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SUMMARY

|. INTRODUCTION

The advent of nanotechnology has opened new possibilities for the design of a
new generafion of biomaterials, drug-delivery systems, protective coatings,
electronic devices and sensor systems with nanometric dimensions [Eguilaz, 2011],
[Jariwala, 2013], [Villalonga, 2013], [Walcarius, 2013]. Undoubtedly, the key
challenge to achieve these goals is the tailor-made preparation of advanced
functional nanomaterials with novel and well-defined properties. A rational strategy
to synthesize these nanostructures is the functionalization with other molecular or
nanosized materials to yield hybrid derivatives, in which the resulting structure,
degree of organization and therefore the synergistic and novel properties are ruled
by the chemical nature and molecular architecture of the individual components
[Grosso, 2011]. In particular, considerable interest is currently devoted fo the
preparation of conductive hybrid nanomaterials with improved biocompatibility for
proteins, nucleic acids, cells and fissues oriented to the fabrication of bioelectronics,
biocomputing and biosensing systems [Haddad, 2011], [Le Goff, 2011], [Shao, 2010a],
[Villalonga, 20114q], [Villalonga, 2011b].

In this context, graphene appears to be the most promising nanomaterial owing
to its unique properties such as large surface-to-volume ratio, remarkable electrical,
thermal and mechanical properties, and relatively low production cost [Allen, 2010].
However, the high hydrophobicity and the absence of chemical functionalities in
graphene prevent the direct application of this nanomaterial in biologically driven
applications. In fact, graphene is not soluble in agqueous media and its
carbonaceous sheets tend to be irreversibly clustered into graphitic nano- and
microstructures through strong m—1t stacking and van der Waals interactions [Yang,
2011]. This hydrophobic environment is also counterproductive for the active
conformation of proteins, the diffusion of substrates from the bulk solution to the
graphene—protein interface, and thus, the efficient occurrence of biorecognition
and catalytic events. In addition, the stable and large attachment of biomolecules
on graphene nanosheets is not allowed as a consequence of the lack of chemical
functional groups in this nanomaterial for covalent immobilization [Liv, 2012].

Graphene nanosheets can be easily provided with reactive and hydrophilic
functional groups by either chemical or supramolecular modifications. Many
synthetic approaches commonly use graphene oxide (GO), a water-dispersible

derivative that can be easily prepared by oxidative freatment of graphite as the
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starting material [Dreyer, 2010]. GO mainly consists of graphene-like sheets [Rourke,
2011], with hydroxyl and epoxide groups on the basal planes and carbonyl and
carboxyl groups at the sheet edges [Allen, 2010]. These oxygen functionalities can
be selectively used as anchoring points for chemical modification [Dreyer, 2010]. GO
and its derivatives can be easily reduced by chemical, thermal, photothermal, and
electrochemical methods, restoring in high vyield the structural and electrical
conductivity properties of graphene [Dreyer, 2010], [Liu, 2012].

However, such modifications should be highly conirolled to avoid excessive
structural and electronic perturbations in the graphene sheets. For this reason, the
synthesis of highly soluble and functionalized graphene-based hybrid nanomaterials

with low modification of the carbonaceous sheets is highly desired.

Il. AIMS OF THIS WORK

In this PhD Thesis, graphene based hybrid nanomaterials have been prepared by
covalent modification with water-soluble polymers such as PAMAM G-4 dendrimers
and carboxymethylcellulose (CMC). These hybrid nanomaterials were prepared
through rational strategies oriented to provide the nanomaterial with a high density
of functional groups but avoiding large perturbation of the conductive carbon
structure. These approaches were based on the group-selective modification of the
hydroxyl groups on the basal planes of GO by freatment with reactive silane
derivatives, and the further anchoring of ionic polymeric materials to the reactive
silane moieties.

The nanohybrids were characterized by different physico-chemical techniques
including microscopic, spectroscopic, thermal and electrochemical techniques.
Moreover, these advanced nanomaterials were employed as scaffold for the
covalent immobilization of enzymes and nucleic acids on electrode surfaces to

design novel electrochemical biosensors.

I1l. RESEARCH RESULTS
lI1.1. CMCox-rGO HYBRID NANOMATERIAL

A novel hybrid nanomaterial was synthesized by covalent attachment of O-
carboxymethylcellulose to reduced graphene oxide. Graphene oxide was first
anchored with (3-aminopropyl) triethoxysilane moieties to provide reactive primary

amino groups at the basal plane. Periodate-oxidized O-carboxymethylcellulose was

4
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further covalently attached to this aminated nanomaterial through reductive
alkylation with NaBH4. Stable aqueous dispersions were obtained with the resulting
hybrid nanomaterial, which was used to coat carbon electrode surfaces for

biosensor design.

The hybrid nanomaterial, and its intermediate derivatives, were characterized by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetry (TG/DTG), X-Ray
Diffraction (XRD), RAMAN Spectroscopy (RAMAN), Atomic Force Microscopy (AFM),
Field Emission Scanning Electron Microscopy (FE-SEM), Transmission Electron
Microscopy (TEM) and High Resolution Transmission Electron Microscopy (HR-TEM), to

confirm their structure, morphology and chemical composition.

[1.1.a. Biosensor based on Tyr immobilized on CMCox-rGO modified GCE

Glassy carbon electrodes were coated with the CMCox-rGO hybrid
nanomaterial, and further employed as support for the covalent immobilization of
the enzyme tyrosinase (Tyr) through a carbodiimide-mediated coupling reaction. The
nanostructured surface was characterized by FE-SEM, Electrochemistry Impedance
Spectroscopy (EIS) and Cyclic Voltammetry (CV). The experimental variables
involved in the preparation and use of the enzyme electrode were optimized toward

its amperometric signal to catechol as model compound (Table 1).

Table 1. Experimental variables optimized

Variable Studied range Selected Value
CMCox-rGO (ug) 5-30 10
Tyr (nQ) 25-200 50
E (V) -0.2-0.1 -0.15
pH 5.0-7.5 6.0

The nanostructured enzyme electrode was successfully employed for the
amperometric detection of catechol in the 20 nM - 56 yM concenftration range. The
biosensor showed excellent analytical performance with a high sensitivity of 270
mMA/M and a low detection limit of 0.2 nM. The reproducibility between different
electrodes fabricated in the same way, was R.S.D. 9.1% (n = 10) and between
different measurements with the same electrode RS.D. 2.7% (n = 10). In terms of
stability, the biosensor exhibited full electrocatalytic response after one week of

storage.
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[1.1.b. Genosensor based on DNA immobilized on CMCox-rGO modified SPCE

Novel disposable electrochemical DNA sensors were prepared for the detection
of a target DNA sequence of p53 tumor suppressor (TP53) gene. The electrochemical
platform consisted of screen-printed carbon electrodes (SPCEs) functionalized with
the water-soluble rGO-CMC hybrid nanomaterial. Two different configurations
involving hairpin specific capture probes of different length covalently immobilized
through carbodiimide chemistry on the surface of rGO-CMC-modified SPCEs were

implemented and compared.

Upon hybridization, a streptavidin-peroxidase (Strep-HRP) conjugate was
employed as labeling. Hybridization was monitored by recording the amperometric
responses measured at -0.10 V (vs an Ag pseudoreference electrode) upon addition
of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) as redox mediator and H202 as the enzyme
substrate. The implemented DNA platforms allow the direct target DNA

quantification with good analytical characteristics (Table 2)

Table 2. Analytical characteristics for both genosensor configurations

lcpp53* sccpb53**
Slope, pA/pM -5.20x107 6.78x107
Intercept, A 9.31x108 2.96x108
Lineal range, yM 0.01-0.1 0.01-0.1
R 0.996 0.998
LOD, nM 2.9 3.4
RSDn=10, % 6.1 4.3

*lepp53: Long capture probe 5'-[BIN|GAG GTC ATG GIG GGG
GCA GCG CCT CAC AAC CTICIAMCY7]-3". **sccp53: Short capture
probe 5-[Bin]GT TGT GCA GCG CCT CAC AAC[AMC7]-3'

Also, the possibility of discriminating a single nucleotide polymorphism (SNP) in
undiluted human serum and saliva samples, and in cDNAs from human breast
cancer cell lines was demonstrated, which makes such platforms excellent tools for

diagnosis in clinical analysis.
.2. PAMAM-Sil-rGO HYBRID NANOMATERIAL

Reduced graphene nanoparticles were prepared from graphene oxide through
a two-step covalent modification approach. Graphene oxide was first enriched with
reactive epoxy groups by anchoring (3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilane at the

hydroxyl groups located on the nanocarbon basal plane. Modified graphene oxide

6
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was further cross-inked and partially reduced by freatment with the fourth
generation ethylenediamine core polyamidoamine G-4 dendrimer producing

graphene nanoparticles with crumpled paper-like morphology.

The nanomaterials were characterized by FTIR, TG/DTG, XRD, RAMAN, AFM, FE-

SEM, TEM and HR-TEM to ensure their composition, structure and morphology-

[11.2.a. Biosensor based on Tyr immobilized on PAMAM-SiIHIGO modified GCE

This graphene derivative was employed as a coating material for glassy carbon
electrodes and the nanostructured electrode was tested for the preparation of
electrochemical biosensors by immobilizihg the enzyme tyrosinase through cross-

linking with glutaraldehyde.

The nanostructured surface was characterized by FE-SEM, EIS and CV. All the
experimental variables were optimized toward the amperometric signal to catechol
(Table 3).

Table 3. Experimental variables optimized

Variable Studied range Selected Value
PAMAM-Sil-rGO (ug) 2.5-20 10
Tyr (ng) 50-250 200
Tyr incubation time (min) 15-120 60
Glutaraldehyde (%) 1-7 4
E (V) -0.25-0.05 -0.15
pH 5.0-7.5 6.0

This bioelectrode showed excellent electroanalytical behavior for catechol with
a fast response in about 6 s, linear range between 10 nM and 22 mM, sensitivity of
424 mA/M, and low detection limit of 6 nM. The enzyme biosensor also showed high

stability when stored at 4 °C under dry and wet conditfions.

[1.2.b. Biosensor based on GOx immobilized on PINPs/PAMAM-SiI-rGO modified
GCE

The PAMAM-SiIl-rGO hybrid was decorated with platinum nanoparticles. A glassy
carbon electrode was coated with this hybrid nanomaterial and then used as
support for the covalent immobilization of glucose oxidase. This enzyme electrode

was employed to construct a mediatorless glucose amperometric biosensor.
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The nanostructured surface was characterized by FE-SEM, EIS and CV. All the
experimental variables were optimized toward the amperometric signal to glucose
(Table 4).

Table 4. Experimental variables optimized

Variable Studied range Selected Value
PAMAM-Sil-rGO (ug) 5-15 12.5
GOx (ug) 25-200 150
GOx incubation time (min) 30-120 90

Glutaraldehyde (%) 1-7 4

H2PtCls (uQ) 10-80 40
E (V) 0.2-0.5 0.4
pH 5.0-9.0 7.5

The resulting biosensor exhibited good electrocatalytical activity for the
oxidation of the H2O2 produced by the enzyme-catalyzed reaction, being able to
detect glucose when poised at 0.4 V. The biosensor showed a wide linear response
to glucose ranging from 10 uM to 8.1 mM, high sensitivity of 1.76 uA/M and low
detection limit of 0.8 yM. The biosensor was successfully tested for the quantification

of glucose in samples of commercial soft drinks.
1.3. PAMAM-AUNPs-rGO HYBRID NANOMATERIAL

In the last work we have prepared a hybrid material composed of rGO, AuNPs
and PAMAM 4-G with cisteamine core. In this case, the GO functionalization was
made by grafting a fiolated diazonium salt to provide the nanomaterial with SH
functional groups. This modification was carried out through two different
approaches: chemical and electrochemical, obtaining two different materials,
PAMAM-AUNPs—rGO9 and PAMAM-AUNPs—IGQs¢, respectively.

The obtained materials were employed to coat GCE electrodes in order to

immobilize HRP and use them as catechol biosensor.

Both materials and each respective biosensor platforms (HRP/PAMAM-AUNPs-
rGO9/GCE and HRP/PAMAM-AUNPs-rGOe/GCE) were characterized and compared.
The results showed that HRP/PAMAM-AUNPs-rGOe/GCE platform provided better
analytfical response and, consequently, this electrode configuration was selected to

construct the enzyme biosensor.




SUMMARY

All the experimental variables were optimized toward the amperometric signal to

catechol (Table 5).

Table 5. Experimental variables optimized

Variable Studied range Selected Value
GO (ug) 2.5-15 12.5
4-ATF (mg/mL) 0.15-1.0 0.9
AUNPs (10%particles/mL) 3.8-18.0 7.2
PAMAM (ug) 0.1-1.5 0.5
HRP (ug) 1.0-11.0 6.0
Glutaraldehyde (%) 1.5-8.5 5.0
E (V) -0.5-0.0 -0.1
pH 5.0-9.0 6.5

The resulting biosensor was successfully employed for the amperometric

detection of catechol in the 1.0-815 uM concentration range. The biosensor showed

good analytfical performance with a sensitivity of 815 yA/M, a detection limit of 0.7

MM and a reproducibility of R.S.D. 9.8% (n = 10) between different electrodes

fabricated in the same way.

IV.

CONCLUSIONS

The results achieved in this PhD Thesis support the following conclusions:

1.

2.

The silanization of graphene oxide allows its functionalization with highly
reactive groups, without any appreciable change in its structural and
electrical properties. These reactive groups can be used as centers for the
subsequent modification, by using, for example, cationic or anionic polymers
with linear or dendritic structure, that provide functional groups at the
nanomaterial in order to immobilize biomolecules. The different hybrid
nanomaterials prepared in this Thesis by using this synthetic strategy, showed
high dispersibility in aqueous solutions and a high density of functional groups,
allowing the immobilization of biomolecules.

The CMCox-GO nanohybrid material prepared by GO silanization with APTES
and its subsequent reductive alkylation with oxidized CMC, showed sheets
morphology, provided with fractal type structures at the edges and shaped
hanging wire branches. This nanomaterial was employed as fransducer
element to design an amperometric enzymatic biosensor for the detection of

catechol by immobilizing the enzyme tyrosinase through covalent binding. The
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biosensor showed excellent analytical properties and stability. This graphene
derivative was also used as a coating material for screen-printed electrodes
and the nanostructured electrode was tested for the preparation of a
genosensor for the detection of p53 gene, one of the most important tumor
markers. The genosensor was tested in real samples without carrying out any
sample prefreatment, being able to detect the presence of p53 at very low
concenftration levels and discriminate a single nucleotide mutation in this
marker.

Crumpled graphene nanoparticles were prepared by covalent attachment
of PAMAM G-4 to silanized GO. This nanohybrid was employed in the design of
an amperometric biosensor for catechol. The subsequent decoration of this
material with PINPs allowed developing an electrochemical mediatorless
glucose biosensor. Both biosensors showed a good reproducibility, high
sensifivity, low detection limits as well as a fast response. These results suggest
that this novel hybrid nanomaterial can be employed to prepare sensitive and

reliable enzyme biosensors.

. The influence of the chemical and electrochemical diazotization

methodologies on the structural and functional properties of the obtained
rGO nanohybrid material was comparatively studied. Using AuNPs and
PAMAM dendrimer as tool to immobilize HRP, it was concluded, that the
electrochemical diazotization method resulted in a higher degree of structural
modification. This fact allowed a larger functionalization, as well as better
electroanalytical response of enzymatic biosensor constructed with this
nanohybrid.

Presented results show the analytical usefulness and versatility of the prepared
biosensors. For all presented biosensor, reproducibility and repeatability
measurements showed relative standard deviations below 10%. Hence,
demonstrating reliability on manufacturing process and the applicability of

the hybrid nanomaterials to prepare sensitive and reliable enzyme biosensors.
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1. INTRODUCCION

La necesidad de dar solucion a los diversos problemas analiticos que se
presentan en los sectores agroalimentario, medioambiental, industrial, clinico,
forense y de biodefensa, demanda el diseno y establecimiento de nuevas
metodologias y técnicas de bajo coste, altamente sensibles, faciles de utilizar,
rapidas, fiables y portatiles, que permitan la deteccion “in situ” de los analitos de
interés. Esta necesidad ha impulsado el desarrollo de la tecnologia de los
biosensores electroquimicos, en los cuales la alta selectividad y especificidad de los
biorreceptores se combinan con la sensibilidad, rapidez y faciidad de

miniaturizacion de los transductores electroquimicos.

Uno de los aspectos mds importantes a tener en cuenta en el desarrollo de
biosensores es el diseno de superficies transductoras electrocataliticas, con
propiedades electroconductoras mejoradas que permitan la fransferencia
electronica y que sean biocompatibles, para asi proporcionar un entorno
adecuado a moléculas bioldgicas tales como proteinas, dcidos nucleicos o

bacterias.

Los avances en la Nanotecnologia y la Ciencia de los Nanomateriales en las
Ultimas décadas han impactado en el desarrollo de la tecnologia de los
biosensores, dotdndoles de una gran variedad de nanomateriales que han sido
utilizados como elementos de transduccién electroquimica. Esta aplicacion ha
estado fundamentada por las excelentes propiedades opticas, mecdnicas y
electroconductoras de los nanomateriales, las cuales estdn relacionadas con su

elevada relacion drea/volumen y sus propiedades superficiales.

Desde su descubrimiento en 2004, el grafeno ha sido uno de los nanomateriales
mdas empleados en el desarrollo de sistemas biosensores de diferente arquitectura,
debido a sus propiedades Unicas. Sin embargo, la baja disponibilidad de grupos
funcionales, asi como su escasa solubilidad en la mayoria de los disolventes, limita

una mayor aplicacion del mismo en la quimica bioelectroanalitica.

Una gran ventaja de los nanomateriales es la posibilidad de combinarlos con
otros materiales dando lugar a nanohibridos con las propiedades combinadas de
sus componentes e incluso a la apariciéon de otras nuevas, pudiendo llegar a ser

disenados a la carta en funcién de las necesidades de cada aplicacion.
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Desde el punto de vista electroanalitico es muy interesante la preparacion de
nanohibridos a partir de materiales conductores modificados con polimeros
hidrofiicos, que doten al material de numerosos grupos funcionales, confieran
elevada solubilidad en medio acuoso y faciliten la correcta y estable inmovilizacion

de biorreceptores mediante uniones covalentes.

Aunque muchos autores se han inferesado en mejorar las propiedades del
grafeno y sus derivados empleando polimeros idnicos, la mayoria han centrado sus
esfuerzos en la preparacion de sistemas compdsitos por simple mezcla de los

distinfos componentes.

En esta Tesis Doctoral se describe por primera vez la preparacion de derivados
de Oxido de grafeno covalentemente modificado con el polisacdrido aniénico
carboximetilceulosa, asi como con dendrimeros y dendrones catidnicos de
poliamidoamina. Estos Ultimos se han empleado en el diseno de nanohibridos de
tres componentes mediante la incorporacidn de nanoparticulas metdlicas. Los
nanohibridos preparados se han caracterizado mediante diferentes técnicas
fisicoquimicas, y se han ufiizado como andamiagjes para la inmovilizacion de
biomoléculas (enzimas y cadenas de DNA) y como elementos transductores con el

fin de desarrollar novedosas plataformas biosensoras electroquimicas.
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El diseno de nuevas plataformas biosensoras de tercera generaciéon, altamente
sensibles y reproducibles, con bajos limites de deteccidon e interferencias, de facil
manejo, robustas y miniaturizadas, constituye el principal reto de la Quimica
Bioelectroanalitica moderna. Afrontar esta problemdatica impone adoptar
estrategias originales y multidisciplinares, fundamentalmente centradas en el
desarrollo de nuevos nanomateriales para la preparacion de electrodos con éptima
arquitectura e idoneas caracteristicas estructurales y electroconductoras, asi como
en el establecimiento de nuevos procedimientos para la eficiente inmovilizacion

selectiva de biomoléculas sobre la superficie de dichos electrodos.

Para solucionar esta problematica, el objetivo general de esta Tesis Doctoral ha
sido el diseno y construccion de nuevos sistemas biosensores electroquimicos
basados en el empleo de electrodos modificados con nanomateriales hibridos de

6xido de grafeno con polimeros hidrosolubles y nanoparticulas metdlicas.

Con el fin de lograr dicho objetivo general, se han planteado los siguientes
objetivos especificos:
1- Preparacién y caracterizacion de nuevos nanomateriales hibridos de oxido
de grafeno con polimeros anidnicos y catidnicos, y nanoparticulas metdlicas.
2- Preparacion de electrodos modificados con nanomateriales hibridos, y su
posterior uso como soporte para la inmovilizacién de biomoléculas.
3- Construccién y caracterizacion de nuevos biosensores enzimdticos vy
genosensores.

4- Evaluacion de las plataformas bioanaliticas en el andilisis de muestras reales.

El plan de trabajo propuesto para la consecucidon de los objetivos planteados
se puede resumir en las siguientes etapas:

1. Diseno y preparacion de los nanomateriales hibridos

2. Caracterizacion fisicoquimica de los nanomateriales hibridos sintetizados.

3. Modificacion de superficies electrédicas con los materiales disenados y su
posterior caracterizacion fisica y electroquimica empleando diversas
técnicas.

4. Aplicacion de dichos electrodos nanoestructurados al desarrollo de
biosensores electroquimicos enzimdticos y genosensores, evaluando la

optimizacion de variables experimentales, caracteristicas analiticas,
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estabilidad, selectividad y su aplicaciéon a la determinacion de analitos en

muestras reales.

En la Figura 2.1. se muestran los distinfos materiales preparados durante la
realizacion de esta Tesis Doctoral, asi como los biosensores desarrollados a partir de

ellos.
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Figura 2.1. Materiales preparados y biosensores desarrollados. (1) CMCox-rGO, (1.a)
Tyr/CMCox-rGO/GCE, (1.b) DNA/CMCox-rGO/SPCE, (2) PAMAM-SIl-rGO, (2.a) Tyr/PAMAM-SIil-
rGO/GCE, (2.b)GOx/PINPs/PAMAM-SI-rGO/GCE, (3.) PAMAM-AUNPs-rGO9, (3.lI) PAMAM-
AUNPs-rGOe, (3.a) HRP/PAMAM-AUNPs-rGO4/GCE, (3.b) HRP/PAMAM-AUNPs-rGOe/GCE.

En primero lugar se prepard un material hibrido de 6xido de grafeno reducido
(rGO) con carboximetilcelulosa oxidada (CMCox) (Figura 2.1.1) que se ha aplicado
en el desarrollo de un biosensor enzimdtico de tirosinasa (Tyr) utilizando electrodos
de carbono vitrificado (GCE) (Figura 2.1.1.a) y un biosensor de DNA empleando
electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs) (Figura 2.1.1.b). En segundo lugar se
prepard un material hibrido de rGO con dendrimero de poliamidoamina de cuarta
generacion (PAMAM G-4) (Figura 2.1.2) y se ha aplicado en desarrollo de un

biosensor de Tyr (Figura 2.1.2.a) y otfro de glucosa oxidasa (GOx) introduciendo
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ademds nanoparticulas de platino (PtNPs) (Figura 2.1.2.b). Por Ultimo, se prepard un
nanomaterial hibrido de oxido de grafeno con nanoparticulas de Au (AuNPs) vy
dendrones de PAMAM, empleando como intermedios, derivados obtenidos
mediante grafting quimico (PAMAM-AUNPs-rGOq9) (Figura 2.1.3.1) y electroquimico
(PAMAM-AUNPs-rGOe) (Figura 2.1.3.11) sobre el nanomaterial de carbono. Finalmente
se emplearon en la modificacion de GCE para la inmovilizacidon posterior de la
enzima peroxidasa (HRP) con el fin de comparar la respuesta analitica de ambos

biosensores enzimdaticos (Figura 2.1.3.ay b).
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3. ANTECEDENTES

3.1. NANOMATERIALES EN EL DISENO DE
BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS

En los Ultimos anos el diseno y empleo de nuevos materiales ha cobrado gran

inferés, tanto desde un punto de vista cientifico como tecnoldgico. En este sentido,
el desarrollo de estructuras nanométricas supone una gran novedad respecto de las
basadas en materiales macroscdpicos, no solo en cuanto a su tamano, si no
ademds porque estas nanoestructuras poseen caracteristicas fisicoquimicas
diferentes [Vaseashta, 2005].

Los nanomateriales son aquellos en los que al menos una de sus dimensiones se
encuentran en el rango de la nanoescala, es decir, entre 1 y 100 nandmetros y se
clasifican en base a sus dimensiones o la de alguno de sus componentes,
estableciéndose asi cuatro categorias 0D, 1D, 2D y 3D. Existen diversos tipos de
materiales de tamano nanométrico, ya sean aislantes, semiconductores o
electroconductores, que se presentan en diversas morfologias como
nanoparticulas, nanopolvos, nanotubos, nanocdpsulas, materiales Nnanoporosos,
nanohilos, polimeros, etc. En estos nanomateriales, la proporcién de dtomos en la
superficie con respecto al interior es mucho mas alta que en materiales de tamano
mds elevado. Por consiguiente, si reducimos las dimensiones de un material,
modificaremos sus propiedades y en consecuencia podremos disenar materiales

con propiedades a la carta.

Indudablemente el uso de nanomateriales ha sido la corriente fundamental
seguida por la comunidad cientifica para mejorar las propiedades electrédicas de
los sistemas biosensores [Wang, 2005], [Gooding, 2005], [Shao, 2010a] [AgUi, 2008],
[Pingarrén, 2008]. Especialmente aquellos que son electroconductores poseen
caracteristicas Unicas que justifican su empleo en el diseno de biosensores, puesto
qgue mejoran sus caracteristicas analiticas [Guo, 2009]. Los nanomateriales pueden
actuar como unidades de ensamblaje supramolecular con propiedades funcionales
Unicas, permitiendo el diseno de una gran variedad de arquitecturas sobre los

electrodos, basdndose en las siguientes propiedades:

e Poseen una elevada relaciéon drea superficial/volumen, proporcionando
grandes dreas superficiales electroquimicamente activas a los electrodos, y

por tanto mayor capacidad de deteccidon. Esta mayor drea superficial
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favorece una mayor densidad de biomoléculas inmovilizadas sobre la
superficie del electrodo, mejorando asi la sensibilidad de los andlisis.

Pueden acelerar los procesos de transferencia electronica entre los
electrodos y las moléculas objeto del andlisis, reduciendo por tanto los
tiempos de respuesta analitica.

Pueden actuar como nanoconectores entre la superficie de los electrodos vy
el centro activo de enzimas redox, permitiendo el diseno de biosensores de
tercera generacion, donde no sea necesario emplear mediadores redox.

Los electrodos nanoestructurados funcionan como ensamblados de
nanoelectrodos, lo cual contribuye a reducir los limites de deteccidon analitica
al poseer una relacidn mayor entre la corriente faradaica y capacitiva que
los electrodos no nanoestructurados.

En algunos casos, la estructura superficial de los nanomateriales contribuye a
catalizar los procesos bioelectroquimicos que ocurren sobre los electrodos,
haciendo posible una disminucion del valor del potencial de medida.

Los nanoensambilajes tridimensionales sobre la superficie de los electrodos
crean microentornos estables y favorables para el mantenimiento de la
estructura bioldgicamente activa de las biomoléculas, aumentando asi la

estabilidad de los biosensores.

Como se observa en la Figura 3.1 son varios los nanomateriales empleados

hasta ahora en el campo de los biosensores.

CNTs Grafeno Dendrimeros

20,06% 25.2% 2,02%

QDs

:// 3,63%

Nanofibras
2,42%

“~_ Nanohilos
\ 2.29%
NPs Fullerenos
42,19% 2,19%

Figura 3.1. Tendencia de la utilizacion de los distintos nanomateriales en el disefo de
biosensores electroquimicos.
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3.1.1. NANOMATERIALES DE CARBONO

Los nanomateriales de carbono son una de las familias mds importantes dentro
de los materiales nanométricos. Los principales materiales dentro de esta familia son
los fullerenos, los nanotubos y el grafeno (Figura 3.2), cuya composicion es
exactamente la misma (Gtomos de carbono), pero difieren en apariencia y

caracteristicas.

FULLERENOS (0D) ¥ NANOTUBOS (1D) ¥ GRAFENO (2D) ¥
~ -

Figura 3.2. Distintos nanomateriales de carbono

En los anos ochenta Curl, Kroto y Smalley descubrieron el fullereno (0D), una
molécula de sesenta dtomos de carbono (Ce) y con forma de baldén de futbol
[Kroto, 1985]. En 1991, durante la preparaciéon de fullerenos, liima observd la
formacion de especies con forma de aguja, constituidas por estructuras tubulares
concéntricas que contenian entre 2 y 50 Idminas de carbono, denominadas hoy en
dia nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNTs) [lijima, 1991]. Ahos mds
tarde lijima [lijima, 1993] y Bethune [Bethune, 1993] observaron que la adicion de
elementos metdlicos como Fe o Co en el método de produccion de MWCNTs,
originaba estructuras tubulares con una Unica Ildmina de carbono, conocidas como

nanotubos de carbono de pared sencilla (1D) (SWCNTs).

El material de carbono mds recientemente descubierto ha sido el grafeno (2D).
Fueron Geim y Novoselov quienes, en 2004, reportaron la preparacion de grafeno
mediante exfoliacion mecdnica del grafito [Novoselov, 2004], frabajo que les valié

el Premio Nobel de Fisica en 2010.

25



3. ANTECEDENTES

Oftras formas nanométricas de carbono que podemos encontrar son nanohilos
[Zhao, 2003]. nanofibras [Jong, 2000], materiales mesoporosos de carbono [Liang,
2008], etc.

Los materiales de carbono se han utilizado frecuentemente en electroquimica
debido a que poseen una baja corriente residual, una superficie faciimente
renovable y un amplio rango de potencial de trabajo. Estos materiales ademds
presentan un gran sobrepotencial de reduccion del O2 y una elevada densidad de
defectos en los bordes, que aportan una multitud de puntos activos para la
transferencia electrénica hacia las biomoléculas, como por ejemplo enzimas.
[Lawal, 2015].

El uso de estos nanomateriales ha hecho posible la preparacién de superficies
electrédicas nanoestructuradas en las que se aprovechan los nuevos avances en la
tecnologia de sensores, asi como también el amplio margen de posibilidades
existentes, basadas en el empleo de sistemas bioldgicos y en la aplicacién de
distintos esquemas de (bio)ensayo-transduccion. Estas ventajas afectan y mejoran
las propiedades electroanaliticas bdsicas, como son la sensibilidad y la selectividad

de los métodos, y la repetitividad de las medidas.

3.1.1.1. GRAFENO

El descubrimiento del grafeno en 2004 [Novoselov, 2004], ha supuesto una
nueva dimensidon en el drea de los biosensores electroquimicos. Desde entonces,
este material ha sido objeto de numerosas investigaciones debido a su estructura
Unica y unas propiedades electronicas y mecdnicas que han hecho a este material

muy atractivo para numerosas aplicaciones.

El grafeno es un compuesto formado por dtomos de carbono con hibridacion
sp? distribuidos de forma ordenada en un espacio bidimensional, unidos mediante
enlace covalente, situados a lo largo de un plano y que presentan un aspecto de
panal de abeja (Figura 3.3.A). Los electrones localizados en los orbitales sp? forman
entre si enlaces ogcc, mientras que los electrones localizados en los orbitales p se
posicionan perpendicularmente al plano, solapdndose lateralmente y originando
orbitales 1, lo cual contribuye a la deslocalizacién electrénica y a la conduccion

eléctrica en toda la superficie planar [Ratinac, 2011] (Figura 3.3.B).
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Figura 3.3. (A) Red bidimensional de grafeno y (B) orbitales sp2 del carbono que forman el
enlace o y orbitales p con electrones 1t deslocalizados.

Es muy complejo producir capas individuales de grafeno con los métodos de
fabricaciéon actuales, por lo que el término grafeno puede incluir desde una a varias
capas apiladas y unidas mediante fuerzas de Van der Waals e interacciones entre
orbitales 11. Las propiedades del grafeno se ven afectadas por el nUmero de capas
que posea el material. En consecuencia, en la literatura se pueden encontrar
términos como el grafeno de una sola capa, doble capa o bicapa de grafeno,
grafeno de pocas capas (generalmente considerado entre 3 y 9 capas) [Geim,
2007] y grafeno multicapa (entre 9 y 12 capas) [Novoselov, 2004], [Novoselov, 2005].
A partir de unas 12 capas, el material tiende a un comportamiento mdas parecido al

grafito.

Durante estos Ultimos anos, el grafeno ha sido objeto de estudio ya que
presenta propiedades fisicas y quimicas Unicas comparadas con otros materiales de
carbono de gran aplicacion en dreas como la electronica, quimica o

electroquimica, entre las que destacan:

* Alta conductividad térmica (entre 3080 y 5150 W/m K) y eléctrica ((200 S/m)
(ésta Ultima nunca puede ser nula) [Huang, 2011], [Gao, 2015].

* Excelente estabilidad térmica con una temperatura de resistencia a la
oxidacion de hasta 601 °C [Wu, 2009q].

* Alta elasticidad y dureza.

* Elevada drea superficial (2600 cm?/g) [Stoller, 2008] .
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* Alta resistencia mecdnica (200 veces mayor que la del acero) [Lee, 2008].

*Puede reaccionar quimicamente con ofras sustancias para formar
compuestos con diferentes propiedades.

» Soporta la radiacién ionizante.

* Es muy ligero y flexible.

* Bajo efecto Joule.

* Posee propiedades fotoeléctricas.

El grafeno presenta ademds, excelentes propiedades electroquimicas entre las
que se incluyen una amplia ventana de potencial, baja resistencia a la
transferencia de carga y una excelente actividad electrocatalitica [Gao, 2015].

Sin embargo, su aplicacién sobre electrodos se ve afectada por la baja
reactividad intrinseca, baja solubilidad y bajo rendimiento de produccion (pocas
monocapas por drea de sustrato), que es causada principalmente por la elevada
energia de interaccién entre las capas. La solucidén a este problema consiste en la
dispersion de las capas mediante sonicacion o el uso de formas quimicamente

modificadas como puede ser el éxido de grafeno.

El 6xido de grafeno (GO) es un material empleado como precursor para la
fabricaciéon en serie de materiales basados en grafeno [Mao, 2012] y que se obtiene
tras el tratamiento del grafito con oxidantes fuertes [Marcano, 2010]. El método
Hummers (Figura 3.4) es el procedimiento mds utilizado para la obtencion del dxido
de grafeno y se basa en el tratamiento del grafito con KMnO4y H2SO4 concentrado,

en presencia de NaNO:s.

