango lineal, limite de detecciéon. En particular, para los
sensores de H,O, y similares también es importante establecer la polarizacién
del electrodo. Cuanto mayor sea este potencial, mayor sera la sefial del H,O,
pero esto también aumenta las posibilidades de detectar otras moléculas elec-
troactivas. Un alto sobrepotencial de entre 0,5 y 1 V contribuye a la degradacion
del electrodo.

El cuadro 2.5 muestra algunas biomoléculas empleadas en la deteccién del
H>05,.

Cuadro 2.5: Biosensores de H,O, basados en biomoléculas

Nanomaterial Princ. de Transd. Sensibilidad LR LOD Ref
[pA-mMT-em 2] [xM]
AgNPs cv 3x10° 0.05 - 20 uM 0.02 [112]
Hb/Fe;0,@Pt Amp. 12x 103 0.125 yM-0.16 mM 0.03 [113]
ZnO NPs cv 6x103 20 - 350 M 8 [114]
SDS-GNPs-GR Amp. 1.53 x 103 1.0-170 uM 0.012 [115]
GE/Poly-Tyr/AuNs Amp. 992 0.05 - 19.35 mM 0.98x1073 [116]
nanoporous Au Amp. 666 5x108-2x10~4M 0.02 [117]
Au NPs BC nanofibers Amp. 610 0.3 uM-1 mM 0.1 [118]
nano-Pt-CHIT film Amp. 561 1.4x1077-6.6x1073 M 0.045 [119]
AgNL cv 376.34 3.85x107°-5.2x104M 0.13 [120]
HRP-MIL-100(Cr)-B/GCE Amp. 339 0.5 M -3 mM 0.1 [121]
Au NPs Amp. 318 21x1077-3.1x1073 M 0.07 [122]
TiOp NTs Amp 208 5uM-0.4 mM 2 [123]
DDAB/Hb/GCE Amp. 105.4 [124]
Nf/Hb/FF-G/GCE Amp. 56.61 0.5 - 500 uM 0.1 [125]
MgO NPs Ccv ca. 50 50-190 uM - [126]
Fe304-GE Amp. 254 1.50 - 585 uM 0.5 [127]
Hb/f-MWCNT-P-I-His-ZnO Amp. 21.14 4-18,00 uM 0.01 [128]
HRP/PTMSPA@GNR Amp 21 1x10~1 to 1 mM 0.06 [129]
carbon-coated iron NPs Amp. 7.14 3.1 yM-4 mM 12 [130]
CNN-CS-DMF-HRP Amp. 7 0.99-18 uM 0.3 [131]
nanoporous CeO, Amp. 5.4 3mM 0.6 [132]
HA-SWCNT Amp 2.87 5uM-1mM 1 [133]
4-NPDS-HRP Amp. 2.6 5-50 uM 1 [134]
CNN-CS-DMF-Mb 143 2-480 pM 0.6 [131]
GNPs-TNTs Amp. 0.81 5uM-1mM 21 [135]
CNN-CS-DMF-Hb 0.44 2-210 M 0.6 [131]
CNN-CS-DMF-Cyt ¢ 0.16 1.6-190 uM 47 [131]
ND-NS(HRP) Amp 0.129 1-45mM 59 [136]

El uso combinado de nanoestructuras (principalmente Ag, Au y Pt) con pro-
teinas capaces de catalizar HyO, como HRP o Hb, puede dar lugar a grandes

sensibilidades y mejores LOD.
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Cuando se trabaja con biomoléculas, la construccién es de vital importancia
para mantener su capacidad de realizar la tarea prevista. Por esta razén, Xu et
al. [137] estudi6 la construccién de un biosensor de tercera generacién mediante
el autoensamblaje de nanoparticulas de oro sobre nanoesferas de poliestireno-
co-acido acrilico (St-co-AA) funcionalizadas con tioles. Este electrodo se incubd
luego en solucién de HRP durante 10 horas a 4 °C para unir la enzima a las
AuNPs. El biosensor amperométrico present6é un rango lineal entre 10.0 uM a
7 mM con un limite de deteccién de 4.0 uM con un potencial aplicado de -200
mV. Otro biosensor de tercera generacién basado en HRP para H,O; fue desa-
rrollado por Ren et al. [138]. El biosensor se preparé inmovilizando HRP en un
electrodo de oro modificado con AgNPs. La inmovilizacién se llevé a cabo su-
mergiendo primero el electrodo de oro en una solucién de cisteamina-etanol,
luego se inmovilizaron las nanoparticulas de plata en la monocapa de cisteami-
na, y finalmente se adsorbié HRP en las superficies de las AgNPs. Este altimo
paso donde las AgNPs fueron el lugar elegido para la biofuncionalizacién y no
directamente sobre la capa de cisteamina es el punto interesante del articulo.
Los autores utilizan las propiedades eléctricas de las AgNPs y las emplearon
como centros de reduccién para mejorar la conductividad entre el sustrato y
la enzima. De acuerdo con este trabajo, las AgNPs permitieron la construccién
del efecto ttnel entre la HRP y el electrodo y, por lo tanto, este biosensor se
comport6 como un biosensor de tercera generacion.

El atrapamiento es uno de los métodos para retener la molécula de biorre-
conocimiento en el transductor. Este método tiene la ventaja sobre la unién co-
valente de ser menos complicada y lleva menos tiempo. Lu et al. [139] estudi6
el uso de nanohilos de bromuro de 6xido de antimonio (AOB) que contienen
hidroxilos junto con chitosan para configurar un entorno amigable para el atra-
pamiento de enzimas. Ademas, el uso de esta técnica de inmovilizacién orga-
nica/inorgdnica facilita la transferencia directa de electrones entre la enzima y
el electrodo, lo que hace posible un biosensor de tercera generaciéon. Con un
objetivo similar al del atrapamiento, la tecnologia Sol-gel (SG) es interesante en
el campo de la inmovilizacién de una variedad de biomoléculas, debido a sus
caracteristicas especiales tales como ser quimicamente inerte, rigidez fisica, alta
estabilidad térmica y la biodegradacién. Ha sido ampliamente utilizado para la
tijacién o encapsulacién eficiente de biocatalizadores en la superficie del electro-
do. Debido a su buena capacidad de biocompatibilidad y formacién de pelicu-
las, la estabilidad de estos biosensores puede mejorarse en gran medida. Sin em-

bargo, estos biosensores basados en HRP requieren mediadores para trasnferir
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electrones entre el electrodo y la enzima. En su trabajo, Wang et al. [140] prepa-
r6 un biosensor de H,O; sintetizando una pelicula de silice sobre un electrodo
modificado con CNT donde se inmovilizé HRP. Otro grupo desarrollé una es-
tructura basada en la combinacién de metodologia de sono - catélisis y el uso
de granos de carbono [141]. En este trabajo, ElKaoutit et al. evalu6 un biosensor
de tercera generacién basado en HRP. Para construir dicho biosensor, la mezcla
de deteccién se prepar6 con la polimerizaciéon de HRP/glutaraldehido/Nafion
en un bafio ultrasénico. Esta solucion se deposit6 sobre el electrodo de sonogel-
carbono. La detecciéon de HyO, se realizé aplicando -250 mV al electrodo de
trabajo y midiendo los cambios en la corriente. Wu et al. [142] prepar¢ films
de (3-mercaptopropil) trimetoxisilano (3-MPT) mediante autoensamblado aco-
plado con el método de enlace. Aqui se puede fabricar un biosensor de tercera
generacion para HyO, debido a la red 3-MPT densamente empaquetada y de
estructura 3D que proporciona un microambiente biocompatible para la inmo-
vilizacién de HRP y una distancia de transferencia de electrones adecuada entre
el centro electroactivo de HRP y la superficie del electrodo.

La fabricaciéon de un biosensor de tercera generacién a través de la tecnologia
de autoensamblaje es un enfoque atractivo debido a su simplicidad y versati-
lidad en la modificaciéon de superficies. También existe la posibilidad de com-
binar tecnologias de electropolimerizacién y autoensamblaje para preparar bio-
sensores. Gao et al. estudi¢ la electroquimica directa de la Hb y su actividad ca-
talitica hacia el H,O,. Se electropolimerizaron p-aminobenceno acido sulfénico
(p-ABSA) para obtener una pelicula de poli-(p-ABSA) cargada negativamente
para inmovilizar I-cisteina (I-cys). Luego, se ensambl6 nano-Au en el electrodo
modificado en base a la alta afinidad del mercapto (-SH) de la l-cys al nano-Au.
La Hb se adsorbi6 en el electrodo de disco de platino modificado con el film
de nano-Au/l-cys/poli-(p-ABSA). En resumen, la modificacién del electrodo
consiste en la combinacién de técnicas de electropolimerizaciéon y autoensam-
blaje. El rango lineal fue de 2.1 x 1077 a 3.1 x 10—3 mol / L con un limite de
deteccién de 7.0 x 1078 mol / L (S / N = 3) con un potencial aplicado de 30
mV [122]. De manera similar, Yang modificé un disco de platino al agregar una
pelicula compuesta de hemoglobina (Hb)/coloide de oro (nano-Au)/l-cisteina
(I-cys)/nano-Au/nanoparticulas Pt (nano-Pt)-chitosan (Chit). Nano-Pt-Chit se
emple6 como la matriz de inmovilizacién. Dado que la Hb se adsorbi6 en los
AuNP, estos se usaron como centros de inmovilizacién y conduccién. El rango
lineal para la determinacién de HyO, es 1.4 x 1077 a 6.6 x 1073 mol / L con un

limite de deteccion de 4.5 x 1078 mol / L (S / N = 3) y un voltaje de polarizacién
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de 30 mV [119].

Es bien sabido que usar HRP podria ser costoso e inestable especialmente
cuando se inmoviliza sobre las superficies de los electrodos. Por lo tanto, exis-
te un gran interés en encontrar alternativas para reducir el costo y mejorar el
rendimiento de los biosensores de HyO,. La hemoglobina (Hb) es una proteina
redox con una masa molar de aproximadamente 67 kDa que se encuentra en
las células de sangre roja. Esta enzima ofrece la capacidad de reducir diferentes
objetivos, como HyO;, nitrito y bromato. Vilian et al., Informaron un biosensor
que consiste en una pelicula compuesta de f-MWCNT-P-1-His-ZnO, donde la
Hb fue lanzada e inmovilizada por una capa de Nafion [128] (Figura 2.5). Las
modificaciones empleadas en este trabajo permitieron la transferencia directa

de electrones entre la Hb y el electrodo.
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Figura 2.5: A Representacion esquemadtica de la preparacion del biosensor de
bromato y H,O,. B Respuesta amperométrica del electrodo giratorio para cada
adicién sucesiva de H,O; (condiciones: -0,25 V, PBS pH 7, velocidad de rotacién
1200 rpm). Recuadro: cambio de la corriente en funcién de la concentracion de
H,0,.[128]

2.3. Nanoestructuras para sensores de bioafinidad

El analisis clinico inmunolégico clasico se basa en métodos cromatograficos,
como el Ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) [143] [144], Dot blot
[145], Western blot [146] [147], etc. Estas técnicas son costosas, lentas, requie-
ren personal capacitado y no conducen a la miniaturizacién y la portabilidad.
Los biosensores se desarrollaron como una alternativa a esos métodos cldsicos.
Brevemente, un biosensor convierte el proceso bioldgico de interés en una se-
fial detectable. Desde el punto de vista de la transduccién, los tipos principa-
les de biosensores pueden ser: electroquimicos, 6pticos y piezoeléctricos. Segun
la clasificacion de Perumal et al., desde el punto de vista del transductor del
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biosensor [148], los biosensores electroquimicos pueden ser: A) amperométrico,
donde la sefial medida es la corriente producida por la especie electroactiva y
es proporcional a la concentraciéon del analito [149]. B) Potenciométricos, son
electrodos selectivos de iones donde la transduccion se realiza por la diferencia
de potencial entre el electrodo de trabajo (WE) y el electrodo de referencia (RE)
con un flujo de corriente despreciable [150] [151], C) Los biosensores basados
en EIS realizan la deteccién aplicando un pequefio voltaje de CA y barriendo
en frecuencia. Es aconsejable que el lector busque una revisién elaborada por
Prodromidis [152]. Aqui, el autor describe los antecedentes teéricos, los dife-
rentes biosensores y los instrumentos empleados para las mediciones. Entre los
biosensores 6pticos podemos encontrar: A) la resonancia de plasmoén de super-
ticie (SPR) que emplea ondas electromagnéticas en la superficie del transductor
para detectar el analito [153] [154] [155]. B) Quimioluminiscencia y fluorescen-
cia: el primer método emplea la emisién de luz de una reacciéon quimica entre
el analito objetivo y el elemento de biorreconocimiento [156]. La fluorescencia
necesita una fuente de luz externa para producir emisiones a una determina-
da longitud de onda. Esta tltima técnica ha sido ampliamente utilizada para
immunosensing [157]. Los biosensores piezoeléctricos se basan en la capacidad
de algunos cristales para cambiar su tamafio cuando se aplica una determinada
tensién o para generar tension si estdn deformados. Cada cristal resuena a una
frecuencia natural, y esto se puede controlar aplicando un voltaje. En este caso,
el elemento de bioreconocimiento estd unido a la superficie. Cuando el analito
objetivo interacttia con la superficie, cambia la frecuencia de resonancia y, por
lo tanto, genera la sefial de transduccion. El més estudiado de estos biosensores
es la microbalanza de cristal de cuarzo [158].

Desde el punto de vista del elemento de biorreconocimiento, la mayoria de
los biosensores podrian clasificarse como enzimaticos o basados en afinidad. En
general, los biosensores enzimaticos miden la interaccién entre la enzima y el
sustrato. La mayoria de las veces la sefial medida aumenta cuando aumenta la
concentracién de analito. Los biosensores de glucosa y H,O, son muy buenos
ejemplos [108] [159]. Por otro lado, también es posible relacionar la inhibicién
de una enzima con la concentraciéon del analito. La principal aplicacién para
esto, es la medicién de drogas o contaminantes [160]. Los biosensores basados
en afinidad incluyen anticuerpos (Abs) [161], DNA [162], aptdmeros (oligonu-
cledtido sintético o peptido que imitan a un anticuerpo) [163] y fagos (recepto-
res sintéticos o naturales) [164] como elementos de biorreconocimiento. Estos

biosensores son capaces de detectar la interaccion entre el biosensor y el ana-
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lito objetivo. Estas interacciones son en su mayoria vinculantes no covalentes
[165]. Se desarrollaron diferentes transductores para inmunosensores: microba-
lanza de cristal de cuarzo [166], resonancia de plasmon superficial (SPR) [167],
fluorescencia de onda evanescente [168]; deteccion electroquimica que cubre la
amperometria [169], impedimetric [152].

Los anticuerpos son proteinas en forma de Y con un didmetro promedio de
10-15 nm. Se producen en respuesta a antigenos (Ags.), como toxinas, productos
quimicos, virus, toxinas bacterianas y otras sustancias extrafias. De esa manera
el anticuerpo tiene dos funciones principales: reconocimiento de sustancias y
desencadenar eventos para eliminarlas. Los anticuerpos constan de dos cadenas
ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. El sitio de reconocimiento
estd compuesto por la porcién terminal de la mitad de la liviana y la mitad de la
cadena pesada. Esto se llama fragmento Fab y es variable. La parte C -terminal
de la cadena pesada (region constante) se llama Fc. Esta dltima parte juega la
funcién efectora, es decir, determina el mecanismo para destruir Ags. [170].

Se pueden usar diferentes nanoestructuras, incluidos nanotubos (NT), na-
noalambres (NW), nanorods (NR), nanoesferas (NS), puntos cudnticos (QD),
nanopores (NPos), nanoparticulas (NP) y materiales nanocompuestos (NCM).
para cuantificar biomoléculas. Se considera un material nano cuando sus ele-
mentos estructurales tienen una dimensién inferior a 100 x 10 ~m [171] [172]
[173]. Estos materiales pueden ser de origen organico o inorgénico. Algunas es-
tructuras como NPs [174] y QDs [175] se usan como etiquetas para mejorar la
sefial. Por otro lado, a menudo se emplean NT, NW y otros para modificar la
superficie del transductor. Mientras que siempre se busca la amplificacién de
la sefial, la modificacion de la superficie por nanoestructuras también busca la
mejora de la etapa de inmovilizacién.

Las caracteristicas ventajosas de los materiales nanoestructurados incluyen
biocompatibilidad, gran superficie especifica, estabilidad quimica y térmica, ac-
tividad electrocatalitica y buena conduccién de electrones. El desarrollo y la ca-
racterizacion de las nanoestructuras estdn mas alld del alcance de este capitulo.
Sin embargo, se puede encontrar una caracterizaciéon mds extensa en diferentes
publicaciones [176] [177] [178] [179] [180].

Existe un gran interés en el desarrollo de sensores sin etiquetas, que prome-
ten mejoras en la selectividad, especificidad, menor costo y detecciones en linea
[181]. La deteccion directa sin etiquetas de un analito se puede lograr monito-
rizando el cambio en la conductancia o propiedades relacionadas de un semi-

conductor debido a la acumulacién o agotamiento de carga del portador dentro
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del semiconductor de la interaccion analito - semiconductor. Los sensores basa-
dos en trasnsistores de efecto de campo (FET) son atractivos debido a su bajo
consumo de energia, bajo costo, miniaturizaciéon y capacidad de multiplexa-
cién. Como ejemplo de deteccion sin etiquetas, Nidzworski et.al. presenta un
inmuno sensor universal para la deteccion del virus de la influenza A. La detec-
cion del virus fue posible mediante la espectroscopia de impedancia electroqui-
mica (EIS) y la unién directa de anticuerpos al electrodo de oro. En este articulo,
la curva de calibracién se obtuvo representando el cambio en la resistencia a
la transferencia de carga frente a la concentraciéon de proteina. Es importante
sefialar que las diferencias inferiores al 5 % en la resistencia fueron rechazadas
[182]. Otro biosensor sin etiquetas fue desarrollado por Sharma et.al. para detec-
tar la interleucina-8 humana (IL-8). La fabricacion del biosensor se llevé a cabo
empleando una proteina de captura no anticuerpo sintética pequefia y robusta
basada en un armazoén de cistatina que muestra una alta afinidad por la IL-8
humana (figura 2.6). Un punto interesante en este documento es el diagrama de
calibracion. Aqui los autores eligieron el componente de fase a una frecuencia

tija para mostrar la respuesta del biosensor a la concentracién de IL-8 [183].

Figura 2.6: Esquema del ensamblado del biosensor. Una SAM formada con
monotiol-alcano-PEG primero se deposité sobre un electrodo de oro. El ele-
mento de biorreconocimiento se inmovilizé covalentemente sobre la SAM
cuando los grupos funcionales de ella, el dcido carboxilico, se activaron usando
EDC/NHS. EL bloque de los sitios activos remanentes se hizo con etanolami-
na. En sensor se prob6 usando fluidos con el contenido de la proteina humana
IL-8. La deteccién se hizon con EIS.[183]

La FEIS es una técnica muy poderosa como método de transduccién para
biosensores sin etiquetas. Al medir el espectro de impedancia, es posible extraer,
con simples célculos, un rango de pardmetros (R, C, fase, etc.) que describen la
respuesta del biosensor.

Hay revisiones que abordan el empleo de los diferentes biosensores [184]
[185] [186]. Este capitulo pretende obtener una visién general de los nanomate-
riales, moléculas, polimeros, electrodos y los métodos de transduccién utiliza-

dos en dispositivos de deteccién inmunolégica.
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2.3.1. Nanoestructuras metéalicas

En esta seccién, presentamos el uso de diferentes nanoestructuras metélicas
como dispositivos de soporte y transduccién de inmovilizacion.

En 1997, Tiefenauer et al. informaron sobre un sistema inmunosensor am-
perométrico multivalente que se basa en tecnologia de silicio y nanohilos de
oro (AuNWs). El antigeno marcado con biotina se uni6 a la superficie del elec-
trodo a través del enlace estreptavidina-biotina. Los anticuerpos marcados con
terroceno produjeron la sefial de deteccion electroquimica en AuNWs [187].

Koh et al. desarrollaron un inmunosensor electroquimico sensible a las pro-
teinas, basado en un electrodo de alambre de platino modificado con altimina
nanoporosa. El mecanismo de deteccién depende del bloqueo de los canales de
poro cuando las moléculas de antigeno proteico se unen al anticuerpo unido a
las paredes del canal, impidiendo la difusién de la sonda redox, ferrocenemeta-
nol, hacia el alambre de platino sensible superpuesto por la pelicula de aliimina
nanoporosa [188] .

Siguiendo el mismo concepto de método de transduccién como Koh, Zhuo
et al. describi6 un inmunosensor amperométrico. Utilizaron positivamente na-
noparticulas cargadas de oro (PGN) y un material nanoestructurado compuesto
de ferrocenomonocarboxilico (FceCOOH) y dianhidrido 3,4,9,10 - perilentetra-
carboxilico (PTCDA). Si bien la fabricacién del electrodo puede ser complicada,
la cuantificacién del analito es simple. La deteccién se basa en el cambio en la
respuesta de la corriente antes y después de la reaccién antigeno-anticuerpo. Tal
complejo inhibe el acceso de la sonda redox al electrodo. Entonces, la respuesta
es la diferencia en la corriente antes y después. En este articulo en particular, los
autores no solo caracterizaron el electrodo utilizando técnicas fisicas como la
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) y el microscopio electrénico
de barrido (SEM), sino también las técnicas de EIS y CV dadas las caracteristicas
de un buen electrodo [189] .

La combinacién de PB y AuNPs como plataforma transductora fue investi-
gada por Chen et al. Aqui, las PBNPs se prepararon con la ayuda de un poli-
mero que suprime el crecimiento de cristales de PB. Luego se agreg6 chitosan a
la mezcla de NPs. Las AuNPs se unieron mediante interacciones electrostaticas
con la mezcla de PBNPs. Como de costumbre, se emplearon AuNPs debido a
su alta relacion superficie / volumen y la mejora de la transferencia de carga. Es
notable la simplicidad de la fabricaciéon del biosensor. El electrodo se modific6

con nanoestructuras mediante el agregado a gotas del material y la biofuncio-
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nalizacién con el Ab se obtuvo por inmersioén [190].

Continuando con los sensores basados en AuNPs y PB, Huang et al. desarro-
116 un inmunosensor electroquimico de salbutamol (SAL). En esta oportunidad,
el antigeno, SAL, se inmovilizé en la superficie del electrodo. Antes de la in-
movilizacién del SAL, un GCE se modificé con AuNPs, PB y un polimero en la
parte superior donde se unié el SAL. Se inmovilizé un anticuerpo secundario
anti-SAL marcado con HRP (AAb) en un nanocompuesto de chitosan - grafeno
- AuNPs. La deteccién sigue una reaccién del tipo competencia. Con el aumento
de SAL, la sefial muestra una disminucién. La explicacién de esto es que, cuanto
mas libre esté la solucion de SAL, menor sera el AAb que se une al Ab anti-SAL
unido a la superficie del electrodo [191]. Este biosensor mostré un buen ren-
dimiento en comparacién con otros métodos de detecciéon de salbutamol. Sin
embargo, si comparamos el método de fabricacién como el descrito anterior-
mente, este biosensor es mucho més complicado. Lo mismo podria decirse con
respecto a la reaccion de tipo competitivo como estrategia de deteccion.

Etiquetar un anticuerpo secundario (Aby) es un método comtinmente utili-
zado como sefial de deteccidn. Las técnicas de transduccién podrian ser 6pticas
o electroquimicas. Zhang et al. emple6 una pelicula de PPY con nanoclasters
Au como electrodo donde se inmoviliz6 el Ab primario. Se usaron nanorods de
Au, funcionalizados con HRP y el Ab, marcado con HRP, como el amplificador
de sefial (Figura 2.7) [192].

HQ(Red)
HQ(Ox) H0, g0

w@*#u

HQ(Red)

A ey #  Aunanocluster 40 oftoxacinova @ blocking agent

primary antibody Y secondary antibody [IIINN) goldnanorod 3 HRP

Figura 2.7: Representaciéon esqumatica del inmunosensor electroquimico [192].

Los puntos cudnticos (QD) son nanocristales con didmetros en el rango de
2 a 10 nm. Debido a su pequefio tamafio, los electrones en los puntos cuénti-
cos estan confinados y, como resultado, hay una cuantificacién de los niveles
de energifa. El resultado mds evidente de esto es la fluorescencia, en donde los
nanocristales pueden producir colores distintivos determinados por el tamafio

de las particulas. Chen et al. desarroll6 una sonda (CdSe QDs) para inmunoen-
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sayo de electroquimioluminiscencia (ECL). En general, la sefial de la ECL con
QDs es menor que la obtenida de otros indicadores. Aqui, los autores disefiaron
una estrategia para mejorar la sefial de ECL cargando QDs sobre AuNPs. Pa-
ra este proposito, AuNPs se funcionalizaron con dendrimeros poliamidoamina
(PAMAM). [193].

2.3.2. Nanoestructuras de 6xidos metéalicos

Las estructuras de 6xido metdlico, como el SiO;, son bien conocidas por su
estabilidad y aplicaciones biomédicas. Con el auge de las nanoestructuras, el
impacto en la salud humana y el medio ambiente de tales estructuras y mate-
riales es de gran interés. Al respecto existen algunos trabajos muy iteresantes,
[194], [195], [196], [197].

Las nanoparticulas magnéticas han atraido mucho interés debido a la posi-
bilidad de guiarlas a sitios especificos mediante campos magnéticos externos
[198]. A pesar de esta ventaja, las NP magnéticas tienden a agregarse cuando se
colocan en condiciones in-vivo [199].

Gong at al. estudi6 una estrategia que combina nanoparticulas de plata y
SiO; para desarrollar una nanoparticula ntcleo-capa incrustada con un colo-
rante, el isotiocianato de rodamina B, como etiqueta para Raman. Considerando
lo anterior, las NP magnéticas se recubrieron con SiO; y se usaron como herra-
mientas de inmovilizacion y separaciéon (Figura 2.8). Aqui se encuentra el mejor
punto de este enfoque, la estabilidad de las NPs de SiO; y la practicidad de usar
NPs magnéticas [200].
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Figura 2.8: Diagrama de un inmnoensayo tipo sandwich que utiliza nanopar-
ticulas de Ag/SiO, del tipo ntcleo-capa usadas como marcador. La matriz de
inmovilizacién son nanoparticulas magnéticas cubiertas con de SiO, [200].

Como se mencioné anteriormente, las propiedades 6pticas de las NP de-

penden del tamafio. Un efecto es la aparicién de la fotoluminiscencia (PL) a

temperatura ambiente. Esto fue empleado por Viter et al. para desarrollar un

inmunosensor basado en el cambio del espectro de fotoluminiscencia al inter-

accionar el antigeno con el anticuerpo [201].

Otra propiedad importante de las NP es su capacidad redox. Algunas NP

como el 6xido de plata y plata (Ag-Ag,O NP) presentan picos redox cuando se

realiza un barrido de potencial. Yang et al. desarroll6 un inmunosensor electro-

quimico sin etiquetas usando Ag-Ag,O NP y grafeno sobre un electrodo de oro

(Figura 2.9). Un enfoque eficiente considerando que las NP se emplearon como

matriz de inmovilizacién y transductor de sefial. Al aumentar las concentracio-

nes de Ag, hay un aumento en la respuesta actual [202].

——
(a) Graphene-Nafion

|
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t‘

(d) BSA blocking

Figura 2.9: Representacion esquematica del inmunosensor [202].

En un enfoque completamente diferente del uso de MNP, Tian et al. disefié

un inmunoensayo para el virus Zika. El analito objetivo era un oligonucle6ti-
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do de virus sintético y la cuantificacién se llevo a cabo por susceptometria de
corriente alterna. Brevemente, los MNP funcionalizados con estreptavidina, ce-
badores biotinilados y la muestra se mezclan con los reactivos de amplificacién
isotérmica mediada por bucle (LAMP) en los que se amplifica el oligonucle6ti-
do del Zika. Los amplicones resultantes estdn unidos a los MNP, lo que permite
la deteccién (Figura 2.10) [203]. Si miramos mads alld de todas las dificultades
que implican los métodos de biologia molecular, encontramos una técnica crea-
tiva para detectar el virus del Zika. Hay una ventana de 7 dias (después de los
primeros sintomas) para realizar las pruebas de laboratorio estdndar. En pro-
medio, estas pruebas tienen un tiempo de ejecucién de ca. 90 minutos. Combi-
nando LAMP con susceptometria, este grupo logré un LOD y tiempo de ensayo

mas bajos en comparacién con los ensayos estdndar.

V\/\,-V‘
LLLQ [ | @B :xcitation Coil

Sythetic Zika virus oligo

J 9 J LAMP =
Streptavidin-MNPs Pickup Coil
>
Biotinylated Primers Amplicon-MNPs AC Susceptometer

Figura 2.10: Ensayo de LAMP que utiliza susceptometria magnética [203].

Sanguino et al. deposit6é nanopilares (NR) de ZnO usando un método hidro-
térmico sobre un microelectrodo interdigitado en oro (IDE) para desarrollar un
inmunosensor electroquimico sin marcadores (Figura 2.11). El método de detec-
cién de impedancia no es efectivo cuando se usan IDE micrométricos debido a
los efectos del tamafio del electrodo. Una posibilidad de aumentar la sensibili-
dad es usar electrodos nanométricos, lo cual es costoso y lento. Aqui, la solucién
encontrada vino de dos lugares: primero, el electrodo se fabricé en un tamafio
micrométrico con ZnO NRs para aumentar el drea superficial. Segundo, en lu-
gar de medir la impedancia, los cambios se detectaron usando la capacitancia y

la fase en funcién de la frecuencia [204].
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Figura 2.11: La capa de nanocolumnas de ZnO se utilizan para inmovilizar y
distribuir los anticuerpos sobre la region activa del biosensor, donde la medi-
cién se hace mediante un campo eléctrico [204].

Los films delgados no solo ofrecen la promesa de que los sensores sean cada
vez més pequefios, sino que también sus materiales y recubrimientos los hacen
adecuados para biosensores implantables. Existe una gran variedad de mate-
riales, estructura, métodos de fabricacién y técnicas de deteccién de peliculas
delgadas que exceden el alcance de este capitulo. Sin embargo, la intencién aqui
es dar una idea de esta tecnologfia.

Ansari et al. deposit6 una pelicula de 6xido de zinc nanoestructurado (Nano-
Zn0) en una placa de vidrio con 6xido de indio-estafio (ITO) para coinmovilizar
anticuerpos de inmunoglobulina de conejo (r-IgG) y albtimina de suero bovino
(BSA) para la detecciéon de ocratoxina-A (OTA). La inmovilizacién de r-IgG se
llevé a cabo mediante la dispersién de 10ul de solucién en el electrodo de Nano-
ZnO/ITO derivado del sol-gel (figura 2.12) [205].
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Figura 2.12: Esquema de la fabricacién del inmunosensor cuya estructura es:
BSA /r-IgGs/Nano-ZnO/ITO. También se muestra la reaccion bioquimica en-
tre la OTA y el inmunosensor [205].

Recientemente Munje et al. investigd el uso de peliculas delgadas de ZnO
para aplicaciones de inmunosensayo. El andlisis de este trabajo se centré en el
crecimiento y la funcionalizacién de las peliculas delgadas. La Figura 2.13 mues-

tra las dos superficies funcionalizadas obtenidas al cambiar algunos parametros
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de crecimiento. El rendimiento del biosensor se analizé mediante EIS con un
LOD de 10 fg/ml [206]. No muchos documentos mencionan las propiedades de
fabricacion del transductor y cémo influye en el biosensor. Aqui, los autores es-
tudiaron la relacién entre la superficie de la pelicula delgada resultante con los
enlazadores utilizados para inmovilizar el anticuerpo. Los resultados obtenidos
con EIS mostraron la afinidad de los enlazadores hacia la diferente terminacién

de la superficie del ZnO. Esto también fue confirmado por fluorescencia.

Figura 2.13: Set-up del inmunoensayo sobre una superficie de ZnO donde se
usaron DSP y APTES para inmovilizar sobre la superfice anticuerpos anti-
troponin-T. [206].

2.4. Conclusiones

Este capitulo, se centr6 en la relevancia de diferentes nanoestructuras, bio-
moléculas y métodos de transduccién e inmovilizacién del elemento de bio-
rreconocimiento para la deteccién de H,O, como asi también de antigenos. La
incorporacién de nanomateriales al transductor produce un efecto de sinergia
y permite la posibilidad de detectar concentraciones mds bajas de una amplia
variedad de analitos.

Dentro de este trabajo, no intentamos cubrir toda la literatura en este campo
de investigacion. Este trabajo ofrece una revisién bibliografica sobre diferentes
nanoestructuras, conceptos de disefio, métodos de transduccién y rendimiento
de deteccién. A partir de nuestro examen del trabajo publicado en este campo,
es evidente que el método de transduccién méas empleado es el electroquimico,
en particular, la amperometria. Cuando se trabaja con este tltimo, es importante
considerar el voltaje de polarizacion para evitar interferencias y preservar la su-
perficie del electrodo. Un material es capaz de catalizar HyO, a OV es el azul de
Prusia. Las nanoparticulas, metdlicas y de 6xido de metal, también proporcio-
nan una buena plataforma de deteccioén, que proporciona una sensibilidad alta

y un LOD cercano a un nivel inferior al micromolar. Al elegir la estructura para
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la deteccion de H,O,, es importante considerar el propésito de la medicion.
El estudio del estado del arte de la tecnologia en sensores y biosensores per-
mitié analizar y evaluar las técnicas de fabricaciéon y transduccién empleadas

en esta tesis.
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Limitar nuestra atencion a cues-
tiones terrestres seria limitar
el espiritu humano. El mayor
enemigo del conocimiento no es
la ignorancia, sino la ilusion del

conocimiento.

Stephen Hawking
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3.1. Introduccion

El sensor amperométrico de glucosa es uno de los biosensores basados en
enzimas mds importantes. Los aspectos fundamentales de un sensor electroqui-
mico de glucosa implican la inmovilizacién de una enzima sobre la superficie de
un electrodo y la formacién de una comunicacién eléctrica eficaz entre la enzima
y el transductor electroquimico, manteniendo (o incluso mejorando) la estabili-
dad mecdnica y la actividad biocatalitica de la enzima. Para lograr este objeti-
vo, una forma prometedora es el empleo de materiales nanoestructurados, por
lo que se han desarrollado numerosas propuestas en las tltimas décadas. Por
ejemplo, se estudié ampliamente el uso de nanotubos de carbono para la inmo-
vilizacién de enzimas, ya sea en forma aleatoria [207] [208] [209], 0 en una forma
ordenada [210] para el disefio de biosensores. Ademads, se obtuvieron mejoras
en el rendimiento de los sensores mediante la incorporacién de enzimas redox
con nanoparticulas metalicas [211] y nanomateriales semiconductores [212]. Las
grandes dreas inherentes a los nanomateriales permiten una carga mds alta de
enzimas, lo que mejora draméticamente la actividad del sensor. Ademas, los na-
nomateriales se pueden utilizar para incorporar las enzimas dentro de su me-
dio ambiente local a una nano- y microescala, mejorando asf la transferencia
de electrones entre los sitios activos de las enzimas y el electrodo [213]. Entre
los diversos nanomaterials, el 6xido de zinc (ZnO) ha atraido mucha atencién
debido a su gran cantidad de aplicaciones posibles. El ZnO es un semiconduc-
tor con una banda prohibida ancha (3,37 eV) y juega un papel importante en la
Optica, optoelectrénica, y para la fabricacién de sensores y actuadores debido a
sus propiedades semiconductoras, piezoeléctricas y piroeléctricas [209]. E1 ZnO
nanoestructurado, no sélo posee una alta drea superficial, no es toxico y presen-
ta buena biocompatibilidad y estabilidad quimica, sino que también muestra
caracteristicas biomiméticas y una alta capacidad de intercambio de electrones
[213], lo que es ideal para su aplicaciéon en biosensores. Se pueden fabricar di-
ferentes tipos de nanoestructuras de ZnO por medio de diferentes técnicas. En
la bibliografia se reportaron en los dltimos afios, numerosas aplicaciones con
distintas nanoestructuras sobre las que se inmovilizaron enzimas para la fabri-
cacién de biosensores, ya que el ZnO representa un excelente material con un
punto isoeléctrico alto (de 9.5) que permite la facil inmovilizacién de una en-
zima (con un punto isoeléctrico bajo) a través de una interaccion electrostética
[214]. En este trabajo se muestra el disefio de un biosensor de glucosa que per-

mite la cuantificacién de concentraciones muy bajas de glucosa empleando una
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cantidad mucho menor de enzima y con mejor sensibilidad debido al empleo
de nano particulas de 6xido de zinc (ZnO NPs) en la superficie de un biosensor
de pasta de carbon, a diferencia de la inmovilizacién en volumen comtinmente
empleada en este tipo de sensores. Con esta metodologia de inmovilizacion se

abre la posibilidad de biosensores descartables, sensibles y de bajo costo.

3.2. Materiales y Método

3.2.1. Nanoparticulas

La suspension coloidal de NPs en alcohol isopropilico se obtuvo utilizando
el método de Bahnemann et al. [215]. Para caracterizar la suspensién se mi-
dieron algunos parametros quimicos como ser el pH, la viscosidad, densidad,
potencial zeta y conductividad. Para esto se utiliz6 un pHmetro Metler Toledo
modelo MA 235, un viscosimetro Anton modelo Stabinger, un Nano Zeta Si-
zer marca Malvern, modelo Zen3600 y un conductimetro Metler Toledo modelo
MC 226 con celda de cuatro electrodos

La sintesis de las nanoparticulas se encuentra detallado en el trabajo de San-
doval et.al. [216]. Sus propiedades fisicoquimicas, medidas en el mismo medio
en el que fueron sintetizadas (2-propanol), se muestran en la tabla a continua-
cion.

Cuadro 3.1: Caracteristicas fisico-quimicas de las ZnO NPs

Analisis Resultado Temperatura (°C)
pH 6.125 + 0.002 25.0+ 0.5
Viscosidad 1.91 + 0.01 poise 23.0+£0.5
Densidad 0.7893 =+ 0.0005 gr/cm3 245+ 0.5
Potencial zeta 18.0 £ 0.1 mV 250+ 0.5
Conductividad 3.93 £ 0.01 uS/cm 26.1+0.5

Para estimar el tamafio de las particulas de ZnO de la suspensién coloidal, se
deposité una gota de 5 ul de la suspension sobre un sustrato de Si, se dejo6 secar
el solvente a temperatura ambiente y se estudi6 la muestra mediante microsco-
pia electrénica de barrido. El tamafio de las nanoparticulas de ZnO se estim6
en 5 nm y se corroboré a partir de medidas de absorbancia de las suspensiones
coloidales utilizando un espectrofotémetro marca Varian Cary 50 UV /Visible
[216].

65



Capitulo 3. Biosensor de Glucosa basado en nanoestructuras de ZnO

3.2.2. Preparacion del biosensor

El biosensor se prepara a partir de 2.4 mg de la enzima glucosa oxidasa
(GOx) tipo VII de Aspergillus niger 100 unidades g ! (Sigma Aldrich), que se
disuelven en 1 ml de buffer fosfato de sodio y potasio (PBS) a pH 7 con 0.1 M de
cloruro de potasio como electrolito soporte. La pasta de carbén (CP) se prepara
con 171 mg de polvo fino de grafito (Sigma Aldrich) y 71 mg de parafina liqui-
da (Laboratorio Palmares) en un mortero de 4dgata. Esta pasta se coloca luego
sobre un disco de cobre dentro de un tubo de silicona, se compacta y se pule
suavemente en papel vegetal (figura 3.1). El tubo de silicona sirve para brindar
el soporte necesario al biosensor. El electrodo de cobre, de 3 mm de didmetro,
se pule con lijas de granulado 600, 1000 y 2000 y luego se lava en 2-propanol y
agua (1:1 v/v) dentro de un lavador ultrasénico durante 5 minutos. La CP y el
contacto de cobre sirven como medio conductor para registrar los cambios de
impedancia en la interfaz electrodo — electrolito.

El biosensor se polariz6 con una suma de sefiales, compuesta por una con-
tinua (DC) de 900 mV y una sefial alterna (AC) de 50 mV RMS y 0.4 Hz. Los
valores 6ptimos para la sefial de medicién fueron obtenidos en trabajos anterio-
res [217]. Para estimular al sistema se realizaron agregados sucesivos de glucosa
en concentraciones crecientes ente 0 y 4 mM y se midi6 la impedancia de interfa-
se compleja (mddulo | Z1| y fase ®). Se construyeron las curvas dosis-respuesta
acumulativas, a partir de las cuales se extrajeron los valores de amplitud co-
rrespondientes a cada concentracion de glucosa. Para las mediciones se emple6
buffer fosfato (PBS) pH 7 con 0.1 M de cloruro de potasio.

3.2.2.1. Inmobilizacion de la enzima

La inmovilizacién se realiza en dos etapas. Se emplea una solucién que con-
tiene solamente GOx como control, denominada solucién A en concentraciéon
de 2,4 mg/ml. Por otro lado, se permite la interaccién de la GOx con las nanoes-
tructuras por medio de una solucién de enzima (de la misma concentracién que
la solucién A) con las nanoparticulas, denominada solucién B, que se deja re-
posar durante 24 hs a 4 °C. A continuacion se depositan 5 ul de la solucion A
sobre un electrodo y se deja secar. A continuacién se agregan 5 ul Nafion (Sig-
ma Aldrich), se deja secar y se guarda, hasta su uso, a 4 °C. Se obtienen asi dos
biosensores, el biosensor A que solo tiene GOx y el B que estd funcionalizado
con la mezcla de GOx + ZnO NPs. La figura 3.1 muestra la celda de medicién y

el biosensor terminado.
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Figura 3.1: (A) Celda tripolar de medicién y (B) el Biosensor

3mm

Se realiza la mezcla de GOx con las NPs de ZnO durante 24 hs a 4°C para
permitir que la enzima recubra las NPs por diferencia en sus puntos isoeléctri-
co, y por lo tanto, obtener mayor concentracién de enzima inmovilizada (por la
relacion superficie-volmen de las nanoestructuras). El tiempo de incubacién se
obtuvo a partir de resultados empiricos y que normalmente se emplean en la bi-
bliografia. De esta manera se espera aumentar la sensibilidad del biosensor. Por
otro lado, al estar las NPs recubiertas de enzima, se disminuyen los problemas

de aglomeracién de las mismas

3.3. Resultados y Discusién

La figura 3.2 muestra, a la izquierda la microfotografia SEM de las ZnO NPs
depositadas sobre un sustrato de silicio luego de evaporado el solvente; y a la
derecha una microfotografia de la CP sobre la que se depositaron las NPs de
ZnO recubiertas con la enzima. En esta tltima fotografia se pueden observar
claramente las hojuelas de grafito y hacia arriba a la izquierda, en los pequefios
puntitos blancos, los dep6sitos de la mezcla de NPs con enzima. Las fotografias

se muestran en diferentes escalas para poder apreciar mejor el biosensor.

Figura 3.2: Izquierda: Imagenes SEM de las ZnO NPs usadas y Derecha: la mez-
cla de GOx con las NPs depositadas sobre la CP

En la figura 3.3 se grafica, en base a los valores promedios de tres biosenso-
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res, la impedancia normalizada de Z y su fase calculadas como en la equacién
3.1 (valor relativo de Z y la fase a la concentracion cero de glucosa) en funcion de
la concentracion de glucosa. En (A), las mediciones de modulo y en (B) la fase,
frente a distintos agregados de glucosa. En simbolos llenos naranjas, se presen-
tan mediciones del biosensor A (solo con GOx), y en simbolos vacios azules, las

respuestas empleando el biosensor B, es decir el biosensor con las NPs de ZnO.

Z -7
Znorm = Oml\éo Mme (3.1)
m

Figura 3.3: Respuesta normalizada del biosensor s6lo con enzima GOx (sim-
bolos rojos), y biosensor con GOx + NPs de ZnO (simbolos azules), donde (A)
corresponde al médulo de Z y (B) a la fase.

La pendiente de la recta de regresion lineal indica la sensibilidad del sistema
a los distintos agregados de glucosa. Se puede observar en la gréfica el aumento
de sensibilidad que se obtiene con los biosensores fabricados con NPs de ZnO.

El cuadro 3.2 muestra la comparacién entre la sensibilidad normalizada (1/mM)
de ambos biosensores, tanto para el médulo de Z como para la fase, donde se

observa un aumento de la sensibilidad de 1 orden de magnitud.

Cuadro 3.2: Sensibilidad del biosensor

Biosensor Sensibilidad |Z| Sensibilidad

A 0.0046 £ 0.0004  0.0067 £ 0.0012
B 0.0259 £ 0.0038  0.0430 £ 0.0018

El método empleado para la cuantificacién de glucosa es el método cronoim-
pendancimétrico [218]. Las mediciones presentadas en esta tesis, se diferencian
en que el elemento biorreceptor, es decir la enzima GOX, no se inmoviliza en
volumen dentro de la PC, sino que se inmoviliza en superficie por drop casting.
El aumento de la sensibilidad se debe al gran aumento de la superficie de inmo-

vilizacion que proveen las NPs, lo que produce como se menciond, un aumento
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en la cantidad de enzima inmovilizada y, por consiguiente, un aumento en la
actividad del biosensor.

En ambos biosensores se obtuvo una respuesta lineal por debajo de los 4
mM, lo que demuestra una buena sensibilidad a bajas concentraciones. Sin em-
bargo, la sensibilidad obtenida por el biosensor con ZnO NPs es de un orden
mayor. La fase de la impedancia compleja demostr6 ser el aspecto con mejor
sensibilidad. Se evalu6 entonces el comportamiento en tres ensayos del biosen-
sor para concentraciones menores a 1 mM. La respuesta del mismo se observo
unicamente en la fase al ser més sensible.

En la Figura 3.4 se muestra la respuesta de la fase de la impedancia normali-
zada para el rango de concentracién de glucosa entre 0 y 1 mM. Se obtuvo una
sensibilidad en la fase de 0.957 + 0.004.

Baja concentracién de Glucosa

0.9

o I 2

0.6 i

e y =0.957x+0.004
05 i R?=0.999
0.4 -

Normalizacion (fase)

03 ]
02 §
01 i

R
0 0.1 0.2 03 04 0.5 0.6 0.7 0.8 09 1
Glucosa (mM)

Figura 3.4: Respuesta normalizada de la fase del biosensor con enzima GOx +
NPs ZnO frente a agregados de baja concentracién de glucosa.

Una vez finalizadas las mediciones anteriores, los biosensores se enjuagaron
con agua destilada y se conservaron a 4 °C. Luego de 8 dias se repitieron las me-
diciones de glucosa con los mismos biosensores y se obtuvieron los resultados
que se observan en la figura 3.5. Cada punto es el resultado de tres mediciones

de cada uno de los biosensores.

(A) Repeticién |Z| B) Repeticion ¢
0.070 0.07 .
y=0.0172x + 0.0061 e 0.06 y = 0.0185x - 0.0005
0-060 R?=0.9595 . R2=0.996
—_ P —
& 0.050 7 0.05 .
2 0.040 o = oo .
N ©
= . y = 0.005x + 0.0006 S 3 y = 0.0058x + 0.001
0.030 0.03 %
; o . R2=0.9946 S o R2=0.9889
2 0020 T s S 002 e .
s P £ ST »
0.010 | et & 2001 | e e P
L eaneenet ol A C PR
0.000 @ 0 e
0 05 1 15 2 25 3 35 4 oor 0 05 1 15 ) 25 3 a5 B
Glucosa (mh) ) Glucosa (mM)

Figura 3.5: Repeticién de los ensayos luego de 8 dias. Donde (A) y (B) corres-
ponden al médulo y fase.
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El cuadro 3.3 muestra la sensibilidad de las repeticiones a los 8 dias.

Cuadro 3.3: Sensibilidad del biosensor en la repeticién

Biosensor Sensibilidad |Z| Sensibilidad ®

A Rep. 0.0050 £ 0.0006  0.0058 £ 0.0002
B Rep. 0.0172 £0.0023  0.0185 £ 0.0006

Se observa que la sensibilidad promedio del biosensor A varia sélo un 13 %
para la fase, mientras que para el biosensor B, la sensibilidad promedio dismi-
nuy6 un 57 % para la fase luego de 8 dias. Sin embargo, se mantiene dentro
del mismo orden de magnitud. Luego de 8 dias, la sensibilidad promedio del

biosensor B es similar al del biosensor A recién construido.

3.4. Conclusiones

Se estudiaron dos biosensores mediante el método cronoimpendancimétri-
co, con la variante de la enzima depositada sobre la superficie y con la enzima
GOx previamente inmovilizada sobre nanoparticulas de ZnO. En ambos casos
se obtuvo una respuesta lineal por debajo de los 4 mM (rango de utilidad pa-
ra las concentraciones de glucosa en sangre normales), lo que demuestra una
buena sensibilidad a bajas concentraciones. Sin embargo, la sensibilidad obte-
nida por el biosensor con ZnO NPs es de un orden de magnitud mayor. La fase
de la impedancia compleja demostré ser el aspecto con mejor sensibilidad. Con
el biosensor con nanoparticulas fue posible detectar concentraciones de glu-
cosa menores a 1 mM. Esto significa que un biosensor con nanoparticulas de
Zn0, podria ser aplicado para la detecciéon de concentraciones muy pequefias
de glucosa, lo que ofrece resultados promisorios en el disefio de biosensores no
invasivos, es decir, que permitan registrar niveles muy bajos de glucosa, como
por ejemplo en saliva. Se hicieron ensayos luego de 8 dias con los mismos bio-
sensores obteniendo una disminucién de la sensibilidad, pero manteniendose
en el mismo orden de magnitud. En este caso, el biosensor B posee una sensi-
bilidad similar al biosensor A recién construido. Esta perdida de sensibilidad
podria atribuirse a los fenomenos superficiales que pueden sufrir las NPs, ya
que debido a su pequeno tamafio, la superficie es muy reactiva y sensible a ser
afectada por impurezas, pudiendo mostrar un comportamiento global de me-

nor sensibilidad como el presentado en la repeticion del ensayo. Los resultados
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presentados son preliminares debido a que falta evaluar la respuesta del bio-
sensor a interferentes y muestras reales, pero muestran ser promisorios para el

desarrollo de biosensores ultra sensibles.
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La inteligencia es la capacidad de

adaptarse al cambio.

Stephen Hawking
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41. Introduccion

Las nanoestructuras de ZnO se han utilizan ampliamente para el desarrollo
de biosensores para la medicion de glucosa, debido a las caracteristicas antes
mencionadas. En el caso de los biosensores de glucosa, la enzima empleada es
la Glucosa Oxidasa.

En esta tesis se estudiaron thin films (TF) de ZnO en el marco de un Proyecto
de cooperacién con la Universidad de Leipzig, Alemania con el fin de desarro-
llar sensores para la detecciéon de concentraciones muy bajas de glucosa. Dentro
de este proyecto de investigacién se publicé un trabajo [219], donde reporta-
mos que los thin films nanoestructurados de ZnO modifican sus propiedades
de transporte al verse influenciados por solucuiones en su superficie.

Los biosensores para glucosa han sido muy investigados ya que este analido
es de gran importancia en la industria alimenticia y para la salud humana.