KMnO,/H,S0, "¢ 2

NaNO,

Y
i
P o
Y S o
O on?v ©

GRAFENO OXIDO DE GRAFENO

H

Figura 3.4. Oxidaciéon dcida del grafeno mediante el método Hummers

La estructura del GO ha estado sujeta a debate durante muchos anos, debido
a la complejidad del material y a la falta de instrumentacion analitica adecuada

para frabajar con este tipo de estructuras [Dreyer, 2010]. En este derivado, los
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procesos de oxidacion dan lugar a la aparicibn de grupos epdxido, carbonilo,
carboxilo e hidroxilo que disminuyen la interaccion entre capas y aumentan el
cardcter hidrofilico del material [Cai, 2011]. El GO se puede dispersar en agua en un
orden de 1-4 mg/mL [Si, 2008], hecho que se explica en base a la absorcidon de las
moléculas de agua en la superficie de los planos laminares mediante enlaces de
hidrbgeno. La absorciéon del agua junto con los grupos oxigenados ya
mencionados, influyen en las caracteristicas estructurales, mecdnicas y electronicas
del material [Dikin, 2007]. EI GO también puede ser dispersado en disolventes
orgdnicos como el dihidrofurano, N-metil-2-pirrolidona, dimetilformamida, o-xilano y

etilenglicol [Dreyer, 2010].

La principal limitacion que presenta el GO es que la formaciéon de defectos
estructurales y vacantes interrumpen la red carbondcea sp?2 empeorando asi las
propiedades electronicas [Park, 2009a]. La reduccion del GO restaura gran parte de
la conductividad, a pesar de que algunos defectos no se llegan a eliminar. No
obstante, el GO reducido combina caracteristicas tanto de grafeno como del GO y
da lugar a materiales con buena conductividad, estabilidad térmica y capacidad

de procesamiento.

3.2. NANOMATERIALES HIBRIDOS BASADOS EN
GRAFENO

Los nanomateriales ofrecen la posibilidad de disenar una gran variedad de
nanoarquitecturas tridimensionales, basdndose en la combinacion de varios de
ellos. Esto ha abierto una nueva y amplia drea de investigacion en Ciencia de los
Materiales, donde el grafeno es uno de los mds versdtiles, por lo que ha sido
empleado en numerosas aplicaciones (Figura 3.5) como la construccidén de nuevos
materiales y el desarrollo de dispositivos electronicos y optoelectréonicos [Berger,
2004], sensores quimicos [Ouyang, 2013], [Shao, 2010b], nanocompuestos [Cao,
2013a], [Cheng, 2013], [Du, 2004], [Radhapyari, 2013], [Wu, 2013], [Zhang, 2013b],
[Zhou, 2011], biosensores Opticos [Xu, 2013a], dispositivos de almacenamiento de
energia [Chen, 2013a]. [Xu, 2013b], etc. Su ufilizacidon también estd en auge en
aplicaciones como sensores electroquimicos y biosensores [Chen, 2013b], [Cohen,
2001], [Putzbach, 2013], [Wang, 2012a], [Yogeswaran, 2008].
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Figura 3.5. Esquema de aplicaciones de los derivados de grafeno en distinfos campos
cientificos y tecnoldgicos.

Como elementos de transduccidon en el desarrollo de biosensores
electroquimicos, se han utilizado con éxito una gran variedad de nanomateriales
denominados “duros” (nanoparticulas magnéticas, polimeros conductores,
materiales basados en 6xidos metdlicos y no metdlicos, fullerenos, nanofibras de
carbono, grafeno, quantum dofs, etc.) y otros denominados “blandos” basados en
polimeros. Entre todos ellos, encontramos el GO, que ha sido empleado con este fin,
debido a la facilidad de ser procesado y manejado, asi como a su flexibilidad. Este
derivado de grafeno se ha combinado con ofros materiales tales como
nanoparticulas y/o polimeros para asi conseguir un aumento de la sensibilidad y/o

selectividad de los sensores.

Un nanomaterial hibrido se define como una combinacidon intencionada de al
menos un hanomaterial, con uno o Mds materiales a nivel atdbmico o nanométrico,
complementdndose cada uno de ellos para tener nuevas y mejoradas funciones y

propiedades [Yanez-Sedeno, 2015].

En funcidn del material con que se una el grafeno podemos dividir los
nanomateriales hibridos resultantes en dos categorias (Figura 3.6):

- los nanomateriales hibridos inorgdnicos, en los que el grafeno se combina
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con especies metdlicas y no metdlicas, normamente en forma de
nanoparticulas, y
- los nanomateriales hibridos orgdnicos, en los que el grafeno se combina con

polimeros, materiales porosos, compuestos organometdlicos (MOFs), etc.

Existen numerosos métodos de preparaciéon de materiales hibridos [Bai, 2012],
siendo los mds comunes la unidn mediante reaccion de los distinfos componentes
[Zhou, 2010] o la generacion in situ del grafeno y/o la especie inorgdnica en una

misma reaccioéon [Paek, 2009], [Scheuermann, 2009].

La unidén de los materiales constituyentes del nanomaterial hibrido puede ser
mediante enlaces covalentes o no covalentes. Cabe resaltar, que la modificacion
del GO estd favorecida por la existencia de numerosos grupos que contienen
oxigeno situados en su superficie y en los bordes de las Idminas [Dreyer, 2010], [Loh,
2010].

Las uniones no covalentes mds comunes son las interacciones de tipo T,
hidrofébicas, electrostaticas o por quimisorcion, en las que a veces es necesaria la
incorporacion de estabilizadores tales como polielectrolitos [Stankovich, 20006a],
derivados de pireno [Xu, 2008] y polimeros anfifilicos [Qi, 2010]. Por otro lado, los
enlaces covalentes se consiguen por reacciones de diazonio y azida con los
enlaces dobles (C=C) del grafeno [Loh, 2010], [Lomeda, 2008], mediante reacciones
de los grupos oxigenados del material de carbono con grupos nucleofilicos (amino,
hidroxilo, o isocianato, etc.) [Liu, 2008], [Wang, 2009a] y/o mediante

entrecruzamiento con moléculas multifuncionales [Zhang, 2009al].

- .
o Nanoprismas

Nanovarillas
INORGANICOS <X Nanoparticulas
Nanotubos
\Nanoalambres

Metélicas

No metalicas
Oxidos metélicos
Oxidos no metalicos

MATERIALES
HIBRIDOS DE

GRAFENO .
(“Materiales porosos

Polimeros{. Naturales

ORGANICOS < Sintéticos

\_ Compuestos organicos
(_Compuestos organometalicos

Figura 3.6. Esquema de los tipos de materiales hibridos basados en grafeno.
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3.2.1.HIBRIDOS DE GRAFENO Y NANOPARTICULAS

Los materiales hibridos formados por materiales inorgdnicos y grafeno mds
importantes son los que combinan el material de carbono bidimensional con
nanoparticulas (NPs), ya sean metdlicas o de o6xidos. Las NPs son entidades,
generalmente de forma esférica, con dimensiones enfre 1 y 100 nm. El famano
nanométrico, en comparacién con particulas de la misma naturaleza pero de
tamano micrométrico, es el que hace que presenten unas excelentes propiedades

fisicas, quimicas y bioldgicas apropiadas para el desarrollo de biosensores.

La preparacion de NPs metdlicas ha cobrado gran interés debido a las
particularidades de sus propiedades épticas, magnéticas, eléctricas y cataliticas.
Muchas de estas propiedades y sus posibles aplicaciones estdn fuertemente
influenciadas por el tamano y la forma de las mismas, ya que permiten tener una
elevada relacion entfre el drea superficial y el volumen. Es por esto que se han
desarrollado distintas técnicas de preparacion de NPs que permiten controlar sus
caracteristicas morfolégicas, empleando métodos sencillos y baratos [Rahman,
2011].

Junto con las caracteristicas generales de las NPs, el creciente interés en la
investigacion de este tipo de nanomaterial en tecnologia de biosensores estd
justificado por ofras propiedades entre las que destaca la elevada drea superficial,
permitiendo asi la inmovilizacidon de un elevada cantidad de biomoléculas sobre la
superficie electrédica nanoestructurada. Ademdas, la superficie de las NPs puede
modificarse mediante métodos fisicos y/o quimicos favoreciendo la inmovilizacion
de moléculas bioldgicas mediante mecanismos covalentes o no covalentes. Otra
ventaja de las NPs es la posibilidad de catalizar la conversion de compuestos de
interés analitico, como el NADH, el H202 y el Oz, sobre la superficie electrodica,
reduciendo el potencial redox asociado a dicha reaccion. Ademds, favorecen la
transferencia electronica entre el centfro activo de las enzimas y el electrodo y
actuan como unidades de ensamblaje supramolecular, permitiendo la fabricacién
de una gran variedad de arquitecturas sobre las superficies de los electrodos
[Zhang, 2010].

En la Tabla 3.1, se recogen algunos de los trabajos descritos en la bibliografia

durante los Ultimos anos, en los que se han preparado materiales hibridos basados
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en el empleo de grafeno y NPs, empleando distintas estrategias y que han sido
aplicados a la construccion de plataformas sensoras y biosensoras.

Las NPs metdlicas mdés cominmente empleadas para modificar las superficies
electrédicas en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos, son las de
metales nobles, como Au, Ag, Pd y Pt, debido a que presentan una elevada
resistencia a las reacciones de oxidacién y su buena biocompatibilidad.

Las nanoparticulas de Au (AuNPs), juegan un papel importante, debido a que
son fdciles de preparar, poseen baja toxicidad y reactividad y son relativamente
baratas. Como consecuencia de esto, han sido las mds utilizadas en la construccion
de numerosas plataformas nanoestructuradas en las que las particulas metdlicas se
inmovilizan electrostdticamente [Aravind, 2011], covalentemente [Niu, 2013] o por
adsorcion [Zhang, 2013].

A modo de ejemplo, Wang y colaboradores generaron AuNPs directamente
sobre grafeno mediante electrodeposicion [Wang, 2015]. Asimismo, Sun vy
colaboradores utilizaron la misma estrategia para crear un material en forma de

multicapas, intfercalando una capa de grafeno y una de AuNPs [Sun, 2015].

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) también se han utilizado frecuentemente
ya que presentan actividad antimicrobiana, elevada conductividad térmica vy
eléctrica y mejor actividad electrocatalitica que las de oro, aunque no son tan
estables. Se han empleado sobre todo en la fabricacion de sensores de DNA, para
la amplificaciéon durante el proceso de hibridacién. Por ejemplo, Huang vy
colaboradores desarrollaron un sensor quimico para detectar la oxidacion de
adenina y guanina en la desnaturalizacion del DNA, empleando una plataforma
basada en grafeno recubierto con PDA sobre la que se adsorben las AgNPs
generadas in situ [Huang, 2013]. Este nanomaterial hibrido se aplicd posteriormente
al desarrollo de un genosensor en el que se amplificaba la respuesta debido a la
elevada drea superficial que proporcionaba el material AgNPs/PDA-Grf y que

permitia la inmovilizaciéon de una gran cantidad de DNA [Huang, 2014].

Aungque con menos frecuencia, también se han utilizado nanoparticulas de Pt
(PtNPs) y de Pd (PdNPs) en la preparaciéon de nanohibridos de grafeno para
aplicaciones electroanaliticas. A pesar de ser un material que se envenena
facilmente, presenta propiedades electrocataliticas y conductoras muy favorables
para el desarrollo de sensores [Yang, 2013], [Singal, 2014], [Lu, 2011], [Quin, 2012].
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Las particulas de 6xidos metdlicos como NiO, SnO2, ZnO y TiO2 tfambién ofrecen
una actividad electrocatalitica muy buena, ademds de poseer una elevada drea
superficial, baja toxicidad, biocompatibilidad y estabilidad quimica. Por ello, han
sido empleadas en numerosos trabajos, algunos de los cuales se recogen en la
Tabla 3.1. Yang y colaboradores desarrollaron un biosensor enzimdtico de AChE
inmovilizada sobre una superficie de grafeno carboxilado con nanoparticulas de
NiO, inmovilizadas mediante interaccién electrostdtica con los grupos —COOH
[Yang, 2013]. Zhou y colaboradores [Zhou, 2013] vy Wang y colaboradores [Wang,
2014a] emplearon, respectivamente, nanoparticulas de SnO2y ZnO, para desarrollar

biosensores para la deteccidon de pesticidas.

Un tipo de particula especial de dxido metdlico son las nanoparticulas de ferrita
(FesOa4), que poseen la propiedad de ser magnéticas. Teymourian y colaboradores
generaron in situ nanoparticulas magnéticas de ferrita sobre un electrodo
modificado con éxido de grafeno reducido con el que desarrollan un biosensor
para la determinacion de lactato [Teymourian, 2013], mientras que Zhang vy
colaboradores sintetizaron nanoparticulas de FezOs recubiertas con Idminas de
grafeno y las inmovilizaron sobre el electrodo utilizando Nafion [Zhang, 2014], para el

desarrollo de un biosensor de dopamina.

También podemos encontrar en la bibliografia trabajos en los que se han
empleado nanoparticulas de distinta naturaleza, bien sea metal-metal o metal-
oxido metdlico. Un ejemplo de ello lo encontramos en el trabajo de Cao vy
colaboradores, quienes emplearon nanoparticulas metdlicas de Pt y de Pd para
formar una red sobre la superficie de grafeno y en la que inmovilizaron la enzima
ChOx [Cao, 2013b].

Ofro tipo de nanoparticulas empleadas para modificar grafeno son las
formadas por un nucleo metdlico o de dxido metdlico recubiertas por otro metal, de
tipo “core-shell”, como por ejemplo particulas de Fe recubiertas de Au [Yola, 2014] o

nanoparticulas de silica recubiertas de Ag [Veerapandian, 2014].
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Tabla 3.1. Materiales hibridos de grafeno y nanoparticulas en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos

Preparacién del nanomaterial

NPs hibrido Union Electrodo Aplicacion Referencia
Generacioén in situ de AuNPs sobre - Biosensor enzimdtico para .
Au Grf modificado con NF. Electrostdtica Nf/ChOx/AuUNPs/Nf-Grf/GCE determinacién de colesterol. [Aravind, 2011]
Adsorcion del Grf fiolado sobre Genosensor para la deteccién del
Au AUE y posterior deposicion de las Covalente ss-DNA/AUNPs/Grf/AUE P . [Niu, 2013]
AUNPS fragmento ss-DNA de E.Coli.
Generacién in situ de AuNPs sobre Ly .,
Au Grf modificado con PDA. Adsorcion AUNPs/PDA-rGO Sensor para deteccion de Cys. [Zhang, 2013]
Au A,UNPS electrodepositadas - sobre Electrostatica DNA/AUNPs/rGO/GCE Genosensor electroquimico. [Wang, 2015]
Idminas de rGO.
Multicapas de Grf 'y  AuNPs
electrodepositadas sobre la Genosensor para la deteccién del
Au superficie de un GCE y una capa Electrostdtica DNA/AuU/AUNPs-Grf/GCE . P [Sun, 2015]
! alérgeno de cacahuete Ara hl.
final de Au sobre la que se
inmoviliza la biomolécula.
Generacién in situ de AgNPs sobre . ) Sensor quimico para la deteccion de
A9 Grf recubierto con PDA. Adsorcion AGNPs/PDA-GIT/GCE adenina y guanina. [Huang, 2013]
Generacién in situ de AgNPs sobre L L
Ag Grf recubierto con PDA. Adsorcidon DNA/AgNPs/PDA-Grf/GCE Genosensor electroquimico. [Huang, 2014]
Generacién in situ de las AgNPs y Biosensor enzimdtico ara la [Palanisam
Ag el RGO mediante reduccién Electrostatica GOx/AgNPs/RGO/GCE . ., P Y
M determinacion de glucosa. 2014]
electroquimica sobre GCE.
Generacién in situ de AaNPs sobre Biosensor enzimdtico para deteccion
Ag CGR 9 Electrostdtica  Nf/AChE-CS/AgNPs—-CGR-Nf/GCE de  pesticidas  (organofosfatos vy [Liv, 2014q]
] carbamatos).
PINPs recubriendo la superficie del Biosensor enzimdtico para deteccion
Pt CGR P Electrostatica AChE-Cs/PtNPs—CGR-Nf/GCE de  pesticidas (organofosfatos vy [Yang, 2013]
carbamatos).
PINPs funcionalizadas con MPA Inmunosensor para la deteccidon de
Pt unidas a Grf funcionalizado con Covalente anti-cTnl/Pt-MPA/PMA-Grf/GCE . X [Singal, 2014]
PMA Troponina | cardiaca humana
Generacioén in situ de PANPs sobre - Sensor electroquimico para la
Pd Grf modificado con Nf. Flectrostatica PANPs/NF/Grf/GCE deteccién de glucosa. [Lu, 2011]
Pd PdNPs recubriendo la superficie del Flectrostatica PANPs/RGO/GCE Sensor 3 electroquimico para la [Quin, 2012]
GO deteccién de glucosa.
NiO NPs uniformemente alojadas Biosensor enzimdtico para deteccién
NiO entre las |ldminas arrugadas de  Electrostdtica  NffAChE-Cs/NiO NPs-CGR-Nf/GCE de pesticidas (carbamatos y [Yang, 2013]

CGR.

organofosfatos).
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Tabla 3.1. Materiales hibridos de grafeno y nanoparticulas en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos (Cont.)

Preparacién del nanomaterial

NPs hibrido Union Electrodo Aplicacion Referencia
. . Biosensor enzimdtico para deteccion
sno,  SNO2NPs dlojadas enfre las laminas g o aicq Nf/ACRE-Cs/SnO2 NPs-CGR- de pesticidas  (organofosfatos vy [Zhou, 2013]
arrugadas de CGR. Nf/GCE
carbamatos).
7O NPs aloiadas entre s 1&minas Biosensor enzimdtico para deteccion
InO | Electrostatica  Nf/AChE-Cs/ZnO NPs—CGR-Nf/GCE de  pesticidas (organofosfatos y  [Wang, 2014a]
arrugadas de CGR.
carbamatos).
TiO2NPs  alojadas de  forma
. compacta y uniforme sobre la . ) g Biosensor enzimdtico para la deteccion .
TiO2 superficie de GO formando una Electrostatica Nf/Hb/TiO2NPs—GO/GCE de HoOn. [Liv, 2014b]
doble capa.
FesOs NPs atrapadas entre las - Biosensor enzimdtico para la [Teymourian,
Fes04 |[&dminas de rGO Flectrostatica LDH/FesO4/rGO/GCE determinacion de lactato. 2013]
FesO4 NPs recubiertas por ldminas Sensor electroquimico para la
FesOa4 de Grf. Nf/Fe304@Grf/GCE deteccion de dopaming. [Zhang, 2014]
PtPd NPs formando una red sobre Biosensor enzimatico ara
PtyPd las ldminas arrugadas de GO  Electrostdtica ChOx/PtPd-Cs-Grf/GCE . . P [Cao, 2013b]
- determinacidén de colesterol.
modificado con Cs
. . Inmunosensor para la  deteccion
Agy Pd AgP_d NPs funcionalizadas con Ab Ab-Antigeno Ab/AgPd NPs/SPCE simultdnea de ractopamina,  [Wang, 2013d]
y unidas al rGO.
clenbuterol y salbutamol.
Pt y Ce NPs electrodepositadas - ) Biosensor enzimdtico para la deteccion [Chaturvedi,
Pty Ce sobre la superficie del GO. Electrostatica XOx/Ce-Pt NPs/RGO/PHIrE de xanfina. 2014]
Au AuNPs disfribuidas uniformemente Biosensor enzimdtico para la deteccion
Y sobre la superficie de GO Hb/AUNPs/ZnO-Grf/GCE P [Xie, 2013]
InO2 - de H20:2.
modificada con ZnOa.
Particulas de siica recubiertas de Sensor electroquimico ara la [Veerapandian
AQ@SiO2 Ag y funcionalizadas con PEG,  Covalente Ag@SiO2-PEG NPs/GO/AUE |, eectroq P P ‘
. deteccidn directa de quercetina. 2014]
unidas al GO.
Fe@Au NPs inmovilizadas en la
Au@Fe superficie del GO funcionalizado Covalente ss-DNA/Fe@AUNPs-AET-GO/GCE  Genosensor electroquimico. [Yola, 2014]

con AET.

Abreviaturas utilizadas: AchE: Acetilcolinesterasa; AET: 2-aminoetanotiol; anti-cTnl: Anti-troponina | cardiaca; AuNPs: Nanoparticulas de Au; CGR: Grafeno
carboxilado; ChOx: Colesterol oxidasa; CS: Quitosano; Cys: Cisteina; DNA: Acido desoxirribonucleico; E. Coli: Escherichia Coli; GCE: Electrodo de carbono
vitrificado; GO: Oxido de grafeno; GOx: Glucosa oxidasa; Grf: Grafeno; Hb: Hemoglobina; LDH: Lactato deshidrogenasa; MPA: Acido 3-mercaptopropidonico; Nf:
Nafion; PDA: Polidopamina; PANPs: Nanoparticulas de Pd; PEG: Polietilenglicol; PMA: 1-pirenmetilamina; PHrE: Electrodo de Pt e Ir; PtNPs: Nanoparticulas de Pt; rGO:
Oxido de grafeno reducido quimicamente; RGO: Oxido de grafeno reducido electroquimicamente; XOx: Xantina oxidasa; @: Recubiertas
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3.2.2. HIBRIDOS DE GRAFENO Y POLIMEROS

Los polimeros constituyen uno de los materiales mdas utilizados, debido a la
amplia variedad de mondmeros disponibles, las propiedades que presentan, el bajo
coste, el facil procesado y su potencial para ser reciclados y poder generar nuevos

materiales.

Los nanohibridos basados en grafeno y polimeros presentan numerosas ventajas
en el campo de los sensores y biosensores, destacando la estabilidad mecdnica,
mejora de la dispersion del material de carbono y la disponibilidad de grupos
reactivos en las cadenas de polimeros, lo cual facilita la inmovilizacién estable y a
gran escala de las biomoléculas, dando lugar a una mejor sensibilidad vy
selectividad de los biosensores asi como un aumento de la estabilidad de los
mismos. Ademds, hay estudios que muestran el gran potencial de estos materiales
de grafeno que mejoran las propiedades y resulfados obtenidos anteriormente
usando CNTs. Este hecho se atribuye a que el grafeno presenta mejores
propiedades eléctricas, térmicas y mecdnicas, junto con una mayor relacion drea

superficial/volumen [Kuilla, 2012].

Con el objetivo de conseguir una adecuada unidén de los polimeros con el
grafeno, un paso muy importante en el diseno y preparacion del material hibrido es
la funcionalizacién del derivado de grafeno con grupos capaces de reaccionar

especificamente con residuos de la matriz polimérica.

Los polimeros mds comunmente utilizados en el campo de los sensores son
resina epoxi [Tang, 2013], PMMA[Jang, 2009], PP [Wakabayashi 2008], LLDPE [Kim,
2010], HDPE [Kim, 2009], PS [Liu, 2013], PPS [Zhao, 2007], nailon [Scully, 2009], PANI [Bo,
2011], [Radhapyari, 2013], PSS [Kornmann, 2001], PEDOT [Lu, 2013], [Wang, 2014b], CD
[Chen, 2013c], [Gong, 2014], PDDA [Song, 2015], PET [Hsueh, 2003], Pl [Moujahid,
2003], PVA [Liang, 2009]. PU [Lee, 2009], polisacdridos, dendrimeros, etc.

En la Tabla 3.2 Se recogen ejemplos de sensores desarrollados en los Ultimos
anos en los que han utilizado nanohibridos de grafeno con polimeros de diversa

naturaleza.
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Tabla 3.2. Materiales hibridos de grafeno y polimeros en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos

Polimero Material Electrodo Aplicacién Referencia
PANI PANI elec’rropohrr,]enzodo. en rGO HRP/PANIIGO/ITO B!osensor para la de.’regc!on de artesunato en [Radhapyari, 2013]
con una morfologia esponjosa farmacos y fluidos bioldgicos.
PANI PANI con forma de hilos generados DNA/PANI/Grf/GCE Genosensor electroquimico. [Bo, 2011]
por electropolimerizacién sobre GO
PVPy PANI  Estructuras 3D con forma de gotas. ChOx/PANI/PVP/Grf/SPCE iglsees?;%lenzmonco para la defeccion de [Ruecha, 2014]
Mezcla de Grf 'y una red Sensor para la deteccién de catecol e
PDDA interconectada de MWCNTs vy MWCNTs-PDDA/Grf/GCE . P [Song, 2015]
hidroquinona.
PDDA.
Electropolimerizacion de PEDOT 'y Biosensor enzimdtico para la deteccién de
PEDOT reducciéon simultdnea del GO sobre AOD/PEDOT/RGO/GCE . . P [Lu, 2013]
Vitamina C.
el GCE
PEDOT éo(r)mnos amugadas de PEDOT sobre PEDOT/RGO/GCE Sensor para la deteccidén de dopamina. [Wang, 2014b]
PDPB electropolimerizado sobre el L . e
PDPB RGO IL/AntB1/AUNPs/PDPB/RGO/AUE Inmunosensor para la deteccion de Aflatoxina Bi. [Linting, 2012]
Poliestireno injertado
PS aleatoriamente sobre l[dminas Poliestireno/GO/GCE Sensor para la deteccién de dopamina. [Liu, 2013]
arrugadas de GO.
CD rGO recubierto por CD B-CD/rGO/GCE Sensor para la deteccidn de pesticidas. [Chen, 2013c]
CD g?fsormon de CD en las laminas de Cyt c/CD/Grf/GCE Biosensor para la deteccidon de aminodcidos. [Gong, 2014]
ABA electropolimerizado sobre el
PABA GO reducido electroquimicamente PABA/RGO/GCE Sensor para la deteccion de dcido sidlico. [Zhou, 2014]
y con una morfologia arrugada.
GO carboxilado unido
electrostdticamente a L-Lys ) Genosensor para la deteccidon del gen thh
PLL polimerizada sobre la superficie del DNA/COOH-GO/PLLY/GCE presente en la bacteria Vibrio Parahaemolyticus. [Sun, 2012]
GCE
PTH Tionina electropolimerizada sobre ADH/PTH-RGO/GCE Biosensor enzimdtico para la deteccidn de [Li, 2013q]

rGO y con morfologia rugosa.

etanol.
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Tabla 3.2. Materiales hibridos de grafeno y polimeros en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos (cont.)

Polimero Material Electrodo Aplicacién Referencia
Nf Nf y Grf mezclados 'y adsorbidos Nf/Grf/GCE Sensor para la deteccidén de codeina. [Li, 2013b]
sobre el GCE
Cs en forma de nubes sobre la Genosensor para la deteccion del fragmento ss- .
Cs superficie de GO arrugado $SDNA/Cs-GO/ITO DNA de Salmonella typhimurium. [Singh, 2013]
CMC Union covalente de CMC ol GO y Hb/CMC-rGO/GCE Biosensor enzimdtico para la deteccion de H2O2.  [Cheng, 2013]

reducciéon simultdnea.

PAMAM-1G Crecimiento del dendrimero sobre
el GO.

DNA/AUNPs/PAMAM-GO/AUE

Genosensor electroquimico. [Jayakumar, 2012]

PAMAM y GO unidos por enlaces

PAMAM-3.5G de H e interacciones hidrofébicas.

CS-GOx/AgNPs/PAMAM-
RGO/GCE

Biosensor enzimdtico para la detecciéon de

[Luo, 2012]
glucosa.

Abreviaturas utilizadas: ABA: dcido anilinbordnico; AgNPs: Nanoparticulas de Ag: AntBi: Anfiaflatoxina Bi; AOD: Alcohol oxidasa; AuNPs: Nanoparticulas de Au;
AUE: Electrodo de Au; CD: Ciclodextrina; CMC: Carboximetilcelulosa; CS: Quitosano; ChOx: Colesterol oxidasa; Cyt c: Citrocromo C; DNA: Acido
desoxirribonucleico; GCE: Electrodo de carbono vitrificado; GO: Oxido de grafeno; GOx: Glucosa oxidasa; Grf: Grafeno; Hb: Hemoglobina; HRP: Peroxidasa; IL:

Liquido idnico; ITO: Electrodos de oOxido de indio y estafno; MWCNTs: Nanotubos de carbono de pared mduliiple;

Nf: Nafion; PAMAM: dendrimero

poliamidoamina; PANI: Polianilina; PDDA: poli (dialildimetilamonio); PDPB: poli 2,5-di-(2-fienil)-1-pirrol-1-(acido p-benzoico); PEDOT: poli-(3,4-etilendioxitiofeno):
PLLy: Poli-L-Lisina; PS: Poliestireno; PTH: Politionina; PVP: Polivinilpirrolidona; rGO: Oxido de grafeno reducido; SPCE: Electrodo de carbono serigrafiado.



3. ANTECEDENTES

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha centrado la atencidén en dos tipos
de polimeros: uno, semisintético y anidnico, como es la carboximetilcelulosa (CMC)
y ofros sintéticos y catibnicos como son los dendrimeros de poliamidoamina
(PAMAM).

3.2.2.1. CARBOXIMETILCELULOSA

La O-carboximetilcelulosa o CMC es un importante polisacdarido lineal y aniénico
formado por unidades de D-glucopiranosa y O-(carboximetil)-D-glucopiranosa
unidas por enlaces glicosidicos B(1-4). En la Figura 3.7 se representa la estructura de

la sal sédica de este polisacdrido.

CO, Na
GH,
. N\ —
CH, OH
© o)
OH OH
_—D _O |
OH CH,
/
H2
CO, Na

Figura 3.7. Estructura de la sal sédica de la CMC.

Este derivado de la celulosa se forma por la reacciéon con dacido cloroacético
en medio fuertemente alcalino. Los grupos carboximetil sdédicos (CH2COONa) son
los responsables de la elevada solubilidad en agua. Otfras propiedades importantes
de este polimero son su alta hidrofilicidad, volumen hidrodindmico, capacidad de
proporcionar viscosidad y de actuar como agente floculante, su bajo coste y
facilidad de obtencién [Ninan, 2013]. Estas propiedades dependen principalmente
de tres factores: 1) el peso molecular del polimero, 2) el nUmero promedio de grupos
carboxilo y 3) la distribucion de los sustituyentes carboxilicos a lo largo de la cadena
polimérica [Reuben 1983], [Kamide 1985], [Baar, 1994].

40



3. ANTECEDENTES

Debido a sus propiedades, este polimero se ha empleado en el desarrollo de
biosensores, demostrdndose que puede ser utilizado para estabilizar proteinas
[Chiumiento, 2006], [Darias, 2002], [Valdivia, 2007], [Villalonga, 1999], [Villalongaq,
2000], [Villalonga, 2003].

También se ha descrito en la bibliografia el empleo de CMC para funcionalizar
CNTs, proporciondndoles estabilidad y solubilidad [Shao, 2009], asi como su empleo

como agente dispersante del grafeno [Yang, 2010].

A pesar de las ventajas que presenta este derivado de celulosa y de ser uno de
los mejores dispersantes del grafeno [Yang, 2010], no se han publicado trabajos en
los que utilicen hibridos covalentes de grafeno y dicho polimero. Sélo se ha
encontrado un biosensor enzimdtico para la deteccién de H202 (Tabla 3.2), en el
que mezclan la CMC y el GO, reduciéndolo posteriormente y cubriendo la

superficie de un GCE para la inmovilizacién final de hemoglobina [Cheng, 2013].

3.2.2.2. DENDRIMEROS DE POLIAMIDOAMINA

Los dendrimeros y dendrones son polimeros sintéticos, monodispersos y de
tamano nanométrico, con una arquitectura tridimensional y altamente ramificada
[Vogtle, 2009]. Estas macromoléculas se preparan, normalmente, mediante métodos
de sintesis divergentes o convergentes, a través de una secuencia de reacciones
reiterativa en la que cada paso da lugar a una nueva generacion del material, con
un aumento de grupos funcionales terminales en la superficie. En la Figura 3.8 se
representan ambas estrategias de sintesis, asi como los principales pardmetros

estructurales de una molécula de dendrimero.
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Figura 3.8. Pardmetros estructurales de una molécula de dendrimero preparada mediante
métodos de sintesis (A) divergentes y (B) convergente.

Estos nanomateriales “blandos” fienen unas propiedades excepcionales como
son: alta homogeneidad estructural, una elevada reactividad superficial, una alta
capacidad de albergar moléculas y un cardcter hidrofilico/hidrofébico [Vogtle,
2009]. Existe la posibiidad de manipular estas propiedades, mediante
transformaciones quimicas controladas o disenando moléculas con una
composicion  especifica, ofreciendo asi  diversas posibilidades de construir
arquitecturas 3D nanoestructuradas sobre la superficie electrédica [Poupot, 2010],
[Senel, 2013]. Estas nuevas arquitecturas fridimensionales permiten el empleo de los
dendrimeros en el diseno de nuevos sensores quimicos y biosensores, asi como en el

desarrollo de sistemas de enfrega confrolada medicamentos.

Son varias las razones por las que se utilizan dendrimeros como agentes para

modificar las superficies de los electrodos:

* Poseen una alta densidad de grupos quimicos localizados por el perimetro
externo a través de los que puede unirse de manera estable al electrodo.
Estos grupos funcionales pueden emplearse también como puntos de unidn
para la inmovilizacién de los elementos de reconocimiento bioldgico.

* Poseen una estructura permeable con forma globular o eliptica,
favoreciendo la difusion de las especies electroactivas hacia la superficie
electrédica.

* Tienen una forma y composicion bien definida que, junto con la presencia de
los numerosos grupos funcionales, permite la formacion confrolada de

monocapas y multicapas moleculares [Sato, 2013].
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* Pueden ser dopados con nanoparticulas metdlicas o mediadores
electroquimicos, encapsulados o unidos covalentemente, para mejorar la
actividad electrocatalitica y favorecer la transferencia de carga en la
superficie del electrodo.

* Muchos de ellos presentan buena biocompatibilidad debido a su superficie
hidrofilica, lo que permite la conservacion de la conformacion
bioldgicamente activa de los biorreceptores tras la inmovilizacion.

* Existe la posibiidod de combinarlos con una gran variedad de
nanomateriales para disenar materiales hibridos para aplicaciones
electroanaliticas.

Los dendrimeros de poliamidoamina o PAMAM (Figura 3.9), son los polimeros
hiperramificados mds empleados en biosensores electroquimicos. Muchos autores
han aprovechado las ventajas del empleo de electrodos modificados con
monocapas de PAMAM para el diseno de biosensores enzimaticos [Damar, 2011],
[Senel, 2013].

Figura 3.9. Estructura de PAMAM 4G con nucleo de etilendiamina.

En los Ultimos anos se han empleado materiales hibridos de derivados de
grafeno y dendrimeros en el desarrollo de biosensores electroquimicos, incluyéndose

en muchos de ellos el empleo de nanoparticulas metdlicas (Tabla 3.2).

Jayakumara y colaboradores crecieron PAMAM de primera generacion sobre

GO vy lo modificaron con AuNPs. EIl material se empled para modificar un electrodo
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de oro, sobre el que inmovilizé DNA para desarrollar un genosensor electroquimico
[Jayakumar, 2012]. Por ofro lado, Luo y colaboradores inmovilizaron la enzima GOx
sobre una superficie electrédica de carbono modificada con un material hibrido de
GO y PAMAM 3.5G unidos por interacciones hidrofébicas y enlaces de hidrégeno e

incluyendo AgNPs en el mismo [Luo, 2012].