En un esfuerzo para desarrollar sensores de glucosa mas sensibles y confia
bles, se busca el empleo de la nanotecnologia. Las nanoestrucutas de ZnO se
comenzaron a utilizar ampliamente alrededor de 10 anos atras. En general se
utilizan los TF de ZnO como sensores de gases [220], [221], [222]. Por otro la-
do, los reportes acerca el uso de este material como biosensores indcan que se
los submergen dentro de una solution donde se encuentra el analito de interes.
Del studio realizado, observamos que no habian reportes sobre el uso de los TF
en la manera que nosotros propusimos. Para este trabajo, se deposita una go-
ta de solucion en la superficie del TE. En particular, los TF policristalinos son
interesantes debido a las posibles variaciones en las propiedades de transporte
relacionadas con las interfases o bordes de grano. Esta ultima propiedad juega
un rol importante en el transporte electrico ya que algunas moleculas y/o ato-
mos pueden acumularse directamente en los bordes de grano o muy cerca de
ellos. Esta interfaz entre granos forma una barrera del tipo Schottky y su altura
depende de los defectos o dopantes que se encuentran en ella. La conduccién
en el TF puede tener distintos caminos, de grano a grano o a traves de los bor-
des. La espectroscopia de impedancia es una tecnica muy util para el estudio
de estos defectos, y sobre el posible impacto de éstos sobre las propiedades de
conduccién, ya que puede revelar la contribucion de los diferentes caminos al

transporte.
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4.2. Materiales y Método

4.2.1. Reactivos

Se prepar¢6 buffer fosfato (PBS) 0,07 M y pH 7,25 usando K,HPO,4 y NayHPOy4.
Se prepar6 una solucién de glucosa 1 M en el mismo buffer, y diluciones del an-
terior en diferentes concentraciones (0.25, 0.75, 1.5, 3, 4, 5 y 10 mM). La solucién
GOx (Glucosa Oxidasa Tipo VII de Aspergilus Niger, Sigma-Aldrich) se pre-
pard con concentraciones de 48 mg / ml en PBS. Todos los reactivos eran de

Sigma-Aldrich, y el agua DI (18.2 M(Q)) se utiliz6 para todas las soluciones.

4.2.2. Crecimiento de los TFs

Los TF de ZnO se crecieron usando un sistema PLD (deposiciéon de laser
pulsado) bajo una presién de vacio de 5 x 10~¢ mbar. Los TFs orientados en el
eje ¢ fueron crecidos sobre sustratos de zafiro de orientacion en el eje ¢ (1-0 0) («a-
Al;O3) usando un laser pulsado de Nd:YAG a 5 Hz, A=248 nm, una energia de
650 m]J, temperaturas de sustrato de 600°C, 700 °C y 800°C y bajo una atmosfe-
ra de oxigeno de 125 x 10~3 bar durante la deposicién. Se utiliz6 un objetivo de
Zn0 (99,999 %) (Pi Kem LTD). El soporte del sustrato fue colocado 10 cm del ob-
jetivo y el espesor del film fue controlado por el nimero de pulsos para obtener
ca. 200 nm [223]. El periodo de deposicién fue de 15 minutos y después de que
la temperatura disminuy6 a 25 °C, cada film se sonicé con un sonicador Bande-
lin Sonorex RK 100H con acetona, iso-propanol y agua DI durante 10 minutos.
Finalmente, los films se secaron a 100 °C durante 1 h. Los films se verificaron
por difraccién de rayos X (espectrémetro Philips X'Pro), cuyo difractograma se
muestra en la figura 4.2. En dicha figura se pueden observar varios picos, uno
de ellos cercano a 20= 34.7° lo que indica que los TFs tienen orientacién en el eje
¢ [224]. Para caracterizar a los TFs con soluciones secas en la superficie se utili-
z6 un microscopio de haz doble - Nova NanoLab 200, FEI Company. La imagen
SEM en la figura 4.3 (vista normal del TF) muestra la morfologia de los TFs uti-
lizados. Como se ve, no hay una porosidad abierta para permitir la inclusién de
aire o el drenaje de la solucién. La seccién transversal de la imagen SEM (recua-
dro de la Fig. 4.3) tampoco muestra porosidad (excepto un gran agujero creado
durante el procedimiento de corte del TF + sustrato). Por lo tanto, las image-
nes SEM refuerzan nuestro modelo propuesto de conduccién (grano + borde de
grano), como se esquematiza en la figura 4.1. Dicho modelo fue discutido en

mayor profundidad en una publicacién previa [219]. Muy brevemente, se ajus-
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taron a modelos circuitales las respuestas de impedancia frente a los agregados
de distintas soluciones como ser agua destilada, buffer, glucosa y enzima. A
partir de los valores obtenidos de los ajustes se pudo inferir la contribucién al
valor de la impedancia de cada camino de conduccién, donde la conduccién por
borde de grano se ve fuertemente afectada por las soluciones y su contribuciéon

domina la el valor de impedancia medido luego de secarse la gota del agregado

[219].
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Figura 4.1: Estructura asumida del modelo de conduccién de los ZnO TFs con
las diferentes vias de conduccién. Cada grano (G) se modela con un circuito RC
paralelo, un circuito similar se utiliza para los bordes de grano (GB). El camino
de conduccién total se modela como el equivalente de dos circuitos en serie

[219].
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Figura 4.2: Difractograma XRD de los TF crecidos a 700 °C (izquierda) y 600 °C
(derecha) con orientacién predominante en el eje c.
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ISUPRA 55VP-25-83 Mag = 50.00 K X|
200 nm EHT = 5.00 kV

SUPRA 55VP-25-83  Mag = 99.65 K X
200 nm EHT = 5.00 kV
5 mm

Figura 4.3: Micrografias SEM obtenida perpendicular al ZnO TF crecido sobre
sustrato de zafiro con eje preferencial c. En el recuadro se muestra la vista de
canto del TF.

4.2.3. Mediciones impedancimétricas

La impedancia eléctrica se midi6é con barridos de frecuencia utilizando un
analizador de impedancia (Agilent 4294a). La sefial era sinusoidal de amplitud
de 950 mV y un rango de frecuencia de 40 Hz a 3 MHz. El thin film TF01 con
dimensiones de 5 mm x 5 mm se puso en contacto eléctrico en sus extremos
opuestos utilizando una configuracién bipolar (dos electrodos) con la ayuda de
un microscopio Optico Carl Zeiss Stemi 2000-C. Los contactos eléctricos en las
muestras de ZnO se hicieron usando hilos de oro (® = 25 ym) uniéndolos con
indio puro; las muestras se montaron en un chip carrier Kyocera (Optocap, Es-
cocia). Un segundo lote de muestras de TFs, obtenidas a partir de la muestra
TF2 crecida bajo las mismas condiciones que TF1, se cortaron con una sierra de
alambre Well Diamond en barras de 1 mm x 6 mm, como se muestra esque-
maticamente en la Fig. 4.4. De esta manera, obtenemos 5 submuestras crecidas
bajo las mismas condiciones, y se denotaron como TF21 a TF25 para aclarar que
estas barras eran obtenido de la misma muestra TF2. Se agregaron diferentes
soluciones a las barras, como se puede ver esquemdticamente en la Fig. 4.5, y
se midi6 la impedancia eléctrica antes de la adicién y cada minuto hasta que se
seque la gota de cada solucién. Para evaluar la respuesta del biosensor, primero
se deposita una gota con GOX, se deja secar durante una hora y luego se proce-
de a medir las distintas soluciones. Para evitar la contaminacién residual solo

una adicién de cada solucién se hizo por muestra.
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~ Gold contact
to impedance
=2 Analyzer

Figura 4.4: Diagrama de los contactos sobre la superficie del film.

g
Indium
"\ contact

Figura 4.5: Esquema del procedimiento experimental. El drea de la gota sobre
los TFs fue siempre aproximadamente de 2 mm?

4.2.4. Modelos circuitales

Usando el software Zview 3.0 (Scribner Associates, Inc.) se ajustaron los mo-
delos circuitales a las medidas de impedancia. El TF de ZnO nativo, se puede
ajustar el sistema como un circuito paralelo RC, como se puede ver en la Fig.
4.6. Para los ajustes se utiliz6é un elemento de fase constante o CPE como una
capacitancia no ideal en lugar de un condensador ideal. Este elemento toma en
cuenta la dispersion de frecuencia del valor de capacitancia. El factor CPE-P (f)
es igual a 1 cuando el elemento se comporta como un condensador ideal. Los
valores superiores a 0,8 indican un comportamiento estrechamente capacitivo.
Para esta muestra, los parametros que se ajustan a los datos se muestran en el
Cuadro 4.1.
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—0—2nO TF

-
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Figura 4.6: Tipico diagrama Cole-Cole de un TF de ZnO con el correspondiente
modelo circuital. Los datos experimentales se muestran en circulos y el ajuste
en la linea continua.

Cuadro 4.1: Circuitos equivalentes utilizados para el ajusto de las mediciones

impedancimétricas.

Muestra Circuito Eq.! R1 CPE1 R2 CPE2

ZnO TF21 R1//CPE1 5,89 x 10°Q) 1,22 x 10~ 12F - -
£=0,99

2,5 min R1//CPE1-R2//CPE2 1,04x10°QQ 142x10712F 643x10°Q 7,03x10~°F
£=0,99 £=0,93

7,5 min R1//CPE1-R2//CPE2 1,04x10°Q 1,36x10712F 1,65x10°Q 4x10~°F
£=0,99 £=0,85

12,5 min R1//CPE1 22x10°Q0 1,27 x10~12F - -
£=0,99

b // Conexion paralelo. — Conexién serie

Los modelos circuitales empleados en cada tiempo cambian a medida que
se seca la gota sobre ellos debido a que intervienen distintos caminos de con-

duccién, ya sea por el grano o el borde del grano.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Variabilidad de los TFs debida a la fabricaciéon

La figura 4.7 muestra la representacion de Cole-Cole de diferentes barras de
TF de ZnO, indicadas como TF21 a TF25, cortadas del mismo TF. La impedancia
eléctrica se midi6 siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Cada medicién
se realiz6 en ausencia de luz, y sin agregar solucién. Las lineas continuas en las
gréficas son los ajustes obtenidos usando el software Zview 3.0. Se nota que la
impedancia R” medida a la frecuencia més baja, 40 Hz, muestra una variacién

promedio de dos, calculada para cada TF obtenidos del mismo sustrato. Esta
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variacion a bajas frecuencias muestra la inhomogeneidad del método de fabri-
cacién dentro de un mismo film. De todas maneras, estas variaciones en impe-
dancia, intrinsecas a la fabricacién de los TFs no representan un impedimento
para la aplicaciéon de biosensado puesto que para ello se utilizan los cambios
relativos de la impedancia.

A.ZnO TF21
—O— B. ZnO TF22
—0= C. ZnO TF23
—O=D. ZnO TF24
—O— E. ZnO TF25

-3.5x10°

-3.0x10° A
-2.5x10° A Equivalent RC circuit
w
-2.0x10° A
-1.5x10°

-1.0x10° A

Reactance Z" (Ohm)

-5.0x10" -

00
E%0m "¢ plA

T T T T T T T |
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10° 7x10°
Resistance z' (Ohm)

Figura 4.7: Resultados de la impedancimetria de cinco barras de TFs (TF21-5)
obtenidas de la misma muestra. En el recuadro se muestra una ampliacién de
la grafica de impedancia de dos TFs diferentes con valores cercanos entre ellos.

4.3.2. Cambios en la respuesta de impedancia por la luz am-

biente

Cuando se disefian sensores basados en semiconductores, se debe tener en
cuenta el efecto que pueden tener ciertas longitudes de onda de la luz sobre
su superficie. Para ello, se realizaron diferentes experimentos para explorar los
cambios en la respuesta impedancimétrica ante la presencia o ausencia de luz
ambiente sobre el TF, ver figura 4.8. Primeramente se expuso los TFs a la luz
durante una hora y luego se midié la impedancia en oscuridad. Se pudo ob-
servar en ese caso que la impedancia aumeta aproximadamente un 2.1 % hasta
el minuto 12.5. Cuando se mide pasando de mantener el electrodo en oscuri-
dad a exponerlo a la luz, la variaciéon de la impedancia en el minuto 12.5 fue de
aproximadamente 3.3 %. Estas variaciones se asocian al efecto de la luz que crea

nuevos portadores al incidir sobre el semiconductor.
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—0—A.ZnO TF exposed to light
—O— B.Darkness 2.5 min
—O—C. Darkness 7.5 min
—O—D.Darkness 12.5 min
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Figura 4.8: Diagramas Cole-Cole de los TFs (crecidos a 700 °C) a distintos tiem-
pos luego de apagar la fuente de luz visible. Los TFs fueron irradiados durante
1 hora antes de cada medicién.

4.3.3. Estudio de la influencia de la temperatura sobre los TFs

En esta seccién, mostramos la influencia de la temperatura de crecimiento
del TF sobre su sensibilidad a los cambios producidos a partir de la posible
actividad de la GOx en su superficie. Aqui se hace la consideracién de que la
enzima inmovilizada sobre el TF es capaz de funcionar, excepto en el caso de
haberse inactivado.

Basandose en los resultados obtenidos en el trabajo previo [219], se decidie-
ron realizar algunos cambios en el set-up experimental. Por un lado, se dismi-
nuyo el rango de concentraciones de glucosa y de enzima, donde se pasé de 48
mg/ml a 2.4 mg/mly, por el otro, se evaluaron distintas temperaturas de creci-
miento. Del mismo modo que en el trabajo anterior la impedancia se midi6 sin
tension de polarizacién y de manera bipolar.

Los resultados obtenidos son de caracter preliminares puesto que restan eva-
luar otras temperaturas de crecimiento como asi también soluciones con interfe-
rentes y muestras reales de sangre. Sin embargo, es posible inferir que a menor
temperatura de crecimiento, més sensible es el biosensor a diferentes concentra-
ciones de glucosa. Los resultados de los TF crecidos a 600°C mostraron cambios
cercanos a uno y dos 6rdenes de magnitud en la parte real e imaginaria de la
impedancia respectivamente cuando se agreg6 glucosa. Los films crecidos a las
otras temperaturas evaluadas no mostraron tales cambios. De aqui también se
puede inferir que dichos cambios se deben a la presencia de enzima activa. Esto
podria indicar la posibilidad de detectar glucosa sin la necesidad de polarizar o

de usar mediadores quimicos.
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f= 1 [kHz] |

(a) Parte real de la impedancia (b) Parte imaginaria de la impedancia

Figura 4.9: Comparacién de la Parte real (Zr) e imaginaria (Zi) de las medi-
ciones de impedancia del TF con PBS y glucosa 3 mM a una frecuencia y 11
minutos de puesto el agregado.

Debido a que los films crecidos a menor temperatura presentan granos més
pequetios, se favorece la conduccién por los bordes de grano por lo que los TFs
crecidos a la menor temperatura se mostrarian mds sensibles a la actividad de

la enzima.

4.4. Conclusiones

Cambiando el tipo y la concentracién de la solucién, se investigé en qué me-
dida un TF de ZnO es de interés para aplicaciones de biodeteccion. Los resulta-
dos de nuestro trabajo previo [219] muestran que la conduccién de los limites de
grano se ve fuertemente afectada por los diferentes agregados y su contribucién
domina el valor de la impedancia después del secado del agregado. Se usaron
circuitos RC equivalentes utilizado para ajustar los datos. El mayor aumento
de la impedancia, de 2 6érdenes de magnitud, se obtiene después de la adicién
de una gota de Glucosa en concentracién de 3 mM soélo para el TF crecido a
600°C y con enzima en su superficie. Para el desarrollo de sensores de glucosa
no invasivos, el analito debe medirse en lagrimas, saliva o sudor en lugar de
sangre. Dado que la concentracién de glucosa es mucho menor en estos fluidos,
el desafio es disefiar sensores con una sensibilidad muy alta y también con la

capacidad de detectarlos en pequefios voltiimenes.



Capitulo 5

Biosensor de afinidad

Debemos intentar comprender el
comienzo del universo a partir de
bases cientificas. Puede que sea
una tarea mds alld de nuestras
capacidades, pero al menos debe-

riamos intentarlo.

Stephen Hawking
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5.1. Introduccion

Este capitulo forma parte de un trabajo en colaboracién donde participaron
Camila Dora por parte del el Instituto Walter Schottky de la Universidad de
Munich y Luis Eduardo Castro que trabaj6 en su tesis de grado bajo mi planifi-
cacién y direccion en el Laboratorio de Medios e interfase (INSIBIO-CONICET)
y el ITANOA (CONICET)-EEAOC.

Los biosensores electroquimicos se basan en la deteccién de cambios en la
superficie que ocurren como resultado de la interaccién con el analito objetivo
(targets). Este mecanismo de transduccién no necesita modificar los targets me-
diante, por ejemplo, colorantes fluorescentes; por lo tanto, constituye un méto-
do de deteccién sin marcadores, o como se lo conoce en inglés, label-free. [181].
Por ejemplo, en el caso de un transductor semiconductor, la interaccion target-
biosensor puede cambiar la acumulacién o el agotamiento de los portadores.

En el caso de los biosensores inmunolégicos, para proporcionar recepto-
res inmovilizados en la superficie de modo que se genere la unién antigeno-
anticuerpo, es de suma importancia una interfaz adecuada, que tenga una alta
densidad de sitios de unién del receptor. También es necesario, una molécu-
la corta, el linker, que ancla la sonda (o receptor) de afinidad a la superficie y
minimiza asi los efectos del electrolito. [225]. Una interfaz deseable deberia pro-
mover el control conformacional del receptor con una alta eficacia de unién al
target [226]. Una ruta para funcionalizar la superficie del electrodo es a través
de la deposicién de monocapas autoensambladas (SAM). El uso de esta técnica
en biosensores y otros campos ha estado bajo la lupa durante varios afios [227]
[228] [229]. Las moléculas de organofosfatos, tales como el acido fosfénico (PA),
el 4cido alquilfosférico y sus sales, se han usado para modificar la superficie de
6xidos metdlicos [230]. Estos grupos crean enlaces metal-6xido-PA a través de
una heterocondensacion y coordinacion. Los dcidos fosfénicos y los fosfonatos
pueden adsorberse en la superficie del 6xido metalico en un modo mono, bi o
tri-dentado [231] [232]. Estos no sufren las mismas restricciones de deposicion
y almacenamiento que los silanos, y los pasos de modificacién no son sensibles
al agua [233].

Los PA se han utilizado para modificar las nanoparticulas de ZnO [234] y
otros tipos de nanoestructuras de este 6xido metélico. Mientras que los tioles
han demostrado ser prometedores, el uso de grupos de anclaje de aminas pue-
de ser problemaético porque tipicamente no resultan en una monocapa robusta.

Los acidos carboxilicos tienden a no unirse fuertemente a la superficie de ZnO,
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y los silanos, aunque pueden formar monocapas en ZnO, son hidroliticamente
sensibles y propensos a la formacién de multiples capas en varios sustratos de
6xidos metalicos [235]. La interfaz organizada y covalentemente unida debe ser
superior a los sistemas no especificos que dependen simplemente de la fisisor-
cién. Las monocapas autoorganizadas de organofosfonatos proporcionan tales
plataformas; son sistemas estables y elegantes que se pueden usar para unir
sistemas biolégicos al electrodo [236] [237] [238]. En comparacién con la adsor-
cion fisica, los enlaces quimicos obviamente pueden minimizar la interferencia
del entorno [239]. Como matriz de inmovilizacién para uniones covalentes, se
han empleado polimeros como polipirrol, polianilina o polietilenimina (PEI),
etc [240] [241]. Estos polimeros generalmente implican un grupo de activacion
o un linker antes de unirse a la biosonda. Hay muchos agentes quimicos para tal
fin, glutaraldehido, carbonildiimidazol (CDI) y 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)
-carbodiimida (EDC) mas N-hidroxisuccinimida (NHS) [242].

En el marco de esta tesis, se realizé la modificacion de electrodos de oro con
monocapas autoensambladas de acidos fosfénicos (SAMP) y sobre ella, la adhe-
sion de NPs de ZnO mediante una unién covalente. Se evaluaron dos tipos de
alcantioles con dos grupos terminales diferentes para formar la SAM: 1) con un
grupo metilo (SAM2) y 2) con un grupo de dcido fosfénico (SAMP1). La calidad
y la estabilidad de las NP de ZnO enlazadas a las SAMP se evaluaron mediante
AFM, XPS y angulo de contacto. El analisis de XPS y AFM mostr6 la presen-
cia de NP en la muestra de SAMP 1 después de 6 horas de ultrasonicacién en
etanol. Esta estructura se emple6 como sustrato para la inmovilizaciéon de an-
ticuerpos anti-Neomicina Fosfotransferasa II. La biosonda se ligé empleando
PEI activado con glutaraldehido. La preparaciéon del inmunosensor se caracte-
riz6 por voltametria ciclica (CV) y espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS) mostrando diferentes comportamientos en presencia de las nanoestructu-
ras de ZnO. El sistema disefiado resulté en un sustrato nanoestructurado de

facil fabricaciéon y muy estable.

5.2. Materiales y métodos

La celda electroquimica empleada tiene un volumen de 1 ml y consiste en 3
electrodos: un electrodo de trabajo (WE), un pseudo electrodo de referencia de
Ag/AgCl (RE) y un contra-electrodo de IrO, (CE).

Las soluciones utilizadas en las mediciones fueron: buffer PBS 0,01 M a pH
7,2 y con electrolito soporte, KC10,1 M; ferrocianuro de potasio (Ky[Fe(CN)s] %)
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y ferricianuro de potasio (K4[Fe(CN)]~3) ambos en una concentracién de 1
mM. Estas dos tltimas soluciones se denominardn a partir de aqui Ferro/Ferri.
Para la inmovilizacién de anticuerpos y el bloqueo del electrodo se utilizo el
PBS antes mencionado con Tween 20 al 0.05 %. La solucién de PEI 1 % se obtuvo
diluyendo Polietilenimina (50 % en agua) en PBS. El glutaraldehido se diluy6 de
su concentracion original, 5 %, hasta llegar al 1 % en PBS.
Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua destilada de conducti-

vad igual o cercana a 2 uS a 24 °C.

5.2.1. Anticuerpo y antigeno

Los antigenos que se emplearon para la evaluacién de este sensor, fueron
obtenidos en una cepa modificada de E. coli, en la Estacién Experimenal Agroin-
dustrial “Obispo Colombres” por investigadores con los que trabajamos en co-
laboracion para el desarrollo del biosensor de HLB que se describira en el es-
te capitulo. La descripciéon de como obtenerlos se puede leer en el Anexo A.
Los anticuerpos empleados para el desarrollo del biosensor inmunolégico fue-
ron anticuerpos primarios comerciales marca EMD Millipore, Anti-Neomycin
Phosphotransferase II (c6digo: 06-747) y anticuerpos secundarios marcados con
HRP (Goat anti-rabbit IgG HRP-conjugated, coédigo: 12-348)

5.2.2. Analisis Dot-Blot

Se realiz6 un analisis Dot-Blot para determinar las concentraciones de anti-
cuerpos adecuadas para inmovilizar en el biosensor. Estas concentraciones per-
mitirdn confirmar épticamente la correcta inmovilizacién de las biomoléculas
en el sensor. A su vez, permitirdn determinar la cantidad de anticuerpos ade-
cuada para tener una sefial medible luego de la union antigeno-anticuerpo en
el sensor. La descripciéon del método y su resultado se puede leer en el Anexo
A.

5.2.3. Preparacion del electrodo
5.2.3.1. Monocapas autoensambladas con ZnO NPs

Las monocapas autoensambladas (SAMs) fueron depostitadas sobre electro-
dos de oro policristalino sobre sustrato de silicio con una capa de adhesién de

titanio (comprados en Sigma Aldrich). Estos sustratos se eligieron ya que son
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compatibles con las técnicas actuales de fabricacién de microelectrénica. Las
ZnO NPs fueron sintetizadas a partir del método reportado por Bahnemann et
al. [215].

La SAM formada con las moléculas 11-mercapotoundecylphosphonic acid
(SAMP 1) se depositaron incubando al electrodo en una solucién 1 mM de di-
chas moléculas durante 24 hs a temperatura ambiente y atmdsfera de nitrégeno.
El uso de atmoésfera modificada es necesario para evitar la posible oxidacién de
los grupos tioles, lo que puede interferir la formacién de enlaces S - Au. Usando
el mismo protocolo se deposité la SAM de 1-undecanethiol (SAM 2). La segunda
SAM se utilizé como referencia para estudiar el efecto del enlace entre el gru-
po fosfonato y las ZnO NPs como se muestra en la figura 5.1. Luego de formar
las SAMs, ambos electrodos fueron enjuagados y sonicados durante 10 minutos
en etanol absoluto para remover moléculas adsorbidas y evitar la formacion de
multicapas.

Las ZnO NPs usadas para la funcionalizacién de los electrodos se encuen-
tran en una suspension coloidal en 2 - propanol. Las NPs se depositaron sobre
oro y ambas SAMs mediante drop casting de 10 ul de suspension, luego se dej6
evaporar durante 24 hs a temperatura ambiente. Previo al drop casting, se ul-
trasonicé la suspencion durante 2 hs para disolver cualquier agregado de ZnO
que haya podido formarse. Luego de la evaporacion, los electrodos se sometie-
ron a 20 minutos de ultrasonido en etanol absoluto para remover el exceso de
NPs. Posteriormente se realiz6é un ciclo de 6 hs de ultrasonido para estudiar la
estabilidad del enlace SAM-NPs.

Figura 5.1: Esquema de las ZnO NPs enlazadas a la SAMP 1 sobre el electrodo
de oro. La figura no se encuentra a escala.
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5.2.3.2. [Experimentos electroquimicos

El pseudo electrodo de referencia consta de un alambre de plata con AgCl
electrodepositado. El proceso de electrodeposiciéon de AgCl consistié en pasar
primero una corriente continua de 1 mA durtante 10 minutos y luego otra de
10 mA por 2 minutos en una solucién de NaCl 0,5 M. Este clorurado se hizo
antes de cada set de medicion. El contraelectrodo usado en las mediciones se
preparé depositando IrO, sobre acero AISI 304 segtin el método de Kakooei et
al. [243]. Brevemente, se hicieron 7 sets de voltametria ciclica. Cada set consistio
de 15 ciclos entre -0,5 y + 0,65 V vs el RE comercial a una velocidad de 50 mV /s.
El electrodo se mantuvo en la solucién de iridio durante 3 minutos entre cada
set. Al final del procedimiento se mantuvo al electrodo durante 20 minutos en
la solucién. Con este método se logra una reducciéon de al menos 2 érdenes de
magnitud en la impedancia de interfase [244].

La caracterizacion electroquimica se realizé con un equipo Solartron 12508
W, el mismo consiste de un analizador de respuesta en frecuencia (Solartron
1250) y un potenciostato (Solartron SI1287). Todas las mediciones se realiza-
ron dentro de una jaula de faraday para evitar ruido electromagnético. Para
conectar el WE al equipo se disefi6 una pinza de modo que sélo haya contacto
eléctrico con la superficie de oro evitando el contacto con el buffer.

Los voltagramas se realizaron entre -0,6 y + 0,6 V. La espectroscopia de im-
pedancia se realizé con un potencial de tensién alterna de 7,1 mV RMS y a dos
potenciales de polarizacién, 0,15 y 0,17 V. El rango de frecuencias estudiado fue
de 65 kHz a 0,1 Hz tomando 15 puntos por década.

5.3. Resultados y Discusién

Para evaluar la calidad de la SAM formada, se hicieron mediciones con va-
rias técnicas fisicas. Entre ellas encontramos, X-ray Photoelectron Spectroscopy
(XPS), y static Contact Angle (CA).

5.3.1. Espectroscopia de fotones de rayos X

La presencia de las SAMs se puede confirmar a través de la sefial S2p a 163
eV, la cual es caracteristica de la formacién del enlace Au-S-C (Figure 5.2b) [245].
Esto es vélido para ambas SAMs. Por otro lado, el andlisis de la sefial P2p a 135
eV confirma la presencia del grupo fosfonato sélo en la muestra modificada

con la SAMP 1 [246] (Figure 5.2¢). El incremento de la sefial perteneciente al
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C1s (Figure 5.2a) también puede tomarse como indicador de la presencia de
SAMs en la superficie. Sin embargo, se debe considerar que la intensidad de

esta sefial puede verse afectada por contaminantes orgédnicos en la superficie de

la muestra.
2000 a s 00
SAM 1 300 .
15004 C1 s n Bare Gold * *
A SAM 2
11 2004 200
- | \ .
% 1000 },\ \ :E 5
s | | 0o > WO«
g R ; §
500 4
E | 5 < o0 E 0
1 ) - " %o 100 4
00 - - v 200 v T 20 N v T T T
20 28 20 B 0 198 160 165 70 " W W 10 W e 16 M 0
Binding energy Binding energy Binding energy

Figura 5.2: Andlisis del XPS de las muestras modificadas con SAMP 1 (rojo),
SAM 2 (verde) y oro (negro). El contenido superficial de carbono, azufre y f6s-
foro se muestran respectivamente ena,band c.

5.3.2. Angulo de contacto

Se midi6 el angulo de contacto estatico utilizando una gota de 3 ul de agua
pura colocada sobre diferentes lugares de las superficies de 5 muestras para ca-
da funcionalizacién. Las desviaciones estdndares se encontraron entre 1° y 6°,
por ello se toma el mayor valor como el error estimado para todos las medi-
ciones. Como se puede observar en la figura 5.3, la muestra SAMP 1 se mues-
tra moderamente hidrofilica con un dngulo de contacto igual a 63° £ 6° [246].
Mientras que la muestra con SAM 2 es moderadamente hidrofébica y tuvo un
angulo de 96° £ 6° [247]. Estos resultados son coherentes con el hecho de que
la SAMP 1 posee grupos terminales fosfonatos que son hidrofilicos, mientras
que la SAM 2 tiene grupos metilos los cuales son hidrofébicos. Este resultado,
junto con las caracterizaciones realizadas con el XPS y AFM, son acordes a la
hipétesis de la existencia de una monocapa autoensamblada compacta sobre la
superficie de oro.
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Figura 5.3: Angulo de contacto estatico de la SAMP 1 (izquierda) y SAM 2 (de-
recha).

5.3.3. Estabilidad de las SAMs

Luego de la formacién de las SAMs, se continué funcionalizando al electro-
do con nanoparticulas de ZnO (ZnO NPs). Estas se depositaron sobre ambas
SAMs por drop casting. Para evaluar tanto la estabilidad de las SAMs como de
las ZnO NPs, se someti6 a cada electrodo a ultrasonicacién en etanol absolu-
to. Primero se ultrasonicé durante 20 minutos y se evalué con XPS el pico del
Zn2p. La figura 5.4 (a). muestra los picos normalizados. Se puede observar que
la intensidad del pico del electrodo con SAMP 1 es casi el doble de los otros
electrodos. Este resultado indica que la presencia del grupo funcional fosfonato
es el que permite que las ZnO NPs permanezcan enlazadas a la superficie del
electrodo.

Para evaluar mejor la estabilidad, se sometieron a los electrodos a 6 horas de
sonicacioén en etanol absoluto. Luego, fueron caracterizados con XPS. La figura
5.4 (b) muestra los picos normalizados del Zn2p de los electrodos con SAMP 1y
SAM 2 luego de las 6 horas de ultrasonido. La intensidad de ambos picos dismi-
nuy?6 con respecto al medido luego de 20 minutos en ultrasonido. Sin embargo,
es interesante resaltar que la relacién entre los picos de los electrodos con SAMs
pasa de 2:1 (luego de los 20 minutos) a 14:1 (luego de 6 hs).
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(a) Luego de 20 min de ultrasonicacién en EtOH (b) Luego de 6 hs de ultrasonicaciéon en EtOH

Figura 5.4: Analisis del contenido de Zn luego de depositar las NPs, donde
SAMP 1 es la curva en rojo, SAM 2 la verde y el oro la curva negra.

Este resultado se puede explicar considerando que las ZnO NPs tienden a
interactuar electroestdticamente con la superficie del oro y tienden a la agrega-
cién, permaneciendo adsorbidas débilmente sobre la superficie. Por otro lado,
el grupo funcional fosfonato es capaz de formar enlaces quimicos con el ZnO
[248], por lo tanto, s6lo en este tltimo caso las NPs permanecen en el electrodo
incluso luego de varias horas de ultrasonido. Esta caracteristica puede ser muy
util para obtener una distribucién homogénea de NPs sobre la superficie. Este
grupo funcional permitiria también la fabricacion de dispositivos con patrones
especificos combinando distintas moléculas para las SAMs y distintas nanoes-
tructuras de ZnO.

La figura 5.5 muestra micrografias SEM donde: en la figura (a) se muestra
un drop casting de ZnO NPs sobre un sustrato de SiO,. En la figura (b) se puede
observar que no es posible la identificacién de las ZnO ni incrementar la mag-
nificacion debido a que las moléculas se queman por el haz de electrones. Las
subfiguras (c) y (d) muestran dos magnificaciones del electrodo con SAMP 1
donde se pueden ver las ZnO NPs.
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Figura 5.5: Micrografias SEM de: a)NPs de ZnO sobre Silicio, b) electrodo con
SAM 2, ¢) y d) dos magnificaciones del electrodo con SAM 1 y ZnO NPs.

5.3.4. Caracterizacién electroquimica
5.3.4.1. Electrodo con SAM 2

Las monocapas autoensambladas sobre la superficie de oro y la posterior
inmovilizacion de anticuerpos se estudiaron por medio de la voltametria ciclica
y espectroscopia de impedancia (EIS) en una solucién con Ferro /Ferri. La figura
5.6(a) los voltagramas del electrodo solo de oro (negro), oro + ZnO NPs (azul
claro) y con la SAM 2 (rojo). La figura 5.6(b) muestra sélo los voltagramas del
electrodo funcionalizado con SAM 2. Se puede observar la disminucién de la
corriente debido a la presencia de la SAM. Este fenémeno puede atribuirse a la
imposibilidad de las especies reactivas para llegar a la superficie del electrodo

ya que posee una capa compacta de moléculas.
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Figura 5.6: Voltagramas a 5mV /s

En la figura 5.7 se puede observar el diagrama de Nyquist obtenido a partir
de las mediciones de impedancia. Cada curva representa un paso en el proce-
so de la funcionalizacién del electrodo para el desarrollo del inmunosensor. Se
puede observar como se va modificando la impedancia a medida que se va fun-
cionalizando el electrodo. La gréfica de biosensor inmunolégico corresponde a
la curva turquesa luego de inmovilizado el anticuerpo y realizado el bloqueo
para evitar uniones no especificas. Se observa claramente cémo la impedancia
cambia luego del agregado del antigeno.
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Figura 5.7: Diagrama de Nyquist en 1 mM Ferro/Ferri

5.3.4.2. Electrodo con SAMP 1

Las mediciones del electrodo con SAMP 1 en solucién de Ferro/Ferri (figura
5.8(a), rojo y negro en la subfigura (a)) revelaron una intensidad de corriente

atenuada junto con una mayor separacion entre los picos redox compado con
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el electrodo de oro + ZnO NPs. Esto indica la pasivacion de la superficie al
formarse la SAMP.
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Figura 5.8: Voltagramas a 5 mV/s

La figura 5.8(b) (curva negra) muestra los picos redox del electrodo con
SAMP 1. Al seguir con los pasos de la funcionalizacién (anticuerpos en rojo,
bloqueo en verde y antigeno en azul) el pico anédico deja de observarse. Por
otro lado, el pico catédico permanece pero con menor intensidad y corrido a
potenciales mas negativos.

La figura 5.9 muestra la dependencia linear de los picos redox de corriente
con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido del electrodo modificado con la
SAM 1.
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Figura 5.9: Pico de la corriente vs. la raiz cuadrada de la velocidad de barrido
Es interesante notar como el pico anédico es mds intenso que el catédico

para los electrodos de oro + ZnO NPs y con SAMP 1. Esto se puede ver ya que
la relacion Ipa/Ipc es mayor que 1 (ver cuadro 5.1). Este resultado sugiere que
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la cantidad de especies oxidadas es mayor que las reducidas. Se podria inferir
que las ZnO NPs actuarian como un agente reductor de las especies oxidadas

como lo sugiere Antuch et al. [249].

Cuadro 5.1: Relacién entre los picos Anédicos y Catddicos de la corriente.

Velocidad

Ip,/Ip.”
[mV/s] Pape
Au  Au+ZnO NPs SAMP 1

5 0.98 1.11 1.51
10 0.97 1.09 -

20 0.96 1.10 1.63
50 0.98 1.06 -
100 0.98 1.04 1.52

# Abreviaciones: Ip,: pico anédico; Ip,; pico catédico.

5.3.4.3. Deteccién impedancimétrica del NPTII

En la figura 5.10 se puede observar el diagrama de Nyquist para cada pa-
so de la funcionalizacién, medido en solucién de Ferro/Ferri. La subfigura (a)
muestra las curvas obtenidas con los electrodos previo a la deposicién de la
SAMP, mientras que en la subfigura (b) se muestran sélo las curvas del elec-
trodo luego de la funcionalizacién. Se puede observar que la impedancia se
incrementa al depositar los anticuerpos (curva azul oscura) y luego de nuevo
se incrementa ante la presencia del antigeno en solucién (curva magenta). El
procedimiento de bloqueo bloqueo se refiere al sistema luego del paso de blo-
queo en inmunosensores, realizado para evitar uniones no especificas. Como se

puede observar, el mismo no produjo cambios significativos en la impedancia.
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Figura 5.10: Diagramas de Nyquist en 1 mM Ferro/Ferri

Como se puede observar en la figura anterior, el sensor permite determinar
la presencia de una antigeno unido al anticuerpo. La resistencia de transferen-
cia de carga o Rct se obtuvo ajustando los datos experimentales con el software
Zview® usando el modelo modificado de Randles [217] [250]. El cambio por-
centual en la resistencia de transferencia al inmovilizar los anticuerpos sobre las
ZnO NPs es de un poco més que 200 %. Este cambio es practicamente el mismo
que se tiene luego de medir el paso del bloqueo. Por otro lado, la resistencia
de transferencia de carga (calculado a partir del grafico de Nyquist de la figu-
ra 5.10) presenta cambios de alrededor del 20 % entre el anticuerpo/bloqueo y
cuando se une el antigeno en una concentraciéon de 20 ng/ml. Asi mismo, se
destaca la variacién despreciable que presenta el sistema ente la inmovilizacién
del anticuerpo y cuando se realiza el bloqueo de la superficie. Estos resultados
preliminares aunque fueron muy promisorios, no se pudieron continuar estu-
diando debido a la falta del anticuerpo, que por razones presupuestarias, no se
pudo volver a comprar.

5.4. Conclusiones

En este capitulo se mostré como la ingenieria de superficie permite modifi-
car electrodos de manera estable y efectiva. Se Inmovilizaron nanoparticulas de
Zn0O enlazadas covalentemente a un electrodo de oro por medio de una mono-
capa autoensamblada con un grupo funcional, el 4cido fosfénico. Dicha inmo-
vilizacién fue producto de un método simple y prob6 gran estabilidad, includo
luego de 6 horas en un bafio ultrasénico donde el electrodo estuvo inmerso en

etanol absoluto. Estas nanoparticulas fueron las que permitieron posteriormen-
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te la inmovilizacion de un anticuerpo. Por dltimo, el sistema present6 resultados
preliminares satisfactorios para la deteccién de un antigeno. Se contintia actual-
mente analizando estos biosensores inmunoldgicos en el marco de una tesina

de grado de ingenieria biomédica.
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Nanoparticulas de Prussian Blue

para sensado de H,O»

El wviaje en el tiempo solia ser
considerado solo como algo de Ia
ciencia ficcion, pero la teoria ge-
neral de la relatividad de Einstein
permite considerar la posibili-
dad de que podriamos deformar
el espacio-tiempo lo suficiente
como para que usted pueda irse

en un cohete y volver antes de salir.

Stephen Hawking
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6.1. Introduccion

El Prussian Blue (PB) es un hexacianoferrato de hierro capaz de reducir el
H>O, a potenciales de polarizacion cercanos a 0V. Una de sus caracteristicas
clave es su estructura cristalina, la cual permite la entrada solo de moléculas
pequeiias como el HyO;. En general, este material se utiliza electrodepositan-
dolo sobre la superficie de un electrodo lo que genera una capa redox [47].

La gran actividad electrocatalitica de este material hacia el H;O, hizo que se
lo denomine como "peroxidasa artificial". Ademds presenta un comportamiento
electrocrémico, se transforma en incoloro en su forma reducida (PW) y cuando
se lo oxida se transforma en verde, lo que se denomina Prussian Green (PG) [44].
Se reportaron diversas formas de modificar electrodos con PB y otros complejos
con metales diferentes al hierro como ser niquel, magnesio, etc [251] [252]. Sin
embargo, estos electrodos presentan desventajas en lo referido a la estabilidad
a largo plazo y sensibilidad a los cambios de pH del medio [45].

6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Sintesis de las nanoparticulas

Las nanoparticulas de Prussian Blue fueron sinstetizadas siguiendo el proto-
colo desarrollado por Shokouhimehr et al. [253]. Brevemente, primero se agregé
0,5 M de 4cido citrico a 20 ml de una solucién acuosa de FeCl3 con agitacion a
55 °C. Por separado se prepararon otros 20 ml de K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] 1
mM con idéntica cantidad de 4cido citrico, también bajo agitacién a 55 °C. Por
ultimo, ambas soluciones se mezclaron bajo una fuerte agitacion magnética a 55
°C. Inmediatamente se form¢ una dispersion de color azul. Para poder separar
las PBNPs de la solucién de sintesis, se agreg6 a esta solucién un volumen igual
de acetona. A esta nueva mezcla se la centrifugé a 10000 rpm durante 15 minu-
tos, donde se obtuvo un pellet de las PBNPs. Este pellet fue resuspendido en 20
ml de agua destilada con ayuda de un limpiador ultrasénico y fueron separa-
das de nuevo mediante el agregado de acetona y centrifugacién. Este proceso

de separacion se repitié dos veces mas.

6.2.2. Equipo y celda electroquimica

Las mediciones electroquimicas fueron llevadas a cabo con un equipo Solar-

tron 12508W, compuesto por un potenciostato, Solartron 1287 y un analizador
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de respuesta en frecuencia, Solartron 1250.

Todos los experimentos electroquimicos fueron realizados en una celda tri-
polar, donde WE es el electrodo de trabajo, RE el electrodo de referencia de
Ag/AgCly CE el contra-electrodo fabricado de acero AISI 304 y forma céncava.
El WE es de oro, circular con un area de 1 cm?. Todos los reactivos y solventes

utilizados fueron de grado analitico.

6.2.3. Preparado del electrodo

Se utilizaron dos tipos de electrodos al momento de realizar los experimen-
tos. Uno de ellos fue el disco de oro descrito en el trabajo de Zamora et al.
[254]. El segundo, se preparo electrodepositando 6xido de iridio (EIROF) sobre
un electrodo de oro de igual caracteristicas que el primero. Para la preparacion
de la solucién de electrodeposicion se siguié el método de Kakooei et al. [243]
[255] pero con una modificacién. Brevemente, se realizaron 7 sets de voltagra-
mas donde en cada uno se hacen 15 ciclos entre -0,5 y 0,65 V versus el RE a una
velocidad de 50 mV /s. Entre cada set se hizo una pausa de 3 minutos sin sacar
el electrodo de la solucién. Al final se mantuvo el electrodo inmerso en la misma
solucién durante 20 minutos. Todo el proceso se realiza al abrigo de la luz.

Antes y durante cada set de electrodeposicion se midié impedancia a fre-
cuencias de 0,1 - 65 kHz, 50 mV ACy 0 V DC versus RE.

Antes de funcionalizar los electrodos con PBNPs se les realizé una limpieza
catédica. La misma consiste de realizar barridos ciclicos en potencial ente 0y -1
V a velocidad de 50 mV /s en PBS.

La funcionalizacién se llevé a cabo usando la técnica “Dropcasting”. A cada
electrodo se le depositaron 10 ul de suspencién de PBNPs y se dejaron secar en

la heladera a -4 °C donde permanecieron hasta su uso.

6.2.4. Mediciones electroquimicas

Los voltagramas ciclicos (CV) se hicieron entre -0,6 y 0,6 V a varias veloci-
dades. La cronoamperometria se realiz6 polarizando a 0 V versus RE. Todas las
mediciones se realizaron en buffer PBS 0,01 M, pH 7,2 y KC10,1 M.

La respuesta en EIS se registré usando polarizacién alterna (V,c)= 10 mV y
continua (Vpc)= 0V versus Ag/AgCl. La curva de calibracién se construyo cal-
culando el médulo porcentual normalizado (PMN) y tomando de éste el valor

obtenido para una frecuencia en particular [217].
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ZpBs — ZH,0, 1
Z1,0, HyOp(mM)

PMN = -100 (6.1)

Antes de cada experimento se registr6 el potencial de circuito abierto hasta
que su variacién fuera menor o igual a 0,05 mV/s. Este valor se estableci6é para
determinar como estable la interfase.

Para evaluar la histéresis de los electrodos se midieron ambos electrodos
en PBS. Luego al electrodo de Au-PBNPs se le agred6 1 uM de HyO, y al de
Au/EIROF-PBNPs 10uM de H,O,. La prueba se realiz6 acorde a la siguiente
secuencia: 1) PBS, 2) H,O,; se vacia la celda; 3) PBS, 4) H,O,, hasta obtener mas
de 5 agregados de H,O, y se termina el set midiendo en PBS.

6.2.5. SEM

Las micrografias del microscopio electrénico de barrido fueron tomadas usan-

do un microscopio Zeiss Supra 55 VP. Este pertenece al Centro Integral de Mi-
croscopia Electrénica (CIME- National University of Tucuman-CONICET).

6.2.6. Espectrofotometria

Los espectros UV-visible fueron tomados con un equipo Hitachi U1900 per-
teneciente al Departamento de Quimica Orgénica, Facultad de Ciencias Exactas

y Tecnologfa.

6.3. Resultados

6.3.1. Caracterizacion

La figura 6.1 muestra el espectro de absorbancia, donde la curva en negro
pertenece a los precursores, en azul se muestra la suspencién de PBNPs y en rojo

su coeficiente de extincién molar, estimado a partir con la siguiente expresion:

(nm)xVol(cm®)xp(g/cm3)xNSxL
C(g/L)

Donde, A es la longitud de onda, Vol es el volumen de la nanoparticula, p es

Coef = A (6.2)

la densidad, N es el nimero de avogadro, L la longitud de paso de la cubeta y

C la concentraciéon molar.
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Figura 6.1: Espectros UV-vis de los precursores (negro), PBNPs (azul) y el coef.
de extincién molar (rojo).

En la figura anterior se puede observar que los precursores tienen un solo
pico de absorcién a A= 420 nm, mientras que las PBNPs tienen dos picos, uno
ancho a A=700 nm y otro en la regién UV, A= 264 nm. La presencia de estos dos
picos es una forma de confirmar la sintesis de las PBNPs segtin report6 Zhang
et al. [256]. Basados en estos resultados se pudo estimar una concentracion de
PBNPs de 15 ppm/ml (15x1073 g/1).

La figura 6.2 muestra las imdgenes del SEM. Ahi se puede apreciar la estruc-

tura ctibica caracteristica de estas nanoestructuras.

Figura 6.2: Micrografias SEM de las PBNPs. a) PBNPs sobre electrodo de oro,
b) PBNPs sobre electrodo de EIROF.

De las micrografias SEM de cinco electrodos se pudo estimar la distribucién

de tamafios de las PBNPs. Dicha distribuciéon se muestra en la figura 6.3.

25

20+

N\

Tamafio [nm]

N° de PBNPs
=
2]

=
S

@

Figura 6.3: Distribucién de tamafios de las PBNDPs.
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6.3.2. Voltametria ciclica

Para caracterizar las propiedades de los electrodos con BPNPs (Au + PBNP
and Au + EIROF + PBNP), se realizaron mediciones de voltametria ciclica. La
tigura 6.4 muestran las curvas de los electrodos de Au + PBNPs (A), Au-EIROF
(B) y Au-EIROF + PBNPs (C). Dichas mediciones se hicieron en PBS y con 150
uM of HyO;.
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Figura 6.4: Voltagramas de: a)Au + PBNPs b) Au + EIROF h and c) Au + EIROF
+ PBNPs en presencia de 150 #M of H,O» (rojo) y en negro lo medido en PBS.

El cuadro 6.1 muestra la variacién de la carga eléctrica entre las mediciones
en PBS y con HyO,. Esto se estim¢ calculando la integral bajo la curva de los

picos de oxidacién y reduccion.

Cuadro 6.1: Variacién de la Carga en los tres electrodos

Au+PBNPs | EIROF | EIROF+PBNPs
Carga (C/. cmz) ‘ Variacion (%) ‘ Carga (C/ cmz) ‘ Variacion (%) ‘ Carga (C/ cmz) ‘ Variacion (%)
x. -7 . -5 : -5
i | w | Fame | o [ Fms | e
Qjed: 1.93E7 Qy4: 1.87E~° QEd: 1.10E~°

17.59

Qied: 5.84E8 Qied: 1.88E7° ‘ Qped: 1.30E7° ‘

Donde Q; and Q> son los cambios en los procesos de oxidacion y reduccion
del electrodo de Au + PBNPs. Q3 and Q4 corresponden a los cambios antes
mencionados pero del electrodo de EIROF + PBNPs. Por dltimo, Qs and Qg
pertenecen a dichos cambios para el electrodo de EIROF sin PBNPs.

En el cuadro 6.1 se puede apreciar un gran incremento en la carga del elec-
trodo EIROF + PBNPs. Esto se podria deber a la menor resistencia de transfe-
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rencia de carga que posee el film de IrOx comparado con el oro. Esto tltimo fue
previamente reportado por Mayorga et al. [257].

También se puede notar que para ambos electrodos, en oxidacién, hay un
decrecimiento de la carga con respecto al CV con H,O,. Este decrecimiento es
mayor para el electrodo de Au + PBNPs. El menor cambio observado en el elec-
trodo de EIROF + PBNPs se podria deber al efecto del film nanoestructurado
sobre las PBNPs. Pareceria que el EIROF facilita la reduccién de las PBNPs. El
H>0O, oxida quimicamente a las PBNPs, luego el EIROF facilita su reduccién vy,
por lo tanto, existen mds PBNPs disponibles a oxidarse electroquimicamente.

Los resultados del ciclo de reduccién muestran que este ciclo estd maés fa-
vorecido en el electrodo de EIROF + PBNPs. Esto se debe observa claramente
en la variacién positiva de la carga. Esto significa que existe un aumento en la
carga involucrada cuando se agrega el H,O,. Ademas, se puede observar en el
proceso de oxidacién, que en ambos electrodos con PBNP hay una disminucién
de las cargas involucradas, con respecto a la respuesta sin HyO,. Esta dismi-
nucién es mayor para el electrodo Au + PBNPs. El menor cambio observado
en el electrodo EIROF + PBNPs podria deberse al efecto de las nanoestructuras
de IrO; sobre las nanoparticulas de PB. Pareceria que el EIROF facilitara la re-
duccién de dichas nanoparticulas. E1 H,O; las oxida quimicamente, pero en el
segundo caso, el EIROF también las reduce, y por lo tanto, en el ciclo de oxida-
cién, hay mas PBNPs disponibles para ser oxidadas. Dado que hay mas PBNPs
reducidas que en el caso del electrodo Au+PBNPs, esto da como resultado una
pequefia variacién con respecto a las cargas sin la presencia de H,O,. El ciclo
de reduccién permite verificar atin maés esta hipétesis. Se puede observar que la
reduccién se encuentra mas favorecida en el electrodo EIROF + PBNPs, ya que
la variacion de las cargas en el proceso de reduccion es positiva (cuadro 6.1).
Eso significa que la cantidad de cargas involucradas aumenta con respecto a las
medidas antes de la adiciéon del H>O».

La figura 6.5 muestra la variacion porcentual de la corriente de cada electro-

do luego de agregar 150 uM H,0O».
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Figura 6.5: Variacion de la corriente en porcentaje al agregar 150 uM H,O,

El electrodo de Au-EIROF + PBNP mostré6 la mayor variacién de I % en am-

bos potenciales. Se puede notar que el electrodo de Au-EIROF no es sensible al

H>0O; ya que mostré un cambio despreciable. Claramente se observa la mejora

producida en la respuesta por las PBNPs y ademds el mayor cambio se obtuvo

con el electrodo modificado con IrOx. Esto se puede explicar si se tiene en cuen-

ta que el EIROF disminuye en gran medida la resistencia de transferencia de

carga de la interfase electrodo - electrolito. Si bien la mejor respuesta se obtuvo

a un potencial de -0,2 V, se eligi6 polarizar los electrodos a 0 V al momento de

realizar las amperometrias para disminuir la posibilidad de detectar interferen-

tes [40].