Dado que la investigacion en el campo de los nanomateriales hibridos es algo
bastante novedoso y reciente, existen pocos trabajos sobre nanohibridos covalentes
con polimeros tan interesantes como la CMC vy los dendrimeros de PAMAM. Como
se ha comentado anteriormente, las caracteristicas y propiedades derivadas de la
unién de estos polimeros con el grafeno resultan muy interesantes en campos como
los biosensores, por lo que es importante seguir disenando estrategias sintéticas para
dichos materiales de manera que se consigan plataformas biosensoras con las que

se mejoren las caracteristicas analiticas.

3.3. BIOSENSORES ELECTROQUIMICOS BASADOS EN
GRAFENO

La cuantificacion de los procesos bioldgicos o bioquimicos es de gran
importancia para aplicaciones médicas, bioldgicas y bioelectronicas. En este
sentido, transformar la informacién bioldgica en una senal eléctrica faciimente
procesable es un desafio que se presenta a la Quimica Analitica moderna debido a
la complejidad de conectar directamente un dispositivo electronico con un medio
biolégico [Grieshaber, 2008].

La tecnologia de sensores es especialmente apropiada para resolver esta
problemdatica de un modo barato, sencillo, radpido vy fiable [Reviejo, 2000]. Uno de los
tipos de sensores mds prometedores en este contexto son los biosensores, definidos
por la IUPAC como dispositivos capaces de proporcionar informacién analitica
cuantitativa o semicuantitativa utilizando un elemento de reconocimiento bioldgico
[Thedveno, 1999]. Los biosensores poseen una serie de caracteristicas que los
convierten en opciones extremadamente atractivas para competir con ofras
tecnologias en el mercado. Las mdas resenables son: alta selectividad y sensibilidad,
tiempos de andlisis reducidos, capacidad para ser incluidos en sistemas integrados,
facilidad de automatizacién, capacidad de respuesta en tiempo real, versatilidad y

bajo coste. Estas caracteristicas son especialmente destacables en el caso de los
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biosensores electroquimicos en los que el sistema de transduccidn permite la
obtencién de una respuesta directa para monitorizar las reacciones bioquimicas

gue ocurren en el sistema de reconocimiento bioldgico.

A lo largo de los anos se han realizado diversas clasificaciones de los
biosensores. Atendiendo a la naturaleza del proceso de reconocimiento bioldgico,
se distinguen dos grupos:

1) los biosensores cataliticos, que son aquellos que utilizan un biorreceptor
capaz de reconocer y catalizar la transformacion del analito. Estos elementos
pueden ser enzimas, tejidos, o microorganismos, e incluso anticuerpos y dAcidos
nucleicos cataliticos.

2) los biosensores de dafinidad, en los que el elemento de reconocimiento
(anticuerpos, dcidos nucleicos, lectinas, receptores no enzimdticos, células y tejidos)
se une al analito a través de una interaccién especifica durante la cual no produce
su transformacién quimica.

Una segunda clasificacion es la que se basa en el fundamento del transductor;
atendiendo a este criterio, los biosensores pueden clasificarse en: electroquimicos
(amperométricos, potenciométricos, conductimétricos, impedimétricos), Opticos
(absorbancia, reflectancia, fluorescencia, bioluminiscencia, resonancia de plasmon

superficial), calorimétricos y de masa (piezoeléctricos), entre otros.

Actualmente, los biosensores electroquimicos son los que reciben mayor
atencién dentro de la investigacion y representan el mercado mds grande dentro
de su campo. Estos biosensores son dispositivos analiticos integrados y auténomos,
en los que el elemento de reconocimiento bioldégico se encuentra en contacto
directo con un transductor electroquimico. Desde un punto de vista analitico,
combinan la ventaja de poder ser portdtiles, exhibir una elevada sensibilidad y un
bajo limite de deteccion, asociada con la transduccidn electroquimica, con la
especificidad que proporcionan los elementos de reconocimiento bioldgico.
Debido a estas relevantes propiedades, los biosensores electroquimicos suponen

una excelente alternativa a los instrumentos analiticos tradicionales.

El desarrollo de nuevos materiales y mdas concretamente nanomateriales ha
hecho que se produzca una mejora en las caracteristicas de estos dispositivos por lo
gue numerosos grupos de investigacion infrodujeron estos materiales para modificar

las superficies electrédicas.
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El grafeno y sus derivados tales como el é6xido de grafeno (GO) y el dxido de
grafeno reducido (rGO) han adqguirido un papel importante en la investigacion de
sensores electroquimicos [Pumera, 2010], [Ratinac, 2011]. Debido a la amplia
ventana de potencial que ofrecen estos materiales (aproximadamente 2.5 V para
grafeno en disolucion reguladora de fosfato 0.1 mM) es posible la deteccidon de
numerosas moléculas incluyendo aquellas que presentan altos potenciales de

oxidacién o reduccion como son los dcidos nucleicos.

3.3.1.BIOSENSORES ENZIMATICOS BASADOS EN GRAFENO

Por lo que respecta a los biosensores cataliticos, los mdas utilizados son los
basados en proteinas capaces de catalizar reacciones bioldgicas. En las reacciones
enzimdticas, la molécula transformada se denomina sustrato y normalmente,
implica el uso de ofro reactivo llamado cofactor, para generar los correspondientes
productos. Las enzimas pueden clasificarse fundamentalmente en seis grupos, de los
cuales, las mdas importantes para fines analiticos son las oxidorreductasas, las
hidrolasas y algunas liasas [Serra, 2002]. El cardcter catalitico de las enzimas hace
qgue en la reaccion se regenere la enzima a su estado inicial y no sea necesario
ningun tipo de fratamiento para restablecer el biosensor. Esta caracteristica hace
que, en principio, sea posible una monitorizacién continua y reversible, lo que no
siempre ocurre con ofro tipo de material bioldgico, como es el caso de los
anticuerpos. La reaccidn catadlitica enzimdtica es eficiente y ademds
extremadamente selectiva, por lo que se combinan los factores de reconocimiento
particular y de amplificacion, requeridos para la mayoria de las aplicaciones

analiticas de los biosensores.

Desde que Clark y Lyons [Clark, 1962], propusieron el primer electrodo
enzimdtico, los biosensores electroquimicos basados en enzimas recibieron una gran
atencion por sus ventajas al asociar la actividad biocatalitica de estas proteinas con
la elevada sensibilidad y versatilidad de los transductores electroquimicos. La
inmovilizacidon de estas biomoléculas es un punto critico debido a la necesidad de
conservar su actividad para conseguir un biorreconocimiento eficiente del sustrato.
Asimismo el fransductor en el que se inmoviliza la enzima debe permitir una

transferencia de carga répida y asegurar una respuesta rdpida y sensible.
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Se han readlizado estudios que demuestran que los defectos presentes en los
bordes de las Idminas de grafeno permiten una mejor transferencia electrénica que
si se frabaja sobre electrodos de carbono vitrificado (GCE) llegando a poder darse
la transferencia directa entre el electrodo y el centfro redox de las enzimas [Liv,
2012], [Pumera, 2009]. También se ha demostrado la capacidad electrocatalitica
del rGO frente a H202 y NADH, otro de los motivos que hace que éste sea un
material muy atractivo en el desarrollo de sensores enzimdticos [Lin, 2009], [Zhong,
2010].

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral, para estudiar la aplicabilidad de los
materiales disenados en el desarrollo de biosensores enzimdticos se han utilizado

tirosinasa (Tyr), glucosa oxidasa (GOx) y peroxidasa (HRP) como enzimas modelo.

3.3.1.1. BIOSENSORES ENZIMATICOS PARA LA DETECCION DE
GLUCOSA

La glucosa es la principal fuente de energia metabdlica y por tanto el nutriente
orgdnico mds importante y abundante en nuestra dieta, jugando un papel
importante en diversas funciones del organismo, llegando a ser un indicador de la
actividad metabdlica celular. Ademds es el Unico azicar que ingresa directamente
en el metabolismo energético dependiente de la insulina y se utiliza en todos los
tejidos. Tanto el exceso como la falta de glucosa, provocan consecuencias
indeseables relacionadas con enfermedades como la glicosuria renal, fibrosis
quistica, diabetes y también cdncer. Por tanto, el control de la glucosa tanto en
fluidos bioldgicos como en alimentos es uno de los andlisis mds realizados en los

laboratorios de quimica clinica y control de calidad [Campuzano, 2004].

Junto con la glucosa deshidrogenasa (GDH) vy la glucosa-é-fosfato-
deshidrogenasa (G-6P-DH), la glucosa oxidasa (GOx) es una de las enzimas
especificas que cataliza la oxidacién de la glucosa, dando como productos dcido
glucdnico y H202. Esta enzima puede obtenerse de hongos tales como Penicillium
Nonatun o Aspergillus Niger [Badui, 1999]. Es una proteina dimérica (Figura 3.7) con
un peso molecular de 160 kDa que tiene como cofactor el dinucledtido de flavina y
adenina (FAD) fuertemente enlazado a cada mondémero. Cada uno de estos
mondmeros se pliega en dos unidades estructurales, una de las cuales se enlaza al
FAD, mientras que la otra estd relacionada con las uniones al sustrato. La GOx es

una glicoproteina que contiene un 16 % de azUcares neutros y un 2 % de
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aminoazucares [Tsuge, 1975]. Ademds posee 3 residuos de cisteina y 8 sitios donde

puede darse la N-glicosilacion [Frederick, 1990].

Figura 3.10. Estructura tridimensional de la enzima Glucosa oxidasa (Aspergillus Niger) y del
cofactor FAD.

Debido a la importancia de la determinacién de glucosa y a la estabilidad de la
oxidasa que cataliza su oxidacién, el mayor niUmero de biosensores desarrollados,
dentro de los electrodos enzimdticos, corresponde sin lugar a dudas a los que se
basan en la inmovilizacion de glucosa oxidasa. En la Tabla 3.3 se han recogido los
trabajos mdas recientes vy significativos donde se han desarrollado biosensores en los
que se inmoviliza GOx ulilizando nanomateriales basados en grafeno y sus

derivados.

Se han empleado diversas configuraciones, como la inmovilizacion covalente
de la enzima directamente sobre el grafeno [Liu, 2010] o en grafeno modificado
con nanoparticulas de CuO [Hsu, 2012] o TiO2 [Jang, 2012]. Otros autores inmovilizan
la proteina catalitica creando una membrana con Nafion tanto sobre grafeno
funcionalizado con APTES [Zheng, 2012], decorado con AuNPs [Baby, 2010] o con
espuma de grafeno mesomolecular [Wang, 2014]. También se ha empleado
quitosano, ya sea solo [Liu, 2011] o con nanoparticulas de Au [Shan, 2009], Pt [Wu,
2009] o Pd [Zeng, 2011]. Ruan y colaboradores modificaron la superficie de un
electrodo de Au con GOx, GO y PDA, alcanzando un limite de deteccién para la

determinacion de glucosa de 0.1 uM [Ruan, 2013].
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Los derivados de grafeno GO y rGO, han sido combinados con polimeros y/o
nanoparticulas [Chaturvedi, 2014], [Ruan, 2013], [Xue, 2014], [Hwa, 2014]. Luo vy
colaboradores sintetizaron un material nanocompdsito de GO, PAMAM y AgNPs
empleando una metodologia basada en irradiacion de microondas. La enzima se
inmovilizéd en la superficie de un GCE modificado con dicho nanomaterial,
observandose una buena transferencia electréonica directa entre el electrodo vy la
enzima, ademds de presentar unas buenas caracteristicas analiticas (una
sensibilidad de 75.75 yA/ mM cm? y un limite de deteccién de 4.5 uM)[Luo 2013]. Un
material nanocompdsito ternario fue sintetizado por Xue y colaboradores [Xue,
2014] compuesto por AuNPs en la superficie de 6xido de grafeno reducido y PPy,

empelando Cs para inmovilizar la enzima.
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Tabla 3.3. Biosensores electroquimicos enzimdticos de glucosa oxidasa basados en materiales de grafeno

Electrodo E,V LD, yM  Sensibilidad, pA/mM cm?2 Intervalo lineal, MM RSD, % 1 respuesta, S Referencia
GOx-Grf/PtE 0.4 — 8.045 0-22 5.8 — [Liv, 2010]
Nf/GOx/APTES-Grf/GCE -0.45 1 — 1-32 — — [Zheng, 2012]
Nf/GOx/AuNPs/Grf/GCE 0.8 1 — 0.001 - 30 — — [Baby, 2010]
GOx/TiO2/Grf/GCE -0.6 — 6.2 0-8 — — [Jang, 2012]
GOx/CuO/Crf/GCE 0.6 1 1065 0.001 -8 — — [Hsu, 2012]
GOx/Cs/Crf/GCE -0.79 20 — 2-22 — — [Liv, 2011]
GOx/PDA/Grf/AUE 0.7 0.1 28.4 0.001 -4.7 4.20 4 [Ruan, 2013]
GOx/Cs-AuNPs-Grf/Au -0.2 180 — 2-10 — — [Shan, 2010]
GOx/PtNPs/Cs/Grf/GCE 0.4 0.6 — 0.0006 - 5 ) — [Wu, 2009]
GOx/PdNPs/Cs/Grf/GCE 0.7 0.2 31.2 0.001 -1 5.1 10 [Zeng, 2011]
GOx-PDA/GO/AUE 0.7 0.1 28.4 0.001 - 4.7 — 4 [Ruan, 2013]
GOx/Cs-Fc/GO/GCE 0.3 7.6 10 0.02-6.78 4.3 5 [Qiu, 2011]
GOx/Ce-PtNPs/rGO 0.4 1300 66.2 0.02-0.12 3.90 6.3 [Chaturvedi, 2014]
GOx/rGO/GCE -0.44 — 1.85 0.1-27 3.58 5 [Unnikrishnan, 2013]
GOx/Ag-rGO/GCE -0.422 160 3.84 0.5-12.5 4.40 — [Palanisamy, 2014]
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Tabla 3.3. Biosensores electroquimicos enzimdticos de glucosa oxidasa basados en materiales de grafeno (Cont.)

Electrodo E,V LD, yM  Sensibilidad, pA/mM cm?2 Intervalo lineal, MM RSD, % 1 respuesta, S Referencia
GOx/AUNPs/PPy/rGO/GCE -0.67 — 123.8 02-1.2 4.1 — [Xue, 2014]
CS'GOXr/ ég?'gsc/EAMAM' 2025 45 75.72 0.032-1.89 5.60 — [Luo, 2012]
GOx-Cs/PTBO/PB/rGO/GCE 0.2 8.3 59 0.02-1.09 — 10 [Bai, 2013]
GOX/InO/CNTs-rGO/GCE — 4.5 5.36 0.01-6.5 3.24 — [Hwa, 2014]
GOx-GQD/GCE -0.42 1.73 85 0.005-1.27 S 3 [Razmi, 2013]
GOx/MGF/Nf/GCE -0.51 250 2.87 1-12 6.7 — [Wang, 2014]

Abreviaturas utilizadas: APTES: Aminopropiltrietoxisilano; AgNPs: Nanoparticulas de Ag; AuE: Electrodo de Au; AuNPs: Nanoparticulas de Au; Ce-
PtNPs: Nanoparticulas de Ce y Pt; CNTs: Nanotubos de carbono, Cs: Chitosan; Eapp: Potencial aplicado; Fc: Ferroceno; GCE: Electrodo de
carbono vitrificado; GQD: Quantum dots de grafeno; GO: Oxido de grafeno; GOx: Glucosa oxidasa; Grf: Grafeno; LD: Limite de deteccién;
MGF: Espuma de grafeno mesocelular; Nf: Nafién; PAMAM: dendrimero de poliamidoamina; PB: Azul de Prusia; PDA: Polidopamina; PdNPs:
Nanoparticulas de Pd; PPy: Polipirrol; PTBO: Azul de politoluidina O; PtE: Electrodo de platino; PtNPs: Nanoparticulas de Pt; rGO: Oxido de grafeno
reducido; RSD: Desviacion estdndar relativa.
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3.3.1.2. BIOSENSORES ENZIMATICOS PARA LA DETECCION DE
COMPUESTOS FENOLICOS

Los fenoles son compuestos aromdaticos que se caracterizan por tener uno o
varios grupos hidroxilo unidos directamente al anillo aromdatico. Algunos ejemplos se

muestran en la Figura 3.11.

OH OH OH OH OH ' OH
© (j (EL (L
CH, CH;
FENOL CATECOL OH m-CRESOL CH3 Cl CH3

HIDROQUINONA P-CRESOL  4-CI-1-NAFTOL 3,4-XILENOL

Figura 3.11. Estructura de distintos compuestos fendlicos.

Los fenoles mdas sencillos son liquidos o sélidos de bajo punto de fusidon, pero con
puntos de ebullicion bastante elevados debido a su facilidad para formar enlaces
de hidrégeno. La oxidacidon espontdnea de los fenoles es catalizada por su
exposicion a la luz y al aire, asi como por la presencia de impurezas metdlicas. El
mecanismo de oxidacion de los fenoles es complejo e influye en gran medida la

propia estructura del fenol, dando lugar a derivados de difenilo o a quinonas

El origen de estos compuestos puede ser tanto natural como antropogénico. Los
compuestos fendlicos naturales son metabolitos secundarios en las plantas por lo
que podemos encontrarlos en los alimentos; ademds se utilizan en aditivos,
suplementos y nutracéuticos y pueden tener tanto un efecto beneficioso
(antioxidante) como perjudicial para el organismo. Por el contrario, los compuestos
fendlicos industriales de origen antropogénico son tdéxicos y unos de los

contaminantes mds abundantes del medio ambiente.

Durante muchos anos se han se han realizado estudios con el fin de concretar el
tipo de efecto que ejercen los fenoles sobre la salud y el medio ambiente,
centrando una gran parte de los esfuerzos en el desarrollo de métodos analiticos
para detectar y cuantificar dichos compuestos en los medios en los que estdn

presentes [Meulenberg, 2009].
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Las enzimas que catalizan la oxidacion de los compuestos fendlicos (tirosinasas,
peroxidasas, lacasas, efc.) se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
y son de importancia fundamental para aquellos organismos que producen
compuestos polifendlicos tipo melaninas [Prota 1995]. El estudio de estas enzimas ha
abierto unas posibilidades en sus aplicaciones técnicas para la determinacion de
compuestos fendlicos de importancia medioambiental mediante la construccion de

biosensores.

3.3.1.2.1. Tirosinasa

La enzima tirosinasa es una fenol oxidasa que contiene cobre y que cataliza la
oxidacion de los monofenoles y los catecoles a o-quinonas. Estd ampliamente
distribuida en la naturaleza, y se ha encontrado en bacterias, hongos, plantas vy
animales. Actia en la biosintesis de los pigmentos de melanina en la piel de los
invertebrados, en la esclerotizacion de las cuticulas de los insectos, y en la biosintesis
de compuestos polifendlicos (la mayoria de los cuales poseen una actividad

antibidtica) en plantas y microbios.

Comunmente la enzima se encuentra como una proteina tetraédrica con una
masa molecular de 120 KDa, compuesta de dos subunidades de 43 KDa (subunidad
H) y dos de 14 KDa (subunidad L). Las subunidades H contienen el sitio activo, en el
cual se alojan 2 dtomos de cobre (Cua y Cus), cada uno coordinado por 3 residuos
de histidina (Hisé1, His85 e His?4 con Cua e His259, His263 e His296 con Cus). Cuatro
de los residuos de His (61, 94, 259 y 263) forman enlaces de hidrogeno con los
oxigenos carbonilicos peptidicos. La cavidad del sitio activo es accesible,
facilitando asi las interacciones con los analitos y la transferencia de carga con la

superficie electrodica (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Esfructura fridimensional de la enzima Tirosinasa (Mushroom) con las dos
subunidades Hy L y los dos dtomos de Cu en cada sitio activo.

3.3.1.2.2. Peroxidasa de rdbano

Las peroxidasas causan, con la participaciéon del perdxido de hidréogeno como
aceptor de electrones, la oxidacidn monoelectronica de un amplio espectro de
sustratos. Se distribuyen de forma ubicua en la naturaleza y se nombran después de

especificar su fuente [Scheller, 1997].

La peroxidasa de radbano (HRP) es una glicoenzima con un peso molecular de
44 KDa y un contfenido en carbohidratos que representa el 20% del peso de la
proteina. La HRP es una enzima redox (Figura 3.13) que tiene dos centros metdlicos,
uno de hierro en el centro activo y otro de dos dtomos de calcio. En el centro activo
de la HRP se encuentra un grupo ferroprotoporfiina que tiene una estructura
planar con un dtomo de Fe alojado en el medio de un anillo de porfirina compuesto
por cuatro moléculas de pirrol. El Fe posee dos sitios de enlace accesibles, también
llamados centros de coordinacién, uno por encima y otro por debajo del plano del
grupo hemo. Por el centro de coordinacién proximal, el grupo hemo se une a la
enzima a través de un residuo de histidina, queddndose el centro distal vacio y

expuesto al ataque del H.O2 durante las reacciones redox [Veitch, 2004].
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HIS170

Figura 3.13. Estructura tridimensional de la enzima Peroxidasa de rdbano y del grupo férrico
de portoporfirina IX.

La accesibilidad al Fe del centro activo permite una buena conexidén con las
superficies modificadas de los electrodos y, consecuentemente, ésta es una de las
enzimas mas utilizadas en la construccion de biosensores de tercera generacion
[Shan, 2010b], [Xi, 2009], [Yin, 2009]. Sin embargo, la amplia aplicacién
electroanalitica de la HRP se debe a su capacidad de catalizar la descomposicion
del H202, uno de los subproductos de muchas oxidasas [Ruzgas, 1996]. Ofras
propiedades que favorecen su empleo es el hecho de que es una proteina
pequena, estable, barata y que puede adquirirse con un alto grado de pureza

[Song, 2006], ademds de generar senales analiticas en un corto periodo de tiempo.

Durante anos han sido numerosos los biosensores electroquimicos desarrollados
para el estudio de compuestos fendlicos en los que se inmovilizan tanto la enzima
tirosinasa como la peroxidasa. Sin embargo, no se han descrito biosensores de HRP
para la determinacidn de catecol y otfros fenoles, en los que se utilicen
nanomateriales hibridos basados en grafeno para la modificacion superficial de los
electrodos. En la Tabla 3.4 se han recogido los biosensores electroquimicos para la
deteccion de compuestos fendlicos basados en el empleo de Tyr y nanomateriales

hibridos de grafeno.

Como se indica en la misma, Song y colaboradores desarrollaron un biosensor
basado en GO conjugado con Tyr unido a AuNPs, obteniendo unas buenas
caracteristicas analiticas frente a catecol [Song, 2011]. Qu y colaboradores,

desarrollaron un nanomaterial compdsito de grafeno y Idminas de péptidos de seda
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en el que inmovilizaron Tyr para de determinacion de bisfenol A (PBA), fenol y
catecol. Empleando un potencial de -0.1V, con el que se consiguid minimizar el
efecto de las posibles interferencias de la muestras, obtuvieron unos limites de
deteccion de 0.23, 0.35 and 0.72 nM para catecol, fenol y PBA respectivamente
[Qu, 2013]. Por Ultimo Liu y colaboradores desarrollaron un biosensor para catecol,
inmovilizando Tyr sobre una superficie en la que se generaron nanotubos de TiO2
sobre el grafeno [Liv, 2014c], pero sin alcanzar tan buenos resulfados como Qu vy sus

colaboradores.
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Tabla 3.4. Biosensores electroquimicos de Tyr basados en materiales de grafeno, para la determinacion de catecol y otros fenoles

Electrodo Analito E, V LD, nM Sensibilidad, mA/M cm?2 Intervalo lineal, pM RSD, % Referencia
Tyr—Au/PASE-GO/SPE Catecol -0.2 24 160 0.083 - 23 5.1 [Song, 2011]
Tyr/SP-Grf/GCE Catecol -0.1 0.23 7634 1-16910 4.6 [Qu, 2013]
Tyr/TNTs-Grf/GCE Catecol -0.1 55 150 0.3-110 5.4 [Liv, 2014c]
Tyr/AAIL-Grf/GCE Catecol — 8 12.6 1-11 3.5 [Lu, 2014]
Tyr/AuUNP-rGO/AU/PDMS Fenol — 100 136.91 0-0.4 - [Liv, 2012]
Cs-Tyr/AuNPs-Grf/GCE Bisfenol-A 0.47 1 3.59 0.025-3 7.3 [Pan, 2015]
Tyr-ZnOQDs/GO/GCE OH-PCBs — 150 821.7 28-17.9 3.2 [Rather, 2014]

Abreviaturas utilizadas: AAIL: Liquido iénico de aminodcido; AuNPs: Nanoparticulas de Au; Cs: Chitosan; Grf: Grafeno; GCE: Electrodo de
carbono vitrificado; GO: Oxido de grafeno; OH-PCBs: Bisfenilos policlorados hidroxilados; PASE: Acido pirenbutanoico, éster succinimidilo;
PDMS: Polidimetilsiloxano; PPY: polipirrol; PTS: dcido p-toluensulfonico; SP: Péptido de la seda; SPE: Electrodo serigrafiado; TNTs: Nanoparticulas
de TiOgz; Tyr: Tirosinasa; ZnOQDs: Quantum dots de ZnO.
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3.3.2. GENOSENSORES BASADOS EN GRAFENO

El dcido desoxirribonucleico (DNA) es el principal componente del material
genético de la inmensa mayoria de los organismos, junto con el dcido ribonucleico
(RNA), siendo el componente quimico primario de los cromosomas y el material con
el que los genes estdn codificados. La funcidon principal del DNA es mantener, a
través del coédigo genético, la informacidén genética necesaria para crear un ser
vivo idéntico a aquel del que proviene (o casi similar, en el caso de mezclarse con
otra cadena como es el caso de la reproduccion sexual o de sufrir mutaciones). Las
cadenas polipeptidicas codificadas por el DNA pueden ser estructurales, como las
proteinas de los muUsculos, cartilagos, pelo, etc., o bien funcionales, como las de la
hemoglobina o las innumerables enzimas del organismo. La funcién principal de la
herencia es la especificaciéon de las proteinas, siendo el DNA una especie de plano

o "receta” para nuestras proteinas.

A diferencia de las proteinas, el DNA es una molécula lineal compuesta por
cuatro mondmeros y con una estabilidad térmica y quimica mucho mds
significativa que las primeras. Ademds, su mecanismo de sintesis y ensamblado es
rapido y sencillo, y puede enlazarse especificamente a través de enlaces de
hidrébgeno a otra molécula de DNA de secuencia complementaria para formar la
doble hélice [Lu, 2006].

Desde el punto de vista quimico, el DNA es un polimero de nucledtidos. Una
secuencia de estos nucledtidos forma lo que se conoce como gen, el cual contiene
la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula con funcién celular
especifica, generalmente proteinas y RNA. Cada nucledtido, a su vez, estd formado
por un azucar (la 2-desoxirribosa) que se encuentra en forma de anillo furandsido y
que se une por un enlace B-glicosidico en el carbono 1 a una base nitrogenada,
que puede ser adenina (A), fimina (T), citosina (C) o guanina (G). Finaimente
encontramos un grupo trifosfato encargado de enlazar los nucledtidos mediante un
enlace fosfodiéster. Lo que distingue un nucledtido de otro es, entonces, la base
nitrogenada, y por ello la secuencia del DNA se especifica nombrando sdélo la
secuencia de sus bases. El acoplamiento de los nucledtidos se debe a la afinidad

quimica existente entre las bases A-Ty G-C (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Estructura quimica de la doble hélice de DNA. Detalle de las cadenas de
nucledtidos conectadas mediante enlaces de hidrégeno y la unidn de los nucledtidos
mediante un enlace fosfodiéster.

La reacciéon mediante la cual dos cadenas de DNA se unen para formar una
doble cadena se denomina hibridacién, y la reaccién inversa, desnaturalizacion.
Ambos procesos constituyen un equilibrio dindmico enfre los dos estados de
cadenas individuales en forma de ovillos estadisticos y las cadenas dobles en forma
de hélice, dependiendo la estabilidad de las dobles cadenas de varios factores,

como la temperatura y/o el pH.

La determinaciéon de DNA es muy importante en diversos estudios, incluidos
pruebas forenses, de bioseguridad, medioambientales y de alimentaciéon, y en la
investigacion y desarrollo de medicamentos. En la Ultima década, se han
desarrollado varios procedimientos y aplicaciones con el fin de obtener dispositivos
simples y portatiles para la deteccion de DNA. Los biosensores de DNA, también
llomados genosensores, permiten la deteccion de los procesos de hibridacion del
DNA de una forma rdpida, selectiva y sensible y, en muchos casos, es posible incluso
reutilizarlos. Los genosensores electroquimicos son dispositivos capaces de
proporcionar una senal analitica tras el proceso de hibridaciéon del DNA. Combinan
un agente de reconocimiento bioldgico selectivo (en este caso una hebra sencilla
de DNA), que se inmoviliza en un transductor electroquimico, que confiere
sensibilidad y que convierte el evento de reconocimiento en una senal medible

[Lucarelli, 2004].
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El genoma humano estd sujeto a mutaciones durante el ciclo vital, debido a
diversos tipos de cambios en el DNA. Algunas de las mutaciones afectan al fenotipo
o a la salud pudiendo causar enfermedades como el cdncer vy, por tanto, teniendo
en cuenta el creciente nimero de casos diagnosticados en el mundo vy el
incremento de muertes debido a un diagndstico tardio de la enfermedad, es

importante entender los efectos de dichas mutaciones en el fenotipo [Tothill, 2009].

El gen p53 es un supresor tumoral y uno de los factores de prescripcion mds
importantes inducidos por el estrés, que desempena un papel importante en
apoptosis y control del ciclo celular, resultando esencial para inducir la respuesta de
la célula ante el dano del DNA, deteniendo el ciclo celular en caso de mutacion
[Némcovd, 2010]. Es un gen ubicuo, es decir, un gen que estd presente en todos los
tejidos y que codifica una proteina con el mismo nombre (p53). Se encuentra en el
brazo corto del cromosoma 17 y contiene un intrédn muy grande (10 KB) situado
entre los exones 1 y 2. A su vez, el exdén 1 es siempre no-codificante. Se ha
demostrado que esta region podria formar una estructura estable de lazo ("stem-
loop") que une firmemente al alelo p53 silvestre pero no al alelo p53 mutante. Esta
unioén inhibe especificamente la traduccidon del mRNA p53 y podria proporcionar los

medios para el control del nivel de la proteina p53 en la célula.

Un p53 defectuoso podria permitir que las células anormales proliferen dando
por resulfado la generacion de un cdncer, de hecho, se ha encontrado con
mutaciones en mds del 50% de los casos de cdncer detectados en humanos [Wang,
2009b] y en muchos estudios se resalta la importancia de tener un prondstico, ya
qgue en muchas ocasiones es un factor crucial a la hora de determinar la respuesta
del tumor a los fratamientos. En este sentido es importante mencionar que desde
que el gen TP53 mostré una pequena diferencia de expresion entre los tejidos
cancerosos Y los sanos, es mucho mds relevante que existan plataformas de DNA
capaces de detectar mutacidon del gen en vez de la variacidén en la expresion

genética [Xie, 2004].

Muchas de las regiones del gen p53 han sido estudiadas empleando técnicas
basadas en PCR o fluorescencia, secuenciaciéon con tecnologia microarray vy
ensayos inmunoenzimdaticos. Estos métodos requieren tiempos largos de andlisis y no
proporcionan una buena sensibilidad [Wang, 2011], ademds, requieren la utilizaciéon

de equipos caros y personal altamente cudlificado y, aun asi, solo es posible
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obtener la medida de TP53 total. Por ello, son muchos los esfuerzos realizados en el
desarrollo de métodos rapidos y de bajo coste para la deteccidén de mutaciones

del gen p53 basados en biosensores y “chips” genéticos.

Como puede observarse en la Tabla 3.5, Altinta y colaboradores emplearon
métodos piezoeléctricos [Altinta, 2012] alcanzando limites de deteccidon del orden
de 0.03 uM. Por ofro lado, Wang y colaboradores emplean métodos opticos y
electroquimicos pudiendo llegar a detectar concentraciones del orden de los
picomoles y obteniendo un rango lineal mds amplio [Wang, 2011]. Dentro de los
métodos electroquimicos cabe destacar que los mejores limites de detecciéon
(orden de femtomolar) se alcanzaron con biosensores en los que se emplearon
nanomateriales de carbono como los MWCNTs en la superficie electrédica [Wang,
2013b], [Fayazfar, 2014].

Mediante el empleo de MBs, se pueden realizar estudios en un fiempo de poco
mds de una hora [Némcovd, 2010], mientras que formando nanoldminas sobre un
electrodo tiolado, Pale¢ek y colaboradores desarrollaron un genosensor con el que
podia llevar a cabo las medidas en tan solo 50 minutos y alcanzando unos limites de

deteccion del orden de los picomoles [Pale¢ek, 2014].

De todos los estudios encontrados para la deteccidon del gen p53, ninguno ha
sido aplicado a la determinaciéon del mismo en muestras reales, siendo uno de los

objetivos propuestos en la realizacién del presente trabajo.
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Tabla 3.5. Biosensores electroquimicos para el estudio del gen p53

Metodologia Técnica Intervalo lineal LD Tiempo c’Ike Referencia
ensayo
Genosensor  basado en el empleo de DPV
electrodos de Au modificados con AuNPs y 1-1000 nM 0.8 nM 14h 15 min [Luo, 2013]
- (0.0--0.6V)
una sonda tiolada de DNA
Determinacion simultdnea de las proteina
p53 silvestre y total, con un chip de SPR de 10.6 pM
o SPR — y ~7 h [Wang, 2009b]

doble canal, modificado con una doble 1 06 OM
hebra de DNA y un Ab monoclonal vop
Plataforma de detecciéon ECL
electroguimiluminiscente de estado sdlido, CyV 0.2-200 pM 0.1 pM 2 dias 9 h [Wang, 2011]
basada en enzimas (0.0-12V)
Ensayo de DNA para la deteccién de una
mutacién en el gen TP53 basado en la
inmovilizacion de NeutrAvidin, mediante SPR

- - ' - y 0.03-2uM 0.03 uM ~13h [Altintas, 2012]
una unidn amina, sobre una superficie
. . QCM
tiolada, para capturar la sonda diana
biotinilada
Biosensor  electroquimico basado en DPV
nanofibras de MWCNTs funcionalizados con 0.1-100 pM 50 fM 140 min [Wang, 2013b]

(-0.1 --0.70 V)

PA6y PPy
Captura de los complejos de DNA-p53 en
MBs a través de anti-p53, seguido por la ACV . . ,
disociacion, inducida por sal, de DNA fineal (-0.6 V, 230 Hz) — — 100 min [Némcova, 2010]
a partir de dicho complejo
Formacién sobre electrodos modificados
con tiol, de nanoldminas de compuestos CPS — picomoles 50 min [Palecek, 2014]
p53-DNA con secuencia especifica
Crecimiento electroquimico de AuUNPs EIS 1 fM = 0.1uM 0.01 fM ~15h [Fayaztar, 2014]

sobre MWCNTs alineados
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Tabla 3.5. Biosensores electroquimicos para el estudio del gen p53 (continuacion)

Metodologia Técnica Intervalo lineal LD Tiempo cie Referencia
ensayo
i'r?ijlr;for electroquimico de DNA basado cv 0.01 - 300 fM 0.62 HA/TM 160 min [Miwari, 2012]
Biosensor electroquimico basado en un
electrodo modificado con una sonda
peptidica 'y preparado  mediante la DPV 0.001 - 0.010 uM 682 pM ~12h [Raoof, 2011]
formacion de monocapas
autoensambladas de moléculas de PNA
tioladas sobre electrodos de Au
Sensor electroquimico de la hibridacion de
DNA  basado en la defeccion de cv L o ~6h [Gupta, 2011]
marcadores enzimdticos enlazados a la
sonda
Genosensor electroquimico "Off-on"
basado en la inmovilizacidon de sonda de CV
DNA fipo horquilla en electrodos de Au y 1-80nM — ~1 dia4h [Farjami, 2011]
mediante una unién alcanotiol y marcaje DPV
con una sonda redox de azul de metileno
Inmunosensor tipo sdndwich basado en el
empleo de SPCE desechables consistentes cv
P o - ; y 0.2-10 ng/mL 0.1 ng/mL ~4h [Xie, 2011]
en la modificacion del electrodo de tfrabajo DPV

con grafeno-chitosan

Ensayo con estreptavidina marcada para B
la deteccién sensible y especifica de una SPR — 40 pM ~3h [Sipova, 2011]
Unica mutaciéon en TP53

* Incluye la preparacion del inmunoensayo vy las medidas finales

Abreviaturas utilizadas: ACV: Voltamperometria de corriente alterna; AuNPs: Nanoparticulas de Au; CPS: Redisolucidn cronopotenciométrico de corriente
constante; CV: Voltamperometria ciclica; DNA: Acido desoxirribonucleico; DPV: Voltamperometria diferencial de pulso; ECL: Electroguimioluminiscencia; EIS:
Espectroscopia de impedancia electroquimica; MBs: Particulas magnéticas; MIP: Polimero de impresidn molecular; MWCNTs: Nanotubos de carbono de
pared multiple; PAé: nailon é; PNA: Acido nucleico peptidico, PPy: Polipirrol; QCM: Microbalanza de cristal de cuarzo; SPCE: Electrodo de carbono
serigrafiado; SPR: Resonancia de plasmén superficial.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. INSTRUMENTACION

4.1.1. APARATOS

El estudio de la morfologia de los materiales disenados, asi como de las distintas
superficies electrodicas se ha realizado mediante las siguientes técnicas:

- Microscopia electréonica de barrido de emision de campo (FE-SEM) utilizando
un microscopio JSM-6335F (JEOL Ltd., Japdn),

- Microscopia de transmisiéon electrénica (TEM) empleando un microscopio JEM-
2100 (JEOL Ltd., Japodn),

- Microscopia de transmision electronica de alta resolucion (HR-TEM) empleando
un microscopio JEM-3000F (JEOL Ltd., Japdn)

- Microscopia de fuerza atdémica (AFM) utiizando un microscopio AFM

multimode Nanoscope Il A (Bruker)

El estudio estructural y composicional de los materiales objeto de este trabajo se
llevaron cabo mediante:

- Difraccion de rayos X (XRD) empleando un difractometro X'Pert MRD
(PANalytical B.V.).

- Andlisis termogravimétrico (TG/DTG) empleando un instrumento modelo SDT-
Q600 (TA Instruments, USA).

- Espectroscopia de infrarrojo con tfransformada de Fourier (FTIR) empleando un
espectrometro FTIR Nicolet Nexus 670/870 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

- Espectroscopia Raman empleando un espectrometfro Jobin Ivon HR460
(HORIBA scientfific Ltd.).

La caracterizacion electroquimica de las superficies electrédicas modificadas

con los materiales sintetizados se llevé a cabo empleando las siguientes técnicas:

- Voltamperometria ciclica (CV) llevada a cabo empleando un potenciostato
MAutolab tipo Il controlado por el sofftware GPES 4.9 (Metrohm Autolab B.V.,
Holanda).

- Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) realizada empleando un
potenciostato pAutolab tipo Il confrolado por el software FRA2 (Metrohm
Autolab B.V., Holanda) (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Potenciostato uAutolab tipo Il empleado para realizar las medidas de CV vy EIS.

Las medidas amperométricas se han realizado empleando:
Un potenciostato de InBea Biosensores S.L. controlado por el software
lbGraph 6.0 y un agitador magnético Microstirrer (VELP), para las medidas en

disoluciones agitadas (Figura 4.2).

Figura 4.2: Potenciostato de InBea Biosensores S.L. y agitador magnético Microstirrer (VELP).

Un potenciostato ECO Chemie Autolab PGSTAT 101 (Figura 4.3) controlado
mediante el software NOVA 1.7, para las medidas en gota sobre electrodos
serigrafiados. Como interfase entre los electrodos serigrafiados de carbono
(SPCEs) y el potenciostato se ha utilizado un cable conector especifico DRP-
CAC (Dropsens, S.L.).
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Figura 4.3: ECO Chemie Autolab PGSTAT 101 y cable conector especifico DRP-CAC
empleados en la realizacion de las medidas amperométricas con SPCEs

Para la extraccion de RNA y la sintesis de cDNA se han empleado:

- Autoclave Trade (Raypa®) para la esterilizacion del material empleado.

- Cabina de seguridad microbioldgica modelo AH-100 (Telstar biostar) para la
manipulacion de compuestos bioldgicos.

- Centrifuga refrigerada 1-15K (Sigma).

- Incubadora COz infrarrojo (Forma Scientific)

- Calentador analdgico SBH 130 (Stuart)

Para la validacidon mediante el método de Folin—Ciocalteau, se empled un
espectrofotdbmetro de absorcion UV visible Varian Cary-3 Bio y cubetas de cuarzo de

1.0 cm de paso éptico

Para la cuantificacion de RNA extraido de las lineas celulares se empled un

espectrofotébmero NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc.).

Oftros aparatos e instrumentos utilizados han sido:

- Balanza analitica (Sartorius) con una precision de 0.0001 g para realizar las
distintas pesadas de este trabajo.

- Bano de ultrasonidos P-Selecta (Scharlau) para homogeneizar y dispersar las
suspensiones.

- Rotavapor® R-210 (Buchi) para la eliminacién de disolventes voldtiles en las
distintas sintesis realizadas.

- Centrifuga MPW-65R para lavar los materiales sintetizados y separarlos de los

disolventes poco voldtiles.
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- Agitador Vortex AGT-9 (Bunsen) para homogeneizar las disoluciones con
contenido biolégico.

- Dispositivo Salivette (Sarstedt) para la recoleccidén de muestras de saliva

- pH-metro de precision Metronm E-510 calibrado de forma wusual con
disoluciones reguladoras de pH 4.01, 7.02 y 9.00.

- Ldmpara incandescente con filamento de wolframio.

- Membrana de didlisis SnakeSkin, 10000 MWCO (THERMO Scientific, USA) para la
purificacion de la carboximetilcelulosa.

- Papel de filtro PTFE con un tamano de poro de 0.4 pm.

4.1.2. ELECTRODOS

Para realizar los estudios electroquimicos de los biosensores desarrollados se ha
utilizado un sistema convencional de tres electrodos, en el que se ha utilizado un
electrodo de carbono vitrificado (GCE, @ 3.0 mm, CH Instruments Inc.) como
electrodo de frabagjo, un electrodo de Ag/AgCI/KCI (3 M, BAS MF 2063) como

electrodo de referencia e hilo de platino como electrodo auxiliar (Figura 4.4).

Electrodo
Auxiliar
(Pt)
N -
Electrodo I -

de trabajo ] Electrodo
(GCE) de referencia
(Ag/AgCl)

electroquimica

1
célula " !
(vidrio) ’

Iman

" agitador

Figura 4.4: Sistema convencional de 3 electrodos (frabajo, referencia y auxiliar) empleado
en las medidas electrogquimicas.

En el caso del genosensor, se utilizan electrodos de trabajo SPCEs (DRP-110, 3.4 x
1.0 x 0.05 cm, @ = 4 mm, A= 12.56 mm2, Dropsens, S.L.). Cada tira incluye, ademads
del electrodo de frabagjo, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de

pseudoreferencia de Ag (Figura 4.5).
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Electrodo

Electrodo Auxiliar o
de trabajo

Conexion electrodo
auxiliar Electrodo

de referencia

Conexién
electrodo de trabajo

Conexién

electrodo de referencia

Figura 4.5: Electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs)

4.2. REACTIVOS

Todos los reactivos y disolventes empleados son de calidad para andlisis. El
agua empleada en fodos los casos ha sido obtenida mediante procesos de

purificacion en un sistema Millipore Milli-Ro.

Reactivos empleados en la sintesis de los materiales hibridos

- Oxido de grafeno (GO, Nanolnnova Technologies)

- Nanotubos de carbono de pared sencilla (SWCNTs, =2 nm, longitud=5-10um,
WAKO)

- Aminopropiltrimetoxisilano (APTES, 99%, Sigma-Aldrich)

- (3-Glicidiloxipropil)trimetoxisilano (GPTMS, Sigma-Aldrich)

- Dendrimero de poliamidoamina con nucleo de etilendiomina de cuarta
generacion (PAMAM G-4, Dendritch, Inc.)

- Dendrimero de poliamidoamina con nucleo de cisteamina de cuarta
generacion (PAMAM G-4 S-S, Sigma-Aldrich)

- Sal sédica de carboximetilcelulosa de baja viscosidad (CMC, MW=2.96-104
Dalton, grado de sustitucion 0.7, BDH)

- Peryodato sédico (NalOa, Sigma Aldrich)

- Etilenglicol (C2HsO2, Merck)

- Etanol (C2H¢O, 96% v/v, Panreac)

- 4-aminotiofenol (4-ATF, Sigma-Aldrich)

- Dodecilsulfato sédico (SDS, Fluka)

- Dimetilformamida (DMF, 0.01 %, Panreac)
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Reactivos empleados para la formaciéon de nanoparticulas metdlicas
- Nanoparticulas de Oro (AuNPs, @=20 nm, Sigma-Aldrich)
- Acido hexacloroplatinico hexahidratado (H2PtCls $H20, Sigma-Aldrich)
- Borohidruro sédico (NaBHa, >96%, Sigma-Aldrich)

Enzimas y conjugados enzimaticos
- Tirosinasa de champindn (Tyr, 5370 U/mg, Sigma-Aldrich)
- Glucosa Oxidasa de Aspergillus niger Tipo X (GOx, 174 KU/mg, Sigma-Aldrich)
- Peroxidasa de rabano (HRP, 173 U/mg, Sigma-Aldrich)

- Conjugado enzimdtico estreptavidina-Peroxidasa (Strep-HRP, 500 U/mL, Roche)

Reactivos empleados para llevar a cabo las medidas electroquimicas
- D-(+)-Glucosa anhidra (CsH120s, Panreac)
- Catecol (CsHa(OH)2, 99%, Sigma-Aldrich)
- Peréxido de hidrogeno (H202, 30% (w/w), Sigma-Aldrich)
- Disolucion comercial de TMB-H2O2 K-Blue (TMB, Neogen).
- Hexacianoferrato (lll) de potasio trihidratado (KsFe(CN)e, 99.4%, Sigma-Aldrich)
- Hexacianoferrato (ll) de potasio trihidratado (KsFe(CN)e, 98.5-102,0%, Sigma-
Aldrich)
- Cloruro de potasio (KCI, Scharlau)
- Dihidrégeno fosfato de sodio anhidro (NaH2POa, Scharlau)
- Hidrégeno fosfato de sodio anhidro (NazHPO4, Scharlau)
- Acido 2-morfolinoetanosulfénico, (MES, Gerbu)

- Cloruro sédico (NacCl, Scharlau)

Sondas de DNA
-Sonda de captura de DNA de 33 bases en forma de horquilla (lcpp53):
modificada con biofina en el exiremo 5 y con un grupo amino (un
modificador 3-amino-C7) en el extremo 3’ (secuencia de 20 bases) 5'-
[BtN]GAG GTC ATG GTG GGG GCA GCG CCT CAC AAC CTC[AMC7]-3'.

-Sonda de captura de DNA de 20 bases en forma de horquilla truncada
(scpp53): modificada con biotina en el extremo 5" y con un grupo amino (un
modificador 3'-amino-C7) en el extremo 3’ (secuencia de 20 bases) 5-[Btn]GT
TGT GCA GCG CCT CAC AAC[AMC7]-3".
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-Sonda diana de DNA de 28 bases (TP53) complementaria a la sonda de
captura (secuencia de 28 bases) 5-GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC
CAT G-3'.

-Sonda de DNA de 28 bases no complementaria (1-mTP53) a la sonda de
captura (contiene una Unica mutacion en el coddon 175) 5-GAG GTT GIG
AGG CAC TGC CCC CAC CATG-3".

Reactivos empleados en el crecimiento celular y la extraccion de RNA
- Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
- Medio de cultivo DMEM con alto contenido en glucosa (Ham's Nutrient Mixture
F12 (1:1))
- Suero de bovino fetal (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
- Suero de caballo (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
- Penicilina (Gibco-Invitfrogen, Carlsbad, CA, USA).
- Estrepomicina (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
- -L-glutamina (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
- Insulina humana (Sigma-Aldrich),
- Hidrocortisona (Sigma-Aldrich),
- Factor de crecimiento epidérmico (EGF), (QuadraTech Ltd).
- Toxina de codlera (QuadraTech Ltd).

- Reactivo Tri (Molecular Research Center, Inc.)

Reactivos empleados en el estudio de interferencias
- 3.4-dimetilfenol (Sigma-Aldrich)
- P-cresol (Sigma-Aldrich)

- M-cresol (Sigma-Aldrich)

- Fenol (Prolabo)

- Hidroquinona (Sigma-Aldrich)

- 4-Cloro-1-naftol (Sigma-Aldrich)
- Sacarosa (Sigma-Aldrich)

- Fructosa (Sigma-Aldrich)

- Acido citrico (Fluka)

- Acido ascérbico (Fluka)

- Acido Urico (Sigma-Aldrich)

- Cafeina (Sigma-Aldrich)
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Mvuestras
- Suero humano deficiente en progesterona (57394, Sigma)
- Saliva humana (voluntarios del laboratorio)
- Bebida carbonatada azucarada (Pepsi®, contenido de azUcares de 106 g/L)
- Infusién de té verde con limén (Lipton)
- Infusién de menta (Lipton)
- Infusién de frutos rojos (Lipton)

- Kit enzimdtico colorimétrico de D-glucosa (Roche)

Oftros reactivos
- Nitrito sédico (NaNO2, Panreac)
- Acido clorhidrico (HCI, LabKem)
- Glutaraldehido (25%, Sigma-Aldrich)
- Clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC, Sigma-Aldrich)
- N-hidroxisuccinimida (NHS, Sigma-Aldrich)
- N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS, Sigma-Aldrich)
- Caseina (Sigma-Aldrich)
- Polvo de alumina @=0.3 ym (Metrohm)
- Caseina (Gerbu)
- Leche desnatada comercial UHT
- Reactivo de Folin & Ciocalteau, 2.0 N (Sigma)

- Carbonato sédico (Na2COs, Scharlau)

4.3. DISOLUCIONES

Disoluciones empleadas en las sintesis de los materiales hibridos
Disolucion de GPTMS al 1%: Se diluyen 250 uL del silano en 24.975 mL de etanol.
Disolucion de APTES al 10%: Se diluyen 500 yL del silano en 49.5mL de etanol.
Disolucion de SDS al 0.1 % (p/v): Se disuelve 1 mg de SDS en 1 L de H20

desionizada

Disoluciones reguladoras

Disolucidén reguladora de fosfato 1.0 M: se disuelven 8.4 g de Na2HPO4y 112.9 g

de NaH2PO4 en 1 L de agua desionizada.
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Disolucién reguladora de fosfato 10 mM (pH 5.0): se prepara por dilucién de la
disolucién reguladora de fosfato 1.0 M ajustdndose el pH con NaOH 2.0 M.

Disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0): Se prepara por dilucidn de la

disolucién reguladora de fosfato 1.0 M ajustdndose el pH con NaOH 2.0 M.

Disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0): Se prepara por diluciéon de la

disolucién reguladora de fosfato 1.0 M, ajustdndose el pH con NaOH 2.0 M.

Disolucidn reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.5): Se prepara por dilucién de la

disolucién reguladora de fosfato 1.0 M, ajustdndose el pH con NaOH 2.0 M.

Disolucidn reguladora de fosfato salino (PBS) 10 mM (pH 7.2): Se prepara una

disolucién reguladora de fosfato 10 mM conteniendo NaCl 138 mM y KCI 2.7 mM.
Disolucion reguladora de MES 25 mM (pH 5.0): Se disuelven 244 mg de MES en 25

mL de agua desionizada, ajustdndose el pH con NaOH 2.0 M.

Disoluciones enzimdticas

Disolucion de Tyr 10 mg/mL: Se pesa 1 mg de la enzima y se disuelven en 100 L

de disolucién reguladora de fosfato 0.1 M pH 6.0.

Disolucion de GOx de 7.5 mg/mL: Se pesa 1 mg de la enzima y se disuelven en

130 uL de disoluciéon reguladora de fosfato 0.1 M pH 7.5.

Disoluciéon de HRP de 0.5 mg/mL: Se pesa 1 mg de la enzima y se disuelven en

500 uL de disoluciéon reguladora de fosfato 0.1 M pH 6.5.

Disolucidn de Strep-HRP de 1:1000: Se diluye una parte del conjugado por cada

1000 de disoluciéon reguladora PBS 10 mM (pH 7.2) conteniendo un 0.5% de caseina.

Disoluciones de las sondas de DNA

Todas las sondas fueron disueltas en agua libre de nucleasas para llevarlas a
una concentraciéon de 100 uM y posteriormente alicuotadas en volimenes mds
pequenos y almacenadas a 20 °C.

Disoluciéon de scppb3: Se diluye el volumen deseado de la alicuota de 100 uM

en el volumen correspondiente de disolucion reguladora MES 25 mM (pH 5.0).

Disolucidon de Icppb3: Se diluye el volumen deseado de la alicuota de 100 uM en

el volumen correspondiente de disoluciéon reguladora MES 25 mM (pH 5.0).

Disoluciéon de 1-mTP53: Se diluye el volumen deseado de la alicuota de 100 uM

en el volumen correspondiente de disolucion reguladora PBS 10 mM (pH 7.2) vy se

adiciona caseina para que esté al 0.5%.
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Disolucion de TP53: Se diluye el volumen deseado de la alicuota de 100 uM en el
volumen correspondiente de disolucion reguladora PBS 10 mM (pH 7.2) y se

adiciona caseina para obtener una concentraciéon final de 0.5%.

Disoluciones empleadas en las medidas electroquimicas

Disolucion de catecol 1 M: Se disuelven 50 mg de catecol en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucién de catecol 10 mM: Se prepara por dilucidén de la disolucidon de

catecol 0.1 M.

Disolucién de catecol 2 mM: Se disuelven 1.1 mg de catecol en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucién de catecol 100 uM: Se prepara por dilucion de la disolucidn de

catecol 2 mM.

Disolucién de glucosa 0.1 M: Se disuelven 90 mg de glucosa en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucién de glucosa 10 mM: Se prepara por dilucidén de la disolucidon de

glucosa 0.1 M.
Disolucion de perdxido de hidrégeno 0.1 M: Se diluyen 51 yL de H202 en 10 mL

de agua desionizada.
Disolucion de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5 mM en KCI 0.1 M: Se pesan 16.5 mg de

KsFe(CN)¢, 21 mg de KsFe(CN)s y 74.4 mg de KCl y se disuelven en 10 mL de agua

desionizada.

Disoluciones empleadas en los estudios de interferencias

Disolucion de 3.4-xilenol 2 mM: Se disuelven 122 mg en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucidn de p-cresol 2 mM: Se disuelven 1.08 mg en 5 mL de agua desionizada.

Disolucién de m-cresol 2 mM: Se disuelven 1.08 mg en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucidn de fenol 2 mM: Se disuelven 1.88 mg en 5 mL de agua desionizada.

Disolucién de hidroquinona 2 mM: Se disuelven 1.10 mg en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucién de 4-cloro-1-naftol 2 mM: Se disuelven 1.84 mg en 5 mL de agua

desionizada.
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Disolucién de sacarosa 0.1 M: Se disuelven 171 mg del azicar en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucién de fructosa 0.1 M: Se disuelven 90 mg del azicar en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucién de dcido citrico 0.1 M: Se disuelven 96.2 mg del dcido en 5 mL de

agua desionizada.

Disolucién de dcido ascorbico 0.1 M: Se disuelven 88 mg del dcido en 5 mL de

agua desionizada.

Disolucién de dcido urico 0.1 M: Se disuelven 84 mg del dcido en 5 mL de agua

desionizada.

Disolucion de cafeina 0.1 M: Se disuelven 97 mg en 5 mL de agua desionizada.

Oftras disoluciones

Disolucion de H2PtO¢ 6H20 5 mM: Se disuelven13 g en 5 mL de agua desionizada.

Disolucion de NaBH4: Se pesa 1 mg vy se disuelve en 1 mL de agua desionizada.
Disolucion de EDC/sulfo-NHS 50 mg/mL: Se disuelven 10 mg de EDC y 10 mg de
sulfo-NHS en 400 pylL de MES 25 mM (pH 5.0).

Disolucidon del dendrimero PAMAM G-4-S-S: Se diluyen 10 yL del dendrimero en

40 yL de agua desionizada anadiendo una punta de espdtula de NaBH4

Disolucion de NaNO2 0.2 mM: Se disuelven 13,8 mg de nitrito sédico en 1 mL de

agua desionizada.
Disolucidn leche UHT 1:1: Se diluyen 100 uL de leche en 100 uL de disolucion
reguladora PBS 10 mM (pH 7.2).

Disolucion carbonato sodico al 20% (w/v): se disuelven 10.0 g de la sal en 50 mL

de agua ultrapura.

4.4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

4.4.1.PREPARACION DE LOS MATERIALES HIBRIDOS
BASADOS EN GRAFENO Y POLIMEROS

4.4.1.1. PREPARACION DE PAMAM-Sil-rGO

Para llevar a cabo la silanizacion y funcionalizacién con grupos epoxido del

oxido de grafeno, se dispersaron 50 mg del mismo en 250 mL de etanol durante 1h
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con ayuda de un bano de ultrasonidos. Pasado ese tiempo, se anadieron 25 mL de
una disolucion etandlica de (3-Glicidiloxipropil)trimetoxisiano (GPTMS) al 1% vy la
mezcla se agitd durante 12 h a una temperatura entre 60 y 65°C. Tras homogeneizar
la dispersion resultante con el ulfrasonidos, se anadié un exceso del dendrimero
PAMAM-4G (2.5 mL) y la mezcla se agité durante 12 h. Transcurrido el tiempo, se

elimind el etanol y el sélido obtenido se dejé secar a temperatura ambiente.

4.4.1.2. PREPARACION DE CMCox-rGO

Para silanizar y funcionalizar con grupos amino el 6xido de grafeno, se
dispersaron 100 mg en 500 mL de EtOH durante 1Th en un bano de ulfrasonidos.
Después, se adicionaron 50 mL de una disolucidon etandlica de
aminopropiltrimetoxisiiano (APTES) al 10% y se agitd la mezcla durante 12 h a una
temperatura entre 60-65°C. Finalmente, se elimind el disolvente, se lavo el producto
con etanol y se dejé secar a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo la oxidaciéon de la CMC se disolvieron 500 mg del polimero en
100 mL de aguaq, se anadieron 540 mg de NalO4 y la mezcla se agitd durante 12 h
en oscuridad. Posteriormente, se anadid 1 mL de etilenglicol y se mantuvo la
agitacion durante 1 h mds. Tras dializar en ausencia de luz el polimero oxidado, se
mezcldé con el GO previamente silanizado y se dejé reaccionar durante 1 h bajo
agitacion constante. Después se anadieron 2.5 g de NaHB4 y la mezcla de reaccion
se agitd durante 12 h. Transcurrido el tiempo se elimind el disolvente, se lavd con una
disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0) y se dejd secar el producto

obtenido.

4.4.1.3 PREPARACION DE PAMAM-AUNPs-rGO

4.4.1.3.1. Método quimico

El primer paso de esta sintesis consistio en la reduccion quimica de 6xido de
grafeno, para lo que se dispersaron 100 mg del material de carbono en 100 mL de
H>.O desionizada durante 15 minutos en un bano de ultrasonidos. Después, se
anadieron 300 mg de NaBH4 y se dejo reaccionar durante 3 h. Posteriormente, la
mezcla se filtiré y se lavé con H20 desionizada. El GO obtenido se resuspendid en 100
mL de una disolucion acuosa de SDS al 0.1 % (p/v).

La sal de diazonio se prepard mezclando 70 mg de 4-Aminotfiofenol con 200 mg

de NaNO:; en 40 mL de H2O desionizada a una temperatura entre 0 y 5 °C.
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Seguidamente se adicionaron, gota a gota, 3 mL de una disolucidn de HCl 6 M,
observandose un cambio gradual de coloracién de incoloro a amairillo, lo que
indico la formacion de la sal de diazonio. Posteriormente, la disolucion de sal
formada se adiciond, gota a gota y con agitacidon constante, sobre la suspension
de rGO a una temperatura comprendida entre 0 y 5 °C, y se dejé reaccionar
durante 4h. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla se filtrd, se lavd con H2O
desionizada y se resuspendid en DMF para eliminar los restos de SDS. Después, se
lavé con EtOH para eliminar el DMF y el producto se dejd secar a temperatura
ambiente.

Una vez seco el producto obtenido, se dispersdé en 800 mL de H2O desionizada y
se anadieron 200 mg de NaBH4, dejando agitar la reaccién durante 1 h a
temperatura ambiente para una completa reduccién de los grupos tiol. Después se
adicionaron 40 mL de AuNPs y se dejo reaccionar durante 1 h, lavando la mezcla
final con H20 desionizada una vez transcurrida la reaccidon. Finalmente se
adicionaron 5 mL de PAMAM G-4 dejando que se produzca la reaccién durante 30
minutos y lavando después el producto final con abundante H2O desionizada y

centrifugacién para eliminar bien todos los restos de dendrimero.

4.4.1.3.2. Método electroquimico

El material por via electroquimica se prepard directamente sobre el electrodo

de carbono vitrificado, siguiendo los pasos descritos en el apartado 4.4.4.5.2.

4.4.2. PRETRATAMIENTO Y LIMPIEZA DE LOS ELECTRODOS DE
CARBONO VITRIFICADO

Antes de llevar a cabo la modificacion de la superficie electrédica es necesario
aplicar un pretratamiento de limpieza para asegurar que se fiene una superficie
completamente limpia y reproducible. Para ello, se pulid el electrodo sobre una
suspension de polvo de alumina de 0.3 um durante 1 minuto, seguidamente se lavd
con agua desionizada y se sumergi® en un bano de ultrasonidos con agua
desionizada durante 1 minuto, sucesivamente con etanol otro minuto, uno mds con
acetona y nuevamente con H20 desionizada. Finalmente se seco la superficie del

electrodo pasando una corriente de No.
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4.4.3.REDUCCION ELECTROQUIMICA DEL OXIDO DE
GRAFENO

Para reducir el GO electroquimicamente y que la superficie sea mds
conductora, se sumergié el electrodo de trabajo modificado con el nanomaterial
de carbono, junto con el electrodo auxiliar y el de referencia, en una disolucioén
reguladora de fosfato 10 mM pH 5.0 y se aplicaron 20 ciclos de voltamperometria
ciclica entre 0.0 y -1.5 V a una velocidad de barrido de 100 mV/s [Jiang, 2012].

Finalmente se lavo el electrodo de trabajo con H20 desionizada.

4.4.4. PREPARACION DE ELECTRODOS
NANOESTRUCTURADOS CON LOS  MATERIALES
HiBRIDOS DE GRAFENO Y POLIMEROS

4.4.4.1. ELECTRODO DE CARBONO MODIFICADO CON Tyr/CMCox-
rGO PARA LA DETECCION DE CATECOL

Sobre la superficie de un GCE previamente tratada segun el procedimiento
descrito en el apartado 4.4.2., se depositaron 20 yL de una dispersion acuosa de
CMCox-rGO 0.5 mg/mL dejando que se secara bajo una Idmpara incandescente.
Una vez seco se procedid a la reducciéon electroquimica del GO tal y como se
describe en el apartado 4.4.3.

Una vez reducido el material, se procedid a inmovilizar la enzima sobre el
electrodo modificado, depositando 5 uL de una disolucion de tirosinasa 10 mg/mL y
mezcldndola con 5 uL de una disolucion de EDC/NHS 2 mg/mL. El electrodo se dejé
incubar 12 horas a 4 °C y después se lavd sumergiéndolo en disolucidn reguladora
de fosfato 0.1 M (pH 6.0). El electrodo preparado se almacend a 4 °C hasta su

utilizacioén.

4.4.42. ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE CARBONO MODIFICADOS
CON cpp53/CMCox-rGO PARA LA DETECCION DEL GEN

P53
Con el objetivo de funcionalizar los SPCEs con el nanomaterial hibrido CMCox-
rGO, se depositd sobre la superficie del electrodo de trabajo una alicuota de 10 yL
de una dispersion acuosa de CMCox-rGO 0.5 mg/mL y se dejo secar a temperatura

ambiente. Una vez seca dicha superficie, para activar los grupos —COOH, se
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depositd sobre ella una gota de 10 uL de mezcla EDC/sulfo-NHS 50 mg /mL y se dejd
reaccionar durante 30 minutos, se lavd con disolucidon reguladora MES y se secd
bajo una corriente de No.

Para la inmovilizacién covalente de la sonda de captura (cp), se depositd en los
electrodos activados una gota de 10 yL de una disolucién de la correspondiente
sonda de captura preparada en disolucion reguladora MES con una concentracion
de 0.01 uM en el caso de la scpp53 y de 10 uM en el de la Icpp53 vy se dejo incubar
durante 30 minutos. Seguidamente, se lavd el electrodo modificado con disolucion
reguladora PBS (pH 7.2) para eliminar el DNA no inmovilizado y se secd bajo una
corriente de N2

Posteriormente, los grupos activados que no han reaccionado se bloquearon
depositando sobre el electrodo de trabajo 10 yL de una disolucién de leche UHT
diluida 1:1 en disolucién reguladora PBS (pH 7.2) e incubdndolo durante 30 minutos.
Tras lavar el electrodo con disolucién reguladora PBS (pH 7.2) y secar bajo una
corriente de N2, se llevdé a cabo el proceso de hibridacion incubando el SPCE
modificado con la sonda de captura correspondiente, con 10 yL de una disolucion
de la muestra a estudiar (sonda diana TP53 en disolucidon reguladora PBS
conteniendo un 0.5% de caseina, muestras bioldgicas o cDNA diluido) durante 30
minutos para los electrodos modificados con la scpp53 y 15 minutos para los
modificados con Icpp53. Tras otro paso de lavado con disolucién reguladora PBS
(pH 7.2) y secado bajo una corriente de N2 se depositaron 10 uL de una disolucioén
del conjugado enzimdtico Strep-HRP (1:1000 preparada también en disolucion
reguladora PBS con un 0.5% de caseina) y se incubd durante 30 minutos.

Finalmente, los electrodos modificados se lavaron con disolucion reguladora
fosfato 0.1 M (pH 7.0) y se secaron bajo una corriente de nitrédgeno antes de realizar
las medidas electroquimicas.

Todos los pasos de incubacién se realizaron a temperatura ambiente y en
atmodsfera humeda con el propdsito de evitar la evaporacion de las gotas

depositadas en el electrodo de trabagjo.

4.4.43. ELECTRODO DE CARBONO MODIFICADO CON Tyr/PAMAM-
Sil-rGO PARA LA DETECCION DE CATECOL

La modificacion del GCE se realizd depositando sobre la superficie, previamente

tratada segun el apartado 4.4.2., 20 uL de una dispersion de rGO-PAMAM de 0.5
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mg/mL en H20 desionizada, y se dejo secar bajo una ldmpara incandescente. Una
vez seca la superficie, se redujo el dxido de grafeno electroquimicamente como se
describe en el apartado 4.4.3.

Sobre la superficie del GCE modificada con el material hibrido de grafeno, se
depositaron 16 pyL de una disolucion de Tyr de 10 mg/mL y 4 ulL de glutaraldehido al
25%, dejando incubar la mezcla durante 1 hora a 4°C. Finalmente, se lavd el
electrodo sumergiéndolo en disolucion reguladora de fosfato 0.1M (pH 6.0) y se

almacend a 4°C en atmdsfera hUmeda hasta su posterior utilizacion.

4.4.4.4. ELECTRODO DE CARBONO  MODIFICADO  CON
GOx/PtNPs/PAMAMSSITGO PARA LA DETECCION DE
GLUCOSA

La modificacion del GCE se realizd depositando sobre la superficie, previamente
tratada segun el apartado 4.4.2., 20 uL de una dispersion de rGO-PAMAM de 0.5
mg/mL en H20 desionizada, y se dejo secar bajo una ldmpara incandescente. Una
vez seca la superficie, se redujo el dxido de grafeno electroquimicamente como se
describe en el apartado 4.4.3.