La figura 6.6 muestra los CV del electrodo de EIROF + PBNPs con dos con-

centraciones de H,O».
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Figura 6.6: Voltagramas de dos concentraciones de H>O,, 150 uM (rojo) y 300
uM (azul).

6.3.3. Impedancia

La figura 6.7 muestra los diagramas de Nyquist de los electrodos evaluados.
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Figura 6.7: Diagrama de Nyquist de los 4 electrodos utulizados. En el recuadro
se muestra la respuesta EIS de menores valores.

Se puede notar que el electrodo de oro posee una mayor impedancia de in-
terfase. Esta decrece significativamente luego de la electrodeposicién del IrOx.
Por otro lado, el agregado de las PBNPs provoc6 una disminucién de la impe-

dancia en ambos electrodos. Usando el software Zview 2.9 (Scribner Associates,
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Inc.) fue posible hacer un ajuste del sistema, para ellos se us6 un circuito RC pa-

ralelo. Los resultados se detallan en el cuadro 6.2.

Cuadro 6.2: Valores de los componentes de los circ. equivalentes

Electrodo CuF) Rys ()
Au 9.06E~> 21030
Au+PBNPs 6.44E—°> 11853
EIROF 6.31E° 628

EIROF+PBNPs 9.02E—° 628

El cuadro 6.2 muestra los valores de R and C;; para cuatro electrodos. Se
puede notar que el electrodo de oro tiene la mayor resistencia de transferen-
cia de carga. Al agregarle las PBNPs, dicha resistencia disminuye. En el caso
del electrodo de EIROF, el efecto de las PBNPs se ve reflejado en la capacidad.
Efectos similares fueron mostrados por Yang et al. [63].

6.3.4. Amperometria

La figura 6.8 muestra la respuesta cronoamperométrica de los electrodos de
Au + PBNPs y EIROF + PBNPs. La figura 6.8 (a) muestra la respuesta del elec-
trodo de Au + PBNPs en valores normalizados de la corriente en funcién del
tiempo. Se normaliza calculando el valor porcentual referido al valor sin agre-
gados. Las figuras 6.8 (b) y (c) muestran dicha respuesta pero del electrodo de

EIROF + PBNPs y en dos rangos de concentraciones de H,O,.
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Figura 6.8: Respuesta de los electrodos al HyO,.

Las curvas de calibracion de la figura 6.9 muestran que ambos electrodos res-
pondieron de manera lineal en los rangos de concentraciones estudiados. Estas
curvas se construyeron haciendo agregados de al menos dos concentraciones
diferentes.
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Figura 6.9: Curvas de calibraciones de ambos electrodos.

6.3.5. Mediciéon de H,O, con impedancia

Para analizar los datos de impedancia se utilizé el PMN, este parametro in-
dica la tasa de variacién de la impedancia en funcién de la concentracién de
H,0; agregado, y fue calculado en el rango de 0,1-65000 Hz. Si se observan los
resultados obtenidos para el médulo de la impedancia (figuras de la derecha
en 6.10 y 6.12) de ambos electrodos, los mayores cambios estdn en el rango de
0,1-10 Hz lo cual concuerda con el trabajo de [217]. E1 PMN de la fase (figuras
de la derecha en 6.11 y 6.13) también muestra cambios en ese rango de frecuen-
cias pero los mayores se dieron a partir de los 10000 Hz. Mientras menor sea

la frecuencia de la impedancia utilizada para realizar la medicién, mayor es el
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tiempo consumido. Un biosensor impedancimétrico de glucosa puede demorar
hasta 20 minutos para realizar una determinacién [250]. El sensor aqui estudia-
do utilizando el HyO,, un producto de la catélisis de glucosa con GOx, present6
cambios de impedancia en varios rangos de frecuencias, pero se destacan los
cambios producidos a partir de los 10000 Hz. Por ello se construyeron las cur-
vas de calibracién, tanto del médulo como de la fase, tomando una frecuencia
de 54100 Hz. Las recta de calibraciéon del médulo se muestran a la izquierda de
las figuras 6.10 y 6.12, mientras que las de la fase se encuentran a la izquierda de
las figuras 6.11 y 6.13. Si bien todavia no se realizaron mediciones en el tiempo
utilizando una frecuencia en particular, estos resultados abren la posibilidad de

mediciones més rdpidas si se empleara una frecuencia como la de la calibracién.

Au+PBNPS
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Figura 6.10: Electrodo de oro con PBNPs. Izquierda: PMN del médulo de Z en
funcién de la frecuencia. Derecha: curva de calibracién para f= 54.1 kHz.
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Figura 6.11: Electrodo de oro con PBNPs. Izquierda: PMN de la fase de Z en
funcién de la frecuencia. Derecha: curva de calibracién para f= 54.1 kHz.
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Figura 6.12: Electrodo de EIROF con PBNPs. Izquierda: PMN del médulo de Z
en funcién de la frecuencia. Derecha: curva de calibracién para f= 54.1 kHz.
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Figura 6.13: Electrodo de EIROF con PBNPs. Izquierda: PMN de la fase de Z en
funcién de la frecuencia. Derecha: curva de calibracién para f= 54.1 kHz.

6.3.6. Comportamiento dindmico

En este trabajo el comportamiento dindmico es la respuesta amperométrica
del sensor frente a agregados de una concentracién de H,O, seguidos de una
mediciéon en solucién sin H,O,. Estos resultados nos brindan una idea de la
habilidad del sensor para realizar mediciones continuas en el tiempo.

Teniendo en cuenta las distintas sensibilidades del sensor con y sin IrO,,
las concentraciones de HyO; elegidas fueron de 10 uM para el electrodo de
Au+PBNPs y de 1 uM para el electrodo de Au-EIROF+PBNPs.
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Figura 6.14: Agregados ciclicos de 10 uM H,0O, alternando con PBS. Donde
la zona sombreada marca la dispersion alrededor de la respuesta porcentual
promedio de los agregados.
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Figura 6.15: Agregados ciclicos de 1 uM H,0O, alternando con PBS. Donde la
zona sombreada marca la dispersion alrededor de la respuesta porcentual pro-
medio de los agregados.

Para visualizar mejor la respuesta dindmica porcentual de los electrodos, se
la expreso6 en los siguientes graficos de barras:

Cambio promedio Au-PBNPs @ OV Cambio promedio Au-EIROF-PBNPs @ OV
188.57 o
250 [ 2 234.96
250
200 |
& 200
& 1s0f 2
2 £ 150
I
£ S
8§ 100p
100 |
50 |
50
0
YT 0 0.69
T T
PBS 10 uM H202 PBS 1uM H202

Figura 6.16: Promedio y desviacién estdndard de la medicién en PBS y con
H>O, para el electrodo de oro (izquierda) y EIROF (derecha) con PBNDPs.

De las figuras anteriores se puede apreciar cémo el electrodo de oro con EI-
ROF presenta una respuesta con menor variacion al realizar agregados ciclicos
de una misma concentracién de HyO,. Estos resultados son un punto de par-
tida para el desarrollo de sensores que se necesiten en lugares fijos como los
implantables.
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6.3.7. Interferentes

El &cido ascérbico es uno de los interferentes mas comunes a la hora de de-
terminar el per6xido [40]. Para evaluar la respuesta de nuestro electrodo frente a
este interferente, se agregaron 10 yM a la celda de medicién. La siguiente figura
muestra el resultado:
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a0 F H,0,

35 F

25F HO
20F
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15F
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5E
0

1 1 1 E
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Figura 6.17: Cambio porcentual de la corriente (I[ %]) en funcién del tiempo al
agregar 1 yM de H,O; y 10 uM de 4cido ascérbico (a los 400 [s]).

Como se puede observar, el sensor no presenté cambios frente a la presencia

del 4cido ascoérbico.

6.4. Discusion

La figura 6.4 y el cuadro 6.1 muestran las cargas involucradas en los procesos
de oxidacién y reduccién antes y después de agregar HyO,. Se puede notar un
gran incremento en la carga del electrodo de EIROF + PBNPs, lo que se puede
explicar con la baja resistencia de transferencia de carga que posee el film de
IrOx. Esto ya fue reportado en la bibliografia por Mayorga et al. [257].

En el procesos de oxidaciéon se puede observar que ambos electrodos con
PBNPs presentan una disminucién de la carga involucrada con respecto a la
respuesta de la medicién sin HyO;. Esta disminucién es mayor para el electro-
do de Au + PBNPs. El menor cambio presentado por el electrodo de EIROF +
PBNPs podria deberse al efecto del IrOx sobre las PBNPs. Pareceria que el film
de IrOx facilita la reduccién de las PBNPs. El H,O, oxida quimicamente a las
PBNPs, pero el IrOx a su vez favorecen su reduccién y, por lo tanto, durante
el ciclo de oxidaciéon hay mayor cantidad de PBNPs disponibles a ser oxidadas
que en el electrodo de oro.

Durante el ciclo de reduccién se puede observar que éste se encuentra mas

tavorecido en el electrodo de EIROF que en el de oro ya que su variacién es
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positiva. Esto significa que el nimero de cargas involucradas se incrementa con
respecto al medido antes del agregado de H,O,.

La figura 6.7 y el cuadro 6.2 muestran como las PBNPs mejoraron la trans-
ferencia de cargas en el electrodo de oro mediante la reduccién de la resistencia
de transferencia de carga (R.). Dicha resistencia disminuy¢ a cerca de la mitad
del valor previo. Sin embargo, no se observé tal variacion en el electrodo de
EIROF. Esto sugiere que al ser el IrOx un buen conductor, la contribucién de
las PBNDPs es despreciable. Cabe mencionar, el valor de C;; del electrodo de EI-
ROF disminuy6 luego de agregadas las PBNPs. Esto se puede interpretar como
el agregado de una capacidad en serie por parte de las PBNPs. Por esta razén,
el electrodo tiende a comportarse como un electrodo no polarizable, o en otras
palabras, tiende a ser menos inerte y oxidable con mayor facilidad [257] [258].

Otros autores reportaron electrodos capaces de detectar H,O, a un potencial
de 0 V vs SCE pero sélo obteniendo respuesta a mayores concentraciones. Tam-
bién se usaron otros protocolos experimentales para la obtencién de PBNPs.
Por ejemplo, Cinti et al. [55] desarrollé un sensor de H,O, basado en PBNPs
que funciona a 0 V vs SCE, el cual tiene un LOD de 0,2 yuM. Este limite es un
orden mayor que el desarrollado en esta trabajo. Sheng et al. [44] obtuvo res-
puesta ante agregados de concentraciéon de 4 uM de H,O, a 0 V. Li et al. [61],
midié HyO; utilizando PB electrodepositado sobre grafeno reducido, polarizan-
do a-50 mV y con agregados de 50 M. En ambos casos, Sheng y Li fabricaron
el sensor mediante electrodeposiciéon potenciodindmica, donde los precursores
del film de PB se encuentran en solucién. Este método presenta la desventaja
de ser mas lento que el drop-casting. Adicionalmente, el film electrodepositado
tiende a desadherirse con el uso y en soluciones neutras y basicas.

El cuadro 6.3 compara los valores de LOD y LOQ obtenidos en este trabajo
con la bibliografia. Se puede observar una reduccién de dichos valores cercana

a dos ordenes de magnitud con una buena relacién sefial / ruido.

Cuadro 6.3: Tabla 3

Electrodo Rgo Linear (mM) Sensibilidad (yA-cm~2) LOD-LOQ (M) Potencial (V) vs. RE Ref.

SPCE-PBNPs 0.02-0.7 164.82 20- 0.15 [259]
Graphite-PBNPs-
¥ 0.021-0.14 138.63 1- -0.05 [260]
Nafion
Glassy
carbon-RGO-PBNPs
Macro porous
Au-PBNPs
SPCE-PBNPs 0-4.5 762x103 022 0 [55]
Au-PBNPs 0-0.04 6.23x10% 0.16-0.64 0 Este trabajo
EIROF-PBNPs 0-0.022 55.24x103 0.0084-0.0686 0 Este trabajo

0.0005-0.7 0.1617 1- -0.05 [261]

0.05-11.3 767 - -0.05 [262]
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6.5. Conclusiones

Se obtuvo un sensor “multi-nanoestructurado” con LOD de 0,0084 uM (30),
un LOQ de 0,0686 uM (10¢) y una sensibilidad de 55.24x10% yA-M~!.cm~2. El
sensor desarrollado posee un LOD menor comparado con otros trabajos en la
bibliografia. Algo importante para remarcar es su fabricacion sencilla y su fun-
cionamiento a 0 V. Por otro lado, tanto las mediciones de impedancia como el
comportamiento dindmico demostraron el beneficio de emplear la combinacién

de dos nanoestructuras.
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Films delgados de Prussian Blue

Einstein se equivocaba cuando
decia que "Dios no juega a los
dados con el universo”. Conside-
rando las hipdtesis de los agujeros
negros, Dios mno solo juega a
los dados con el universo: a veces

los arroja donde no podemos verlos.

Stephen Hawking
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7.1. Introducciéon

La Celda-en-un-chip formada por un arreglo de microelectrodos (ECC MDEA
5037-Pt; ABTECH Scientific, Inc.) fue presentada por Guiseppi-Elie et al. [263]
como un transductor fabricado por litografia para aplicaciones biomédicas [264].
Este tipo de fabricaciéon para dispositivos implantables fue descripta por Rah-
man et al. [265]. Justin et al. realiz6 la caracterizacion electroquimica del dis-
positivo con y sin capas de hidrogeles [266]. Debido a su geometria, este dis-
positivo cuenta con la ventaja de tener un perfil de difusiéon radial. Es posible
mejorar atin maés el funcionamiento haciendo nanoingenieria sobre su super-
ficie. La “nanoingenieria” se refiere al manejo y disefio controlado de la inter-
tase electrodo-electrolito para conseguir el objetivo deseado. Los dispositivos
sin modificar fueron caracterizados por cronoamperometria en solucién acuo-
sa de dcido monocarboxilico de ferroceno. Estas mediciones fueron ajustadas a
simulaciones donde se ve reflejada la difusién radial asociada a este tipo de dis-
positivo o difusién linear semi-infinita asociada a electrodos planos. La bondad
del ajuste de los dos modelos propuestos demostraron hasta qué punto la geo-
metria del dispositivo posee una geometria del tipo micro-array o planar [267]
[263].

Este trabajo fue realizado en colaboracién con el Dr. Anthony Guiseppi-Elie
de la Universidad de Texas A&M. En el mismo se modificé la superficie de un
dispositivo MDEA 5037 utilizando dos métodos de electrodeposiciéon. El pri-
mer método fue denominado potenciodindmico y se electrodeposité. El segun-
do método se denomina potenciostatico. En ambos casos se deposit6 hexaciano-
ferrato de niquel. El funcionamiento del electrodo fue caracterizado por medio
de amperometria, voltametria ciclica y analizando los cambios en la corriente
del estado estacionario (iss). La capa nanoestructurada obtenida con el método
potenciostético logré una mejora 200 veces mayor al medir la iss comparado al

electrodo modificado con el método potenciodindmico.

7.1.1. Materiales y Métodos
7.1.1.1. Reactivos

El FeCl, y el K3[Fe(CN)g] fueron adquiridos en Sigma—Aldrich®.
La conductividad del agua destilada usada para la preparacién de las solu-

ciones fue menor a 5 uS/m.
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7.1.1.2. Descripcién del Electrodo

Los electrodos empleados fueron micro-transductores de dos canales, donde
cada canal es un arreglo tripolar de electrodos de platino. Estos dispositivos
se denominan ECC MDEA5037-Pt" (ABTECH Scientific, Inc.), cada uno posee
un electrodo de trabajo de platino (WE), una referencia de Ag/AgCl (RE) y el
contra electrodo (CE) también de platino. Esta celda fue descrita en detalle por
Kotanen et al. [268]. El electrodo al cual denominamos como “E1” se modificd
con el método potenciostdtico, mientras que “E2” se modificé con el método

electrodindamico.

7.1.1.3. Mediciones electroquimicas

Las mediciones electroquimicas se realizaron con dos potenciostatos. El pri-
mero es uno de dos canales e inaldmbrico, descrito por Kotanen et al. [269]. El
otro es un Solartron 12508 W. Las mediciones de H,O, se realizaron usando una
placa del tipo 96-wells. La voltametria ciclica se realiz6 entre -0,6 y +0,6 V vs RE.
En las mediciones amperométricas, ambos electrodos de WE fueron polarizados

a +0,6 V vs la referencia.

7.1.1.3.1. Calculos de I en estado estacionario La corriente del estado esta-
cionario, igs, se calculé usando la ecuacién para un arreglo de electrodos con

multiples dominios de difusién [268].

Donde: n es el nimero de electrones transferidos, F es la constante de Fara-
day, Dypp es la difusion aparente, C* es la concentracién del analito en el seno
de la solucién y t, es el radio de cada microdisco. El drea del WE es: 7.27 x10~4

[em?2].

7.1.1.3.2. Electrodeposiciéon potencioestatica Se mantuvo al electrodo E1 a
-400 mV vs RE y sujeto a una inmersién secuencial de cuatro etapas a tiempos

controlados. La secuencia se detalla a continuacién:

A) (5s) =50 mM KCl en 10mM HCI (como solvente acido),
B) (50s) = 3.0 mM Kj[Fe!!/(CN)4] + 3.0 mM FeCl, disuelto en A,

C) (50s) = 1.5 mM K3[Fe!!!(CN)g] + 3.0 mM NiCl, disuelto en A y finalmente,
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D) (5s) = PBS; pH: 7,2

Este procedimiento se repitié 5 veces ininterrumpidas. De esta manera se
cred capa por capa una estructura de hierro (I III) hexacianoferrato (ILIII) (PB)
formadas en B. Luego en C se formé una capa de niquel (II) hexacianoferrato
[Ni(I[)HCFe].

7.1.1.3.3. Electrodeposicién potenciodinamica Esta electrodeposicion se reali-
z06 usando voltametria ciclica en una solucién de NiCl, 0,5 mM y K3Fe(CN)¢ 0,5
mM en 0.1 M KCI + 0.01 M HCI. Los CVs se hicieron barriendo en potencial
a una velocidad de 100 mV/s ente +0,1 y +1,1 V por 30 ciclos. Por tltimo el
dispositivo modificado, Pt | NiFeHCEF, se lav6 con agua destilada.

7.1.1.3.4. Respuesta amperométrica Ambos dispositivos fueron evaluados
usando dos rangos de concentraciones de H,O,, donde el menor se encuentra
entre 1y 10 uM y el mayor es de 10 to 100 uM.

7.1.2. Resultados

7.1.2.1. Voltametria ciclica

La evaluacion electroquimica de ambos electrodos revel6 un comportamien-
to completamente distinto de cada electrodo. La siguiente figura muestra los
voltagramas en PBS a diferentes velocidades de los electrodos E1 y E2.

e
=

| [uA/cmz]

0.0}

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E[V]

Figura 7.1: Voltametria ciclica de los electrodos E1 (izquierda) y E2 (derecha)
en PBS.
7.1.2.2. Amperometria

A través de las mediciones amperométricas es posible determinar el posible
incremento de la sensibilidad y su relacién con ambos métodos de electrode-

posicion. La figura 7.2 se puede ver la evaluacién de dos rangos de concentra-
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ciones, uno entre 1-10 uM y el otro 10-100 uM al medirlos con un electrodo de
platino sin PB. Las curvas de calibracién del electrodo de platino para ambos

rangos se pueden observar en la figura 7.3

Bare Pt electrode at low H,0, concentration

Bare Pt electrode for high H,0, concentration
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Figura 7.2: Mediciones amperométricas del electrodo de Pt para ambos rangos
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Figura 7.3: Curvas de calibraciéon del electrodo de Pt para ambos rangos de
concentracién de H,Os.

Se puede ver que el electrodo de platino no es sensible al H,O; cuando se
mide en el rango de menor concentracién. Sin embargo, al medir el rango mayor
posee una respuesta lineal con un coeficiente de correlacién de 0.9899.

Los electrodos con PB electrodepositado con ambos métodos fueron evalua-
dos en los mismos rangos de H,O,. La figura 7.4 muestra la respuesta en el

tiempo y la figura 7.5 la respectivas calibraciones del electrodo E1.

PB-modified Pt electrode at low H,O, concentration
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Figura 7.4: Respuesta de la corriente en el tiempo del electrodo E1 para el rango
bajo (izquierda) y alto (derecha) de H,O,.
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A partir de los valores estacionarios de la grafica 7.4, se grafican las curvas
de calibracién siguientes. No se consideran los picos observados en las graficas
de la figura 7.4 ya que corresponden a transitorios debidos al momento en el

que el electrodo se cambia de cubeta de medicién.
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Figura 7.5: Curvas de calibracién del electrodo E1 para el rango bajo (izquierda)
y alto (derecha) de H,O,.

Se evidencia claramente el incremento de la respuesta en el rango bajo debi-
do a la presencia del film nanoestructurado de PB.
Las figuras 7.6 y 7.7 muestran la respues del electrodo E2
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Figura 7.6: Respuesta de la corriente en el tiempo del electrodo E2 para el rango
bajo (izquierda) y alto (derecha) de H,O,.
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Figura 7.7: Curvas de calibracién del electrodo E2 para el rango bajo (izquierda)
y alto (derecha) de H,O,.

El cuadro 7.1 resume las sensibilidades de cada electrodo al H,O».
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Electrodo Rgo.Conc. Sensibilidad  r?

(1M) (hA-cm™?)
Pt bare 1-10 - -
Pt bare 10-100 0.05 0.985
El 1-10 0.333 0.995
E1l 10-100 13.16 0.999
E2 1-10 0.024 0.910
E2 10-100 0.05 0.995

Cuadro 7.1: Sensibilidades de los electrodos de Pt, E1 y E2

7.1.2.3. Corriente en Estado Estacional (i)

La figura 7.8 presenta la corriente en estado estacionario obtenida con ambos

electrodos para los dos rangos medidos.
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Figura 7.8: iss de ambos electrodos para el rango bajo (izquierda) y alto (dere-
cha) de concentraciones de H,O,.

En ambas figuras se puede observar que el electrodo modificado con el mé-
todo potenciostatico se asemeja més al cdlculo tedrico de iss que el modificado

con el método potenciodindmico.

7.1.3. Discusion

La evaluacién electroquimica revel6 un comportamiento completamente dis-
tinto entre ambos electrodos. Se puede ver que el potencial redox es diferente en
ambos casos. La figura 7.1 muestra un pico de oxidacién alrededor de los 0,35
V en el electrodo modificado potenciostdticamente, mientras que ese pico esté
aproximadamente en 0,75 V en el electrodo modificado potenciodindmicamen-
te. El método de electrodeposicion de PB claramente determina la habilidad del

PB de cambiar a sus distintos estados de oxidacion. Karyakin et al. report6 que
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el PB existe como un policristal azul inorgénico [270]. Al moverse hacia poten-
ciales catédicos, se reduce y decolora formando Prussian White (PW). Mientras
que a potenciales anddicos, se convierte en Prussian Green. Los voltagramas de
la figura 7.1 indicarian un comportamiento del tipo antes descrito.

Las mediciones amperométricas mostradas en las figuras 7.2 y 7.3 eviden-
cian que el electrodo de platino no es sensible dentro del rango bajo de concen-
tracion. La electrodeposicién de PB claramente mejora la sensibilidad al HyO».
Con el electrodo E1 se obtuvo una sensibilidad de 0,333 y con el E2, la sensibi-
lidad obtenida fue de 0,024 uA-cm~2. Las capas de PB depositadas potenciosta-
ticamente probaron ser mejores para aumentar la sensibilidad del dispositivo.
Esta mejora se dio en ambos rangos. En el rango alto, con el método poten-
ciostatico se obtuvieron corrientes dos 6rdenes de magnitud més grande que el
potenciodindmico.

La presencia del Ni?>" ayuda a la estabilidad de la capa de PB en pH al-
kalinos como lo mostré Ivekovic et al. en su trabajo [271]. Ambos electrodos
comparten esta caracteristica, por lo cual la diferencia de la sensibilidad se debe
basicamente a la presencia del hierro en estado ferroso.

La corriente estacionaria es un parametro ttil que se puede utilizar para
evaluar la respuesta de los films depositados con distintos métodos. La corriente
medida con el electrodo E1 son mayores que las del E2. La ecuacién 7.1 describe
el valor tedrico que tomaria igs para un valor particular de concentracién, por
lo tanto, asume que el dispositivo es sensible al analito. En nuestro caso, para
el rango bajo de H,O, los valores experimentales no se ajustan a los calculos
tedricos. Esto podria deberse a que la teorfa no toma en cuenta la variaciéon de
la sensibilidad del sistema ante distintos rangos de medicién. Por otro lado, el
electrodo modificado potenciostaticamente obtuvo valores experimentales que

siguen los tedricos dentro del rango alto de concentracion.

7.1.4. Conclusiones

Se utilizaron dos métodos de electrodeposicion para modificar la superficie
del dispositivo MDEA. Como resultado de esto, se obtuvieron dos tipos de films
nanoestructurados. El potenciostatico gener6 un film de Hierro-niquel hexacia-
noferrato y el potenciodindmico generé un film de niquel hexacianoferrato. El
primer método mostr6 una sensibilidad 200 veces mayor que el segundo para la
deteccién del HyO,. Atin mas, el método potenciostético fue capaz de obtener

valores de igs tales que pudieron seguir los célculos teéricos dentro del rango
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alto de H,O;. Se puede inferir de estos resultados que la presencia del hierro en

estado ferroso mejoro la respuesta del sensor al HyO».
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Capitulo 8

Evaluacion del elemento de

biorreconomiento para deteccion de

HLB

La raza humana necesita un
desafio intelectual. Debe ser abu-
rrido ser Dios y no tener nada que

descubrir.