Sobre la superficie del electrodo se depositaron 20 uL de una disolucién de
HoPtCle. 6 H2O 5 mM vy se dejé reaccionar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 5 uL de una disolucién de NaBHs 1 mg/mL
y se dejo reaccionar nuevamente, durante otros 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se lavd el electrodo sumergiéndolo en agua desionizada y se procedid la
inmovilizaciéon de la enzima, para lo cual se depositaron 16 uL de una disolucion de
GOx de 7.5 mg/mL y 4 yL de glutaraldehido al 25% y la mezcla se dejo incubar
durante 90 minutos a 4°C. Finalmente, se lavd el electrodo sumergiéndolo en una
disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.5). El electrodo modificado se conservd
sumergido en disolucion reguladora fosfato 0.1 M (pH 7.5), a 4 °C hasta su posterior

utilizacioén.
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4.4.4.5. ELECTRODO DE  CARBONO MODIFICADO CON
HRP/PAMAM-AUNPsTGO PARA LA DETECCION DE
CATECOL

4.4.4.5.1. Modificacion del electrodo con el material obtenido
mediante el método quimico

Sobre la superficie limpia del GCE se depositaron 20 uL de una dispersibn acuosa
del material PAMAM-AUNPs-rGO preparado previamente como se describe en el
apartado 4.4.1.3.1. Tras dejar secar el material sobre la superficie electrédica, se
procedié a inmovilizar la enzima peroxidasa (HRP) mediante entrecruzamiento con
glutaraldehido, para lo que se depositaron 12 uL de una disolucidn de HRP 0.5
mg/mL y 3 uL del entrecruzante al 25% en la superficie del electrodo. Tras un periodo
de incubaciéon de 90 minutos se lavd el electrodo con disolucién reguladora fosfato

0.1 M (pH 6.5) y se alimacend el electrodo a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

4.4.4.5.2. Método electroquimico

Una vez limpia la superficie del GCE (Apartado 4.4.2.), se depositaron 20 uL de
una dispersion acuosa de GO 0.5 mg/mL y se dejé secar bajo una ldmpara
incandescente. Posteriormente, éste se redujo electroquimicamente (Apartado
4.4.3.) y se procedié a realizar la reaccion de diazotacién del p-aminotiofenol (4-
ATF) con NaNO2 en medio HCI, e injertado (grafting) electroquimico. Para ello se
disolvieron 20 mg de 4-ATF en 2 mL de HCI 1 M enfriando en un bano de hielo.
Seguidamente, se prepard la sal de diazonio adicionando gota a gota 380 yL de
NaNO2 0.2 mM, con agitacién constante en un bano de hielo. A continuacién, el
electrodo modificado se sumergié en la célula electroquimica conteniendo 500 uL
de la sal de diazonio formada y se realizaron 10 ciclos en voltfamperometria ciclica
entre 0.0 y -1.0 V, a 200 mV/s. Finalmente, se lavd el electrodo modificado con
abundante H20 desionizada y se dejé secar al aire.

Una vez seca la superficie electroédica, se depositaron 10 yL de una disolucion
comercial de nanoparticulas de Au y se dejod reaccionar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras lavar el electrodo con H2O desionizada, se dejd secar
al aire para después depositar 10 uyL de una disoluciéon de dendrimero PAMAM G-4-
S-S al 5% (p/v) y se dejé reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Una vez mds, se lavd el electrodo con agua y se dejo secar al aire para proceder a

la inmovilizacidn de la enzima HRP. La inmovilizaciéon se llevd a cabo mediante
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entrecruzamiento con glutaraldehido depositando 12 uL de una disolucion de HRP
0.5 mg/mL y 3 L del entrecruzante al 25%. Tras un periodo de incubacion de 90
minutos se lavo el electrodo con disoluciéon reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.5) vy se

almacend a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

4.4.5. CARACTERIZACION  FISICOQUIMICA DE LOS
MATERIALES HIBRIDOS DE GRAFENO Y LAS
SUPERFICIES ELECTRODICAS

4.4.5.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE
CAMPO

La microscopia electronica de barrido permite determinar de manera directa el
tamano de particula o de grano de la muestra y analizar la microestructura de un
material. En esta microscopia, un haz de electrones se enfoca sobre la muestra y
barre una pequena drea rectangular de la misma. Los electrones que conforman el
haz interactVan con la muestra produciendo electrones secundarios, corrientes
internas, emision de fotones, etc., que son apropiadamente detectados y utilizados
para generar una imagen de la zona que barre el haz. Los electrones redispersados
y los secundarios son los que constituyen las senales de mds interés de esta técnica,
ya que dependiendo de las diferencias topogrdaficas de la superficie, el haz de
electrones que incide sobre la muestra dard lugar a distintas infensidades de los
mismos.

Para el estudio de la morfologia de los materiales disenados, asi como de las
distintas superficies electrédicas, se ha utilizado un microscopio electronico de
barrido de emision de campo (modelo JSM-6335F) provisto de un candn de
electrones de cdatodo frio de emision de campo y de un detector de electrones
secundarios que cuenta con una resolucion de 1.5nma 15kVyde 5.0nma 1 kV (a
4 mm de distancia de frabagjo), lo que permite una variacién en el voltaje de
aceleracion de 0.5 a 30kV y una amplificacion de 10 X a 500.000 X (trabajando a
una distancia de 39 mm). En este trabajo, el voltaje empleado para las muestras fue
de 10 kV excepto en la muestras de rGO-PAMAM-PtNPs para las que el voltgje fue 5
kV.

Las muestras a analizar se dispersaron en agua y una vez homogéneas, se

depositaron unas gotas con ayuda de una pipeta sobre una superficie de carbono

84



4. PARTE EXPERIMENTAL

y se dejaron secar. Posteriormente, se sometieron a un proceso de metalizaciéon
para obtener una superficie conductora, llevado a cabo mediante evaporaciéon y
deposicion a vacio de una capa de oro a una intensidad de corriente de 20 mA y

durante 1 min, suficiente para eliminar los efectos de carga durante la observacion.

4.4.5.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La microscopia electronica de transmision se basa en un haz de electrones que
manejado a fravés de lentes electromagnéticas, se proyecta sobre una muestra
muy delgada situada en una columna de alto vacio de modo que, una parte de los
electrones rebotan o son absorbidos por la muestra y ofros la atraviesan. Se obtiene
informacién estructural especifica de la muestra segun las pérdidas especificas de
los diferentes electrones del haz. El conjunto de elecfrones que afraviesan la
muestra son proyectados sobre una pantalla fluorescente formando una imagen
visible o sobre una placa fotogrdfica registrando una imagen latente.

El estudio de los materiales empleando TEM se realizd en un microscopio
electrénico JEM 2100 con un candn de electrones termidnico de LaB¢, un voltaje de
aceleracion de 200 kV, una resolucidon entre puntos de 0.25 nm y un gonidmetro de
inclinacion sencilla = 42. Las imdagenes se adquirieron digitalmente con una cadmara
CDD ORIUS SC1000 (modelo 832).

Las muestras para realizar el andlisis, se dispersaron en agua empleando un
bano de ultrasonidos. Una gota de dicha suspension fue depositada y evaporada

en una rejilla de cobre recubierta con una capa de carbono.

4.4.5.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE ALTA
RESOLUCION

La microscopia electronica de fransmision de alta resolucion es un modo de
trabajo de TEM que permite la formacion de imdgenes de la estructura
cristalogrdafica de una muestra en una escala atémica.

Los estudios realizados empleando HR-TEM se llevaron a cabo con un
microscopio electronico JEM-3000F con un candén de emision de campo (FEG) tipo
Schottky, un voltaje de aceleracion de 300 kV, una resolucion entre puntos de 0.17
nm en modo TEM, una aberracion esférica Cs=0.6 nm y con un gonidmetro que
permite una inclinacién de la muestra de = 25° La adquisicion digital de las

imdgenes se realizd con una cadmara CCD de multibarrido.
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Las muestras para realizar el andlisis, se dispersaron en agua empleando un
bano de ultrasonidos. Una gota de dicha suspension fue depositada y evaporada
en una rejilla de cobre recubierta con una capa de carbono.

La difraccién de electrones del drea seleccionada (SAED) se llevd a cabo en un
microscopio electronico JEM 2000FX con un voltaje de aceleracion de 200 kV y una
resolucion entre puntos de 0.31 nm. Este microscopio estd dotado de un
portamuestras de doble inclinacidén que permite giros de * 45° en ambas
direcciones y un sistema de microandlisis por dispersion de energia de rayos X (XEDS)
OXFORD INCA.

4.4.5.4 MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

La microscopia de fuerza atdmica es una técnica de imagen del espacio real
que puede producir imagenes topogrdficas de una superficie con resolucion
atémica en tres dimensiones, independientemente de las propiedades dpticas de la
superficie de estudio. El principio de esta técnica consiste en la exploracién de un
drea de la muestra con una punta afilada, casi a nivel atémico, generando entre
ambas un campo electromagnético. El campo sufre alteraciones conforme a las
variaciones de rugosidad de la superficie muestreada. Las variaciones
electromagnéticas ocasionadas generan una informacién de corriente eléctrica
que, debidamente tratada, reconstruye la imagen de la superficie observada.

El microscopio AFM multimode Nanoscope Il A utilizado, estd equipado con una
punta TESP-SS de silicona y un radio de 2 a 5 nm, con un cantilever rectangular de 4
um de grosor. Los estudios se han readlizado en modo fapping a temperatura
ambiente en aqire, adquiriéndose los datos correspondientes con el software
Nanoscope Control 5.30. Las imdgenes fueron procesadas con el software
Gwyddion 2.25.

La preparacién de la muestra se realiza dispersando el material en agua con
ayuda de un bano de ulirasonidos, después, sobre una superficie de mica
previamente exfoliada con papel adhesivo, se depositan unas gotas de la

suspension mediante spin-coating a 1600 rpm.

4.4.5.5 DIFRACCION DE RAYOS X

La identificacion de las distintas fases cristalinas presentes en las muestras, se

realizé mediante difraccién de rayos X (XRD) a temperatura ambiente.
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Esta técnica se basa en la reflexion de las ondas electromagnéticas incidentes
por planos sucesivos de dtomos en un cristal. Al incidir un haz de rayos X segun un
dngulo 0, parte de la radiacion difracta constructivamente. La condicion de
reflexion establecida por W.H. Bragg y W.L. Bragg [Jenkins, 1996] indica que la
diferencia de caminos recorridos es un multiplo entero de la longitud de onda segun

la siguiente ecuacion:
nl = 2d-sen0 Ecuacién 4.1

donde A es la longitud de onda de la radiacién, d es el espaciado entre planos
atémicos y 0 es el dngulo del haz incidente.

Los patrones de difraccidon suministran informacién de la estructura cristalina. La
posicidon angular de los méximos de difraccion se relaciona con los pardmetros de la
celda unidad, mientras que las intensidades reflejan la simetria de la red vy la
densidad electréonica dentfro de la celda unidad [Jenkins, 1996].

La identificacion de las muestras se llevd a cabo en un difractémetro X'Pert MPD
equipado con una fuente de Cu (Ka1=1.54056 A y Ka2=1.54439 A). Las condiciones en
las que se utilizé el difractdmetro fueron 45 kV y 40 mA. Se realizdé un barrido en el
rango 1.3° <2 0 = 120.02° con un tamano de paso de 0.04° y un tiempo de recogida

de 1 s/paso.

4.4.5.6 TERMOGRAVIMETRIA

El andlisis térmico diferencial (DTG) se basa en el registro de los cambios de
temperatura, que con respecto a una sustancia de referencia térmicamente inerte,
tienen lugar en una muestra cuando es calentada o enfriada a una velocidad
constante en atmdsfera controlada. La termogravimetria (TG) detecta variaciones
de peso que se producen en las muestras, al someterlas a un tratamiento térmico,
referido al mismo patrén. Estos andlisis permiten obtener informacion acerca de la
estabilidad térmica de las composiciones a estudiar. La variaciéon de la masa con la
temperatura puede ser debida a distintos procesos tales como: descomposicion,
sublimacién, reduccidén, desorcion, adsorcion y vaporizacion [Mathot, 1994].

Las curvas TG-DTG se registraron en un equipo SDT-Q600 que incorpora un
controlador de temperatura TASC 414/2 Netzsch para el horno. Para realizar los
ensayos se utilizaron entre 3 y 5 mg de masa demuestra que se depositaron sobre

crisoles de platino, empledndose alumina (x-Al203) calcinada como material de
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referencia. Los andlisis se realizaron en un intervalo de temperatura entre 0 y 400 °C

bajo un flujo de N2 de 100 mL/min y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

4.4.5.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA
DE FOURIER

La espectroscopia de infrarrojos se basa en el estudio de la interaccion de la
radiaciéon electromagnética, en el rango infrarrojo del espectro, con la materia, la
cual, al absorber la radiacién infrarroja produce un cambio en el estado de energia
vibracional y rotacional de las moléculas. En el caso de muestras sélidas y liquidas,
sélo se tienen en cuenta los cambios entre estados de energia vibracional lo que
hace posible la caracterizacion de los principales grupos funcionales de la
estructura molecular del compuesto.

La muestra sélida se mezcld con KBr puro y seco en un mortero de dgata hasta
obtener un polvo fino. Con una pequena porcién del polvo obtenido, se hicieron
pastillas empleando para ello una prensa (10 TN, 5 mins). Esta pastilla debe ser
homogénea, finisima y es importante evitar la contaminacion de la muestra y seguir
las indicaciones sobre el uso de la prensa para hacer la pastilla. Una vez prensado el
mafterial se coloca en una placa para muestras y se procede a realizar las medidas,
para lo que se utiliza un espectrofotdmetro FTIR NICOLET NEXUS 670-870. Se realizan
32 barridos entre 400 y 4000 cm-!.

4.4.5.8 ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman se basa en la incidencia de un haz de luz
monocromatica de frecuencia vo sobre la muestra, examindndose la interaccion de
la luz dispersada por la misma. La radiacion dispersada con distinta frecuencia que
la luz incidente (dispersion ineldstica) es caracteristica de la naturaleza quimica y
estado fisico de la muestra y es independiente de la radiacién incidente; se conoce
como dispersion Raman. En la dispersion Raman pueden darse dos fendmenos:
Stokes, donde el fotdn dispersado tiene una frecuencia menor a la del haz incidente
y Anti-Stokes en el que la frecuencia es mayor. Las fransiciones tipo Stokes son mds
probables que las Anfi-Stokes por o que generalmente se frabaja midiendo el
efecto Stokes.

Los espectros se registraron con un espectrometro Raman confocal de la firma
BWTEK y el modelo Voyage™ BWS435-532, que estd compuesto por un Idser de

banda estrecha, con el que se excita la muestra, que emite a 532.0 nm con una
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potencia nominal méxima de 21.8 mW a la salida del Idser y entre 15y 21.8 mW en
la plataforma donde se coloca la muestra. Las muestras se enfocaron utilizando un
microscopio Olympus BX51 que dispone tres objetivos de 10x, 20x y 50x. Ademds, el
equipo dispone de una cdmara digital tipo PGR Chamaleon™ conectada por USB a
un ordenador de confrol que permite monitorizar el punto exacto de incidencia de
nuestro Idser. El resto del dispositivo se controla mediante el software BWSpec™. El
registro se realiza a temperatura ambiente, con 30 acumulaciones de espectros

realizados en 80 s entre 1000 y 3500 cm-!.

4.4.6. EXTRACCION DE RNA Y SINTESIS DE cDNA

Para comprobar el funcionamiento del genosensor se seleccionaron dos lineas
celulares de cdncer de mama, MCF-7 y SK-BR-3 conteniendo el gen TP53 y el 1-
mTP53, respectivamente y como control la linea de células epiteliales de mama sin
tumor MCF-10A que contenia el gen TP53.

El crecimiento de las células se llevdé a cabo de acuerdo con protocolos ya
establecidos [Babel, 2011], [Peldez-Garcia, 2013]. En el caso de las células
cancerigenas, se utilizd DMEN con un 10 % de suero de bovino fetal, penicilina y
estreptomicina como medio de cultivo y glutamina 2.5 mM mientras que para las
células no tumorales se empled el medio de cultivo DMEN de alto contenido en
glucosa con L-glutamina 2.5 mM, un 5% (v/v) de suero de caballo, estreptomicina,
insulina humana, hidrocortisona 0.5 mg/mL, un 10 % de factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y toxina de cdlera 100 ng/mL. El RNA se extrajo de las lineas
celulares empleando el reactivo Tri, de acuerdo con los protocolos establecidos
[Campuzano, 2014] y posteriormente se cuantifico.

La sintesis del cDNA se realizé utilizando un kit de sintesis [Peldez-Garcia, 2013] y
su calidad se evalud por PCR, utilizando cebadores especificos para gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH): El cebador directo empleado fue 5'-
GGCTGAGAACGGGAAGCTTGT-3', mientras que el reverso 5'-
CGGCCATCACGCCACAGTTIC-3' [Peldez-Garcia, 2013]. Con los amplicones
obtenidos en la PCR se realizd una electroforesis en gel donde se utilizd el gel
agarosa al 1.5 % para comprobar que se obtfuvieron los productos correctos en la
PCR vy ver asi que la calidad de cDNA sintetizado era apropiada para realizar el

resto de los experimentos.
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Para llevar a cabo la deteccién del gen TP53 enddgeno con el genosensor, el
cDNA se diluyd con la disolucidon reguladora de hibridacién hasta una
concentracion total de 5 ng/uL y se siguié el mismo procedimiento de hibridacion,

de marcaje y de deteccién que se describe en el apartado 4.4.6.3.

4.4.7. REALIZACION DE LAS MEDIDAS ELECTROQUIMICAS

Las medidas electroquimicas se han realizado utilizando un sistema de tres
electros; un electrodo de referencia, un electrodo auxiliar y un electrodo de trabajo
que serd el que esté modificado con los distintos nanomateriales y en los que se

inmovilizardn las biomoléculas de interés.

4.4.7.1. VOLTAMPEROMETRIA CICLICA

La voltamperometria ciclica es una técnica de gran importancia en el campo
de la electroquimica, especialmente para estudios de procesos redox, mecanismos
de reaccion, propiedades electrocataliticas, etc. No tiene igual relevancia para
determinaciones cuanftitativas, sin embargo mediante ensayos relativamente
sencillos y rapidos es posible obtener una importante cantidad de informacion.

Esta técnica se basa en aplicar un barrido de potencial al electrodo de trabajo
tanto en el senfido directo como en el inverso, es decir realizando lo que se
denomina barrido friangular de potencial, y registrando la intensidad de corriente a
cada uno de los potenciales.

Para la obtencidén de las curvas intensidad-potencial en el estudio de las
distintas etapas de modificaciéon de la superficie electrédica, se sumergieron los
electrodos en una disolucion de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (5 MM cada uno) conteniendo
KCI 0.1 M. En el caso de las curvas realizadas para comprobar el comportamiento
de la plataforma biosensora frente a su sustrato correspondiente, los electrodos se
sumergieron en la disolucién reguladora correspondiente. En ambos casos, una vez
sumergidos los electrodos, se realizé un barrido entre los potenciales seleccionados

a una velocidad de barrido elegida.

4.4.7.2. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

La técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica se utiliza, entre
ofras cosas, para reconocer la presencia de especies conductoras y/o no

conductoras sobre una superficie electrédica, lo que origina un cambio en el valor
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de la resistencia a la transferencia de carga. Esta técnica es ampliamente utilizada
para readlizar un seguimiento de cada una de las etapas implicadas en la
consfruccion de biosensores

Las medidas de EIS se realizaron después de depositar sobre la superficie
electrédica una alicuota de la disolucidon KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (5 mM cada uno)
conteniendo KCI 0.1 M. Estas medidas se realizaron al potencial de equilibrio
(correspondiente a paso de corriente cero) del par Fe(CN)s*/Fe(CN)s*-, con una
amplitud de excitacién sinusoidal Vims = 10 mV. Las medidas se llevaron a cabo
cinco veces a cada frecuencia y se promediaron durante el barrido. La impedancia

se midid en el intervalo apropiado de frecuencias a 20 pasos por década.

4.4.7.3. AMPEROMETRIA EN DISOLUCIONES AGITADAS

La amperometria se basa en la medida, a un potencial constante, de la
corriente electrolitica producida por una reaccidn electroquimica en la que
participa una especie electroactiva cuya concentracion estd relacionada con la
corriente obtenida.

Los amperogramas en disoluciones agitadas se obtienen sumergiendo los
electrodos, el de trabajo, el de referencia y el auxiliar, en la célula de medida que
contiene 10 mL de la disolucidn reguladora de fosfato 0.1 M de pH adecuado en
cada aplicacién concreta agitdndose mecdnicamente de forma constante. Se
aplica el potencial deseado y se espera hasta alcanzar la estabilizacion de la
corriente de fondo. A contfinuacion se anade el volumen adecuado de la disolucion
patrén del compuesto y se registra la corriente hasta que se alcanza el estado
estacionario. Entre una experiencia y ofra no es necesario aplicar ningin
fratamiento al biosensor.

Para el cdlculo de los pardmetros cinéticos se efectUan adiciones sucesivas de
la disolucion patrén correspondiente, hasta no obtener variaciéon apreciable en la
intensidad de corriente en el estado estacionario, lo que confirma la saturacion del

biosensor.

4.4.7.4. AMPEROMETRIA EN DISOLUCIONES NO AGITADAS

Las medidas amperométricas con los electrodos de carbono serigrafiados se
han realizado depositando sobre el SPCE modificado una gota de 45 ul de
disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0) y aplicando un potencial de -0.10 V

(frente a un electrodo de Ag de pseudoreferencia). Cuando la corriente base se
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estabilizé se anadieron 5 yL de una disolucion de TMB-H202 en la superficie del
electrodo de trabajo lo que provocd una variacién en la corriente del estado
estacionario. La senal analitica fue la corriente medida tras 200 s desde la adicion
del sustrato.

A menos que se indique lo conftrario, los datos de las medidas corresponden a la

media de al menos tres réplicas. Para cada medida se utilizd un SPCE nuevo.

4.4.8. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

4.4.8.1. MUESTRAS BIOLOGICAS CONTAMINADAS

La deteccidon del gen p53 en muestras bioldgicas (suero comercial sin tratar y
saliva humana) se realizé siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
4.4.4.2., sustituyendo la disolucidon reguladora de hibridacion por las muestras
bioldégicas de estudio (diluidas o sin diluir) contaminadas con la sonda diana vy la
determinacion se realizé en disoluciones patrén siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 4.4.6.3.

4.4.8.2. MUESTRAS DE BEBIDA CARBONATADA AZUCARADA

Para la determinaciéon de glucosa en bebida carbonatada aczucarada se
desgasifica la muestra en el ultrasonidos y se diluye en disolucién reguladora de
fosfato 0.1M (pH 7.5) a una concentraciéon de 69.6 mM.

Los calibrados se realizaron en 5 mL de disolucion reguladora de fosfato 0.1M
(pH 7.5) y se realizaron adiciones de 25 uL de una disolucién patron de glucosa 0.1
M. En los calibrados de adiciones estdndar se anadieron 50 yL de la disolucién de la
muestra en la disolucion de medida en la célula antes de comenzar el calibrado

con las adiciones de patrén de glucosa.

4.4.8.3. MUESTRAS DE INFUSIONES

Para la determinacién de catecol en infusiones, primero se anaden 100 mL de
H20 desionizada en un matraz Erlenmeyer (uno por cada infusidon), se introduce la
bolsa de infusidon y se calienta a 100°C durante 10 minutos. Posteriormente se retira la
bolsa, se deja enfriar la infusidn y finaimente se lleva cada disoluciéon a un volumen
final de 100 mL.

Los calibrados se realizaron en 5 mL de disolucion reguladora de fosfato 0.1M

(pH 6.5) y se realizaron adiciones de 50 uL de una disolucidn patrén de catecol 2
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mMM. En los calibrados de adiciones estdndar se anadieron 50 uL de la disolucién de
la muestra en la disolucidon de medida en la célula antes de comenzar el calibrado
con las adiciones de patrdon de catecol.

La cantidad de fenoles se calculd como masa de catecol por unidad de masa
de infusion utilizada en la extraccidn, siendo 1,5899 g de té verde con limén, 1,0545

g de Menta y 1,9052 g de frutos rojos.

4.4.9.DETERMINACION DE FENOLES TOTALES MEDIANTE EL
METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

El conjunto de los fenoles de las infusiones se oxida por el reactivo Folin-
Ciocalteau, observandose una coloracion azul directamente proporcional al

contenido de fenoles y medible a 750 nm.

Para realizar el calibrado se infroducen en un matraz aforado de 10.0 mL, y
respetando el orden, 2 mL de agua destilada, la cantidad necesaria de patrén de
catecol de 2 mM para realizar un calibrado entre 0y 100 yM, 0.5 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteau, 2.0 mL de la disolucién de carbonato de sodio al 20% (w/v) y se
enrasa con agua destilada. Se agita el matraz para homogenizar, se espera 30
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad y se mide la absorbancia a una

longitud de onda de 750 nm.

Para las muestras, se infroducen en un matraz aforado de 10.0 mL, respetando
el orden, 2 mL de agua destilada, 200 yL de muestra, 0.5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteau, 2.0 mL de la disolucion de carbonato sédico al 20 % y se enrasa con
agua destilada. Se agita el matraz para homogenizar, se espera 30 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad y se mide la absorbancia a una longitud de

onda de 750 nm.

4.5. CALCULOS

4.5.1.CURVAS DE CALIBRADO Y CARACTERISTICAS
ANALITICAS

Los intervalos lineales de las curvas de calibrado se han estimado mediante
regresion por minimos cuadrados, considerando que no hay desviacion de la

linealidad cuando el coeficiente de correlacion era mayor o igual de 0.998.
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El limite de deteccidon obtenido se calculd de acuerdo con la siguiente

ecuacion:
3'Sb Y4
LD = ? Ecuacion 4.2

donde m es la pendiente de la curva de calibrado y Sp la desviaciéon estdndar de 10
senales amperométricas independientes para la concentracién mdas baja de analito

medida en el calibrado.

4.5.2. CONSTANTES CINETICAS DE LA REACCION
ENZIMATICA

La velocidad de una reaccion enzimdtica depende de la concentracion de
enzima y cuando el sustrato estGd en exceso existe una relacidon entre dicha
velocidad y la concentracion de enzima. Para concenfraciones bajas de sustrato, la
velocidad V en los inicios de la reaccion es proporcional a la concentracién de
sustrato y por lo tanto se establece un sistema de primer orden; sin embargo a
medida que aumenta la concenfracion, la velocidad se vuelve de orden
fraccionario y posteriormente de orden cero. En este Ultimo caso la velocidad es
independiente de la concentracion de sustrato, ya que la enzima alcanza su
saturacion. Sila reaccion enzimdtica involucra un solo sustrato, puede ser formulada

en general como:

Ks Kcat .
E+S© ES— E+P Ecuacion 4.3
A partir de este mecanismo y para una concentracion de enzima fija, la
velocidad de la reaccion catalizada enzimdticamente viene dada por la ecuacion

de Michaelis-Menten:

V _ Vmax [S]

= Ecuacion 4.4
(Km+ [SD

dénde Vmax es la velocidad mdaxima de la reaccidon y Ku es la constante de
Michaelis-Menten, que corresponde a la concentracién de sustrato para la cual la
velocidad es igual a la mitad de la velocidad mdxima.

La ecuacidon de Michaelis-Menten puede reagruparse matemdticamente al

tomar su inverso, para obtener una nueva expresion:
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= + Ecuacion 4.5

Con la ecuacion anterior, conocida como ecuaciéon de Lineweaver-Burk, se
obtiene una linea recta cuando se representa 1/V en funcion de 1/[S], cuya
pendiente y ordenada en el origen son Km/Vmax Y 1/Vmax, respectivamente [Badui,
19991.

Desde un punto de vista analitico, cudnto mds alta es la constante de Michaelis-
Menten menor es la sensibilidad del método, pero mayor es el intervalo de
linealidad. Por todo esto, un aspecto interesante a tener en cuenta cuando se
trabaja con biosensores es el conocimiento de las variables cinéticas de la reaccion
enzimdtica que tiene lugar, con el fin de obtener la velocidad de dicha reaccién,
asi como el intervalo lineal que se puede alcanzar, lo que constituye una importante
caracteristica analitica para la aplicacidon de los biosensores desarrollados [Pena,
2003].

Antes de calcular las constantes cinéticas es preciso verificar si la reaccidon
enzimdtica obedece una cinética de tipo Michaelis—-Menten aplicando el andlisis de
Hill a los datos amperométricos obtenidos. La ecuacién de Hill para un biosensor que

obedece el comportamiento de Michaelis—Menten es:
log {(””Tax) — 1} = logK,” —n - logl[S] Ecuacién 4.6

donde el coeficiente de Hill, n, mide el grado de desviacion de la reaccion
enzimdatica respecto a la cinética de Michaelis—Menten. Valores de n préoximos a la

unidad indican una cinética ideal de tipo Michaelis-Menten [lIwuoha, 1997].

4.5.3. ESTUDIO DEL EFECTO MATRIZ

El efecto matriz consiste en una disminucidn o aumento de la respuesta
instrumental del analito debido a la presencia de otros componentes en la muestra,
provocando asi, un error sistemdatico dependiente de la concentracion de analito
en la muestra.

Una posibilidad para corregir el efecto matriz es utilizar la técnica de las
adiciones estandar [Miller, 2000], que consiste en la adicion de cantidades
conocidas y crecientes del analito a la propia muestra problema, la lectura de las

correspondientes respuestas instrumentales y la posterior construccién de la recta de
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adiciones estdndar. La posterior cuantificacion del analito se realiza por
extrapolacién de la recta de calibrado al punto del eje de abscisas donde la
respuesta es cero.

Para evaluar la posible existencia de efecto matriz en la muestra, se compara la
pendiente de un calibrado externo, realizado con patrones, y la de un calibrado de
adiciones estandar, aplicando el método test de la t de Student. Se dice que existe
efecto matriz cuando el valor de la t de Student tabulada (ftab) @ un nivel de
significancia de 0.05 es inferior al de la t calculada (texp). Para el cdlculo de dicho

valor de t se emplea aplicando la ecuacion:

t _ |m,—m,|
exp —
/512+522

donde, mi y m2 son las pendientes de los calibrados y Si y S2 las desviaciones

Ecuacion 4.7

estdndar de las pendientes de los calibrados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha comentado, es necesario llevar a cabo la modificacion del
grafeno para obtener un material con grupos funcionales en los que anclar
biomoléculas. Esta modificacion debe hacerse de manera controlada y evitando,
en todo lo posible, la alteracion de la estructura carbondcea del grafeno, asi
como de sus propiedades electroconductoras. Un método sencillo para
funcionalizar grafeno consiste en su modificaciéon con silanos. En este sentido, en
esta Tesis Doctoral se ha desarrollado un material hibrido hidrodispersable de éxido
de grafeno funcionalizado con (3-aminoporpil)trietoxisilano (APTES) y el polimero
carboximetilcelulosa oxidado (CMCox). El nanomaterial ha sido caracterizado
empleando diversas técnicas fisicoquimicas observdndose que presentaba
propiedades compatibles y beneficiosas para la preparacidn de biosensores
electroquimicos, empledndose por ftanto, para el desarrollo de un biosensor
enzimdtico para la deteccidon de catecol y un sensor de DNA para la detecciéon
del gen TP53.

5.1.1.PREPARACION DEL NANOMATERIAL HiBRIDO
CMCox-rGO.

La preparacion de este nanomaterial hibrido se llevé a cabo mediante una

estrategia en dos pasos sucesivos (Figura 5.1):

NH, NH,
OH ( ;,
Hoy O 0 HO§ o APTES S OH A
g emimntnalt 2, > QMR D g SO 9
HON oot 5;//\'”':"'“'»-'/6\”"":" > wAasEammmaskain o
HOOH o« I w0
y  w o 2% wo
Si
GO \
NH,
- APTES-GO
0
0 HO
OH AOH
HO < 20
> NH
e § & CMCox/NaBH,
Si
N, B R °0°" 0
wok, -tbs IR O Lo
o-{m (‘)52, 0
CMCox-rGO A
0 R
> NH
HO 0
OH OH
0 0= \5

Figura 5.1. Preparacién del nanomaterial hibrido CMCox-rGO.

En primer lugar, se silanizd el dxido de grafeno (GO) con APTES utilizando los

grupos hidroxilo del plano basal del GO como puntos de anclaje dando lugar al
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derivado silanizado APTES-GO, que confiene numerosos grupos amino donde
podrd unirse el polisacdrido.

En segundo lugar, se procedié a la inmovilizacién del polimero CMC, el cual
fue previamente oxidado con NalOs para dotarlo de grupos carbonilicos por los
que tendrd lugar la unién al derivado de grafeno. Durante esta etapa, el polimero
reacciona con los grupos amino libres del GO silanizado a través de una
alguilacion reductiva con NaBHs. Ademds, durante esta etapa también se
produce la reduccién de los grupos epdxido y carbonilo de las nanoldminas de
GO. El producto oscuro resultante (CMCox-rGO) se dispersd faciimente en agua,

siendo dichas dispersiones, estables durante varios meses a tfemperatura ambiente.

5.1.2. CARACTERIZACION DEL NANOMATERIAL HIBRIDO
CMCox-rGO

El nanomaterial hibrido fue caracterizado empleando varias  técnicas
fisicoquimicas como espectroscopia de infrarrojo, termogravimetria, difraccién de
RX, espectroscopia Raman, microscopia de fuerza atdmica, microscopia de
barrido de emision de campo y microscopia electronica de transmision de alta

resolucion.

5.1.2.1. CARACTERIZACION  MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE
INFRARROJO

El andlisis mediante FTIR proporciond el espectro que se muestra en la Figura
5.2. Como se puede observar, aparecen bandas a 3648 cm' y 3137 cm’ que
pueden atribuirse a la vibracién fundamental de los grupos O-H libres y enlazados
intermolecularmente por puentes de hidrégeno, respectivamente. Ademds el
espectro del GO (Figura 5.2.a) muestra la banda caracteristica de la vibracion del
enlace C=0 a 1745 cm’, la banda de vibracion de los dominios no oxidados del
esqueleto aromdtico de grafeno a 1650 cm, la banda de deformacion del
enlace O-H a 1441 cm, las bandas de vibracion de los enlaces C-OH a 1262 cm'!
y la del enlace C-O a 1105 cm!, valores que concuerdan con los encontrados en
la bibliografia [Yang, 2010], [Xu, 2008].

La modificacion del GO con APTES se confirmo tras la aparicion de las bandas
correspondientes a la vibracién de los enlaces N-H y C-H a 3414 cm y 2933 cm!

respectivamente (Figura 5.2.b). Ademds se observaron las bandas de flexion de
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dichos enlaces a 1570 cm' y 1480 cm ! respectivamente y finalmente la banda de
la vibracion del enlace C-Na 1117 cm.

La unidon covalente del polimero CMCox al derivado silanizado de GO
funcionalizado con grupos amino, se evalué por la presencia de las bandas
caracteristicas del polisacdrido. De hecho, el espectro del CMCox-rGO (Figura
5.2.c) mostré una banda ancha cenfrada a 3400 cm’ correspondiente a la
vibracién del enlace de los grupos O-H. Ademds aparece un hombro a 2928 cm!
que puede atribuirse a la vibracién de enlace de los grupos C-H correspondientes
al APTES y a la CMC. También se observa una banda ancha a 1625 cm’!
correspondiente a la vibracién de enlace carbonilo de los grupos CO2.
Finalmente, hay que destacar las bandas de deformacion de los enlaces O-H a
1400 cm' y C-O-C a 1066 cm que aparecen claramente en el espectro del

derivado de grafeno modificado con el polisacarido.

Transmitancia

40lOO 3000 2000 1000
V(em™)
Figura 5.2. Espectro FTIR de (a) GO, (b) APTES-GO y (¢) CMCox-rGO.

5.1.2.2. CARACTERIZACION MEDIANTE TERMOGRAVIMETRIA

La estabilidad térmica del derivado de grafeno se estudid mediante andlisis
termogravimétrico (Figura 5.3). En el fermograma del GO se observan dos procesos
de transformacion térmica. El primero de ellos tiene lugar entre 25 y 150 °C (aprox.
14,3 %) y es debido a la pérdida del agua residual, no estructural. El segundo tiene
lugar entre 200 y 250 °C (aproximadamente 30,7 %) y se debe a degradacién de
los grupos funcionales que contienen oxigeno y que se encuentran en las

nanoldminas [Shen, 2009].
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Tras la modificaciéon del grafeno con APTES, la estabilidad térmica disminuye,
produciéndose la mayor pérdida de peso a una temperatura de 167 °C en lugar
de 231 °C como ocurria en el GO. Ademdas, esta modificaciéon de los grupos
hidroxilo con el silano, supuso una menor pérdida de peso (aproximadamente
10.5 %) en este proceso de descomposicion, que incluyd, probablemente, tanto el
oxigeno residual como los grupos amino primarios de los residuos del silano.

La unidn covalente de las cadenas de CMCox da lugar a un patréon
termogravimétrico distinto con 3 procesos bien definidos. Este nanomaterial hibrido
muestra una pérdida de peso de aproximadamente un 28 % a temperaturas
superiores de 100 °C, que se puede atribuir a la desorcién térmica de las moléculas
de agua adsorbidas. Este alto contenido de agua residual puede justificarse por la
alta hidrofilicidad del polisacdrido. La segunda transformacion térmica se produjo
a 182 °C y corresponde una pérdida de peso entorno a un 9.3 % debido
probablemente a la descomposicion de los grupos carboxilo remanentes de los
bordes del rGO. Por Ultimo, la descomposicidon que tiene lugar entre 285y 380 °C y
que corresponde a una pérdida de peso aproximada del 7.7 %, es causada por la
degradacién del polisacdrido y la pérdida de CO: [El-Sayed, 2001].

L
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Figura 5.3. Termogramas para (a) GO, (b) APTES-GO y (¢) CMCox-rGO.

5.1.2.3. CARACTERIZACION MEDIANTE DIFRACCION DE RAYOS X

Los derivados de grafeno resultantes en las distintas etapas de la preparacion
del material hibrido fueron caracterizados también mediante difraccién de rayos X

en polvo, obteniéndose los difractogramas mostrados en la Figura 5.4.
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El GO mostrd un patrén de difraccion de una estructura de unas pocas Idminas
de grafeno, con un pico de difraccion intenso a 12.30° correspondiente a una
distancia interplanar de 7.19A, debida a la presencia de grupos funcionales con
oxigeno en los bordes y plano basal del GO y a la intercalacion de moléculas de
agua entre las Idminas hidrofilicas [Park, 2009b], [Wang, 2012b]. Este pico, tras la
silanizaciéon del GO, aparece con menos intensidad y desplazado a 11.50° con un
distancia interplanar (d) de 7.76 A. Este aumento de la distancia se atribuye a la
presencia de los grupos silano a ambos lados de plano basal de la I[dmina de GO.

La unidn covalente del CMC hace que aumente la distancia interplanar en el
derivado de grafeno, obteniéndose un valor de 9.04 A a partir del pico de
difraccién que aparece a 9.78°, hecho que puede justificarse por la intercalaciéon
entre las nanoldminas, del polisacdrido que es voluminoso y que posee cadenas
cargadas negativamente que producen repulsiones electrostdticas con ofras
Idminas de GO modificado. El difractograma del CMCox-rGO también muestra un
pico ancho y de poca intfensidad cenfrado a 19.26° que equivale una distancia de
4.60 A, la cual es muy similar a la distancia doo2 del grafito [Lu, 2009]. Este patrdn,
que es caracteristico de la estructura del GO reducido, puede justificarse por la
formacion de regiones de carbono con estructura de grafito en el derivado de
grafeno, debido a la reduccidén de los grupos epdxido y carbonilo durante el
proceso de reduccion alcalina con NaBHs4, permitiendo el apilamiento parcial de

las nanoldminas.

Intensidad relativa (u.a.)

20 40 60 80 100
20 (grados)

Figura 5.4. Difractograma de Rayos X de (a) GO, (b) APTES-GO y (¢) CMCox-rGO.
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5.1.2.4. CARACTERIZACION MEDIANTE ESPECTROSCOPIA RAMAN

El espectro Raman del GO (Figura 5.5.a) muestra dos bandas anchas a 1584
cm! (G) y 1344 cm' (D), siendo la primera, caracteristica de la vibracién en fase
del enrejado de grafito y la segunda, de los bordes del grafito que presentan una
estructura desordenada. Ambas bandas se desplazaron después de la silanizaciéon
a valores de 1599 cm' y 1353 cm’ respectivamente, aunque la relacidon de
intensidad entre ellas (D/G), se mantuvo constante a un valor de 0.96 (Figura
5.5.b).

La unién del polisacdrido CMCox (Figura 5.5.¢c) provocd un desplazamiento de
las bandas G y D hacia el rojo hasta unos valores de 1569 cm y 1338 cm,
respectivamente, sugiriendo un restablecimiento de la red hexagonal de los
atomos de carbono con defectos tras la reduccion con NaBHs. La relacion de
intensidades D/G, en este caso, aumentd a un valor de 1.16, debido
probablemente al incremento de la concentraciéon de defectos en el material
hibrido final CMCox-rGO, en comparacién con los derivados intermedio (APTES-
GO) e inicial (GO) [Ramesha, 2009]. Ademds, se produjo un aumento considerable
en la intensidad de la banda 2D, que aparece sobre 2492 cm!, lo que se debe al
apilamiento parcial de las Idminas de grafeno tras el tratamiento reductivo [Hao,

2010], lo cual también se comprobo tras el andlisis del material mediante XRD.
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Figura 5.5. Espectfro Raman de (a) GO, (b) APTES-GO y (c) CMCox-rGO.
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5.1.2.5. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA DE FUERZA
ATOMICA

El andlisis por AFM nos da informacion topoldgica del nanomaterial. En la
Figura 5.6 se muestran las imagenes representativas y los andlisis de las secciones
de los distintos derivados del GO en cada etapa de la preparacion.

En el caso del GO (Figura 5.6.a) se observo la estructura plana caracteristica
del grafeno laminar con un grosor sobre 0.8 y 1.0 nm, lo cual concuerda con los
valores encontrados en la bibliografia [Lu, 2009].

El enlace de las moléculas de APTES en el plano basal del GO no produce una
variacion significativa en la morfologia de este nanomaterial, pero el grosor se vio

ligeramente incrementado a valores entre 0.8 y 1.2 nm debido a la presencia de

los residuos de silano.

Z (nm)
m

1.24 1.04
N1 2

0.5 054
0.6
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Figura 5.6. AFM y andlisis de la seccidon topoldgica de (A) GO, (B) APTES-GO, (C) CMCox-
rGO.

Por el contrario, tras la modificaciéon del material con el polisacdrido las Idminas
sufrieron una transformacion drdstica dando lugar a Idminas con estructuras de
tipo fractal en los bordes y estructuras colgantes con forma de hilos (Figura 5.6.c).
Esta diferencia en la morfologia se afribuye a la asociacion de residuos de
polisacdrido, formando estructuras compactas de nanogel con geometria de tipo

fractal y un rango de grosor enfre 1.2 y 1.4 nm. Ademdas, las estructuras de
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nanohilos pueden estar constituidas por cadenas de CMCox con una longitud
monomolecular entre 0.5 y 0.7 nm, de manera andloga a lo observado tras la

deposicion del polisacdrido sobre diferentes soportes [Ueno, 2007].

5.1.2.6. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO

La morfologia de los distintos derivados de grafeno fue estudiada también por
FE-SEM. En las Figuras 5.7.A y B se pudo observar como las muestras de GO y APTES-
GO aparecian como ldminas exfoliadas homogéneamente. Por el contrario, la
modificacion con CMCox da lugar a estructuras parcialmente arrugadas (Figura
5.7.C) hecho que puede explicarse por la unidén del polisacdrido a una o varias
ldminas.

Aungue podria esperarse que esta asociacion entre ldminas de grafeno
supusiera una disminucién de la dispersabilidad del nanomaterial hibrido, el alto
contenido de grupos hidroxilo y carboxilato que contiene el polimero de celulosa
aseguran una alta hidrofilicidad y un elevado radio hidrodindmico para el material

hibrido resultante, dando lugar de este modo a dispersiones estables en agua.

Figura 5.7. Imdgenes de FE-SEM de (A) GO, (B) APTES-GO y (C) CMCoxrGO vy sus
respectivas dispersiones en agua (0.5 mg/mlL).
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5.1.2.7. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION DE ALTA RESOLUCION

Mediante microscopia electronica de transmision (Figura 5.8) también se
observan ldminas de grafeno parcialmente arrugadas con estructuras colgantes
reticulares en los bordes. Estos hechos pueden justificarse por la unién multipuntual
de las cadenas a los dos lados del plano del grafeno, causando que las [dminas se
doblen parcialmente y/o se enrollen.

Se determind el espacio que existe entre las Idminas vecinas, obteniéndose un
valor de 0.470 nm, distancia mayor que la existente entre Idminas en el grafito,
pero similar a la determinado por XRD.

Por ofro lado, el andlisis localizado de difraccion de electrones (SAED) del
nanomaterial CMCox-rGO, mostré un patrdn difuso y débil con simetria en forma
de anillos, lo que podria indicar que las Idminas de grafeno pierden gran parte de

su ordenamiento atémico al ser modificado con el polisacdrido (Figura 5.8.C).

Figura 5.8. (A y B) Im&genes de HR-TEM del material hibrido CMCox-rGO y (C) SAED del
nanomaterial.
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5.1.3. APLICACION AL DESARROLLO DE BIOSENSORES
ELECTROQUIMICOS

5.1.3.1. BIOSENSOR Tyr/CMCox-rGO/GCE

5.1.3.1.1 Preparacion del electrodo enzimatico

El nanomaterial hibrido CMCox-rGO fue empleado para el desarrollo de un
biosensor electroquimico enzimdatico para la determinacion de fenoles. En la Figura
5.9 se muestra un esquema de las etapas implicadas en la fabricacion del
biosensor. En primer lugar, el material hibrido se inmovilizé sobre la superficie de un
electrodo de carbono vitrificado (GCE) por simple adsorcién. La inmovilizacion de
la enzima modelo tirosinasa (Tyr) se realizd6 mediante enlace covalente, para lo
cual se activaron los grupos carboxilicos de la CMCox empleando EDC y NHS, para
poder llevar a cabo la inmovilizacion de la proteina a través de los grupos amino

presentes en la misma.
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Figura 5.9. Representacidn esquemdtica de la preparacion del electrodo enzimdtico
Tyr/CMCox-rGO/GCE.

5.1.3.1.2 Caracterizacion de la superficie electrodica

La superficie del electrodo modificada con el nanomaterial hibrido y la enzima
se caracterizd empleando microscopia electréonica de barrido de emision de

campo (FE-SEM). Como se puede observar en la Figura 5.10, el electrodo presentd
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una morfologia homogénea, en la que no se encontraron zonas de grafeno sin
modificar con la proteina, lo que indica una alta concentracién de enzima

inmovilizada en la superficie del electrodo.

SEI 10.0kV X5000 1um WD 15.0mm

Figura 5.10. Imagen de FE-SEM de Tyr/CMCox-rGO/GCE.

Las distintos etapas del proceso de modificaciéon de la superficie electrédica se
estudiaron mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) vy
voltamperometria ciclica (CV) utilizando [Fe(CN)¢]4/3 como par redox. En la Figura
5.11 se comparan los graficos de Nyquist correspondientes al biosensor Tyr/CMCox-
rGO/GCE con los del electrodo CMCox-rGO/GCE y electrodo sin modificar.

El recubrimiento del electrodo con el nanomaterial hibrido provocd un
aumento en la resistencia a la transferencia de carga (Ric =7779 Q) lo que se
observa por un aumento en el didmetro del semicirculo en el diagrama de Nyquist
con respecto al GCE sin modificar (Ric =843 Q). Este fendmeno se debe a las
propiedades no conductoras y al elevado volumen hidrodindmico del CMC
hidrocoloidal.

La resistencia a la transferencia de carga aumentd todavia mds tras la
inmovilizacion covalente de la enzima (Ric = 23300 Q) debido a la mayor dificultad
para la reaccion electrédica al incorporar la enzima a la superficie del electrodo.
Estos resultados demuestran que el método utilizado para la preparacion del
biosensor hace posible una eficiente inmovilizacion de la enzima sobre la superficie

electrédica.
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Figura 5.11. (A) Diagramas de Nyquist de (a) GCE, (b) CMCox-rGO/GCE vy (c) Tyr/CMCox-
rGO/GCE. Impedancias registradas en una disolucién de KCI 0.1 M conteniendo
Ks[Fe(CN)¢]/Ka[Fe(CN)e] 5 mM (1:1). (B) Circuito equivalente de Randles.

Como puede observarse en la Figura 5.12, el voltamperograma ciclico para el
GCE limpio (Figura 5.12.a) presenta un comportamiento quasi reversible,
mostrando un pico catdédico y uno anddico bien definidos, con una separacion
enfre ellos de AE = 230 mV.

Tras la deposicion del hibrido CMCox-rGO (Figura 5.12.b), se observa una
disminucion de la intensidad de los picos catddico y anddico, asi como una mayor
separaciéon entre los potenciales de pico (AE = 390 mV), debido a la disminuciéon
en la conductividad de la superficie electrédica. Finalmente la inmovilizaciéon de la
enzima (Figura 5.12.c) da lugar a un voltfamperograma ciclico prdcticamente
irreversible, con senales de oxidacién y de reduccion de la sonda redox mucho
peor definidos, lo que pone de manifiesto una mayor dificultad de la transferencia
electronica que concuerda totalmente con el diagrama de Nyquist de la Figura
5.11.c. Este hecho puede atribuirse a la capa aislante de proteina que dificulta el

acceso de la sonda redox en disolucion a la superficie del electrodo.
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Figura 5.12. Voltamperogramas ciclicos sobre (a) GCE, (b) CMCox-rGO/GCE vy (c)
Tyr/CMCox-rGO/GCE empleando una disolucidn de KCI 0.1 M conteniendo
Ks[Fe(CN)¢]/Ka[Fe(CN)e] 5 mM (1:1) a una velocidad de barrido de 50 mV/s.

Tras caracterizar la superficie de la plataforma biosensora, se evalud su
actividad electroquimica empleando catecol como sustrato enzimdatico modelo,

segun la reaccion que se muestra en la Figura 5.13.
Catecol O;

2e" Tyr

ELECTRODO

BQ H20

Figura 5.13. Esquema de la reaccidn enzimatica de Tyr frente al sustrato catecol.

El comportamiento del electrodo Tyr/CMCox-rGO/GCE frente al catecol fue
estudiado mediante voltamperometria ciclica realizando medidas en presencia y
ausencia de diferentes concentraciones de catecol en la célula electroquimica.
Como se puede observar en la Figura 5.14, se obtuvo una corriente catddica a
bajos valores de potencial tras la adicidén del sustrato. Esta corriente estd asociada
con la reduccidon electroquimica de la 1,2-benzoquinona formada en la reacciéon
de oxidacioén del catecol catalizada por la enzima Tyr en la superficie electrédica.
El pico catddico aumenta con la concentracion de catecol, lo que demuestra el
éxito de la catdlisis enzimdtica en la transformacién del sustrato sobre la superficie

electrédica modificada con el nanomaterial hibrido de grafeno.
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Figura 5.14. Voltamperogramas ciclicos obtenidos a una velocidad de barrido de 50 mV/s
con el biosensor Tyr/rGO-CMC/GCE en disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0) (a)
en ausencia y en presencia de (b) 5uMy (c) 10 uM de catecol.

En el caso particular del electrodo modificado con el nanomaterial hibrido, el
proceso electroquimico puede estar favorecido por la afinidad del grafeno por
compuestos aromdaticos e hidrofébicos tales como la 1,2-benzoquinona, que
tiende a acumularse entre las Idminas de grafeno, permitiendo una rdpida
transformacién  electroquimica. Ademds, el entorno altfamente hidrofilico
proporcionado tfras la inmovilizaciéon del polimero de CMCox, permite que las
moléculas del compuesto aromdtico difundan rdpidamente hacia zonas mads
hidrofébicas de la superficie de grafeno, contribuyendo asi a la rdpida reducciéon

electroquimica sobre el electrodo modificado.

5.1.3.1.3. Optimizacion de las variables experimentales

Con el objetivo de obtener la mejor senal analitica, se optimizaron todos los
pardmetros experimentales involucrados en la construccidn del biosensor, asi
como las condiciones de medida. Las optimizaciones se realizaron teniendo en
cuenta la pendiente de los calibrados (m) obtenidos mediante amperometria en
disoluciones agitadas en un rango de concentracion de catecol entre 500 nM y 2
MM.

a) Optimizacién de la composicion del biosensor

En primer lugar se optimizé la cantidad de CMCox-rGO depositado en la
superficie del electrodo, observdndose un aumento de la pendiente normalizada

(m/mmax), midiendo a un potencial de -0.15 V (vs. Ag/AgCl), al aumentar la
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cantidad de nanomaterial desde 5 yg a 10 ug. Por el confirario, la pendiente
normalizada fue menor para canfidades superiores a 10 ug, hecho que puede
atribuirse a la baja estabilidad de la capa de nanomaterial. Por ello, se empled
una cantidad de nanomaterial de 10 yg para modificar la superficie electrédica

para estudios posteriores.
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Figura 5.15. Influencia de la canfidad de (A) CMCoxrGO y de (B) enzima, en las
pendientes normalizadas de los calibrados de catecol en disolucién reguladora de fosfato
0.1 M (pH 6.0) Eap =-0.15 V vs. Ag/AgCl).

El efecto de la cantidad de proteina inmovilizada en la superficie del electrodo
también fue estudiado. Para ello, se procedié a evaluar la sensibilidad obtenida
empleando diferentes biosensores fabricados con distintas canfidades de Tyr,
comprendidas entre 25 y 200 ng. Se obtuvieron mayores pendientes normalizadas
cuando se inmovilizaron 50 ng de proteina en la superficie electrédica. Para
mayores cantidades de enzima, dichas pendientes disminuyeron debido al
bloqueo de la superficie electrodica lo que impide una buena transferencia

electronica (Figura 5.15).

b) Seleccidn del potencial aplicado

La eleccioén del potencial de trabajo éptimo para el biosensor se llevd a cabo
a partir de la representacion de la pendiente normalizada de los calibrados
(m/mmax) construidos para catecol en el intervalo de concentraciones entre 500
NM y 2 yM en una disolucién reguladora de fosfato 0.1 M de pH 6.0, frente a
diferentes valores del potencial aplicado, en el intervalo comprendido entre -0.2 y
0.1V (Figura 5.14).
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Figura 5.16. Efecto de la variacion de la pendiente normalizada de los calibrados para el
catecol en disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0) con el potencial aplicado al
biosensor de Tyr/CMCox-rGO/GCE.

Como puede observarse, se produce un aumento de la pendiente
normalizada al variar el potencial hacia valores negativos, hasta -0.15 V, valor a
partir del cual disminuye dicha pendiente. Ademds, se observdé que tanto la
corriente de fondo como el tiempo necesario para la estabilizacién de la linea
base aumentaban a medida que el potencial se hacia mds negativo,
obteniéndose senales con mds ruido y por tanto de peor calidad.

Con objeto de conseguir una deteccidn sensible a los valores de potencial
menos extremos posible y asi minimizar el nimero de posibles interferentes
capaces de reducirse sobre la superficie del electrodo, se selecciond un potencial
de medida de -0.15 V (vs Ag/AgCl).

c) Influencia del pH del medio de medida

La actividad de las enzimas depende en gran medida de la concentracion de
protones del medio, lo que afecta al grado de ionizacién de los aminodcidos del
sitio activo, del sustrato, o del complejo enzima-sustrato; todo esto llega a influir en
la afinidad que tenga la enzima por el sustrato.

Por esta razén, todas las enzimas presentan una mdaxima actividad catalitica a
un cierto valor éptimo de pH, en un intervalo de 5 a 8 (a excepcion de la pepsina
del estdbmago, que tiene un pH 6ptimo de 1.8). Los valores extremos de pH causan
la inactivacion de las enzimas ya que se induce su desnaturalizacién [Badui, 1999].

Se estudid la influencia del pH sobre la pendiente normalizada de los

calibrados para el catecol mediante amperometria en disoluciones agitadas en
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estado estacionario en el intervalo de concentraciéon entre 500 nM y 2 uM. Para
ello se han empleado disoluciones reguladoras de fosfato 0.1 M en el intervalo

comprendido entre 5.0y 7.5 (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Variacién de la pendiente normalizada de los calibrados de catecol con el pH
del medio de medida para el biosensor de Tyr/CMCox-rGO/GCE en disolucién reguladora
de fosfato 0.1 M; Eap =-0.15V (vs Ag/AgCl).

Como se puede observar, se obfiene un valor mdximo de pendiente
normalizada (m/mmax) para un valor de pH de 6.0. Para valores de pH inferiores y
superiores a éste, se produjo una acusada disminucion de dicha pendiente, como
consecuencia de la pérdida de la actividad enzimdatica. Los resulfados obtenidos
estdn de acuerdo con el pH optimo descrito en la bibliografia para la tirosinasa en
disolucién de 6.5 [Ortega, 1994].

De acuerdo con estos resultados, se selecciond tampdn fosfato 0.1 M de pH

6.0 para estudios posteriores.

5.1.3.1.4. Caracteristicas analiticas del biosensor

En las condiciones experimentales seleccionadas y empleando amperometria
en disoluciones agitadas, se obtuvieron curvas de calibrado para catecol en el
intervalo de concentracion comprendido entre 20 nM y 109 uM. En la Figura 5.18 se
ha representado la variacion de la corriente medida tras sucesivas adiciones de
catecol. El biosensor presenta una respuesta rapida tras la adicion del sustrato,
obteniéndose el 95% de la corriente en el estado estacionario solo 5 segundos

después de la adicion del analito.
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Figura 5.18. Curva de intensidad-tiempo obtenida con el biosensor Tyr/CMCox-rGO/GCE
para adiciones sucesivas de catecol en disolucién reguladora de fosfato 0.1 M de pH 6.0,
Eap =-0.15V vs Ag/AgCI.

El intervalo lineal se estimd mediante regresion por minimos cuadrados,
considerando que no existe desviacion de la linealidad cuando el coeficiente de
correlacion (r) es mayor o igual de 0.998. Asi resultd un calibrado lineal para el
catecol (Figura 5.19) en el intervalo de concentracién comprendido entre 20 nM y

56 uM (r = 0.999), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

i (mA) = 270 - [Catecol] (M) +3-1077 Ecuacién 5.1

0 = 1 1 T
0 20 40 60

Catecol (UM)
Figura 5.19. Curva de cdlibrado obtenida para la deteccidn amperométrica de catecol

empleando el biosensor Tyr/CMCox-rGO/GCE en disolucion reguladora de fosfato 0.1 M de
pH 6.0, Eap =-0.15V vs Ag/AgCL.
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El intervalo lineal obtenido fue mdas amplio que los reportados previamente en
la bibliografia para otros biosensores de tirosinasa [Ameer, 2009], [Apetrei, 2011],
[Diez, 2012], [Rajesh, 2004b], [Villalonga, 2012].

Ademds, el biosensor presentd un elevada sensibilidad para catecol, con un
valor de pendiente del calibrado de 270 mA/M, el cual es notablemente mayor a
los encontrados en la bibliografia [Apetrei, 2011], [Campuzano, 2003], [Chen, 2008],
[Rajesh, 2004b], [Villalonga, 2012].

El limite de detfeccion alcanzado con el biosensor fue de 0.2 nM, valor
calculado como se explica en el apartado 4.5.1, siendo la desviacion estadndar (So)
la correspondiente a 10 senales amperométricas para catecol 20 nM. Este valor es
inferior a los obtenidos para otros biosensores encontrados en la bibliografia
[Ameer, 2009], [Apetrei, 2011], [Campuzano, 2003], [Chen, 2008], [Rajesh, 2004b],
[Villalonga, 2012], [Wang, 2008].

En la siguiente tabla se recogen los resultados obtenidos para ofros biosensores

descritos en la bibliografia (Tabla 5.1)

Tabla 5.1. Comparacioén de los pardmetros analiticos de biosensores de Tyr

INTERVALO LINEAL,

ELECTRODO SENSIBILIDAD, mA/M UM LD, nM REFERENCIA
Tyr/PAMAM-AUNPs/AUE 19 0.05-10 20 [Villalonga, 2012]
Tyr/Fe3sO4s@APTES- ,
CD/CPE 12 0.1-12 22 [Diez, 2012]
Tyr/Ppy/PtE - 1.0-16 1000 [Ameer, 2009]
Try/PAPCP/ITO 3.46 5.6-74.3 1500 [Rajesh, 2004b]
Tyr/PO4+Ppy/PtE 47 10-120 840 [Apetrei, 2011]
Tyr/ZInO-NRs/GCE 2.14 10-400 4000 [Chen, 2008]
Tyr/MPA/AUE 34.2 0.2-1000 110 [Campuzano, 2003]
Tyr/FesOsNPs/Cs/GCE 514 0.083-70 25 [Wang, 2008]

Abreviaturas: @: Recubrimiento; AUE: Electrodo de Au; APTES; Aminopropiltrietoxisiano; AuUNPs:
Nanoparticulas de Au; CD: Ciclodextrina; CPE: Electrodo de pasta de carbono; Cs: Quitosano;
FesO4NPs: Nanoparticulas de ferrita; GCE: Electrodo de carbono vitrificado; ITO: Oxido de indio y
estafo; MPA: Acido mercaptopropiénio; PAMAM; Dendrimero de poliamidoamina; PAPCP: poli(N-3-
aminopropil pirrol-co-pirrol); Ppy: Polipirrol; PtE: Electrodo de Pt; Tyr: Tirosinasa; ZnO-NRs: Nanorods de
ZnO.

Uno de los aspectos mds importantes que hay que estudiar cuando se
desarrolla un biosensor electroquimico es su capacidad de proporcionar medidas

reproducibles en las distintas condiciones posibles de operaciéon. Para ello, se han

evaluado tres aspectos relacionados:
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- Repetibilidad de las medidas llevadas a cabo con un mismo biosensor.
- Reproducibilidad de las medidas efectuadas con biosensores distintos.

- Tiempo de vida Util.

a) Repetibilidad de las medidas

Para estudiar la repetibilidad entre medidas, se construyeron 10 calibrados
sucesivos para catecol en el intervalo de concentracion de 100 a 400 nM
empleando el mismo biosensor. Considerando el valor medio y la desviacion
estandar de los valores obtenidos para la pendiente de dichos calibrados, resulta
un valor de desviacion estadndar relativa (R.S.D.) de 2.7%. Este valor, inferior al 10%,
refleja la buena repetibilidad de las medidas llevadas a cabo con el biosensor sin

necesidad de aplicar ningun proceso de pretratamiento o limpieza entre ellas.

b) Reproducibilidad en la fabricacion del biosensor

La reproducibiidad de las senales analiticas obtenidas con diferentes
biosensores construidos de la misma maneraq, es un aspecto esencial a evaluar con

objeto de asegurar la utilidad prdctica de este diseno.

Se compararon los valores de medidas independientes para catecol 1 uM,
empleando 10 biosensores diferentes preparados siguiendo el mismo protocolo de
frabajo. El valor obtenido de R.S.D. calculado fue de 9.1%, indicando una
aceptable reproducibilidad vy fiabilidad del procedimiento de fabricacion del

biosensor.

c) Tiempo de vida Util del biosensor

Los biosensores pueden clasificarse en desechables, con los que sélo es posible
realizar una medida, y biosensores reutilizables, disenados para llevar a cabo varias
medidas. El biosensor desarrollado en este trabajo pertenece al segundo grupo,
por lo que, con vistas a un ahorro de tiempo y costes, es importante saber cudnto

tiempo puede funcionar proporcionando senales reproducibles.

Para llevar a cabo este estudio se fabricaron varios biosensores y se
almacenaron en atmodsfera seca a 4 °C. Los biosensores mostraron una completa
capacidad electroanalitica tras una semana almacenado en las condiciones ya

indicadas. Este hecho puede deberse al entrecruzamiento de las moléculas de
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proteina con las cadenas del polisacdrido y al entorno hidrofilico causado por las

moléculas de CMC en la estructura tridimensional activa de la enzima.

5.1.3.1.5. Cinética de la reaccion enzimdtica

El cdlculo de los pardmetros cinéticos se llevdé a cabo registrando los
correspondientes amperogramas en disoluciones agitadas en un rango de
concentracion de catecol comprendido entre 5.4 M y 109 uM. En la Figura 5.20 se
muestra la representacion de la inversa de la corriente medida en el estado
estacionario frente a la inversa de la concentracion de sustrato en el medio de

frabajo.

0[0 T T T T T T 1 1 T
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

1/[Catecol] (1/uM)
Figura 5.20. Representacion de la ecuacién de Lineweaver-Burk obtenida para catecol en
disolucion reguladora de fosfato 0.1M (pH 6.0) con el biosensor Tyr/CMCox-rGO/GCE, Eap =
-0.15 V (vs. Ag/AgCl).

La constante cinética aparente para la transformacion catalitica de catecol
en 1,2-benzohidroquinona en la superficie electrédica nanoestructurada, se
determind mediante la ecuacién de Lineweaver-Burk tal y como se explica en el
apartado 4.5.2, obteniéndose un valor de imsx de 0.8 mMA y una Kyy de 2.5 mM. El
valor obtenido para la constante aparente es aproximadamente 100 veces menor
que el reportado para la enzima libre (240 mM) [Smith, 1962] o que sugiere un
microentorno favorable de la biomolécula tras su inmovilizacién en el nanomaterial
hibrido CMCox-rGO, lo que se traduce en una elevada afinidad de la enzima por

el sustrato.

A pesar del hecho de que la CMC es un polimero no conductor y que el

recubrimiento del electrodo con dicho polimero provoca un aumento de la
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resistencia a la transferencia electréonica, el biosensor amperométrico mostré unas
excelentes caracteristicas analiticas. Esto puede justificarse por la amplificacion de
la respuesta amperométrica inducida por los ciclos sucesivos de oxidacion
enzimdtica del catecol y la reduccion electroquimica de la quinona [Cosnier,
19991.

Sin embargo, un gran inconveniente inherente a los biosensores basados en la
tirosinasa es la inactivacion de la enzima por la o-quinona generada. En este
material, el enfrecruzamiento de las moléculas de enzima con las cadenas
hidrofilicas de CMC debe conferir estabilidad estructural a la tirosinasa evitando la
modificacién y consiguiente inactivaciéon por parte de la molécula generada en la
reacciéon. También cabe destacar que la estructura plana de GO vy la cobertura
parcial con moléculas APTES deben asegurar la unién controlada de las cadenas
de CMC, produciendo de ese modo derivados con contenido relativamente bajo
de polisacdrido tal y como sugiere el estudio termogravimétrico. Por tanto, dicha
composicion debe favorecer la difusidon y la rapida reduccion de las moléculas de

1,2-benzoquinona en la superficie del electrodo.

5.1.3.2. BIOSENSOR DE DNA cpp53/CMCox-—rGO/SPCE PARA LA
DETECCION DEL GEN p53

El nanomaterial hibrido CMCox-rGO se ha utilizado para modificar la superficie
de electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs) e inmovilizar posteriormente dos
sondas de captura de DNA con diferentes longitudes (20 bases, scpp53 y 33 bases,
lcpp53). Estas plataformas se utilizaron para la determinacién directa de la
secuencia genética TP53 que, como se ha explicado en el apartado 3.3.2, es un
importante biomarcador de cdncer. Empleando las bioplataformas desarrolladas
fue posible diferenciar entre secuencias de DNA sanas y secuencias que contienen

una mutacidn, incluso utilizando muestras bioldgicas complejas.

En la Tabla 5.2 se recogen las secuencias de las sondas de DNA empleadas.
Las sondas de captura se modificaron en el extremo 3’ con un modificador C7-
amino (AmC7), gracias a lo cual fue posible su inmovilizacion sobre material de
grafeno y en el 5' con biotina (Btn), que se utilizé para llevar a cabo la detecciéon

electroquimica empleando el conjugado Strep-HRP.
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Tabla 5.2. Oligonucledtidos empleados en el desarrollo del genosensor

Oligonucleétido Secuencia (5'—3")

5-[BIn]GAG GTC ATG GTG GGG GCA GCG CCT CAC
AAC CTC[AMCT7]-3'
Sonda de captura corta (scppS3) 5-[Btn]GT TGT GCA GCG CCT CAC AAC[AMCT7]-3'
Sonda diana (TP53) 5'-GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CATG-3

Sonda de captura larga (lcpp53)

Sonda con base desapareada

5-GAG GTT GTG AGG CAC TGC CCC CAC CAT G-3'
(1-mTP53)

La secuencia de la sonda diana se corresponde con una region del gen en
estado natural (wiTP53) vy la secuencia del genotipo TP53 mutado contiene una
Unica mutacion (SNP) en el codén 175 (exdn 5) que consiste en el cambio de una
guanina por una adenina (G 2>A). Esta mutacion produce la inactivacion de la
proteina supresora del tumor (proteina p53) que es la responsable de la regulacion

del ciclo celular [Farjami, 2011].

5.1.3.2.1. Preparacion de los genosensores

Tras recubrir las superficie del SPCE con el nanomaterial CMCox-TGO se
activaron los grupos carboxilicos utilizando EDC/sulfo-NHS y posteriormente se
inmovilizé covalentemente la sonda de captura correspondiente en su forma
plegada a través del grupo amino del extremo 3’ Una vez llevada a cabo la etapa
de hibridacion de las sondas de DNA diana, se incubd el electrodo con el
conjugado enzimdtico Strep-HRP para llevar a cabo la deteccidn amperométrica
empelando H202 como sustrato enzimdtico y TMB como mediador redox. (Figura
5.21).
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Figura 5.21. Representacion esquemdtica de las etapas involucrados en la preparacién del
biosensor electroquimico de DNA para la deteccion de TP53 empleando el nanomaterial
hibrido CMCox-rGO sobre SPCE y dos sondas de captura diferentes: (A) larga (lcpp53) v (B)
corta (scpp53) y empleando el marcaje Strep-HRP para realizar la deteccién
electroquimica.

Tras la hibridacién de la sonda diana con la sonda de captura larga (Icpp53)
se observd un cambio “on-off’ en la senal electroquimica medida, como
consecuencia del incremento considerable de la distancia enfre el conjugado
enzimdatico Strep-HRP y la superficie electrodica, dificultando la transferencia
electronica. Por el contrario, empleando la sonda de captura corta (scpp53), la
respuesta electroquimica fue de tipo "off-on”, debido probablemente, a la menor
dificultad en la transferencia de electrones hacia la superficie atribuible a la
reduccion de efecto estérico como consecuencia de una menor longitud de
cadena.