Stephen Hawking
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8.1. Introduccion

Los compuestos fenodlicos, generados como metabolitos secundarios de las
plantas, se encuentran ampliamente distribuidos y se los pueden encontrar en
comidas y bebidas de origen vegetal [272]. A pesar de existir més de 6000 estruc-
turas diferentes, hay ciertas estructuras comunmente encontradas en alimentos,
que se podrian dividir en tres grandes grupos: acidos fendlicos, flavonoides y
taninos [273]. Estos compuestos son de elevado interés por sus beneficios para la
salud (la mayoria de los antioxidantes de origen vegetal son polifenoles, es de-
cir, compuestos fendlicos que tienen mds de un grupo fenol por molécula). Los
mismos pueden atrapar radicales libres [274], actuar como agentes quelantes
de metales [275], inhibir la oxidacién de lipoproteinas [276], o también presen-
tar propiedades benéficas para la salud humana relacionadas con la prevenciéon
a la oxidacién [277], inflamacién [278] y del cancer [279]. En la bibliografia se
pueden encontrar distintos métodos de separacién, deteccién y cuantificacién
de polifenoles como la Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) combi-
nada con absorcién de luz UV-visible [280], quimioluminiscencia [281], fluores-
cencia [273], Cromatografia de capa delgada (TLC) combinada con reveladores
quimicos como el NP (Natural Products) y luz UV [282], pero el utilizado mas
ampliamente es el método de Folin-Ciocalteau. Por otro lado, se ha reportado
también el uso de biosensores para la determinacién de polifenoles. Los mis-
mos son dispositivos que emplean transductores fisicos y moléculas bioldgicas
que sirven de elemento de biorreconocimiento especifico del analito a detectar.
Los biosensores reportados para polifenoles utilizan en general la enzima Pe-
roxidasa de Rabano (HRP) [283] [284] [285] [286], aunque otra enzima también
utilizada es la Tirosinasa [287]. Se usan también mezclas de enzimas, donde se
inmovilizan Lacasa y Tirosinasa [288]. La mayoria de los biosensores para po-
lifenoles inmovilizan el elemento de biorreconocimiento, y emplean el tipo de
transduccién electroquimica donde la amperometria es la técnica mds amplia-
mente utilizada. Los biosensores tienen algunas ventajas sobre otros métodos,
las que incluyen una rdpida respuesta, mayor sensibilidad, simplicidad en el
uso y un minimo pretratamiento de la muestra por parte del operador. Los po-
lifenoles se utilizan como marcadores en estudios taxonémicos [289]. Se podrian
pensar también que tienen un gran potencial como marcadores de algunas en-
fermedades en plantas, ya que muestran distintas relaciones de concentracién
especificas para alguna infeccion en particular, llegdndose a obtener variacio-

nes de entre 150 % y 500 % [290] para algunas enfermedades. Dentro de los po-
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lifenoles encontramos un grupo particular que son los flavonoides. Una de las
funciones mdas importantes de estos compuestos es su papel en la proteccion
de la planta frente a invasiones microbianas. Poseen la habilidad de impedir la
germinacion de esporas y acttian frente a estrés abittico (radiacién UV-B, calor)
y mantienen el equilibrio redox en las células [29]. Los flavonoides se transpor-
tan al sitio de la infeccién e inducen una reaccién de hipersensibilidad, que es
el mecanismo de defensa més temprano empleado por las plantas enfermas, y
también la muerte celular programada [30].

En esta tesis y basado en el estudio bibliografico, evaluaciones y desarrollos
presentados en los capitulos previos, se idearon el disefio y evaluacién de un
biosensor nanoestructurado para la determinacién de flavonoides en extractos
de plantas. Este biosensor se evalu6 principalmente para desarrollar un método

de deteccion temprana de la enfermedad HLB.

8.2. Materiales y Métodos

8.2.1. Material vegetal

Las muestras fueron recolectadas a partir de plantas sanas de 4 afios de edad
crecidas en invernaderos certificados de la EEAOC. Los extractos vegetales se
hicieron a partir de tallos y hojas jovenes de Citrus limén y Citrus sinensis. Las
muestras fueron molidas en nitrégeno liquido y se hicieron extractos usando

metanol al 80 % a una proporcién de 1g de tejido vegetal en 10 ml de solvente.

8.2.2. Efectos sobre la actividad de la enzima HRP.

La enzima empleada es la Peroxidasa de Rabano (HRP) tipo VI de Amora-
cia rusticana 250-330 Unidades/mg. Para las determinaciones se utiliz6 buffer
fosfato de sodio y potasio (PBS) a pH 7; peréxido de hidrégeno (H,O;) en una
concentraciéon de 28 [uM]; como indicador colorigénico O-Dianisidinadicloro
(Sigma Aldrich) disuelta en agua Mili-Q (18 MQ)). Los polifenoles puros (flavo-
noides) usados fueron Naringenina (flavanona), Hesperidina (flavanona glico-
silada) y Quercetina (flavonol) (Aldrich).
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OH O

(b) Hesperidin .

(a) Quercetin .

OH

H O

(c) Naringenin .

Figura 8.1: Flavonoides empleados en el estudio de la HRP.

Todos los reactivos se conservaron a 4 °C y los extractos en freezer. Las eva-
luaciones de la cinética de la enzima se hicieron por determinacién de la absor-
bancia a una longitud de onda A= 507 nm usando el método de la o-Dianisidina
(0-D) [291], con un espectrofotémetro Beckman DV 7500.

La ecuacién 8.1 muestra la sintesis de la formacién de color por el método
de la o-D y la ecuacién 8.2 cémo se hace el calculo del porcentaje de inhibicién

enzimatica.

. HRP .
H>O; + 0 — Dianisidina,eg,ciga —— H2O 4 0 — Dianisidina,y;iada (8.1)

% de Inhibicion = (A“’””f’l — A’””ES””) -100 (8.2)
Acontrol

8.2.3. Determinaciéon de Fenoles totales por el método Folin-

Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molib-

dato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
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complejos fosfomolibdico-fosfottiingstico. La transferencia de electrones a pH
bésico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos, cromége-
nos de color azul intenso, de tungsteno (WgO,3) y molibdeno (MogO,3), siendo
este color proporcional al niimero de grupos hidroxilos de la molécula. Los re-
sultados de este método se expresan en mg equivalente de 4cido galico (GAE).

8.2.4. Inhibicién de la HRP por los flavonoides puros

Para la caracterizacién del comportamiento de la enzima en presencia de
flavonoides se estudi6 la cinética de la HRP determinando la formacién de pro-
ducto (A = 507 nm) en el tiempo a distintas concentraciones de cada flavonoide
puro. Las lecturas se realizaron a 30 °C, cada minuto durante 20 minutos. Se
consider6 solo el comportamiento de la enzima en condiciones de velocidad
inicial, o sea cuando la formacién de producto en el tiempo es constante. Para
verificar que existe un efecto de inhibicién de los flavonoides sobre la enzima,
se hicieron pruebas incubando cada flavonoide con H,O; a distintos tiempos.
El control se lleva a cabo en ausencia de flavonoides, y los tiempos de incuba-
cién se hicieron a 0, 2, 5, 10 y 20 minutos. Se evalud el efecto de los compuestos
presentes en las muestras vegetales, sobre la enzima HRP, agregando 20 ul de
extracto metandlico al reactivo de trabajo. Como control se agregé 20 pl de me-
tanol 80 % al reactivo de trabajo.

8.2.5. Inhibicién enzimatica en presencia de extractos vegeta-

les

Las muestras fueron recolectadas a partir de plantas sanas de 4 afios de edad
crecidas en invernaderos certificados de la EEAOC. Los extractos vegetales se
hicieron a partir de tallos y hojas jévenes de Citrus limén y Citrus sinensis. Las
muestras fueron molidas en nitrégeno liquido y se hicieron extractos usando
metanol al 80 % a una proporcién de 1g de tejido vegetal en 10 ml de solvente.
Se evaluo el efecto de los compuestos presentes en las muestras vegetales, sobre
la enzima HRP, agregando 20 ul de extracto metandlico crudo al reactivo de
trabajo. Como control se agregaron 20 ul de metanol 80 % al reactivo de trabajo.
Ademés se realizaron mediciones en extractos de hojas agregando por separado
quercetina y hesperidina, 467 % y 154 %, respecto a las concentraciones basales
determinadas por HPLC. Dichos aumentos en los niveles de ambos flavonoides

fueron observados en plantas de citrus enfermas dentro de los 12 meses de la
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inoculacién del patogeno.

8.3. Resultados

En las figuras 8.2 (a) y (b) se muestra la cantidad de polifenoles totales por g
de peso fresco de tallos y hojas de limén y naranja.

Polifenoles totales en tallos Polifenoles totales en hojas
2.0 2.0+ 1.87
1.8 1.84
o 16 o 16
] 1.41 3
O 1.4+ O 144
(TR (TR
2 124 2 1.2
$ 104 8
5 104 3 > 104 0.90
ke 5 -
2 os < 0.8+
O (0]
o . D 0.6+
2 o6 g
0.4 0.4
0.2 0.2
0.0 : 0.0 .
Limén Naranja Limén Naranja
(a) Extractos de tallos . (b) Extractos de hojas .

Figura 8.2: Cuantificacién de fenoles totales por Folin-Ciocalteau.

A continuacién se presenta la disminucién en la velocidad de la reaccién
enzimadtica, o inhibicién de la HRP, debido a la presencia de distintas concentra-
ciones de Naringenin, Hesperidin y Quercetin para una misma concentracién
de HzOz.
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Figura 8.3: Grado de inhibicién de la HRP vs. concentracion de flavonoide.
La figura 8.4 muestra inhibicién enzimatica cuando se utilizan extractos de

tallos de limén y naranja. El control se hizo empleando el mismo volumen de
metanol 80 %.
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Inhibicién con Extractos de Tallos
73,33

63,33
T

T

Inhibicién (%)

0,80

T T
Control Limén Naranja

Figura 8.4: Disminucién de la actividad enzimatica debido a la presencia de
polifenoles totales en tallos de plantas de limones y naranjas.

En la siguiente figura se observan los perfiles cromatograficos de los extrac-
tos donde se resalta la presencia del hesperidin (H) y quercetin (Q). Es posible

observar una mayor presencia de hesperidin en el extracto de naranja.

‘Eureka’

) [’Naranjo Dulce’ u

Abs (280nm:azul 368nm:rojo)

|
o It ,4,-:1‘21:,»,4;9,_,‘..,;.;;.1:6..

Tiempo de retencion (min)

L

Figura 8.5: Perfiles cromatograficos de extractos de hojas de plantas de limon y
naranja.

pEEET e T T

En la figura 8.6 se muestra la variacién promedio de tres ensayos de la ac-
tividad de la HRP cuando, a una misma concentraciéon de H,O; (0,28 M), se
incuba durante distintos tiempos con Neringenin (0,2 mM), Quercetin (5 yM) y
Hesperidin (11 uM).
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Figura 8.6: Cambios en la actividad de la HRP cuando se incuba a distintos
tiempos el HyO; con Quercetin, Herpsridin y Naringenin.

La siguiente figura muestra la inhibicién enzimatica promedio de tres medi-
ciones con H,O; (0,28 #M) junto con extractos de hojas de naranja (Nar) y limén

(Lim), los cuales se incubaron durante tres tiempos distintos junto al HyO,.

H,O, y Extractos
0.018 4

0.011 0.011

Velocidad (Abs/min)

OminNar OminLim 5minNar 5minLim 20 min Nar 20 min Lim
tiempo (min)

Figura 8.7: Cambios en la actividad de la HRP cuando se incuba a distintos
tiempos el H,O, con extractos reales de hojas de Naranja y Limén.
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En la figura 8.8 se observan los cambios de la actividad para agregados de
extractos de limén, naranja y los mismos extractos donde ademads se pone, por
separado, flavonoides puros en los porcentajes descriptos en el punto 8.2.5. Esto
permitird comprobar si el incremento de los flavonoides por enfermedad seria
detectable con este sistema para el disefio del biosensor.

Inhibicién con Extractos + Flavonoides
100 4

90.00 90.00

804

@
=}
1

Inhibicion (%)

N
o
1

204

Figura 8.8: Inhibicién enzimadtica con extractos reales y agregados artificiales
de los flavonoides.

8.3.1. Respuesta del biosensor a la infeccién con Xanthomona

Campetris

Dado que las plantas enfermas con HLB presentan valores elevados de poli-
tenoles, lo cual genera un aumento en la inhibicién de la HRP, se buscé evaluar
la respuesta enzimética frente a una enfermedad presente en nuestra localidad.
Para ello se midi6 la actividad enzimatica usando extractos de plantas de la
variedad Pinneaple, sanas y 7 dias luego de realizada la inoculacién.

Como se puede obervar en la figura 8.9, los compuestos polifenélicos en
plantas enfermas con cancrosis disminuyen al contrario de lo que sucede en el
HLB. Esto pudo ser comprobado tanto por nuestra técnica de referencia como
por la inhibicién enzimatica.
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Figura 8.9: Evaluacion de extractos de una planta sana y enferma con cancrosis.

La figura 8.9 muestra los resultados de inhibicién obtenidos con el métodod
de referencia (izquierda) y a la derecha, los resultados obtenidos con el méto-
dod e inhibicién enzimadtica propuesto en esta tesis. Se puede observar que el

método propuesto permite detectar entre muestras inoculadas y sin inocular.

8.3.2. Respuesta del biosensor a la infeccién con HLB

Como Argentina es un pais libre de HLB al momento de la redaccion de este
trabajo, la evaluacién del biosensor en plantas infectadas con HLB se la realiz6
en el Instituto Agronémico Centro de Citricultura Sylvio Moreira en Araras,
Brasil.

Para esta prueba se utilizaron plantas de Naranja Valencia en invernadero.
Se tomaron muestras de 3 plantas sanas y 3 plantas sintomadticas de un afio a
partir de su infeccién, tomando 2 hojas de cada punto cardinal de cada planta.
Luego se cortaron discos de cada hoja para realizar un pool de muestra. Estos
discos se pesaron hasta completar 1 g de peso fresco y se realiz6 la extraccién
utilizando etanol 96. Para los ensayos de inhibicién se evaluaron 4 tiempos, 5,
10, 30 y 45 minutos.

-~

Figura 8.10: Hojas recolectadas de plantas sanas.
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Figura 8.11: Hojas recolectadas de plantas a un afio de haberse infectado con
HLB.

Figura 8.12: Ensayo con plantas sanas y con HLB. Al extremo izquierdo se pue-
de observar el tubo control sin extracto. La fila superior corresponde a los ex-
tractos de planta sana y la inferior a la infectada con HLB. De izquierda a dere-
cha se encuentran los tiempos de extraccién, 5, 10, 30 y 45 minutos respectiva-
mente.

A partir de estos resultados preliminares se pueden apreciar resultados muy
promisorios. Incluso en tiempos de extraccién tan cortos como 5 minutos el

biosensor puede diferenciar entre plantas sanas e infectadas con HLB.

8.4. Evaluacion del proceso de extraccion en la res-

puesta del biosensor

La aplicacion exitosa del biosensor en el campo depende del método de ex-
traccion elegido. Para lograr buenos resultados es necesario que la extraccién
del compuesto deseado sea cuantitativa y reproducible, y en el menor tiempo y
para tener en cuenta la portabilidad del método. Para evaluar la aplicacién en

campo del biosensor, se probaron distintos tiempos de extraccién asistida con
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un bafio ultrasénico y en tres solventes: agua destilada, etanol 96 y metanol al
80 %. Los tiempos de extracciéon ultrasénica fueron 5, 10 y 15 minutos. Luego

de cada tiempo los extractos se filtraron para obtener el extracto sin la porcién

vegetal. Como se expuso anteriormente se hizo un pool con cada muestra y se
peso 1 g de peso fresco para cada extraccion. Cada extracto se hizo por triplica-

do. La siguiente figura muestra el proceso. De las mediciones del método Folin-

Ciocalteau (figuras 8.14 y 8.15) se oberva que si bien la extracciéon con etanol

96° es menor que con metanol, es decir, la eficiencia es menor, tanto el método

de extraccion como el tiempo evaluado, alcanzarian para observar diferencias
significativas entre las muestras (figuras 8.14 y 8.15 a la derecha).

3 hojas jévenes
de cada punto cardinal

MIN)

EXTRACCION

SONICACION (5-10-15

-

L}

Nil

MeOH 80%

EtOH 96° H,O Dest.

Figura 8.13: Descripcién grafica del proceso de extraccion rdpida.

Luego, se comparé la inhibicién enzimatica de cada tiempo de extraccién

con la técnica Folin. A continuacién estan los resultados para 10 y 15 minutos

de extraccion obtenidos de dicha comparacién:

2.0 Folin - Limén 10 minutos

mg GAE/g PF
5

0.54

0.0+
EtOH

172

MeOH

Inhibicién (%)

100

804

@
3
!

IS
S
!

204

0

26.69

H20

HRP - Limén 10 minutos

83.86 86.98

EtOH MeOH

Figura 8.14: Extraccion de 10 minutos de hojas de Limén.
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Figura 8.15: Extraccion de 10 minutos de hojas de Limén.
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Figura 8.16: Extraccion de 15 minutos de hojas de Limén.
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Figura 8.17: Extraccion de 15 minutos de hojas de Naranja.

De los resultados anteriores se puede observar que la inhibicién enzimatica

para ambos tiempos es acorde a la técnica de referencia, mostrando la inhibicién

de la enzima por los extractos obtenidos con etanol, resultados similares a los de

metanol. Por lo tanto se puede inferir que 10 minutos de extraccion ultrasénica

son suficientes para obtener los resultados requeridos.

8.5. Discusion

Los estudios realizados evidencian la interaccion de los extractos en general

y de los flavonoides en especial, con la enzima. La actividad de la enzima se

137



Capitulo 8. Evaluacion del elemento de biorreconomiento para deteccion de HLB

evaltia bioquimicamente con el método de o0-D, el cual se fundamenta en la pe-
roxidacion de la o-Dianisidina mediante la HRP utilizando H,O,. Este método
tiene una sensibilidad muy alta. La disminucién de la actividad enzimaética en
presencia de flavonoides puros (Naringenina, Hesperidina y Quercetina) per-
mitié6 comprobar que seria posible utilizar la HRP como biorreceptor. Se conoce
que los flavonoides acttian como antioxidantes de sacrificio frente a radicales
libres como el oxigeno molecular (O,), el superéxido (O, ), etc. Montafia et al.
estudi6 la mecénica de 3 flavonoides, Quercetin, Rutina y Morina, y encontré
que los dos ultimos tendrian una mecénica antioxidante similar a la Hesperi-
dina y la Naringenina respectivamente si comparamos sus estructuras globales
y polaridades. Por otro lado, la mecdnica de consumo de las especies oxidan-
tes por parte de los flavonoides, no afecta al H,O, [292]. Sin embargo, como el
objetivo es conocer el comportamiento de la enzima en extractos vegetales, se
hicieron pruebas incubando tanto a los flavonoides puros como con los extrac-
tos con el peréxido, previo a la mediciéon de absorbancia. En ambos casos se
pudo comprobar que no hubo degradacién apreciable del peréxido. Mediante
los ensayos de Folin-Ciocalteau en los extractos se comprueban los distintos ni-
veles de fenoles totales. Se realizaron ensayos en HPLC con lo que se observé
lo anterior de manera més detallada. Se hizo pasar por la columna Hesperidin
y Quercetin para determinar los tiempos de retencién de cada uno y asi poder
inferir su presencia en los extractos. Con esa informacién se pudieron estimar
las concentraciones de los flavonoides puros y hacer el aumento porcentual re-
lativo de cada uno imitando las condiciones de enfermedad. Con este aumento
relativo se pudo comprobar la hipétesis del método. En el caso de los extractos
de tallo se pudo también observar inhibicién enzimética, siendo la naranja la

que produjo una inhibicién un poco mayor.

8.6. Conclusiones

En esta seccién se evalué la posibilidad de utilizar a la enzima HRP como
biodetector en un biosensor para la determinacién de polifenoles en diferen-
tes extractos. De los resultados obtenidos, se observa que es posible emplear
la enzima HRP en un biosensor donde el principio de transduccién sea la in-
hibicién de la misma por los flavonoides presentes en los extractos. Se emple6
el método bioquimico de la 0-D, que es un sistema muy sensible, con el cual
se logré distinguir diferencias en la concentraciéon de polifenoles en cantidades

muy pequeiias de extractos de distintas variedades de citrus tanto en hojas co-
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mo en tallos. También se pudo determinar que cada flavonoide puro posee un
grado de inhibicién diferente. El método desarrollado en este trabajo mostré ser
maés sensible a la presencia de polifenoles que la técnica Folin. Esto se infiri6 de
la necesidad del Folin de concentrar la muestra previo a la determinacién. En
el caso de nuestro biosensor, se obtuvieron resultados acordes al Folin a partir
de muestras crudas, es decir, sin concentrarlas previamente. Por tiltmo, en base
a resultados preliminares, se pudo demostrar la habilidad del biosensor para

detectar diferencias entre plantas sanas e infectadas con HLB.
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Dado que existe una ley como Ia
de la gravedad el universo pudo
crearse a si mismo de la nada, como
asi ocurrid. La creacion espontinea
es la razon de que exista algo, en
vez de nada, de que el universo
exista, de que nosotros existamos.
No es necesario invocar a Dios pa-
ra que encienda la mecha y ponga
el universo en funcionamiento.

Stephen Hawking
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9.1. Introduccion

Los resultados presentados en este capitulo forman parte de la tesis de grado
del Ing. Fernando Ashur, la misma fue planificada y dirigida por el autor de
esta tesis. El trabajo consisti6 en la optimizacién de un sustrato adecuado para
la implementacién del biosensor de HLB, que como se presenté en el capitulo
8, se trata de un biosensor de inhibicién de la enzima HRP.

El principio de funcionamiento de los biosensores enziméticos de inhibicién,
se basa en la cuantificacién de un inhibidor, midiendo la actividad enzimaética
tanto en ausencia como en presencia del inhibidor. El estudio de la inhibicién
es a menudo, crtitico en el campo clinico, porque algunas drogas se basan en
la inhibicién de enzimas clave para vias biolégicas, mientras que otros inhi-
bidores son considerados compuestos téxicos; asi, los biosensores basados en
inhibicién enzimatica son herramientas confiables para la deteccién de muchos
compuestos téxicos. Dada la necesidad de biosensores por inhibicién altamente
sensibles, es fundamental la optimizacién de pardmetros clave como concen-
traciéon de enzima, concentracién de sustrato y tiempo de incubacién, como asi
también el diagndstico del tipo de inhibicién. Los tipos de inhibicién pueden ser
clasificados como irreversibles o reversibles. La inhibicién irreversible se carac-
teriza por una unién covalente entre el inhibidor y el sitio activo de la enzima.
Consecuentemente, la enzima queda permanentemente inactivada. En el caso
de la inhibicién reversible, por el contrario, la enzima inhibida puede recuperar
su actividad original mediante un simple lavado con agua o buffer. Para cuanti-
ticar la inhibicién, se usa el término “grado de inhibicién” que se define como la
relacion entre la diferencia de la actividad enzimatica en ausencia y en presen-
cia del inhibidor; y la actividad enzimética en ausencia del inhibidor. Se define,
ademads, el pardmetro Ic50 como la concentracién de inhibidor que produce un
50 % de inhibicién y Ki como la constante de inhibicién que mide la afinidad de
la enzima al inhibidor. Amine et al. propuso un método grafico para el anélisis
de los resultados y la determinacién de la Ic50 y Ki de un biosensor de inhibi-
cién [293]. En ese trabajo, demostré que la ecuacion del grado de inhibicién (y)

puede expresarse de la siguiente manera:

o
Y=+ [Iao] &1

Reacomodando:
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1]

y= ﬂ“—il 9.2)
[Is0]

Trazando el grado de inhibicién (y) vs. I/1I59, y dando a I valores entre 0,1 x
I5p y 10 x I5p, se obtiene una hipérbola, similar a la curva tradicional de Michaelis-
Menten [293]. Los valores de inhibicién de alrededor del 50 % (considerando el
valor del 50 % dentro del rango del 20 al 70 %) se pueden usar para una esti-
macién rapida de la I5p. Este enfoque permite realizar un tnico experimento de
inhibicién para la estimacién de I5p sin ningtin conocimiento previo de la con-
centracion del sustrato, K; o incluso el tipo de inhibicién, ofreciendo un cdlculo
réapido de Isg [293].

Rango Lineal de trabajo

La curva general del grado de inhibicién en el caso de la inhibicién reversible
indica que el limite superior del rango lineal esta en el rango de concentracién
del inhibidor y es igual a la Ic50. Se Debe tener en cuenta que cuando [I]=0.1I5p,
y=0,091, y cuando [I]=10I50, entonces y=0,91. Por lo tanto, el rango dindmico de
concentracién de inhibidor se puede considerar de dos décadas. En el caso de
la enzima inmovilizada en el transductor, puede existir una barrera difusional
que limite el acceso del sustrato o inhibidor a la enzima. En consecuencia, se
observard una disminucién de la sensibilidad y una linealidad extendida. Se
pueden detectar bajas concentraciones de inhibidor si K; es muy bajo.

En el caso de los inhibidores irreversibles, la sensibilidad aumenta al au-
mentar el tiempo de incubacién hasta alcanzar una meseta. Ademads, el uso de
muchas unidades enziméticas disminuye la sensibilidad, por lo tanto, en lugar
de la inclusién de gel, se prefiere una inmovilizacién por adsorcién y por enlace
covalente, debido a la baja cantidad de enzima por gramo o por cm? proporcio-
nado por estos métodos.

Otro aspecto importante a investigar es la concentracion del sustrato. En el
caso de la inhibicién irreversible, la concentracién de sustrato debe seleccio-
narse juiciosamente para lograr una alta tasa de actividad enzimatica, preferi-
blemente en el punto de inicio de la meseta de la curva de Michaelis-Menten.
Ademés, se debe resaltar que es importante evitar concentraciones muy altas
de sustrato, para evitar el consumo de reactivo y la inhibicién debido a la alta
concentracion de sustrato.