Como se muestra en la Figura 5.22, las plataformas biosensoras desarrolladas
presentan respuestas amperométricas antes y después de la hibridacién de la

sonda diana de DNA, lo que concuerda con el comportamiento observado
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previamente con sondas de captura fioladas y marcadas con azul de metileno
(MB) [Fajarmi, 2011].
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Figura 5.22. Respuestas amperométricas obtenidas con las plataformas electroquimicas
desarrolladas antes (barras blancas) y después (barras grises) de la hibridacion con la
sonda diana TP53 a un nivel de concentracion del00 nM en disolucidon reguladora de
fosfato 0.1 M (pH 7.0). Eap=—0.10 V vs. AgQ.

Se compard la respuesta amperométrica obtenida empleando ambas
plataformas biosensoras con la registrada en experimentos control, en los que solo
uno de los pasos de la preparacion fue omitido cada vez (Tabla 5.3). Se observd
gue no existian diferencias en las medidas amperométricas obtenidas en ausencia
(i) o en presencia (io1) de la sonda diana sintética TP53, a un nivel de
concentracién de 100 nM, cuando se inmoviliza la sonda de captura en la
superficie del SPCE sin modificar, cuando se inmoviliza la sonda de captura sobre
la superficie electrédica nanoestructurada pero no activada o cuando no se
inmoviliza ninguna sonda de captura en la superficie electrédica
nanoestructurada y activada. De este modo se demostrd que ni la sonda diana ni
el marcador enzimdtico, se absorbian inespecificamente en ninguno de los tres

casos estudiados.
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Tabla 5.3. Relacién de los valores de corriente medidos en ausencia (blanco, i) y presencia
de 100 nM (sefal, io1) de la sonda diana sintética TP53 en las diferentes plataformas
sensoras desarrolladas.

scpp53 lcpp53

Electirodo control

io.1/io io/i0.1

CMCox-rGO/SPCEs + EDC/Sulfo-NHS + cp 3.0 3.2
SPCEs + EDC/Sulfo-NHS + cp (No CMCox-rGQO) 1.0 1.1
CMCoxtGO/SPCEs + cp (No EDC/Sulfo-NHS) 0.9 0.9
rGO-CMCox/SPCEs + EDC/Sulfo-NHS (No cp) 1.1 1.0

También se compard el comportamiento electroquimico de los genosensores
fabricados con el material hibrido CMCox-rGO con biosensores fabricados
modificando la superficie electrodica con rGO o nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNTs). Los resultados obtfenidos cuando se empled la sonda de
captura scpp53 (Figura 5.23) muestran que la respuesta amperométrica obtenida
con los CMCox-TtGO/SPCEs es considerablemente mayor que la registrada sobre
rGO/SPCEs o MWCNTs/SPCEs, lo que pone de manifiesto las ventajas Unicas de
CMCox-rGO/SPCEs como una nueva plataforma para la preparacion de
biosensores electroquimicos de DNA. Este incremento en la respuesta
amperométrica puede atribuirse a que el nanomaterial funcionalizado con el que
se ha modificado la superficie electrodica permite  incrementar
considerablemente la cantidad de sonda de captura inmovilizada, como
consecuencia del gran nUmero de grupos carboxilicos superficiales que presenta
el material, dejando espacio suficiente para que la hibridacién del DNA sea
6ptima [Wu, 2010].
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Figura 5.23. Comparacién de la eficiencia del proceso de hibridacién (barras grises) y las
senales de los blancos (barras blancas) para 100 nM de TP53 en presencia de la sonda de
captura scpp53 inmovilizada en CMCox—rGO/SPCEs, rGO/SPCEs o MWCNTs/SPCEs. Las
medidas se han realizado a un potencial de -0.10 V (vs. Ag) empleando una disolucion
reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

5.1.3.2.2. Optimizacion de las variables experimentales

Se optimizaron todas las variables experimentales implicadas en la preparacion
y funcionamiento de ambas plataformas genosensoras, tomando como valores
6ptimos aquellos que proporcionaron una mejor relacién entre las respuestas
amperométricas obtenidas en presencia (senal, io.1) y en ausencia (blanco io) de la
sonda diana sintética TP53 empleando una concentracion de 0.1 uM. Para
simplificar, y habida cuenta de las diferentes senales producidas con ambas
sondas de captura, los valores de la relacién io/io € io1/io se utilizaron para evaluar
los resultados obtenidos con las sondas IcppS53 y scpps3, respectivamente. La
concentracion de sonda diana fue elegida porque permitia obtener una senal de
corriente que diferia significativamente de la del blanco con ambas plataformas
biosensoras.

El potencial de detecciéon (—0.10 V frente a un electrodo de pseudoreferencia
de AQ) y el volumen de la mezcla TMB/H202 (5 pL) que se han utilizado fueron los
mismos que los optimizados anteriormente en el grupo de investigaciéon utilizando

el mismo sistema de deteccién electroquimico [Esteban-Ferndndez de Avila, 2013].

a) Optimizacién de la cantidad de nanomaterial

La optimizacion de la cantidad de CMCox-rGO inmovilizada en la superficie
electrédica se llevd a cabo utilizando la sonda de captura corta. Como se puede

observar en la Figura 5.24, se producia un aumento de la relacion de intensidad de
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corriente al aumentar la canfidad de nanomaterial desde 0 uyg a 5 ug,
apreciandose una notable disminucidn de la misma para cantidades superiores a
este valor, lo que puede afribuirse a la baja estabilidad de la capa de
nanomaterial en estas condiciones. En vista de estos resultados, se selecciond la

cantidad de 5 ug de CMCox-rGO para estudios posteriores.
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Figura 5.24. Influencia de la canfidad de nanomaterial inmovilizado en la superficie
electrédica sobre la relaciéon de intensidades entre la sefal amperométrica medida en
presencia y ausencia de la sonda TP53 diana. Las medidas se han realizado a un potencial
de -0.10 V (vs. Ag) empleando una disolucion reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

b) Optimizacion de la concentracién de las sondas de captura

La cantidad de sonda de captfura inmovilizada sobre la superficie
nanoestructurada CMCox-rGO/SPCEs adquiere una gran importancia en la
preparacién del genosensor ya que afecta en gran medida al funcionamiento del
mismo [Loaiza, 2007].

Con el fin de optimizar esta variable, se estudid la dependencia de las
respuestas amperométricas proporcionadas por el genosensor cuando se
inmovilizaban distintas cantidades de sonda de captura, llevindose a cabo el
estudio en un intervalo de concentraciones comprendido entre 0 y 0.5 uM en el
caso de la sonda de captura scppS3 y entre 0 y 25 uM para la sonda de captura
lcppd3. Tal y como puede observarse en la Figura 5.25.a, el aumento de la
concentraciéon de sonda de captura Icpp53 produjo un aumento de la relaciéon
senal-blanco hasta un valor de 10 uM, a partir del cual se observaba una
disminucion de la misma, debido probablemente, a que el exceso de sonda de

captura sobre la superficie obstaculizaba la hibridacion por impedimento estérico.
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Teniendo en cuenta que la mejor relacidn entre la senal y el blanco se obtuvo
para una concentracion de la sonda de captura Icpp53 de 10 uyM, se selecciond

esta concentraciéon para estudios posteriores.
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Figura 5.25. Influencia de la concentracién de la sonda de captura (A) larga Icpp53 vy (B)
corta scppb53 inmovilizada en la superficie electrédica sobre la relacién de intensidades
entre la sefal amperométrica medida en presencia y ausencia de la sonda diana TP53
Condiciones experimentales: Eap: =0.10 V (vaga), electrolito soporte: disolucion reguladora
de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

Un comportamiento similar se observd para la sonda de captura corta
(scpp53) (Figura 5.25.b). En este caso la mejor relacion de intensidades se obtuvo
empleando una concentracién de sonda de captura de 0.01 uM.

Los resultados concuerdan con resultados publicados previamente, en los que
se reportaba una baja eficiencia de hibridacién cuando se empleaban elevadas
concenfraciones de sonda de captura [Steel, 1998], [Huang, 2001], [Fayazfar,
2014).

Las diferencias en la concentracion éptima de la sonda de captura pueden
afribuirse  al diferente empaquetamiento adoptado sobre una superficie,
dependiendo de la longitud de la cadena. Las sondas mds cortas de 24 bases
tienen una tendencia a organizarse en configuraciones altamente extendidas
para las que el recubrimiento superficial es altamente independiente de la
longitud del oligonucledtido. Por el contrario, las sondas mdas largas (> de 24 bases)
se organizan en empaqguetamientos menos ordenados y mds flexibles,
supuestamente reflejando un comportamiento cada vez mas polimérico en el que
el recubrimiento disminuye notablemente con la longitud de la sonda. Este
comportamiento puede explicar porqué se requiere una concentracién mucho
mads alta de Icppb3 (33 pares de bases) para conseguir un recubrimiento eficiente

que cuando se usa scpps3 (20 pares de bases). Es importante senalar que una
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concentracion 0.01 uM de Icpp53 no daba lugar a diferencias significativas en la

respuesta del biosensor en ausencia o en presencia de 100 nM de TP53 sintético.

c) Optimizaciéon del tiempo de inmovilizacién de las sondas de captura

Ofra de las variables estudiadas fue el fiempo necesario para llevar a cabo la

inmovilizacidn covalente de las sondas de DNA en la superficie electroédica

nanoestructurada.
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Figura 5.26. Influencia del tiempo de inmovilizacion de la sonda de captura (A) larga
lcpp53 vy (B) corta scppb3, sobre la relacidén de intensidades entre la senal amperométrica
medida en presencia y ausencia de la sonda diana TP53 Condiciones experimentales: Eqgp:
-0.10 V (vs. Ag), electrolito soporte: disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

Como puede observarse en la Figura 5.26, para ambas plataformas sensoras
se ha obtenido una mayor relaciéon de intensidad utilizada como senal analitica

para un tiempo de inmovilizaciéon de 30 minutos.

d) Optimizacién del tiempo de hibridacién

Es sumamente importante el fiempo necesario para que tenga lugar el
proceso de hibridacion de las dos sondas de DNA. Por lo tanto, se ha estudiado la
influencia del tiempo de hibridacién en la respuesta amperométrica medida en
un intervalo comprendido entre 0 y 90 minutos y enfre 15 y 120 minutos para las
sondas de captura lcpp53 vy scppbd3, respectivamente.

Como se muestra en la Figura 5.27, la relacion mdxima de intensidad se obtuvo
para un tiempo de hibridaciéon de 15 minutos para la sonda de captura Icpp53,
mientras que este proceso requiere un fiempo de 30 minutos en el caso de la

plataforma modificada con la sonda de captura scpp53.
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Figura 5.27. Optimizacién del tiempo de hibridacion de la sonda diana TP53 en la
plataforma sensora en la que se inmoviliza la sonda de captura (A) larga IcppS3 vy (B) corta
scpp53. Condiciones experimentales: Eqp: —=0.10 V (vs. Ag). electrolito soporte: disolucién
reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

5.1.3.2.3. Caracteristicas analiticas del biosensor
Las caracteristicas analiticas de las plataformas sensoras Icpp53/CMCox—
rGO/SPCEs y scpp53/CMCox-rGO/SPCEs fueron evaluadas construyendo curvas

de calibrado empleando la sonda diana sintética TP53 y utilizando las condiciones

de frabajo optimizadas en el apartado anterior.

Las curvas de calibrado obtenidas para ambas plataformas se muestran en la

Figura 5.28, y las caracteristicas analiticas obtenidas se resumen en la Tabla 5.4.
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Figura 5.28. Curvas de calibrado obtenidas para la deteccién del gen p53 empleando la
sondas de captura (A) larga lcppS3 y (B) corta scpp53. Condiciones experimentales:  Eap:
-0.10 V (vs. AQ), electrolito soporte: disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).
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Tabla 5.4. Caracteristicas analiticas obtenidas en la deteccion de la sonda diana sintética
TP53 empleando las plataformas electroquimicas desarrolladas.

lcpp53 sccp53
Sensibilidad, pA/M -0.52 0.68
Ordenada, A 9.31x108 2.96x108
Intervalo lineal, yM 0.01-0.1 0.01-0.1
r 0.996 0.998
LD, nM 2.9 3.4
LQ, nM 11.2 9.6
RSDn=10, % 6.1 4.3

Los limites de deteccidén se calcularon como se explica en el apartado 4.5.1,
donde sp es la desviacion estadndar de 10 medidas de la senal del blanco y m el
valor de la pendiente de la curvas de calibrado. Como puede observarse, se
obtuvieron unos limites de deteccidn muy bajos (2.9 y 3.4 nM, lo que corresponde
a 29 y 34 fmol en 10uL de muestra) sin necesidad de emplear ningun sistema de
amplificaciéon de la senal medida. Por ofro lado, los limites de determinaciéon (LQ)
se calcularon de acuerdo al criterio 10-sp/m.

Aungue hay que senalar que los valores de los limites de deteccidén son
mayores que algunos encontrados en la bibliografia con ofros disefos de sensores
electroquimicos, la mayoria de ellos requieren de la utilizacion de numerosos
reactivos complejos y largos protocolos de trabajo que incluyen estrategias de
amplificacién [Fayazfar, 2014], [Luo, 2013], [Raoof, 2011], [Wang, 2011], [Wang,
2013]. Ademds, no es necesario el marcaje previo de la sonda diana para llevar a
cabo la determinaciéon, lo que constituye asimismo un ventaja prdctica muy
importante de la metodologia implementada.

Por ofro lado, empleando las plataformas sensoras desarrolladas, se ha
demostrado una gran selectividad como se comenta mds adelante. En
comparacion con los sensores de DNA desarrollados por Fajarmi y colaboradores
[Fajarmi, 2011], utilizando sondas de captura tioladas y con la misma secuencia de
nucledtidos, las nuevas plataformas desarrolladas en esta Tesis Doctoral,
proporcionan una sensibilidad parecida pero una selectividad mucho mayor y en

ensayos realizados en un fiempo muchisimo menor (2.5 h frente a 28 h).
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a) Reproducibilidad en la fabricacion de los genosensores

También se evalud la reproducibilidad de las respuestas obtenidas con 10
sensores de DNA diferentes construidos siguiendo el mismo protocolo y para una
concentracion de sonda diana TP53 de 100 nM. Como se muestra en la Tabla 5.3,
se obtuvieron valores de la desviacion estandar relativa (RSD) de 6.1 y 4.3 % para
las  plataformas  Icpp53/CMCox-rGO/SPCEs  y  scpp53/CMCox-rGO/SPCEs,
respectivamente. Estos resultados confiman que el proceso de fabricacion de
estos genosensores, incluyendo la inmovilizaciéon de la sonda de captura, la
hibridacion de la sonda diana y el marcaje de la misma, asi como las medidas

amperométricas fue fiable y reproducible.

b) Tiempo de vida Util de los genosensores

La estabilidad de almacenamiento de los sensores DNA fue estudiada
preparando varias plataformas  cpp53/CMCox-rGO/SPCEs el mismo  diq,
secdndolas y almacendndolas a 4 °C. Periddicamente se controld la respuesta
obtenida para concentraciones de sonda diana TP53 de 0 y 100 nM. Se
construyeron los correspondientes graficos de control tomando como valor central
la media de las 10 relaciones de intensidades entre la senal y el blanco (io/io.1 en el
caso de la sonda de captura Icppb3, o in1/ioen el caso de la scppS3) obtenidas en
el primer dia de estudio. Los limites de control superior e inferior se establecieron

para 3 veces la desviacion estdndar de esas 10 medidas (Figura 5.29.)
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Figura 5.29 Grdficos de control construidos para evaluar la estabilidad de almacenamiento
de las plataformas sensoras (A) lcpp53/CMCox-rGO/SPCEs y (B) scpp53/CMCox-rGO/SPCEs
a 4 °C en atmédsfera seca. Eap: —0.10 V (vs. Ag), electrolito soporte: disolucion reguladora de
fosfato 0.1 M (pH 7.0).
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Los valores de las relaciones de inftensidades obtenidos para ambas
plataformas sensoras se mantienen dentro de los limites de confrol durante 15 dias,
lo que demuestra una aceptable estabilidad de almacenamiento de los sensores

de DNA preparados.

5.1.3.2.4. Selectividad de los genosensores

La selectividad de las nuevas plataformas fue estudiada llevando a cabo
experimentos de control de hibridacién para el blanco (en ausencia de sonda de
captura), para la sonda diana TP53 y para la sonda mutada con una base
desapareada (1-mTP53)

Los resultados obtenidos (Figura 5.30) demostraron que no se producia
hibridaciéon en presencia de la sonda diana no complementaria (no se muestra
por ser una senal que no es significativamente diferente a la del blanco) y que
existia una fuerte discriminacion enfre la hibridacion de la sonda diana
complementaria TP53 y la sonda con una base desapareada (1-mTP53) cuando se
empleaba la plataforma sensora Icpp53/CMCox-rGO/SPCEs. Esta discriminacion
también existid trabajando con la plataforma scpp53/CMCox-rGO/SPCEs. En este
caso, aunque la senal obtenida para la sonda complementaria no fue tan alta, se
obtuvo una senal para la secuencia de DNA mutada que era significantemente

diferente de la obtenida en ausencia de sonda de captura (senal del blanco).
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Figura 5.30. Estudio de la selectividad utilizando las plataformas lcpp53/CMCox-rGO/SPCEs
y scppS3/CMCox-rGO/SPCEs. Los valores de corriente fueron medidos en ausencia de
sonda de captura (barras blancas), en presencia de 100 nM de la sonda diana TP53 (barras
grises) y en presencia de la secuencia mutada 1-mTP53 (barras negras). Eqp: =0.10 V (vs.
AQ), electrolito soporte: disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).
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De acuerdo con los resultados obtenidos la selectividad que proporciond el
genosensor fabricado con la sonda de captura Icpp53 es mayor que la obtenida
cuando se emplea la sonda de captura scpp53, permitiendo una completa
discriminacién entre TP53 y 1-mTP53. Es importante resaltar que trabajando en las
mismas condiciones, se ha podido obtener una discriminacion del 65.7 %
empleando la sonda de captura scpps3.

Estudios adicionales empleando la sonda de captura corta demostraron que
es posible mejorar la discriminacion empleando tiempos de hibridacidn mds cortos
(Figura 5.31), lo que concuerda con los estudios descritos previamente por otros

autores [Fajarmi, 2011].
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Figura 5.31. Influencia del tiempo de hibridacion en la selectividad para la secuencia
mutada 1-mTP53 utilizando la plataforma scpp53/CMCox-rGO/SPCEs en ausencia de
sonda de captura (barras blancas), en presencia de 100 nM de sonda diana TP53 (barras
grises) y de 100 nM de sonda mutada 1-mTP53 (barras negras). Eap: —0.10 V (vs. Ag),
electrolito soporte: disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

Como se ha mencionado anteriormente, es importante destacar que la
discriminacién conseguida en este trabajo es mucho mejor que la descrita
utilizando la sonda linear TP53 [Jiang, 2005], [Wilson, 2005] y también es mejor que
la conseguida anteriormente por Fajarmi y colaboradores utilizando la misma
sonda diana pero tiolada en el exiremo 5’ y marcada con azul de metileno en el
extremo 3’ [Fajarmi, 2011], Por Ultimo, también hay que destacar que empleando
las plataformas construidas siguiendo la metodologia desarrollada, no ha sido
necesario ningun proceso de lavado que precisara un control de temperatura ni

tiempos de andlisis largos.
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5.1.3.2.5. Deteccion electroquimica de Ila sonda diana
sintética TP53 en muestras biologicas complejas

La aplicacién del genosensor desarrollado se llevdé a cabo realizando la
deteccién en muestras bioldgicas reales de suero humano y saliva. Estas son
muestras bioldgicas complejas que contienen numerosos componentes que
pueden adsorberse inespecificamente en la superficie electrédica interfiiendo en
la hibridacién del DNA y/o aumentando la senal de fondo. Puesto que los mejores
resulfados de selectividad se obtuvieron empleando la sonda de captura Icpps3,
solo se realizaron estos  estudios utilizando la plataforma Icpp53/CMCox-
rGO/SPCEs.

En un primer paso se compard la respuesta amperométrica obtenida para la
deteccion de la sonda diana TP53 a un nivel de concenfracion de 100 nM en
ambas muestras bioldgicas con la obtenida en la disolucion reguladora de
hibridacion (PBS con 0.5 % de caseina). Como se puede observar en la Figura 5.32,
aungue con una menor sensibilidad, es posible medir la sonda diana TP53 a un
nivel de concentracién de 100 nM con discriminacion de una mutaciéon individual
en muestras sin fratar de suero y saliva humanos. Estos resultados demuestran que
no existe adsorcion significativa de los diferentes componentes de ambas matrices
biologicas sobre el Icpp53/CMCox-rGO/SPCEs.

Debe destacar que este nuevo sensor ofrece la posibilidad de llevar a cabo la
deteccion directa de la sonda sintética TP53 en muestras de suero y saliva humano
sin necesidad de pasos previos de tratamiento y/o dilucidon de la muestra. Ademas,
empleando la metodologia desarrollada, no es necesario marcar previamente la
sonda diana. Ambos aspectos suponen importantes ventajas prdcticas para este

sensor con respecto a otros previamente reportados en la literatura [Fajarmi, 2011].
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Figura 5.32. Comparacién de las sehales obtenidas empleando la plataforma sensora
lcpp53/CMCox-rGO/SPCEs en (1) disolucién reguladora de hibridacion, (2) suero humano
sin diluir y (3) saliva sin diluir. Los valores de las corrientes amperométricas se midieron en
ausencia de sonda diana TP53 (barras blancas), en presencia de 100 nM de sonda diana
TP53 (barras grises) y en presencia de la sonda mutada 1-mTP53 (barras negras). Eap: —0.10 V
(vs. Ag), electrolito soporte: disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.0).

5.1.3.2.6. Deteccion del estado del gen TP53 en cDNAs de
células tumorales de cdncer de mama.

Para demostrar la aplicabilidad clinica real del sensor de DNA desarrollado, la
metodologia implementada se aplicé al andlisis del estado del gen TP53
endoégeno presente en diferentes lineas celulares humanas. La metodologia
utilizada implica la sintesis de cDNA mediante RT-PCR a partir del RNA total extraido
previamente, tal y como se ha descrito en la Seccion Experimental (apartado 4.4.4)
La Figura 5.33 muestra los resultados obtenidos para tres lineas celulares de mama,
MCF-10A, MCF-7 y SK-BR-3. La primera es una linea celular epitelial no
tumorogénica mientras que las ofras dos son lineas celulares cancerigenas.
Aunqgue se ha descrito que el gen salvaje TP53 estd presente en las células MCF-
10A y MCF-7 [Alkhalaf, 2003], la linea celular SK-BR-3 contiene una mutacién en el
codén 175 (aligual que la de la sonda utilizada para demostrar la selectividad con
la metodologia desarrollada en esta Tesis Doctoral: G—>A) [Lacroix, 2004],
[Runnebaum, 1991]. Los resultados que se muestran en la Figura 5.33 concuerdan
claramente con estos antecedentes ya que la respuesta del sensor relacionada
con la mutacion individual ocurre solamente para las células SK-BR-3. Es importante
mencionar que, de acuerdo con la bibliografia, las mutaciones en los codones

175, 245, 248, 273, y 282 son las mdas comunes tanto en los tumores esporadicos
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como en los hereditarios, aunque la cantidad enconfrada es distinta dependiendo

el tipo de cdancer [Rivlin, 2011].
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Figura 5.33. Comparacion de las seiales amperométricas obtenidas (1) en ausencia de
sonda diana, (2) 100nM de la sonda diana sintética TP53, y (3) de 1-mTP53 y con las
obtenidas en la deteccién del gen TP53 enddgeno en cDNA 5 ng/uL de las lineas celulares
(4) MCF-10A, (5) MCF-7 vy (6): SK-BR-3, utilizando (7) un control de cDNA en concentracién 5
Nng/uL. Eap: —0.10 V (vs. Ag), electrolito soporte: disolucion reguladora de fosfato 0.1 M (pH
7.0).

También debe destacarse que como el gen TP53 solo mostré una pequena
diferencia de expresion en los tejidos cancerosos y sanos, es mucho mds relevante
desarrollar plataformas de DNA capaces de detectar mutacion de este gen en

vez de la variacion en su expresion genética [Xie, 2004].

Los biosensores de DNA con los que se comparan los resultados obtenidos en

el presente trabajo se recogen en la Tabla 3.5 del capitulo 3 de esta memoria.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha desarrollado un material hibrido de 6xido de grafeno reducido con un
dendrimero de PAMAM, que ha sido caracterizado mediante diversas técnicas
fisicoquimicas y electrogquimicas. El nanomaterial hibrido preparado se ha utilizado
como andamiaje para el desarrollo de biosensores electroquimicos aplicables a la

deteccidon de catecol y de glucosa.

5.2.1.PREPARACION DEL NANOMATERIAL HiBRIDO PAMAM-
Sil-rGO
La preparacién del nuevo material se ha realizado en dos etapas tal y como se

esquematiza en la Figura 5.34.
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PAMAM 4-G

PAMAM-Sil-rGO

Figura 5.34. Diagrama esquemdtico que muestra las etapas implicadas en la preparaciéon
del nanomaterial hibrido PAMAM-Si-rGO.

En una primera etapa el GO se enriquecid con grupos epodxido altamente
reactivos por tratamiento con (3-glicidiloxipropil) frimetoxisiiano (GPTMS), usando los
grupos hidroxilo de la superficie del nanomaterial como puntos de anclaje
[Scheible, 2010]. Seguidamente, el dxido de grafeno silanizado (Si-GO) se modificd
con las moléculas del dendrimero poliaminado (PAMAM 4-G) a fravés de la
formacién de enlaces amino secundarios estables de acuerdo con las reacciones
qgue se muestran en la Figura 5.35, obteniendo un producto oscuro faciimente

dispersable en disoluciones acuosas (PAMAM-Sil-rGO).
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Figura 5.35. Reaccién de anclaje del dendrimero al Si-FGO por medio de un enlace amino
con los grupos epdxido.

El dendrimero PAMAM fue elegido para la modificacion de GO por sus
caracteristicas nanométricas y de monodispersidad, exhibiendo una arquitectura
tridimensional regular y altamente ramificada, asi como wuna elevada
homogeneidad estructural y movilidad en las cadenas [Vogtle, 2009]. Este
nanomaterial “blando” también posee una alta densidad de grupos amino en su
superficie, lo que favorece la unidn multipuntual con las Idminas de GO activadas

previomente.

5.2.2. CARACTERIZACION DEL NANOMATERIAL HIBRIDO
PAMAM-Sil-rGO

El nuevo material hibrido de 6xido de grafeno y dendrimero PAMAM, asi como
todos los derivados intermedios obtenidos en cada etapa de la preparacion, se

caracterizaron empleando diferentes técnicas fisicoquimicas.

5.2.2.1. CARACTERIZACION  MEDIANTE  ESPECTROSCOPIA  DE
INFRARROJO

La Figura 5.36 muesira los espectros FTIR correspondientes a los derivados de
grafeno obtenidos en las diferentes etapas de la preparacion de nanomaterial. El
GO presenta bandas agudas y anchas cenfradas en 3607 cm' y 3090 cm!

correspondientes a las vibraciones del enlace O-H de los grupos hidroxilo libres y de
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los enlaces de hidréogeno intermoleculares respectivamente. Ademds el espectro
muestra bandas a 1353 cm y 1230 cm ! correspondientes a las vibraciones de los
grupos C-OH y C-O-C. Las bandas observadas a 1730 cm y 1065 cm! pueden
deberse a la vibracion de los grupos C=0 y C-O respectivamente. La banda que se
observa a 1608 cm estaria asociada con las vibraciones de los dominios del

esqueleto grafitico no oxidado, asi como con agua adsorbida [Shen, 2009].
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Figura 5.36. Espectro FTIR correspondiente a (a) GO, (b) SiI-GO y (¢) PAMAM-Sil-rGO.

La presencia de los residuos de silano en la superficie del Si-GO se confirma con
las bandas obtenidas a 2880 cm! y 1410 cm!, las cuales pueden aftribuirse a la
vibracién y la flexion de los enlaces de los grupos metileno de las moléculas de (3-
glicidiloxipropil) frimetoxisilano, respectivamente. Adicionalmente, la banda que
aparece a 986 cm! puede asociarse con la vibracion de los grupos Si-O.

El espectro del derivado PAMAM-SI-TGO muestra que la intensidad de las
bandas correspondientes a la vibracion de los grupos C=0 a 1730 cm, de los
grupos O-H libres a 3607 cm!, de los grupos C-O-C a 1230 cm' y de los C-O a 1065
cm!, disminuye de manera significativa y algunos de ellos desaparecen
completamente. Este hecho sugiere que la mayoria de los grupos funcionales con
oxigeno de la muestra de Si-GO se reducen durante la reaccidén para unir
covalentemente las moléculas de PAMAM. La union de los residuos dendriticos se
confirma con la aparicién de un pico a 1541 cm que se puede atribuir a la flexiéon

del enlace N-H.
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La banda ancha que aparece de 2930 a 3506 cm! puede asociarse con la
vibraciéon de los grupos N-H y O-H, asi como con el agua adsorbida. Ademds ese
patron de multiples bandas también sugiere la formacion de sales de amonio
primarias entre el dendrimero unido y los grupos carboxilato que quedan en los

bordes de las Idminas de grafeno.

5.2.2.2. CARACTERIZACION MEDIANTE TERMOGRAVIMETRIA

En el andlisis termogravimétrico se puede observar como ocurren dos
transformaciones térmicas para el GO (Figura 5.37.a). La primera de ellas tiene lugar
entre 25 y 150 °C (aprox. 14,3 %) y es debido a la pérdida del agua residual, no
estructural. La segunda tiene lugar entre 200 y 250 °C (aproximadamente 30,7%) vy se
debe a degradacién de los grupos funcionales que contienen oxigeno y que se
encuentran en las nanoldminas [Shen, 2009].

Tras la modificacion del GO con GPTMS ocurren los mismos procesos de
descomposicidon pero esta vez a temperaturas ligeramente mayores, lo que indica
que el derivado Sil-GO es térmicamente mds estable (Figura 5.37.b).

Asimismo, la unién covalente del PAMAM produjo un derivado que exhibe una
transformacién térmica a una temperatura relativamente baja (entre 100 y 230 °C)

debido a la descomposiciéon del dendrimero (Figura 5.37.c).
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Figura 5.37. Andlisis termogravimétrico mediante (A) TG y (B) DTG para (a) GO, (b) Si-GO vy (c)
PAMAM-SIil-rGO.

5.2.2.3. CARACTERIZACION MEDIANTE DIFRACCION DE RAYOS X

La Figura 5.38 muestra los difractogramas de rayos X (RXD) obtenidos para el
GO (Figura 5.38.a) y los derivados Sil-rGo (Figura 5.38.b) y PAMAM-Sil-rGO (Figura

5.38.c). En el primer caso, aparece un pico infenso a 12.35° correspondiente a una
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distancia (d) de unos 7.16 A. Esta distancia entre capas es debida a la presencia de
oxigeno en los grupos funcionales del GO y a las moléculas de H20 atrapadas entre
las ldminas hidrofilicas [Park, 2009]. La intensidad de este pico decrece ftras la
modificacién covalente del GO, y se desplaza a 11.50° (7.69 A) y 10.23° (8.65 A)
después del fratamiento con GPTMS y PAMAM respectivamente. El incremento en la
distancia entre las Idminas puede atribuirse a las moléculas de silano y dendrimero
que deben estar intercaladas entre las capas del nanomaterial.

El difractograma de PAMAM-Sil-rGO también muestra un pico ancho y de baja
intensidad sobre 20.13° (4.41 A), distancia interplanar bastante cercana a la
distancia interplanar del grafito dooz (3.35 A). Esta pequefa distancia interplanar
puede atribuirse a la reduccidon parcial de GO que se produce en la reaccion con
el PAMAM que permite que las Idminas reducidas estén mds proximas que en el

nanomaterial inicial.
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Figura 5.38. Difractograma de Rayos X de (a) GO, (b) SiI-GO y (¢) PAMAM-Sil-rGO.

5.2.2.4. CARACTERIZACION MEDIANTE ESPECTROSCOPIA RAMAN

En la Figura 5.39 se muestran los espectros Raman de los derivados obtenidos
durante la transformacion del GO, pudiendo apreciarse cambios estructurales
debidos a las modificaciones sucesivas.

El GO (Figura 5.39.a) mostré un espectro similar al reportado anteriormente en la
Figura 5.5, con bandas G y D anchas a 1584 cm y 1344 cm! respectivamente.
Dichas bandas solo sufrieron un ligero desplazamiento a 1580 y 1348 cm!, fras la

modificacion del GO con el derivado de silano (Figura 5.39.b), manteniéndose la
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relacion de intensidades D/G igual a 0.96. Sin embargo, el aumento observado para
la infensidad de la banda 2D, que aparece a 2482 cm ! en el caso del GO y a 2644
cm en el del Sil-GO, sugiere la formacién de agregados entre Idminas de GO
modificado, lo cual pudiera atribuirse al enfrecruzamiento interlaminar que se da
mediante reaccion de los grupos epdxido en una ldmina y los grupos hidroxilo
remanentes en otra.

Un mayor desplazamiento e incremento de la relacion de intensidades de las
bandas G y D se observd en el espectro del derivado de GO modificado con el
dendrimero. ElI nanohibrido mostré bandas G y D a 1590 y 1350 cm’,
respectivamente, con un valor de 1.05 para la relacion de intensidades D/G. Este
patron espectral sugiere un alto grado de interacciéon quimica entre las moléculas
de PAMAM vy las Idminas de rGO.

La preparaciéon de este nanohibrido implicé una reduccidn parcial del GO por
inferaccion con los grupos amino del dendrimero, como se evidencia en los
experimentos de EIS descritos en el apartado 5.2.3.1.2 Sin embargo, este proceso de
reduccion implicé la desaparicion de la banda 2D en el espectro de este
nanomaterial hibrido (Figura 5.39.c), lo cual puede justificarse por el gran tamano y
carga de las moléculas del dendrimero, los cuales evitan el apilamiento de las
Idminas de grafeno mediante procesos de repulsion electrostatica e impedimento

estérico.

g
2
O
2
i)
Qo
T
n
c
o
£
a
2000 3000

Desplazamiento Raman (cm'1 )

Figura 5.39. Espectros Raman correspondientes a (a) GO, (b) SiI-GO y (¢) PAMAM-Sil-rGO.
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5.2.2.5. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA DE FUERZA
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Figura 5.40. AFM y andlisis de la seccidon topoldgica correspondientes a (A) GO, (B) Sil-GO,
(C) y (D) PAMAM-SIl-rGO.