El valor del blanco (V) no es cercano a cero, ya que Vy corresponde al 100 %

de la respuesta de la sefial (en ausencia de inhibidor). Por lo tanto, la SD puede
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ser alta, y pequefias variaciones de Vy-V; son dificiles de cuantificar con preci-
sién. Se ha informado en la literatura que el limite de detecciéon (LOD) se puede
tijar a 5%, 10% y 20 % del grado de inhibicién. Fue sugerido por Amine et al.
[294] usar 10 %.

Selectividad

Se report6 que, en el caso de inhibicién irreversible, las interferencias pueden
evitarse si se emplea el "método de intercambio de medio"[295]. Este método
permite evitar interferencias electroquimicas y enzimaticas. Las interferencias
electroquimicas se eliminan porque la actividad enzimaética residual se mide
en una nueva solucién de sustrato, en ausencia de la muestra real. Las inter-
ferencias enzimaticas se evitan porque, después de la etapa de incubacion, el
biosensor se lava con agua destilada, y de esta manera solo se mide la actividad
enzimética disminuida debido al inhibidor unido a la enzima.

Aunque el biosensor basado en la inhibicién de la enzima no es especifico,
puede considerarse como un excelente dispositivo rdpido y econémico para los

métodos de deteccion.

9.2. Materiales y métodos

9.2.1. Reactivos y equipamiento

Las enzimas utilizadas en este trabajo, peroxidasa de rdbano (HRP) y se ob-
tuvo de Sigma Aldrich, liofilizada, por lo que, para su uso, fue resuspendida en
buffer PBS 0,01 [M] (pH 7,2) preparado en el laboratorio, y conservada en he-
ladera a 4°C. La o-Dianisidina, el glutaraldehido y el chitosan también se obtu-
vieron de Sigma Aldrich. El metanol se obtuvo de Sintorgan. La polietilenimina
(PEI), las nanoparticulas de TiO, y la microcentrifuga fueron gentilmente cedi-
dos por el profesor Daniel Valdeén, de la cdtedra de Microbiologia de la FACET
- UNT. En todos los casos en los que se realiz6 lijado, salvo que se especifique lo
contrario, se usaron lijas al agua de tamafio de grano 120, marca Norton, com-
pradas en ferreteria. El espectrofotometro usado en todos los ensayos, es un
equipo Hitachi U-1900, también gentilmente cedido por la Dra. Tereschuk, de la
catedra de Quimica Orgénica de la FACET - UNT.
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9.2.2. Inmovilizacion con chitosan

En base a las bondades del chitosan como polimero soporte, mencionadas en
el marco tedrico, se decidié evaluar su utilidad en la inmovilizacion de la HRP.
Se usaron en general dos concentraciones bajas, dado que, segiin Wang, mayo-
res concentraciones afectarian la actividad de la enzima. Se probaron diferentes
métodos de unioén entre las enzimas, el soporte polimérico y nanoparticulas de
TiO; y ZnO, para la inmovilizacién en PET, usando en algunos de los méto-
dos, glutaraldehido por su conocida funcién como agente de cross - linking por

union covalente.

9.2.2.1. Preparacién de la solucién de chitosan con nanoparticulas

Se prepararon soluciones de chitosan al 0,5 % y 1% mediante la disolucién
de 25 mg y 50 mg del polimero, respectivamente, en 5 ml de dcido acético al 1 %
v/v. Las diluciones se agitaron a 60 °C durante 5 minutos, en agitador termo-
magnético. Pasado este tiempo, se pasaron a un agitador magnético comun y
se mantuvieron agitando durante 24 horas a temperatura ambiente. Ademas,
usando el mismo procedimiento, se prepararon soluciones de chitosan 0,5 % y
1% con nanoparticulas mediante el agregado de 2 mg de nanoparticulas de TiO,
y 5 [11] de nanoparticulas de ZnO en suspensién, cuando se pasan las soluciones

a agitador comun.

9.2.2.2. Inmovilizacion de HRP en soluciones de chitosan con nanoparticu-
las de TiO,

Se mezclaron 100 [u1] de las soluciones de chitosan con nanoparticulas obte-
nidas anteriormente, con HRP 7,11 [U/ml] en relacién 1:1, y se dejaron reposar
durante 8 horas a 4°C. Se verificé que las enzimas seguian activas mediante
pruebas colorimétricas y se procedié a mezclar las suspensiones de ambas na-
noparticulas en chitosan 0,5 % y 1 %, con glutaraldehido en concentraciones de
0,5% y 1%. Se dejaron reposar por 8 horas a 4°C.

9.2.2.3. Inmovilizacién de HRP con chitosan, en PET modificado mecéanica-

mente

Se colocaron 10 [u1] de chitosan 0,5 % sobre tiras de PET, de aproximadamen-
te 1 cm?, pretratadas con lijas al agua y se dejaron secar a temperatura ambiente

bajo campana de extracciéon. Luego se colocaron 5 [ul] de HRP 7,11 [U/ml] en
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una y 5 [ul] de GOx en otra; y se dejaron secar a 4°C durante 8 horas. Seguida-
mente, se colocaron 10 [ul] de chitosan 0,5 % y se dejaron secar a temperatura
ambiente para, finalmente, agregar 5 [ul] de glutaraldehido 0,025 % y dejar secar

nuevamente. Todas las tiras fueron enjuagadas en buffer antes de ser usadas.

9.2.2.4. Inmovilizacién de HRP en solucién de chitosan con nanoparticulas
#1 sobre PET modificado mecdnicamente

Sobre la superficie de tiras de PET, de aproximadamente 1 cm?, pretratadas
con lijas al agua, se depositaron 5 [ul] de las soluciones de chitosan - nano-
particulas - HRP (antes de agregar el glutaraldehido), y se dejaron secar a 4°C
durante 8hs.

9.2.2.5. Inmovilizacién de HRP en solucién de chitosan con nanoparticulas

#2 sobre PET modificado mecdnicamente

Sobre tiras de PET, de aproximadamente 1 cm?, pretratadas con lijas al agua,
se colocaron 10 [pl] de chitosan 0,5 % y 1% con nanoparticulas de TiO2, obte-
niendo dos tiras por cada concentraciéon de chitosan. Las tiras se dejaron secar a
temperatura ambiente, luego de lo cual se enjuagaron en buffer PBS. Se dejaron
secar nuevamente antes de depositar sobre sus superficies, 5 [pl] de HRP 7,11
[U/ml] y 5 [ul] de GOx 2,4 [mM] en un par de tiras con diferentes concentracio-
nes de chitosan por cada enzima. Finalmente, se dejaron secar por 8hs. a 4°C.

Todas las tiras fueron enjuagadas en buffer antes de ser usadas.

9.2.2.6. Inmovilizacion de HRP en solucién de chitosan con nanoparticulas

#3 sobre PET modificado mecanicamente

Cuando se exponen a luz UV, se generan en las superficies poliméricas si-
tios reactivos y es posible modificar el grosor de la capa reactiva, variando la
longitud de onda usada o el tiempo de exposicion. Se funcionalizé la superficie
de tiras de PET mediante irradiacién con luz ultravioleta de dos longitudes de
onda diferentes: alta (365 [nm]) y baja (254 [nm]). La irradiacién se realizé du-
rante 10 minutos para cada longitud de onda. Se inmovilizaron sobre las tiras,
soluciones de:

Chitosan 1 % con nanoparticulas de TiO2 y agregando HRP 7,11 [U/ml]; PEI
1%, con agregado de HRP 7,11 [U/ml]; y PEI - TiO2, con agregado de HRP 7,11
[U/ml].
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9.2.3. Determinacion de la cantidad de enzima activa inmovili-

zada
9.2.3.1. Determinacion de la relaciéon enzima - velocidad maxima de reaccién

Se realizaron pruebas de actividad en espectrofotémetro para 3 concentra-
ciones diferentes de enzima, agregando concentraciones crecientes de peréxido
de hidrégeno para cada una de ellas, hasta alcanzar la velocidad maxima de
reaccion, donde la velocidad de reaccién depende de la cantidad de enzima y
no de la cantidad de sustrato disponible. Para los ensayos se usaron 2, 4y 6 [pl]
de HRP 7,11 [U/ml], que corresponden a cantidades de enzima de 1,42x10~2
[U]; 2,84x10-2 [U] y 4,26x10~2 [U]. Estos valores se eligieron alrededor de la
cantidad usada para la inmovilizacién (5 [ul] de HRP 7,11 [U/ml] correspon-
dientes a 3,55x10~2 [U/ml]). Las concentraciones de peréxido usadas para cada

una, se encuentran detalladas en la tabla a continuacién.

Cuadro 9.1: Concentracion de H,O, por celda

Num. de Muestra 2ul1 7,11 U/ml 417,11 U/ml 617,11 U/ml
(1,42x1072U/ml) (2,84x1072U/ml) (4,26x1072 U/ml)
Concentracién de H,O, mM mM mM
1 0,09 0,04 04
2 0,49 0,97 29
3 0,97 2,43 5,8
4 1,45 5,82 8,7
5 2,43 11,6 11,6
6 - 14,6 14,6

Los datos obtenidos fueron volcados al programa GraphPad, en donde se
evaluo el ajuste de los mismos al modelo Michaelis-Menten, y del cual se ob-
tuvieron la constante de Michaelis-Menten (k;;) y la velocidad maxima (Vmax),

para cada concentraciéon de enzima.

9.2.3.2. Determinacion de la cantidad de enzima inmovilizada

Se realizaron ensayos de actividad en espectrofotémetro a tiras de PET con
enzima inmovilizada, usando concentraciones de chitosan tanto de 0,5 % como
de 1%. Para las pruebas se usé peréxido de hidrégeno en cantidad suficiente

(5,82x102 [M]) para asegurar que se trabajara en zona de velocidad méxima.
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Las mediciones se repitieron 5 veces para cada tipo de tira (chitosan 0,5 % y 1 %).
Con los datos obtenidos y a partir de la ecuacion del ajuste de regresion lineal

de la curva, se estimo la cantidad de enzima activa inmovilizada.

9.2.4. Prueba de inhibicién con quercetin

Para verificar que el método de inmovilizacién desarrollado permite una
buena difusién de los reactivos hacia los sitios activos de la enzima, y que ésta
queda, por lo tanto, susceptible a la inhibicién por flavonoides, se realizaron
ensayos de actividad en espectrofotémetro a tiras de PET con enzima inmovili-
zada usando una concentracién de chitosan de 1 %; y agregando quercetina, uno
de los flavonoides mds estudiados y presentes en una gran variedad de especies
citricas, a las muestras en concentraciones crecientes desde 0 [M] (control): 50 x
1077 [M], 150 x 10~? [M], y 500 x 10~ [M].

9.2.5. Determinacion de la Ic50

La Ic50, como se menciond anteriormente, corresponde a la concentracion
de inhibidor que produce el 50 % de inhibicién. Desprende de esta definiciéon
que debe definirse para cada inhibidor. En este caso, se evaluaron para querce-
tina y hesperidina. Del primero ya se mencionaron los motivos para su eleccién,
siendo estos extensivos a la hesperidina, principal flavonoide de las naranjas. Se
realizaron ensayos de actividad en espectrofotémetro, con tiras de PET con una
concentracién de chitosan de 0,5 %. Las pruebas se realizaron agregando con-
centraciones crecientes, detalladas en las tablas a continuacién, tanto de querce-
tina como de hesperidina, disueltos en metanol 80 %. Este tiltimo se us6 también
como control.

Una vez agregados los inhibidores, las muestras fueron incubadas con los
mismos durante 10 minutos antes de dar comienzo a la reaccién y seguidamen-
te, a la medicién. Los datos de las mediciones se volcaron en una tabla, a partir
de la cual se calcul6 el porcentaje de inhibicién correspondiente a cada concen-
tracién del inhibidor. En base a esto, a su vez, se estim¢ el valor del parametro
Ic50 (concentracién de inhibidor que produce una inhibicién del 50 %) para ca-

racterizar los biosensores fabricados.
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Cuadro 9.2: Concentracién de Quercetin por celda

Vol. inicial Conc. inicial Vol. final Conc. final

pul M ul M
10 221 2000 1,1
20 221 2000 2,2
60 221 2000 6,6

Cuadro 9.3: Concentracion de Quercetin por celda

Vol. inicial Conc. inicial Vol. final Conc. final

pul UM pul uM

90 1638 2000 73,7
120 1638 2000 98,3

150 1638 2000 122,8
170 1638 2000 139,2
180 1638 2000 1474
230 1638 2000 188,4

9.2.6. Ensayo con muestras reales

Se realizaron pruebas de actividad colorimétricas a tiras de PET, con una
concentracién de chitosan de 0,5 %. Para estas pruebas, se agregaron diferentes
voltimenes de extractos metandlicos de diferentes drboles de citrus, provistos
por la Estaciéon Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC). Las
muestras, una vez agregados los extractos, se incubaron con los mismos durante
10 minutos antes de dar inicio a la reaccion (con el agregado del peréxido), y ala
medicién. Los extractos usados, denominados ES8, E18, E19 y E25, se describen

brevemente a continuacion.

Cuadro 9.4: Nombres otorgados a las muestras de extractos reales

Extracto Detalle
E8 Limén Limoneira 8A, de campo en invierno.
E18 Naranja Pinneaple, de invernadero en primavera.
E19 Naranja Pinneaple con Cancrosis.
E25 Limoén Lisboa, de invernadero en verano.
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9.3. Resultados

Para evaluar la efectividad de los diferentes métodos de inmovilizacién eva-
luados, se realizaron pruebas de actividad colorimétricas (0-D) a los distintos
biosensores fabricados. La determinaciéon del método de inmovilizacién a em-
plear se hizo en una primera etapa de manera cualitativa. Una vez elegido el
método, se lo evalud cuantitativamente.

En el marco de esta tesis, se describen todos los resultados del trabajo de
finalizacion de carrera del Ing. Ashur. Con el fin de amenizar la lectura de este
trabajo, solo se muestran las imdgenes de lo que se determiné como el mejor

método de inmovilizacién.

9.3.1. Inmovilizacion con chitosan

9.3.1.1. Inmovilizacién de HRP en PET modificado mecdnicamente, con so-

lucién de Chitosan y nanoparticulas de TiO;

Este método, ademas de ser el mas sencillo y posiblemente, el mas econémi-
co por la menor cantidad de insumos que requiere, resulté ser el mds efectivo,
dando las pruebas de actividad una buena coloracién y en poco tiempo, para
las dos concentraciones de chitosan usadas. Esta determinacion se hizo cualita-

tivamente observando el color luego de las pruebas con la o-D.

B B

T0,-Ch S 70, Gkl

Figura 9.1: Tiras de PET lijadas, preparadas segtin el método 2.4.5 (chitosan
0,5% y 1% con nanoparticulas de TiO,); antes (izq.) y después (der.) de las
pruebas de color.

9.3.2. Determinacion de la cantidad de enzima activa inmovili-
zada

Los datos de las mediciones para cada concentracién de enzima se exporta-

ron al software GraphPad Prism. El mismo permitio realizar un ajuste no lineal

de los datos al modelo de cinética Michaelis — Menten y proporciong, a su vez,

los mejores ajustes de Vmaéx para cada set de datos.
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A partir de los valores de velocidades méximas determinados para cada con-
centracion de enzima, se realizé un modelo de regresion lineal del cual, a su vez,
se obtuvo la ecuacién que lo describe y que determina la relaciéon cantidad de

enzima — Velocidad méxima de reaccion.
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Figura 9.2: Velocidad maxima de reaccién vs. concentracion de HRP. El inset
muestra la recta de calibracién para los tres primeros puntos.

A partir de los valores de velocidades méximas determinados para cada con-
centracién de enzima, se realiz6 un ajuste lineal (recuadro de la figura 9.2) del
cual se obtiene la ecuacién que relaciona a la cantidad de enzima con la velo-
cidad méxima de reaccion. La ecuaciéon obtenida experimentalmente es la si-

guiente:

Viax = 2,43[E] 40,01 9.3)

Como con las tiras de PET se trabajé de manera tal que las reacciones se
dieran directamente en la zona de velocidad maxima, los resultados de las me-
diciones corresponden a dichos valores. Asi, se tomaron los promedios de 4
ensayos de las velocidades méximas medidas para cada tipo de tira (chitosan
0,5% y 1%) y con dichos valores, reemplazando en el miembro izquierdo de la
ecuacion anterior y despejando, se obtuvo un estimado de la cantidad de enzi-
ma activa inmovilizada en cada tira.

Cantidad de enzima activa en tiras con chitosan 0,5 %:
3,09x10792 4+ 0,02x10792 [U/ml]

Cantidad de enzima activa en tiras con chitosan 1 %:
2,51x107%2 + 0,08x10~%2 [U/ml]
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Estos resultados son consistentes con lo observado en las pruebas de color y
eran de esperarse si se observa que los valores de Vmax para las tiras del primer
grupo, ademads de ser mas homogéneos que los del segundo, son, en general,
mas altos. Comparando estos valores con la concentracién de enzima usada
en la inmovilizacién (3,55x10~2 [U/ml]) puede notarse que la inmovilizacién
es efectiva, manteniendo activa un alto porcentaje de la enzima usada en un

principio.

9.3.3. Prueba de inhibicién con quercetin

Se usaron las tiras con chitosan 1% dado que, de los dos métodos usados,
fueron las que menos cantidad de enzima activa retuvieron al final del proceso,
y evaluar su comportamiento frente a la presencia del inhibidor, correspondia a
evaluar el caso menos favorable.

Comportamiento con inhibidor
100 T T T T T T T T T T

'

80 F & E
70 F E
60 | E
50 F E

40 | E

Inhibicién (%)

30 F E
20 " E

10 B

OF = 3
PO T S S S S SO S ST S
50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Quercetin (M)

Figura 9.3: Grado de inhibicién enzimatica en funcién de la concentracién del
Quercetin

Los resultados fueron satisfactorios, mostrando los biosensores una buena
respuesta frente al inhibidor, es decir, mostraron actividad decreciente conforme
la concentracién de quercetina aumentaba, a partir de un valor umbral que, en

este caso, se determin6 que estaba cerca de los 50 [nM].

9.3.4. Determinacion de la Ic50

El quercetin posee un mayor poder inhibitorio sobre la actividad de la pe-
roxidasa de rdbano inmovilizada en PET que la hesperidina, lo cual se ve plas-
mado en la concentracién de cada inhibidor que produce la inhibicién del 50 %
(Ic50). En el caso de la hesperidina, este pardmetro se ubic6 entre valores de
122,84 [uM] y 147,41 [uM]. Para el quercetin, en cambio, se ubic6 entre valores
de 1,12 [uM] y 3,36 [uM].
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Inhibicién con Quercetin Inhibicién con Hesperidin
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Figura 9.4: Curvas de inhibicién para la determinacién de la Ic50 para el Quer-
cetin (derecha) y Hesperidin (izquierda).

Por medio de interpolacién lineal simple, se aproximaron los valores de Ic50
para cada inhibidor, siendo éstos de 1,68 [uM] y 139,16 [uM] para quercetin y

hesperidin respectivamente.

9.3.5. Ensayo con muestras reales

De los extractos ensayados, solo dos (E18 y E25) mostraron un comporta-
miento similar al del ensayo de control, con una apreciable disminucién en la
actividad de la enzima inmovilizada.

Debe tenerse en cuenta que, al trabajar con extractos reales, se tienen en
realidad combinaciones de flavonoides. No obstante, es apreciable que todas
las curvas de actividad enzimética obtenidas en los ensayos son lo suficiente-

mente disimiles como para ser diferenciadas unas de otras.

Actividad con extractos reales
2,5E-02

1,97E-02

2,0E-02

1,51€-02
1,40E-02
1,58-02 1,236-02

1,03E-02

Velocidad (Abs/min)

Control E8 E18 E19 E25

Figura 9.5: Actividad enzimaética en presencia de distintos extractos reales de
hojas de citricos.

Los valores promedios con sus respectivas desviaciones estdndar de tres en-

sayos se pueden observar en el siguiente cuadro.
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Cuadro 9.5: Actividad enzimatica con extractos reales

Extracto Actividad
(Abs/min)

Control 0,0197 £ 0,0005
E8 0,0151 £ 0,0004
E18 0,0140 £ 0,0004
E19 0,0123 + 0,0003
E25 0,0103 == 0,0003

9.4. Conclusiones

Se estudiaron diferentes formas de modificar la superficie del soporte del
biosensor ( PET) para lograr la adherencia del elemento de biorreconocimiento
al mismo, donde el lijado y la irradiacién con luz UV demostraron ser los mejo-
res. Partiendo de esos resultados, se trabajé con el PET lijado para caracterizar el
comportamiento del biosensor. Por un lado, ese método mostré una calidad de
inmovilizacién similar a la irradiacién y por el otro, mas mucho més econémico
con menor consumo de energia.

En cuanto al polimero y nanoestructuras, el chitosan y las nanoparticulas
de TiO; resultaron en la mejor combinacién para inmovilizar la HRP. Haciendo
uso de una misma concentracién de nanoparticulas, el chitosan al 0,5 % mostré
la mayor cantidad de enzima activa comparado al polimero concentrado al 1 %.

Mediante este método, ademads, se obtuvo un biosensor econémico, capaz
de indicar semi-cuantitativamente, la mayor o menor presencia de inhibidores
fendlicos en una muestra de laboratorio de extractos de hojas de citricos. El bio-
sensor desarrollado mostré un buen comportamiento tanto frente a inhibidores
de referencia, como frente a muestras de campo, de diferentes ejemplares de

citrus.
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Conclusiones generales y

perspectivas futuras

Solo somos una raza de monos
avanzados en un planeta mds pe-
quefio que una estrella promedio.
Pero podemos entender el uni-
verso. Eso nos hace muy especiales.

Stephen Hawking
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Conclusiones generales

En la presente tesis doctoral se estudiaron diferentes materiales nanoestruc-
turados y distintas formas de funcionalizacién e inmovilizacién de biorecep-
tores, como enzimas o anticuerpos, para su aplicacion en el desarrollo de bio-
sensores. Las nanoestructuras estudiadas fueron NPs y ThFs de ZnO, NPs de
TiO, y NPs y ThFs de PB. El principio de transduccién aplicado para el estudio
fue el método cronoimpedancimétrico desarrollado en nuestro Laboratorio de
Medios e Interfases (LAMEIN).

En primer lugar, se estudiaron dos biosensores de glucosa en dos variantes,
una con la enzima glucosa oxidasa (GOx) depositada sobre la superficie, y la
otra, y con la misma enzima previamente inmovilizada sobre nanoparticulas de
ZnO. En ambos casos se obtuvo una respuesta lineal por debajo de los 4 mM
(rango de utilidad para las concentraciones de glucosa en sangre normales), lo
que demuestra una buena sensibilidad a bajas concentraciones. Sin embargo, la
sensibilidad obtenida por el biosensor con ZnO NPs es de un orden de mag-
nitud mayor. La fase de la impedancia compleja demostré ser el aspecto con
mejor sensibilidad. Con el biosensor con nanoparticulas fue posible detectar
concentraciones de glucosa menores a 1 mM. Los estudios de vida ttil de estos
biosensores mostraron una disminucién de la sensibilidad, pero manteniéndo-
se su respuesta en el mismo orden de magnitud. Esta pérdida de sensibilidad
podria atribuirse a los fenémenos superficiales que pueden sufrir las NPs, ya
que su superficie es muy reactiva y sensible a impurezas. Los resultados pre-
sentados son preliminares, pero muestran ser promisorios para el desarrollo de
biosensores ultra sensibles.

Debido al éxito de la respuesta del ZnO nanoestructurado para aplicaciones
de biosensado, se estudiaron thin films de ZnO y su comportamiento frente a
distintas soluciones. Los resultados de nuestro trabajo previo [219] muestran
que la conduccién de los limites de grano se ve fuertemente afectada por los
diferentes agregados y su contribucién domina el valor de la impedancia des-
pués del secado del agregado. Se usaron circuitos RC equivalentes utilizado
para ajustar los datos. Por otro lado, se vi6 que la temperatura de crecimiento
de los TFs influye mucho en la respuesta a las soluciones que se agregan sobre
su superficie. El mayor aumento de la impedancia, de 2 6érdenes de magnitud,
se obtiene después de la adicion de una gota de Glucosa en concentracion de 3
mM soélo para TFs crecidos a 600°C y con enzima en su superficie. Para el desa-

rrollo de sensores de glucosa no invasivos, el analito debe medirse en lagrimas,
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saliva o sudor en lugar de sangre. Dado que la concentracién de glucosa es mu-
cho menor en estos fluidos, el desafio es disefiar sensores con una sensibilidad
muy alta y con la capacidad de detectarla en pequefios volimenes.

Otro resultado de esta tesis, fue el uso de ingenieria de superficie, para de-
mostrar la modificacién estable de los electrodos para la fabricacion de biosen-
sores de afinidad. Para esto, se Inmovilizaron nanoparticulas de ZnO enlazadas
covalentemente a un electrodo de oro por medio de una monocapa autoensam-
blada con un grupo funcional, el 4cido fosfénico. Dicha inmovilizacién fue pro-
ducto de un método simple y prob6 gran estabilidad, inclusive luego de 6 horas
en un bafio ultrasénico donde el electrodo estuvo inmerso en etanol absoluto.
Estas nanoparticulas fueron las que permitieron posteriormente la inmoviliza-
cién de un anticuerpo. Por tltimo, el sistema presenté resultados preliminares
satisfactorios para la detecciéon de un antigeno.

Buscando mejorar atin mas la deteccion de H,O; y en tdltima instancia de
glucosa, entre otros analitos, se estudi6 el uso de las PBNPs tanto solas como
combinadas con otras nanoestructuras. Se obtuvo un sensor multinanoestructu-
rado con un LOD de 0,0084 uM (3¢), un LOQ de 0,0686 uM (10c¢) y una sensibi-
lidad de 55.24x10% uA-M~!.cm~2. El sensor desarrollado posee un LOD menor
comparado con otros trabajos en la bibliografia. Algo importante para remar-
car es su fabricaciéon sencilla y su funcionamiento a 0 V. Por otro lado, tanto
las mediciones de impedancia como el comportamiento dindmico, demostra-
ron el beneficio de emplear la combinacién de dos nanoestructuras. Por daltimo,
otra caracteristica destacable del sensor es la fuerte adhesion de las PBNPs al
transductor sin necesidad de pasos quimicos para formar enlaces covalentes,
ademds de no disolverse en soluciones de pH neutro o ligeramente basicos. Sin
embargo, a pesar de todas las ventajas presentadas por las PBNPs, el método de
deposicion sobre el transductor no permite realizar la deposicién sobre un drea
determinada. Por ello, se estudiaron otros métodos de funcionalizacién super-
ficial con Prussian Blue para lograr la desposicién sobre un area especifica y a
eleccion. Para esto, se utilizaron dos métodos de electrodeposicién para modifi-
car la superficie del dispositivo MDEA. Como resultado de esto, se obtuvieron
dos tipos de films de PB nanoestructurados. El método potenciostatico generd
un film de Hierroniquel hexacianoferrato y el potenciodinamico generé un film
de niquel hexacianoferrato. El primer método mostré una sensibilidad 200 ve-
ces mayor que el segundo. Aun mads, el método potenciostético fue capaz de
obtener valores de i tales que pudieron seguir los calculos tedricos dentro del

rango alto de H,O». Se puede inferir de estos resultados, que la presencia del
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hierro en estado ferroso mejor¢ la respuesta del sensor al H,O».

Uno de los resultados mas importantes de esta tesis, es el desarrollo de un
posible biosensor para la detecciéon del HLB. La inhibicién dosis-dependiente
de los compuestos fendlicos sobre la enzima peroxidasa permitiria identificar
plantas de citrus con HLB desde el inicio de los sintomas. Se emple6 el méto-
do bioquimico de la 0-D, que es un sistema muy sensible, con el cual se logré
distinguir diferencias en la concentracién de polifenoles en cantidades muy pe-
quenias de extractos de distintas variedades de citrus tanto en hojas como en
tallos. También se pudo determinar que cada flavonoide puro posee un grado
de inhibicién diferente. El método desarrollado en este trabajo, en base a las
muestras medidas, una sensibilidad mayor a la presencia de polifenoles totales
comparado a la técnica del Folin. Esto se infiri6 de la necesidad del Folin de con-
centrar la muestra, previo a la determinacién. En el caso de nuestro biosensor,
se obtuvieron resultados acordes al Folin a partir de muestras crudas, es decir,
sin concentrarlas previamente. Por tltimo, en base a resultados preliminares,
se pudo demostrar la habilidad del biosensor para detectar diferencias entre
plantas sanas e infectadas con HLB. Una vez estudiado cémo lograr el biorre-
conocimiento de los analitos necesarios para determinar el estado de salud de
plantas de citricos, se estudiaron diferentes formas de modificar la superficie del
soporte del biosensor (PET) para lograr la adherencia del elemento de biorreco-
nocimiento al mismo, donde el lijado y la irradiacién con luz UV demostraron
ser los mejores. En cuanto al polimero y nanoestructuras, el chitosan y las nano-
particulas de TiO; resultaron en la mejor combinacién para inmovilizar la HRP.
Se obtuvo un biosensor econémico, capaz de indicar semi-cuantitativamente,
la mayor o menor presencia de inhibidores en una muestra de laboratorio de
extractos de hojas de citricos. El biosensor desarrollado mostré un buen com-
portamiento tanto frente a inhibidores de referencia, como frente a muestras de

campo, de diferentes ejemplares de citrus.

Perspectivas futuras

1. El estudio en profundidad de las interacciones de las PBNPs con los trans-
ductores utilizados como asi también sobre sus propiedades cataliticas y
mecanismos de conduccién. Por otro lado, es de interés su posible utiliza-
cién como sondas de revelado en inmunoensayos y su deposicién selecti-

va sobre distintos electrodos.
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2. La aplicaciéon de los sensores y biosensores desarrollados en esta tesis en
plantas enfermas con HLB y otras enfermedades, no sélo en citricos sino
también en otras especies como frutilla, olivo y la posibilidad de medir

distintos compuestos en vinos.
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Apéndice A

Obtencion de antigeno NPTII

A.1. Purificacion del NPTII

La totalidad del gen de neomycin phosphotransferase II gene (NPTII) fue
amplificado mediante PCR a partir del plasmido pEA1 [296]. Esto se realiz6 uti-
lizando los plasmidos:
nptllF (forward: 5-ACTTGTCGACATGATTGAACAAGATGGATTG -3") y
nptlIR (reverse: 5'-TTATAAGCTTTATGTCCTGATAGCGGTC-3’). El fragmen-
to de PCR resultante fue clonado en el vector pGEM-Teasy (Promega, USA).
El plasmido resultante fue digerido con Sal I y HindIII y luego ligado al vec-
tor pQE31 mediante las mismas enzimas. El plasmido vector fue transformado
en una cepa de E. coli M15 [pREP4], la cual es capaz de producir proteinas
recombinantes. pQE31 contiene genes resistentes a la Ampicillin y la Kanamy-
cin y la expresion del gen nptll estd controlado por un promotor de induccién,
isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG).

Se cultivé una sola colonia de E.coli M15 [pREP4] con el contenido del NPTII
en un medio Luria Bertani. El mismo contenia 0.2 yg/ml de Ampicillin y 0.2
ug/ml de Kanamicyn y se lo mantuvo a 37 °C hasta alcanzar 0,6 de densidad
6ptica. La producciéon de NPTII se indujo agregando IPTG 0.5 mM. Pasadas
las 3 horas, las células se recuperaron por centrifugacién a 7000x g durante 5
min y 4 °C. El pellet obtenido se enjuag6 con 500 mM PBS pH 8 y se volvie-
ron a centrifugar. Las células fueron lizadas agregando 1 mg/ml de Lysozyme
en buffer de lisis (300 mM NaCl, 10 mM Imidazole y 50 mM de buffer sodio
fosfato, pH 8) incubando a 37 °C por una hora y luego se guardaron a -20 °C
overnight. Luego las muestras fueron descongeladas y sonicadas en bafio de
hielo (10 pulsos de 10 segundos de duracién cada uno al 30 % de la amplitud

maxima), esto se realizé con un sonicado QSonica Q700 (Qsonica, USA). Por ul-
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timo se centrigugaron a 12000x g durante 20 min. Se recuper6 el sobrenadante y
la proteina NPTII recombinante fue purificada utilizando un kit de purificacién
denominado "Ni-NTA spin column kit"(Qiagen) siguiendo las instrucciones del
tabricante. El anélisis SDS-PAGE [297] se llev6 a cabo en un gel de 12 % de poli-
acrilamida usando 20 mA de corriente continua durante 90 min. Para evaluar la
pureza de la proteina se utilizé6 Coomassie Blue R250 y para evaluar su concen-
tracion se utiliz6 el método Bradford [298] haciendo uso de BSA como proteina

estandard.

A.2. Dot-blot

Diluciones de proteina NPTII recombinante pura (antigeno) disuelta en buf-
ter Tween-TBS (20mM Tris-HC1 pH7.5, 150mM NaCl, 0.05 % Tween 20) se agre-
g6 en papel de nitrocelulosa con 0.45 ym de tamafio de poro. Las alicuotas
fueron de 2 ul y concentraciones de 2.5, 5, 10 y 20 ng de proteina. Luego de
secarse las alicuotas, las membranas se bloquearon para evitar la unién ines-
pecifica. El bloqueo se realiz6 incumbando la membrana overnight en buffer
TBS-Tween suplementado con 5% de leche descremada a 4 °C en un agitador
orbital, y por tltimo las membranas fueron lavadas delicadamente con buffer
TBS-Tween. Luego fueron sumergidas en una dilucién del anticuerpo primario
Anti-Neomycin Phosphotransferase II (1:1000) en buffer TBS-Tween suplemen-
tado con 5 % de leche descremada. Las membranas fueron incubadas en dicha
dilucién durante 2 horas en un agitador orbital a 50 rpm y 4 °C y por dltimo
lavadas 3 veces con buffer TBS-Tween. Luego, las membranas se sumergieron
en una dilucién del anticuerpo secundario Anti-Rabbit IgG marcado con HRP
(1:2000) en buffer TBS-Tween suplementado con 5% de leche descremada. Las
membranas se incubaron en la dilucién del anticuerpo secundario durante 2 ho-
ras en agitacion orbital a 50 rpm y 4 °C. Por dltimo, las membranas se lavaron
3 veces con buffer TBS-Tween y se revelaron sumergiéndolas en solucién 0.16
mM de o-Dianisidine en 50 mM buffer phosphato (pH 7) y 2 mM de H,0,.

A.2.1. Resultado del Dot-blot

La Proteina NPTII pura se obtuvo por cromatografia de afinidad siguiendo
los procedimientos descriptos en la seccién de materiales y métodos a partir de
una sepa de E.coli transformada. El Dot-Blot mostré la detection especifica de

NPTII a partir del minimo de 5 ng, figura A.1. La optimizacioén de las concen-
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traciones y los ensayos de Dot-Blot fueron realizados como parte de la tesina
de grado de Ingenieria Biomédica de Luis Castro, bajo la direccién del autor de

esta tesis.

NPTIl protein (ng)

20 10 5 2 0

Figura A.1: Ensayo Dot blot de diferentes cantidades de NPTII (0, 2, 5, 10 and
20 ng) sobre membrana de nitrocelulosa. Esto fue detectado mediante la unién
de un anticuerpo secundario Anti-Rabbit IgG marcado con HRP al anticuerpo
policlonal Anti-NPTII.
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Apéndice B
Algunas Enfermedades del Citrus

Al tratar las enfermedades de los citrus, se deberdn desestimar las impreci-
siones al hacer referencia a periodos de susceptibilidad de las plantas o de in-
cubacién de algunas enfermedades, por ejemplo, que inevitablemente surgirdn
al hacer generalizaciones para todos citricos. Se pueden clasificar las enferme-
dades de los citrus segin aquellas que afectan la planta comprometiendo: su
longevidad, su potencial productivo o la calidad de la hoja. Por otro lado, si
hubiera que jerarquizar las enfermedades que afectan a los citricos, se obten-
drian diferentes resultados segtn el criterio usado, por lo que resulta conve-
niente desarrollar las distintas enfermedades clasificindolas segun los factores

patogénicos que las causan [299].

B.1. Fungicas

B.1.1. Sarna

Es més una familia de enfermedades producida por hongos del género El-
sinoe. Se distinguen la sarna del citrus, causada por E. Fawcetti; y la sarna del
naranjo dulce, causada por E. Australis. La primera, afecta hojas y frutos mien-
tras que la segunda afecta, ademads, las ramas. Segtin el Sistema Nacional Ar-
gentino de Vigilancia y Monitoreo de plagas (SINAVIMO), la sarna del citrus se
encuentra presente y ampliamente distribuida en el pais, mientras que la sarna
del naranjo dulce, si bien presente, se desconoce su distribucion. Cabe destacar
que esta tltima, afecta no solo a naranjas (C. Sinensis), sino también a manda-
rinas (C. Reticulata). La sarna de los citrus se manifiesta especialmente en los
frutos. Las lesiones aparecen desde que éstos cuajan hasta que alcanzan 3-4 cm

cubriendo su superficie de pequefias excrecencias corchosas aisladas y més o
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menos conicas o agrupadas. Estas excrecencias son al principio de color ocrdceo
pardusco. Cuando el ataque es grave puede provocar la caida de la fruta joven
si los drboles estdan debilitados. Por lo general esta enfermedad no afecta la pro-
ductividad, pero en variedades susceptibles, tales como mandarinas satsuma,
ve muy afectado el aspecto externo de la fruta y por lo tanto disminuida su
calidad comercial [300]

Figura B.1: Lesiones producidas por la Sarna de los citrus en hojas (izquierda)
fruta (derecha) de un ejemplar de Naranja Valencia.

La sarna del naranjo dulce se manifiesta principalmente en las hojas. Las
lesiones en hojas jovenes inician como pequefias costras acuosas, que al crecer
toman una coloracién amarilla cremosa o colores brillantes. Estas crecen co-
mo excrecencias irregulares, globosas o conicas que se unen y se extienden a
lo largo de las nervaduras principales cubriendo gran parte de las hojas, par-
ticularmente el envés. Las lesiones viejas tienen una superficie rugosa, son os-
curas y se agrietan. Las hojas afectadas no crecen, presentan malformaciones,
son arrugadas con margenes irregulares. Ademads, los arboles afectados mani-
tiestan defoliacion cuando ocurren infecciones severas. brotes tiernos y tallos de
las plantas las cuales suelen permanecer achaparradas. Los pedicelos y botones
florales también pueden ser atacados. Los frutos son infectados en las primeras
etapas de su desarrollo, crecen deformes y caen de forma prematura. En la cas-
cara de los frutos en crecimiento se forman lesiones de diferente tamafio y color
de acuerdo a la especie, y se presentan como protuberancias dispersas, con pro-
yecciones conicas o como crateres en crecimiento y pueden coalescer para dar
origen a parches de costras o grandes dreas con erupciones. Sin embargo, las

lesiones no penetran hasta alcanzar los carpelos.
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Figura B.2: Lesiones producidas por la Sarna del naranjo dulce en hojas (iz-
quierda),y fruta (derecha) de un ejemplar de Naranja Valencia.

B.1.2. Melanosis

Es causada por el Diaporthe Citri, un hongo saprofito. Afecta a naranjos, man-
darinos, limoneros y pomelos, siendo tdltimos dos, mas susceptibles [301]. Se
vuelve importante donde el desarrollo temprano de los frutos coincide con la
época de lluvias abundantes. La infeccién se da en ramitas jovenes muertas por
helada. Luego de un proceso de colonizacién de aproximadamente 2 meses, se
comienzan a producir picnidios por un periodo de cerca de un afio, luego del
cual comienzan a formarse peritecios. Los picnidios exudan los conidios en ci-
rros, lo que constituye una adaptacion a la diseminacién por agua, y los perite-
cios producen ascosporas, que se dispersan a través del aire a largas distancias.
En este caso, el tiempo requerido de hoja mojada para la infeccién es mayor
cuanto menor es la temperatura. Aunque las ramitas débiles son las tinicas sus-
ceptibles a la infeccion, este patdgeno es capaz de producir dafios en frutos,
hojas y brotes jovenes. En las hojas aparecen lesiones pequefias, semejantes a
pustulas, de color pardo oscuro hasta negro brillante, predominando en la cara
superior y con tendencia a agruparse en forma circular. En los citrus muy ataca-
dos de melanosis, las hojas nuevas son de color verde amarillento y tardan mas
tiempo que las sanas en adquirir el color verde oscuro. Las ramitas terminales
también se cubren con ptstulas, pero en este caso las rodean totalmente, toman-
do la corteza un color de aztcar quemado [299]. Los frutos también presentan
estas pustulas, que pueden disponerse sin orden o bien ddndole al fruto un as-
pecto de “chorreado”. Los frutos, ademds, presentan una podredumbre que se
inicia donde se unen con el pedinculo, produciéndose un oscurecimiento de la
region, de color castafio cuero. Las ramitas jovenes se secan y los frutos quedan
desfigurados o se pudren y caen. Actualmente, esta enfermedad se encuentra

presente en nuestro pais, aunque se desconoce su distribucién [301].
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Figura B.3: Sintomas de melanosis en fruta (izquierda), y hoja (derecha) de un
ejemplar de Naranja Valencia.

B.1.3. Mancha Grasienta

Esta enfermedad es producida por la Mycospharella Citri. Afecta hojas y fru-
tos de pomelos, mandarinas, naranjas y limones por igual, pudiendo causar
defoliacién o abscision prematura de las hojas. La fuente de in6culo son las ho-
jarascas contaminadas debajo de los arboles afectados y también se menciona la
produccién de conidios libres sobre el envés de hojas colonizadas epifiticamen-
te [299]. En las hojas, los sintomas se caracterizan por la apariciéon temprana de
sectores de la ldmina foliar mds transltcidos que lo normal en coincidencia con
la aparicién por el envés de grupos de pequefias ampollas o levantamientos algo
salientes, que con el tiempo toman una coloracién negruzca y que le dan al en-
vés de las hojas afectadas un aspecto grasoso. En frutos los sintomas son menos
frecuentes, excepto en lotes abandonados o afectados por heladas. Se presen-
tan como pequefias manchas circulares deprimidas, ubicadas preferentemente
entre las gldndulas de aceite. En plantas con alta incidencia de hojas afectadas,
ocurre defoliacién y debilitacién prematura. Ello se traduce en menores rendi-
mientos y calidad de frutos [302]. El periodo de incubacién de la enfermedad
en hoja es de 2 a 3 meses en limén y pomelo, y mayor atiin en naranja; en fruto,
es de 3-6 meses. La enfermedad puede darse en 6rganos de cualquier edad, no
existiendo un momento determinado de méxima susceptibilidad del hospedan-
te, sin embargo, es mds probable que comience en verano dada la mayor tasa
de desarrollo del hongo con las altas temperaturas. En este caso, es bueno notar
que la infecciéon no estd determinada por el periodo de susceptibilidad sino por
las condiciones favorables al hongo [299].
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Tim Gottwald, USDA-ARS

Figura B.4: Lesiones producidas por la Mancha grasienta en hojas (izquierda)
y fruta (derecha) de un ejemplar de Naranja Valencia.

B.1.4. Gomosis de los citrus y Podredumbre Parda

Presente en nuestro pais aunque sin datos de distribucién, es causada por
hongos del género Phytophthora, entre ellos P. parasitica, P. citrophthora'y P.citricola.
Son oomycetes y por lo tanto altamente dependientes del contenido de agua del
suelo. Sus esporas asexuales se forman en esporangios y presentan flagelos que
le dan cierta movilidad. Esta es orientada por un mecanismo de quimiotactis-
mo hacia aberturas naturales o grietas de crecimiento de la planta, por lo que es
mads probable encontrar su forma infectiva en la rizosfera de las plantas [299].
Lo primero que se observa, es una clorosis (amarillamiento de las copas), que
comienza en la parte central de las hojas y se va extendiendo por las nervadu-
ras. Las ramitas exteriores se secan en la parte del drbol que estd en relacion
con las lesiones del pie. Cuando el cancro del pie se extiende mads, las plantas
van defolidndose, la floracién suele ser intensa, originando frutos pequefios y
de mala calidad. Estas anormalidades se van acentuando con el avance de la
enfermedad hasta terminar con la muerte de la planta. Los sintomas tipicos se
manifiestan al descalzar un poco la planta; por la presencia de cancros localiza-
dos en la region del cuello del 4rbol; por lo general las lesiones tienen origen en
las raices principales, proximas a la superficie, propagdndose hacia arriba. La
corteza se agrieta y deja escurrir gotitas gomosas, cristalinas, que al principio
son de color amarillento, y luego se oscurecen, quedando pegadas al pie de la
planta. Si la enfermedad no es tratada a tiempo, el cancro sigue evolucionando
hasta rodear totalmente al &rbol, siendo un estado muy avanzado de la enferme-
dad y la muerte del drbol es irremediable. Al microscopio puede observarse un
micelio abundante en los espacios intercelulares, el cual provoca la gelificacion
de la membrana de las células en los tejidos lefiosos. Estas gomas van presio-

nando de adentro hacia afuera, hasta lograr salir al exterior en forma de gotitas
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gomosas. Si los frutos son atacados sufren una podredumbre seca, parda, con
olor alcohélico [303].

TN

Figura B.5: Exudaciones de la gomosis en tronco (izquierda) y podredumbre
parda en tronco (derecha).

B.2. Virales

B.2.1. Psorosis

La psorosis es una enfermedad causada por un virus bicomponente. Se ex-
presa en forma de descascarado de corteza y clorosis en hoja de roble en la bro-
tacién de primavera que desaparece conforme la hoja se desarrolla y las tempe-
raturas suben. Se distinguen la psorosis A, menos agresiva, de la psorosis B, que
se da en plantas mds jévenes y su sintoma en tronco avanza maés rapido por las
ramas. Los sintomas se inician generalmente cuando el 4rbol tiene 10-15 afios
con pequeiias lesiones en la corteza, que se agrandan paulatinamente hasta cu-
brir parcial o totalmente el tronco y ramas. Estas lesiones se levantan, se secan y
finalmente se van desprendiendo, dando lugar a descamaciones, que son el sin-
toma mads caracteristico de la enfermedad. La psorosis A puede ser identificada
en el campo, cuando se producen descamaciones muy localizadas que afectan
al tronco y ramas principales mientras que la psorosis B causa descamamiento
exuberante en ramas delgadas. Los 4rboles infectados con los aislados de man-
chas anulares (ringspot) presentan la tipica descamacién en tronco y ramas; y se
caracterizan por la presencia de manchas cloréticas en hojas y frutos que pos-
teriormente se vuelven amarillentas y pueden tomar forma de anillos. El virus
se disemina por el uso de yemas infectadas, o sea, se transmite principalmente
por injerto, siendo el material vegetal propagativo la via primaria de dispersién

de psorosis [304]
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Figura B.6: Lesiones producidas por la psorosis en citrus. Descamaciones en
tronco (izquierda) y clorosis en hojas (derecha).

B.2.2. Tristeza

Es producida por el Citrus Tristeza clostero Virus, cuyas variantes difieren en
la capacidad de ser vectorizadas y en los sintomas que producen, pero no en
sus caracteristicas seroldgicas. Infecta el floema , pero en brotes jévenes puede
encontrarse en la corteza. Produce efectos letales en ciertas combinaciones de
injertos y portainejertos como naranjo dulce, pomelo y mandarino, injertado en
naranjo agrio. Al iniciarse la enfermedad, las hojas se tornan cloréticas, coria-
ceas con la nervadura central prominente. La brotacién se detiene, el follaje se
ralea y la planta decae notoriamente. Las plantas atacadas florecen intensamen-
te, pero se forman muy pocas frutas, que no alcanzan su tamafio normal. Con el
avance de la enfermedad las hojas se caen, se va muriendo la parte aérea, hasta
que finalmente la planta se seca. Todo éste proceso ocurre en un lapso de tres
a cinco afios, segun la variedad y raza del virus. En las raices se produce un
proceso de desintegracion. Hay necrosis en los tubos cribosos del floema por
debajo de la unién del injerto, interrumpiéndose la traslocacion de hidratos de
carbono [305]. Su transmisién es por injerto, y por el pulgén Toxoptera citricidus

aunque también lo transmiten: Aphis gossypii, Aphis citricola, Toxoptera aurantii.
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Figura B.7: Sintomas de tristeza en citrus. Amarillamiento en brotes nuevos
(izquierda). Estado avanzado de la enfermedad en un ejemplar (derecha).

B.2.3. Exocortis

Es producida por el “Viroide de la Exocortis de los Citricos”. Se caracteriza
por la aparicién de escamas y grietas verticales en la corteza, manchas amarillas
en los brotes tiernos y enanismo en especies sensibles. Los dafios son variables
y dependen de la estirpe del patégeno, la edad del arbol en el momento de
la infeccion y las condiciones climéticas de la zona en la que se desarrolla el
cultivo, pero afecta a pomelos, naranjas, limones y mandarinas por igual. Las
pérdidas econémicas se deben fundamentalmente a las bajas producciones en
arboles enfermos que alcanzan tamafios menores a los esperados. Las frutas de
arboles enfermos pueden ser de mayor tamafio que la de drboles sanos, pero,
aun asi, aunque la calidad de la fruta no suele verse afectada, las pérdidas en la
produccién pueden ser hasta de 60 %. El efecto es muy superior en arboles que
se han infectado en vivero o en propagaciones llevadas a cabo por el agricultor
utilizando yemas infectadas, que en arboles que se infectan durante el cultivo.
La principal via de dispersion es la propagacion de yemas portadoras de este
viroide. Dado que esta enfermedad se haya ampliamente difundida en la ma-
yoria de especies y variedades antiguas, su dispersién es altamente probable
cuando no se toman las precauciones adecuadas. No se conocen vectores, pero
la enfermedad se trasmite mecdnicamente mediante las herramientas de corte y
poda [306].
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Figura B.8: Sintomas de exocortis en citrus. Agrietamiento de la corteza en tron-
co (izquierda). Manchas amarillas en brotes y hojas jévenes (derecha).

B.3. Bacterianas

B.3.1. Cancrosis

Causada por la bacteria Xanthomonas axonopodis, puede ocurrir durante todo
el afio y afectar plantulas y arboles jovenes, los cuales generalmente presentan
una alta produccién de brotes vegetativos, principalmente durante el verano y
otofio. Sin embargo, la incidencia de la enfermedad disminuye cuando los ar-
boles estdn en plena produccién y no ocurre una nueva brotacién vegetativa.
La severidad de la enfermedad también depende de la especie de citrico y tipo
de cultivar sembrado. Puede causar defoliacién severa, muerte de las ramas, y
caida prematura de frutos. Los sintomas muestran caracteristicas muy particu-
lares, lo que favorece su identificacién en el campo. Las lesiones son de color
pardo bronceado o marrén, circulares, levantadas, acorchadas, con bordes hu-
medos y halo amarillo, y con apariencia de créter [307].

La fuente de in6culo son las lesiones de hojas, ramas y frutos. La bacteria es
diseminada por el agua libre presente en la superficie del follaje, que al gotear
salpica nuevos brotes. Las lluvias acompafiadas por vientos incrementan grave-
mente la dispersion de la enfermedad, debido a que los vientos causan heridas
en hojas y ramas de los drboles. La bacteria se puede desplazar hasta distancias
mayores a 100 m. en las gotas pequefias y causar infecciones en arboles veci-
nos. El riego por aspersion favorece el desarrollo de la enfermedad debido al
salpique de agua que puede contener la bacteria. La temperatura maxima de
crecimiento es de 35 a 39°C, siendo la 6ptima 28 a 30°C. El periodo de incuba-
cién varia entre 4 dias a 30°C y varias semanas a 15°C y el hospedante reacciona

con hipertrofia e hiperplasia y luego formando capas de stber.

170



Apéndice B: Algunas Enfermedades del Citrus

Figura B.9: Sintomas de cancrosis en citrus. Lesiones en frutos (izquierda) y
hojas (derecha).
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