147



5. RESULTADOS Y DISCUSION

La muestra de GO inicial (Figura 5.40.A) muestra Idminas que en su mayoria
tienen un grosor de entre 0.8 y 1.0 nm, lo cual concuerda con los datos encontrados
en la bibliografia [Stankovich, 2006b]. Como se esperaba, al silanizar el GO el grosor
del nanomaterial aumenta ligeramente observandose valores de entre 0.8 y 1.2 nm,
debido probablemente a la presencia de las moléculas de GPTS unidas
covalentemente a ambos lados del plano del GO original (Figura 5.40.B). Al estudiar
el PAMAM-SiII-FGO se observa un patron topoldgico distinfo caracterizado por la
presencia de estructuras coloidales con varios famanos y formas. Principalmente se
observaron nanoparticulas arrugadas, aunque también se observaron agregados

voluminosos y Idminas de grafeno dobladas (Figuras 5.40.C y D).

5.2.2.6. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION
P —— -

7

Figura 5.41. Imdagenes TEM de PAMAM-Sil-rGO a (A 'y D) bajo y (B y C) alto aumento.

El estudio de los derivados de grafeno empleando microscopia de fransmision
electronica (TEM) muestra y confirma que tras la modificacion covalente con el
dendrimero, las Idminas de grafeno se arrugan en nanoestructuras fridimensionales.

Las formas de estos nanomateriales varian desde nanoparticulas compactas (Figura
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5.41.A y B) a estructuras menos ordenadas (Figura 5.41.C y D) observdndose en
algunos casos ldminas de grafeno con arrugas y ofras Idminas plegadas. Las
nanoparticulas de grafeno muestran una alta polidispersidad con unos didmetros

comprendidos entre 100 y 850 nm siendo el didmetro mdas comun 420 nm.

5.2.2.7. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION DE ALTA RESOLUCION

En el TEM de alta resolucion (HR-TEM) (Figuras 5.42.A y B) se observo la existencia
de una estructura en forma de hilos en los bordes del PAMAM-Sil-rGO debido a que
las Idminas se doblan y/o enrollan. Se determind que la distancia entre los distintos
lados de la ldmina doblada era de 0,472 nm, mds grande que la distancia
interplanar existente en el grafito (0,340 nm) [Lu, 2009], pero parecidas a las
estimadas mediante XRD, confirmando por tanto, que es un material hibrido de
grafeno. Este hecho se atribuyd a la presencia de moléculas de silano y dendrimero
en el plano basal de las [dminas de éxido de grafeno reducido.

Por otro lado, el andilisis localizado de difraccion de electrones (SAED) de estas
nanoparticulas (Figura 5.42.C) mostré un patron difuso de simetria hexagonal
indicando asi una baja cristalinidad del oxido de grafeno silanizado y modificado
con PAMAM.

0.

Figura 5.42. (A y B) Im&genes de HR-TEM de las
y (C) SAED del material.
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5.2.2.8. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO

Mediante esta técnica también se confirmd la morfologia arrugada (Figura
5.43.A) de las nanoparticulas de PAMAM-SI-rGO y ademds reveld que dicha
morfologia puede deberse bien a una Ildmina de grafeno arrugada (Figura 5.43.B) o
a la asociaciéon de estos nanomateriales (Figura 5.43.C). En algunos casos, parece
que una sola lamina puede estar involucrada en la formaciéon de dos o mads
nanoparticulas dando lugar a estructuras condensadas complejas y mds grandes,
hecho que puede contribuir a la elevada polidispersidad comentada anteriormente
(Figura 5.43.D). También debe resaltarse que el éxido de grafeno preparado por el
método de Hummers [Hummers, 1958] es un material altamente polidisperso con
unas ldminas de tamano comprendido entre los cientos de nandmetros y varios
micrémetros [Kim, 2011] por lo que es de esperar la gran variedad de didmetros que

presenta el derivado de grafeno.

SEl  10.0kV X40,000 100nm WO 15.2mm

SEl 10.0kv X200550  1pm WD 15.2mm S 10.0kv X8000 1um WD 152mm

Figura 5.43. Im&genes de FE-SEM del nanomaterial hibrido PAMAM-Sil-rGO
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Se propone que la derivatizacion multipuntual del Si-GO con el dendrimero
poliaminado da lugar, probablemente, a que las Idminas carbondceas se arruguen
y se doblen sobre el PAMAM, proporcionando nanoestructuras tridimensionales con
una polidispersidad de tamanos, mostrando dimensiones menores que las I[dminas
originales de grafeno. Ademds de este mecanismo covalente de plegado, las
nanoparticulas de grafeno pueden estabilizarse mediante interacciones
electrostaticas entre los grupos carboxilato que quedan libres en los bordes de las
Idminas de grafeno y los grupos amino primarios de la superficie del dendrimero.
Cabe resaltar que el PAMAM se une aleatoriomente a ambos lados del plano del Sil-
GO, asegurando asi la presencia de residuos de dendrimero en la superficie de las
nanoparticulas. Este revestimiento hidrofilico rico en grupos amino proporciona
estabilidad al nanomaterial en dispersiones acuosas asi como la posibilidad de

funcionalizarlo con biomoléculas para bioaplicaciones avanzadas.

5.2.3. APLICACION EN EL DESARROLLO DE BIOSENSORES
ELECTROQUIMICOS

5.2.3.1. BIOSENSOR Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE

5.2.3.1.1 Preparacion del electrodo enzimdtico

PAMAM-Sil-rGO

Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE

Figura 5.44. Representacién esquemdtica de la preparacién del electrodo enzimdtico
Tyr/PAMAM-SiIl-rGO/GCE.
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En la Figura 5.44 se muestra un esquema de la utilizacidon del nanomaterial
hibrido para desarrollar un biosensor enzimdtico electroquimico para la deteccidon
de catecol.

Tras depositar el nanomaterial hibrido en la superficie limpia de un electrodo de
carbono vitrificado, se realizé la reduccidon del derivado de grafeno mediante un
ciclodo de potencial como se describe en el apartado 4.4.3. Posteriormente, se
inmoviliza la enzima en la superficie del electrodo modificado con el material,
activando los grupos amino del mismo con glutaraldehido.

Con el objetivo de reducir completamente el dxido de grafeno en la superficie
del electrodo, se optimizd el nUmero de voltamperogramas ciclicos realizado, de
manera que se consideré como 6ptimo el ciclo a partir del cual el hdbito del
voltamperograma se mantenia constante. De este modo y como se observa en la
Figura 5.45, tras realizar 20 ciclos pudo inferirse que se habia reducido todo el

nanomaterial de carbono.
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Figura 5.45. Ciclado de potencial entre 0.0 y -1.5V a una velocidad de100 mV/s para llevar a
cabo la reduccién del GO.

5.2.3.1.2. Caracterizacion de la superficie electrodica

Tras la inmovilizacidon de la enzima, se caracterizd la superficie electrédica
mediante FE-SEM. Como se muestra en la Figura 5.46, se observdé una morfologia
mdas homogénea y suave que en las obtenidas antes de la inmovilizaciéon de la
proteina (Figura 5.41). Ademds no se aprecian zonas de grafeno sin recubrir, lo que

sugiere un elevado recubrimiento de la superficie electrédica.
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Figura 5.46. Imagen FE-SEM de Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE.

Cada etapa del proceso de modificacion del electrodo de carbono vitrificado
se estudid mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) utilizando
el par redox [Fe(CN)s]*/3- (Figura 5.47.A). El recubrimiento del electrodo de carbono
con el GO vy el SiIFGO produce un notable incremento en la resistencia a la
transferencia de carga (Rrc), desde 256 a 1202 Q, lo cual estd en concordancia con
las propiedades electroconductoras de estos derivados. Sin embargo, cuando el
electrodo se modific6 con PAMAM-Sil-rGO, se observd un semicirculo de didmetro
pequeno a altas frecuencias (Ric= 92 Q), lo que indica la existencia de un proceso
rdpido de fransferencia de electrones. Esta observacion puede justificarse por la
recuperacion parcial de las caracteristicas electroconductoras caracteristicas del
grafeno después de la unidén covalente del PAMAM al Sil-GO ya que la mayoria de
los grupos funcionales con oxigeno de la muestra de Sil-GO se reducen durante la
reaccién con las aminas primarias del dendrimero [Dreyer, 2010].

Esta resistencia disminuye todavia mds (Ric= 24 Q), tras la reduccion
electroquimica del PAMAM-SIl-rGO depositado sobre la superficie electrédica
[Jiang, 2012], sugiriendo que la unién covalente del dendrimero PAMAM al GO
silanizado solo produce la reduccion parcial del nanomaterial, como se revela
también con la espectroscopia FTIR y con el andlisis XRD (apartados 5.2.2.1y 5.2.2.3,
respectivamente). Todos los datos experimentales de la espectroscopia de
impedancia electroquimica fueron obtenidos mediante el ajuste a un circuito

equivalente de Randles convencional (Figura 5.47.B).
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Figura 5.47. (A) Diagrama de Nyquist correspondiente a (a) GCE, (b) SiI-GO/GCE, (c)
PAMAM-SiI-rGO/GCE vy (d) PAMAM-SI-rGO/GCE reducido electroguimicamente.
Impedancias realizadas en una disolucién de KCI 0.1 M conteniendo Kz[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s]
5mM (1:1). (B) Circuito equivalente de Randles.

Tras la inmovilizacién de la enzima tirosinasa sobre el electrodo modificado con
el derivado de grafeno, se observdé un notable incremento en la resistencia a la
tfransferencia de carga (Ric) con un valor de 7837 Q (Figura 5.48.A) como
consecuencia de la inmovilizacion de la proteina, indicando una elevada
concentraciéon de enzima anclada en la superficie electréodica modificada. En este
caso, es necesario emplear un circuito equivalente modificado para ajustar los
datos experimentales (Figura 5.48.B) [Tang, 2006], [Wu, 2009q].
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Figura 5.48. (A) Diagrama de Nyquist correspondiente a Tyr/PAMAM-SiIl-rGO/GCE.
Impedancias realizadas en una disolucién de KCI 0.1 M conteniendo Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s]
5mM (1:1). (B) Circuito equivalente modificado para electrodos recubiertos con proteinas.

Una vez preparado el electrodo enzimdtico, se evalud su comportamiento
utilizando catecol como sustrato de la tirosinasa segun la reaccion que se muestra

en la Figura 5.49.
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Figura 5.49. Esquema de la reaccion enzimdtica de Tyr empleando catecol.

Dicho comportamiento se evaludé mediante voltamperometria ciclica
realizando medidas en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de
catecol. Como se puede observar (Figura 5.50), la corriente catddica, asociada
con la reduccién electroquimica de la 1,2-benzoquinona formada en la reaccion
enzimdatica en la superficie electrédica, aumenta con la concentracién de catecol
adicionada, lo que demuestra la catdlisis enzimdtica en la transformaciéon del

sustrato sobre la superficie electrédica modificada con el nanomaterial hibrido de

grafeno.
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Figura 5.50. Voltamperogramas ciclicos registrados sobre Tyr/PAMAM-SiI-rGO/GCE en
disolucion reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0) a 50 mV/s en ausencia (a) y presencia de (b)
SUM, (¢) 10 uM y (d) 15 uM de catecol.

Asimismo, la respuesta amperométrica obtenida tras aplicar un potencial de
-0.15 V (vs. Ag/AgCl) en presencia de catecol 100 nM se compard con la medida
sobre varios electrodos confrol, en los que se omiti®6 uno de los pasos de la

preparacién en cada caso (Figura 5.51).
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Figura 5.51. Influencia de la composicién del electrodo en la respuesta amperométrica para
catecol 100 nM correspondiente a (a) Tyr/PAMAM-SiI-rGO/GCE, (b) Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE
sin glutaraldehido, (¢) Tyr/Sil-rGO/GCE, (d) PAMAM-Sil-rGO/GCE vy (e) Tyr/GCE, en disolucion
reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0), Eap =-0.15 V vs. Ag/AgCI.

Como era de esperar, no se obftuvo respuesta con el electrodo
nanoestructurado sin enzima, lo que demuestra que la oxidacidn del catecol a 1,2-
benzoguinona no es electrocatalizada en la superficie del electrodo PAMAM-SIl-
rGO/GCE. Con el electrodo en el que la enzima se inmovilizd sin glutaraldehido se
obtuvo sélo un 30% de la senal obtenida con el electrodo completo, lo que indica
que el enfrecruzamiento covalente aumenta la canfidad de tirosinasa inmovilizada
sobre la superficie electrédica. También se obtuvieron senales muy bajas cuando la
enzima se inmovilizé directamente sobre el GCE limpio y sobre el GCE recubierto de
Sil-rGO. Por tanto, estos resultados apoyan el diseno propuesto de Tyr/PAMAM-SIl-

rGO/GCE para ser empleado como biosensor enzimdtico.

5.2.3.1.3. Optimizacion de las variables experimentales

Las variables experimentales involucradas en la preparacion del bioelectrodo se
optimizaron teniendo en cuenta la pendiente (m) de los calibrados en un rango de

concentraciones de catecol entre 100 nM y 500 nM.

a) Optimizacién de la composicion del biosensor

En primer lugar se optimizé la cantidad de PAMAM-Sil-FGO depositada en la
superficie del electrodo observéndose un aumento de la pendiente normalizada
(m/mmax), midiendo a un potencial de -0.15 V, al aumentar la canfidad de

nanomaterial desde 2.5 mg a 10 mg. Por el contrario, la sensibilidad del biosensor
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fue menor para canfidades superiores a 10 mg, hecho atribuible a la baja
estabilidad de la capa de nanomaterial para elevadas cantidades. El efecto de la
variacion de la cantidad de enzima inmovilizada tambiéen fue estudiado asi como
del tiempo de incubacidén. Se obtuvo una mayor pendiente normalizada cuando se
emplearon 200 pg de proteina y 60 minutos de tiempo de inmovilizacién de la
misma. Para mayores cantidades de enzima y un tiempo de incubacién mdas largo,
se obtuvieron pendientes mds pequenas, debido al impedimento de Ila
transferencia electrénica por el bloqueo de la superficie electrodica. Ademds,
también se optimizé la concentracién de glutaraldehido utilizado para entrecruzar
las moléculas de tirosinasa en la superficie del electrodo modificado con PAMAM-SIl-
rGO, obteniéndose la mejor pendiente normalizada para una concentraciéon del 4%
(v/v) (Figura 5.52).
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Figura 5.52. Influencia de la cantidad de (A) PAMAM-SiIlfGO, (B) enzima Tyr, (C) fiempo de
incubacion de la enzima y (D) canfidad de glutaraldehido en la pendiente normalizada de
los calibrados para catecol (en un rango de concentracién comprendido entre 100 y 500

NM) en disolucion reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.0) y aplicando un potencial de -0.15 V
vs. Ag/AgCI.

157



5. RESULTADOS Y DISCUSION

b) Seleccion del potencial aplicado

La eleccién del potencial aplicado al biosensor se efectud a partir de la
representacion de las pendientes normalizadas (m/mmax) frente a diferentes valores
del potencial en el intervalo comprendido enfre —-0.25 V y 0.05 V, para un rango de
concentraciéon de catecol entre 100 nM y 500 nM, en disolucién reguladora de
fosfato 0.1 M de pH 6.0 (Figura 5.53).
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Figura 5.53. Variaciéon de la pendiente normalizada de los calibrados para catecol con el
potencial aplicado al biosensor de Tyr/PAMAM-SiI-rGO/GCE en disolucién reguladora de
fosfato 0.1 M (pH 6.0).

Como puede observarse, se produce un aumento de la pendiente normalizada
al pasar de 0.05 a -0.15 V, ya que a potenciales bajos aumenta la velocidad de
reduccion de la quinona generada en las reaccion enzimdtica [Wang 2000] y
disminuye drdsticamente cuando se aplican potenciales mds negativos, hecho que
puede deberse a la polimerizacion de esta o-quinona a potenciales muy negativos
[Serra, 1999], [Pena, 2001].

De acuerdo con estos resultados, se selecciond un potencial de -0.15 V, con
objeto de conseguir una deteccion sensible a un valor de potencial poco extremo y
asi minimizar el nUmero de posibles interferentes capaces de reducirse sobre el
electrodo. Ademas, tanto la corriente de fondo como el tiempo necesario para la
estabilizacion de la linea base aumentaban a medida que el potencial se hacia
mds negativo, fendmeno también observado por otros autores [Pena 2001], [Serrq,
2002], [Campuzano, 2003].
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c) Influencia del pH del medio de medida

Se estudid la influencia que ejercia el pH de la disoluciéon de medida sobre la
pendiente normalizada (Mm/mmax) obtenida para el catecol en un intervalo de
concentracidn comprendido entre 100 nM y 500 nM. Para ello se han empleado
disoluciones reguladoras de fosfato 0.1 M a distintos valores de pH, preparadas
como se indica en el apartado 4.3.2. El pH de trabajo se evalud en el intervalo de

5.0a 7.5 ylosresultados se muestran en la Figura 5.54.
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Figura 5.54. Variacion de la pendiente del calibrado para catecol normalizada con el pH del
medio de medida para el biosensor de Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE en disolucion reguladora de
fosfato 0.1 M. Eap =-0.15 V (vs. Ag/AgCl).

Como se puede observar, se obtiene una sensibilidad mayor para un valor de
pH entre 5.5y 6.0, presentando una acusada disminuciéon para valores de pH fuera
de este rango, como consecuencia de la pérdida de actividad enzimdatica que
ocurre a pH inferior a 4.5 y superior a 9.3 [Lui, 2000]. Este fendbmeno pudiera estar
condicionado por cambios en el grado de ionizacion de residuos de aminodcidos
involucrados en la catdlisis enzimdatica o en el mantenimiento de la estructura
tridimensional activa de la proteina. Los resultados obtenidos estdn de acuerdo con
el pH 6ptimo descrito en la bibliografia para la tirosinasa en disoluciéon, 6.5 [Ortega,
1994].

De acuerdo con estos resultados, se selecciond tampdn fosfato 0.1 M de pH 6.0

para estudios posteriores.
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5.2.3.1.4. Caracteristicas analiticas del biosensor

En las condiciones experimentales seleccionadas y midiendo mediante
amperometria en disoluciones agitadas, se obtuvieron las curvas de calibrado para
el catecol en el intervalo de concentracidon comprendido entre 10 nM y 72.3 uM. En
la Figura 5.55 se muestran las respuestas amperométricas para adiciones continuas
de catecol. El biosensor mostrd una rapida respuesta analitica alcanzadndose el 95%
de la corriente en estado estacionario en 5 segundos después de la adicion del

sustrato.
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Figura 5.55. Curva de intensidad-fiempo obtenida con el biosensor Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE
para diferentes concentraciones de catecol. Disolucion reguladora de fosfato 0.1 M de pH
6.0 Eap =-0.15V vs Ag/AgClL.

El intervalo lineal para catecol (Figura 5.56) se ha obfenido en el margen de
concenfraciones comprendido enfre 10 nM y 22 uM (r = 0.998), de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

i (mA) = 424 - [Catecol] (M) — 3.7 - 1075 Ecuacion 5.2
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Figura 5.56. Calibrado para la deteccidon amperométrica de catecol empleando biosensor
Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE.

Este intervalo lineal es mds amplio que los reportados para biosensores de
tirosinasa que utilizan una pelicula de polipirrol dopada con fosfato sobre un
electrodo de Pt (10 uM = 120 uM) [Apetrei, 2011], una pelicula de polipirrol dopada
con p-tolueno sulfonado sobre un electrodo de carbono vitrificado (5.6 uM — 74.3
UM) [Rajesh, 2004], nanoparticulas magnéticas recubiertas con ciclodextrina sobre
un electrodo de carbono vitrificado (100 NnM — 12 uM) [Diez, 2012], una pelicula de
polipirrol sobre un electrodo de Pt (1.0 uM — 16 uM) [Ameer, 2009] vy una red de
nanoparticulas de oro recubiertas con un dendréon de poliamidoamina sobre
electrodos de Au (50 nM - 10 uM) [Villalonga, 2012]. Ademds, el intervalo lineal del
biosensor es similar pero en un margen diferente de concentraciones del obtenido
con biosensores de tirosinasa consfruidos con nanoparticulas magnéticas y chitosan
(83 nM = 70 uyM) [Wang, 2008] y el basado en polianilina, liquido idbnico y nanofibras
de carbono (0.4 nM -2.1 uM) [Zhang, 2009].

El biosensor construido mostré una sensibilidad muy alta con un valor de la
pendiente del calibrado de 424 mA/M, el cual es similar al reportado para un
biosensor de firosinasa basado en un electrodo de carbono vitrificado modificado
con quitosano y nanoparticulas de Ni recubiertas con C (514 mA/M) [Yang, 2012],
pero significativamente mayor que los obtenidas con biosensores Tyr/nanovarillas de
InO/GCE (2.14 mA/M) [Chen, 2008], Tyr/poly(N-3-aminopropil pirrol-co-pirrol)/ITO
(3.46 mA/M) [Rajesh, 2004b], Tyr/polipirrol dopado con fosfato/Pt (47 mA/M)
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[Apetrei, 2011], Tyr/PAMAM-nanoparticulas de oro/Au (19 mA/M) [Villalonga, 2012] y
Tyr/acido 3-mercaptopropidnico/Au (34.2 mA/M) [Campuzano, 2003].

El limite de deteccidn obtenido para catecol, 6 nM, se calculd de acuerdo con
el criterio 3sp/m, siendo sp la desviacidon estdndar (n = 10) calculada a partir de las
respuestas amperométricas medidas para un concentracién de catecol 10 nM. Este
valor fue inferior a los obtenidos para biosensores construidos con Tyr/dcido 3-
mercaptopropiénico/Au (110 nM) [Campuzano, 2003], Tyr/PAMAM-nanoparticulas
de oro/Au (20 nM) [Villalonga, 2012], Tyr/ nanoparticulas de Fe3Os/quitosano/GCE
(25 nM) [Wang, 2008], Tyr/nanovarillas de ZnO/GCE (4 uM) [Chen, 2008], Tyr/polipirrol
dopado con fosfato/Pt (840 nM) [Apetrei, 2011], Tyr/polipirrol dopado con p-tolueno
sulfonato/GCE (1.5 uM) [Rajesh, 2004b] y Tyr/polipirrol/Pt (1.0 uM) [Ameer, 2009].

El biosensor desarrollado se ha empleado también para la determinacién de
otros compuestos fendlicos como 3,4-xilenol, p-cresol, m-cresol, fenol, hidroquinona
y 4-cloro-1-naftol. En la Tabla 5.5 se recogen las caracteristicas analiticas
correspondientes a las curvas de calibrados de los distintos compuestos. Se observa
que se alcanza muy buena sensibilidad para compuestos como el p-cresol como
era de esperar para compuestos fendlicos con al menos una posicién orto libre
[Campuzano, 2003], [Espin, 1998].

Tabla 5.5. Caracteristicas analiticas del biosensor Tyr/PAMAM-SiIl-rGO/GCE para distintos
compuestos fendlicos

COMPUESTO INTERVALO LINEAL, pM SENSIBILIDAD, mA/M r LD, nM
3.4-Xilenol 0.05-0.6 24.4 0.9980 50
p-Cresol 0.01-0.14 337 0.9874 10
m-Cresol 0.25-1.0 47.2 0.9880 250
Fenol 0.1-0.5 54.1 0.9940 100
Hidroquinona 2.5-58.8 1.0 0.9769 2500

4-Cloro-1-naftol — — _ _

a) Repetibilidad de las medidas

El estudio de la repetibilidad de las medidas se llevdé a cabo realizando 10
calibrados sucesivos para catecol en el intervalo de concentracion comprendido
enfre 100 nM y 3.3 yM empleando el mismo biosensor. A partir de las pendientes
resultantes se calculd la media y la desviacion estdndar a partir de los cuales se
obtuvo un valor de R.S.D. (n=10) de 6.8%.
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Este valor de la desviaciéon estdndar relativa, refleja la buena repetibilidad de las
medidas analiticas obtenidas con el biosensor sin necesidad de aplicar al electrodo

ningun pretratamiento o limpieza entre ellas.

b) Reproducibilidad en la fabricacidon del biosensor

Se evalud la reproducibilidad del proceso de fabricacion del biosensor. Para ello
se compararon los valores de las pendientes de los calibrados realizados para
catecol en el intervalo de concentraciones comprendido enfre 0.1 y 0.5 uM,
empleando 10 biosensores distintos preparados de la misma manera. El valor
obtenido de R.S.D. fue de 9.4% lo cual indicd también una buena reproducibilidad

en la fabricacion del biosensor.

c) Tiempo de vida Util del biosensor

Un aspecto importante a estudiar en la caracterizacion del biosensor es el
tiempo que puede estar almacenado. Trabajando en condiciones de atmodsfera
humeda (disolucion reguladora de fosfato 0.1 M y pH 6.0) o en condiciones de
atmosfera seca a 4°C, se observd que tras 25 dias no se producia pérdida
apreciable de actividad catalitica y que a los 30 dias se retenia un 96% de la
actividad enzimdtica inicial almacenando el biosensor en atmdsfera seca y un 78%

en atmdsfera hUmeda (Figura 5.57).

120 -+

L]
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 5.57. Respuestas amperométricas con un biosensor Tyr/PAMAM-Sil-rGO/GCE biosensor
para 2.0 yM de catecol en funcion del tiempo de almacenamiento a 4°C en atmdsfera seca
(¢) y humeda (¢) en disolucién reguladora de fosfato 0.1M (pH 6.0), Eap = -0.15 V vs. Ag/AgCI.
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Este excelente comportamiento indica que la inmovilizacién covalente de la
tirosinasa en el derivado de grafeno-PAMAM es apropiada y permite que la
proteina se retenga fuertemente sin una apreciable pérdida de la conformacion

activa bagjo las condiciones y tiempo estudiados.

5.2.3.1.5. Cinética de la reaccion enzimdtica

Para el cdlculo de los pardmetros cinéticos, se registraron los correspondientes
amperogramas en disoluciones agitadas en un rango de concentracién de catecol
comprendido entre 140 nM y 121 uM. En la Figura 5.58 se muestra la grdfica de
Lineweaver-Burk correspondiente.

La constante cinética aparente para la tfransformacion catalitica de catecol en
1,2-benzohidroquinona en la superficie electrédica nanoestructurada, se determind
tal y como se explica en el apartado 4.5.2, obteniéndose un valor pard iméx de 12.8
MA Y unha Ki,}" de 37.1 mM. El valor obtenido para la constante aparente es
aproximadamente 10 veces menor que el de la enzima libre (240 mM) [Smith, 1962]
lo que sugiere que la enzima tiene un microentorno favorable tras la inmovilizacion

en el nanomaterial hibrido PAMAM-Sil-rGO.

1/i (1/uA)

0 r T

o 1 2 3 4 5 & 7 8
1/[Catecol] (1/pM)

Figura 5.58. Representacion de la ecuaciéon de Lineweaver-Burk obtenida para catecol en
disolucion reguladora de fosfato 0.1M (pH 6.0), Eap = -0.15 V (vs. Ag/AgCl).

Los biosensores de Tyr con los que se comparan los resultados obtenidos en el

presente trabajo se recogen en la Tabla 5.1 de este capitulo de la memoria.
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5.2.3.2. BIOSENSOR GOx/PiNPs/PAMAM-SiIl-rGO/GCE PARA LA
DETECCION DE GLUCOSA

Teniendo en cuenta la capacidad de los dendrimeros de PAMAM de estabilizar
nanoparticulas metdlicas tanto en su interior como en su superficie, se ha utilizado
este mismo material para preparar un novedoso nanomaterial hibrido orgdnico-
inorgdnico decorando el derivado de PAMAM-SI-FGO con nanoparticulas de
platino. Este nanomaterial hibrido se ha empleado para la nanoestructuracion de
un electrodo de carbono vitrificado que ha servido como soporte para la
inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa, con el fin de construir un biosensor de

tercera generacién para glucosa.

5.2.3.2.1. Preparacion del electrodo enzimdtico

En la Figura 5.59 se ilustran las etapas llevadas a cabo para la fabricacion del
biosensor. En primer lugar, el nanomaterial hibrido PAMAM-Sil-rGO, se depositd sobre
la superficie de un electrodo de carbono vitrificado (GCE) vy tras llevar a cabo la
reduccion electroquimica del GO, se formaron nanoparticulas de Pt reduciendo
qguimicamente el H2PtCls con NaBH4. Para finalizar, se inmovilizd la enzima glucosa

oxidasa (GOx) mediante entrecruzamiento con glutaraldehido.

1) GCE

2) Reduccién
Electroquimica

PAMAM-Sil-rGO PAMAM-Sil-RGO/GCE

1) H,PtCl,
2) NaBH,

Glutaraldehido

&
<

czasy GOx

GOx/PtNPs/PAMAM-Sil-RGO/GCE - PtNPs/PAMAM-Sil-RGO/GCE

Figura 5.59. Representacidon esquemdtica de la preparaciéon del electrodo enzimdtico
GOx/PtNPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE.
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El funcionamiento de biosensor se basa en el esquema de reacciones que se

muestra en la Figura 5.60.

o O, + 2H*
0
d H20, éft:ggnico
GOx
O, Glucosa

Figura 5.60. Esquema de la reaccién enzimdtica de GOx frente al sustrato glucosa.

5.2.3.2.2. Caracterizacion de la superficie electrodica

El andlisis por TEM (Figura 5.61.A y B) reveld la formaciéon de pequenas
nanoparticulas de Pt no esféricas, con un tamano medio de 3.3 + 0.7 nm. Tanto en
las micrografias de TEM como de FE-SEM se observd que estas nanoparticulas se
dispusieron principalmente en forma de racimos sobre las Idminas del grafeno. La
formacion de tales disposiciones tridimensionales se puede atribuir a la inclusion de
las nanoparticulas en los espacios intersticiales del PAMAM, estabilizadas por
inferacciones de atraccién entre los coloides y los diferentes grupos amino del
dendrimero. La formacion de estructura similares de dendrimero-NPs han sido

previamente descritas en la literatura [Crooks, 2001], [Scott, 2005].

' %
SEI 5.0kV X45,000 100nm WD 15.0mm

Figura 5.61. Imagenes (A y B) TEM y (C) FE-SEM de GOx/PtNPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE.
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Se observd también que las nanoldminas PINPs/PAMAM-SI-rGO estdn menos
arrugadas que el nanomaterial hibrido inicial (Figura 5.39), lo que sugiere que la
inclusion de las nanoparticulas de Pt en el dendrimero causa una expansion del
nanomaterial. Este cambio en la morfologia del material basado en el grafeno

podria estar también asociado al proceso de reduccidon con NaBHa4.

Se estudiaron las propiedades interfaciales de la superficie electrédica después
de cada paso de la modificacion mediante EIS utilizando el par redox [Fe(CN)¢]4/3
(Figura 5.62.A). Como era de esperar, la resistencia a la fransferencia de carga del
electrodo sin modificar (84 Q) se redujo drdsticamente tras el recubrimiento con
PAMAM-SIl-rGO (Ric = 2 Q) debido al cardcter electroconductor del nanohibrido.
Ademds se observd que a bajas frecuencias predominaba una linea recta con una
pendiente proxima a la unidad. Por otro lado, fras anadir las nanoparticulas de Pt se
produjo un aumento de la Ric a un valor de 90 Q debido al efecto de la disminucion
de la permeabilidad del material hibrido al intercalarse las nanoparticulas metdlicas.
No obstante, hay que resaltar que la resistencia a la transferencia electrénica que
se observo en el PINPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE, fue similar a la obtenida con el GCE
limpio, demostrdndose asi las elevadas propiedades electroconductoras del
nanomaterial hibrido inorgdnico-orgdnico.

Tras la inmovilizaciéon de la enzima GOx se produjo un aumento significativo del
didmetro del semicirculo del diagrama de Nyquist hasta un valor de 244 Q, debido
al recubrimiento con las moléculas de proteina aislantes.

Todos los datos experimentales de la espectroscopia de impedancia
electroquimica fueron obtenidos mediante el ajuste a un circuito equivalente de

Randles convencional (Figura 5.62.B).
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Figura 5.62. (A) Diagramas de Nyquist para (a) GCE, (b) PAMAM-SiI-rGO/GCE, (c) PiNPs/
PAMAM-Sil-rGO/GCE y (d) GOx/PtNPs/ PAMAM-Sil-rGO/GCE. Impedancias realizadas en una
disolucion de KCI 0.1 M conteniendo Ks[Fe(CN)¢]/Ks[FEe(CN)¢] 5 mM (1:1). (B) Circuito
equivalente de Randles.

El proceso de la modificacion del electrodo también se estudidé por
voltamperometria ciclica, realizando las medidas en una disolucion de KCI 0.1 M
conteniendo iones [Fe(CN)g]4/* 5 mM. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 5.63, donde se puede observar que los voltamperogramas de todas las
etapas de modificaciéon del electrodo mostraron patrones quasi reversibles con
picos anddicos y catddicos bien definidos, lo que sugiere unas buenas propiedades
electroconductoras para las diferentes superficies, que permiten la difusidon rapida

de la sonda electroquimica hacia el electrodo.

168



5. RESULTADOS Y DISCUSION

2004

1004

i (MA)

-100 4

-200

0.0 0.3 0.6
E(V)

Figura 5.63. Voltamperogramas ciclicos sobre (a) GCE, (b) PAMAM-Si-rGO/GCE, (c) PtNPs/
PAMAM-Sil-rGO/GCE y (d) GOx/PtNPs/PAMAM-Si-rGO/GCE una disolucion de KCI 0.1 M
conteniendo Ks[Fe(CN)¢]/Ka[Fe(CN)¢] 5 mM (1:1) a una velocidad de barrido de 50 mV/s.

Este hecho se confimd cuantitativamente a partir de pardmetros como la
diferencia de potencial entre el pico anddico y el catédico (AE), la relacién entre
las intensidades de dichos picos (ia/ic) y el drea superficial electroquimico (A) cuyos

valores se recogen en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6. Pardmetros electroquimicos obtenidos mediante voltamperometria ciclica.

Electrodo AE, mV A, mm? ia/ic
GCE 181 7.08 1.09
PAMAM-SIl-rGO 169 8.93 1.06
PINPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE 171 7.64 0.99
GOx/PINPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE 236 4.81 1.02

El area superficial electroquimica de los electrodos resultantes tras las diversas
etapas de modificacion se evalué mediante la ecuacion de Randles-Sevcik. El
recubrimiento del electrodo de carbono vitrificado con PAMAM-Sil-rGO dio lugar a
un aumento del drea electroquimica desde 7.08 mm?2 a 8.93 mm?, debido a las
buenas propiedades electroconductoras del derivado de grafeno y a la
permeabilidad de las moléculas de PAMAM. La posterior decoracién del material
con PtNPs redujo el drea superficial electroquimica hasta un valor de 7.64 mm2. Este

hecho puede justificarse por la disminucion de la permeabilidad del nanomaterial

169



5. RESULTADOS Y DISCUSION

debido a que las nanoparticulas de Pt ocupan los espacios intersticiales de las
moléculas de dendrimero. Finalmente la inmovilizacidén de la enzima GOx reduce
todavia mds el drea electroquimica a 4.81 mm? debido a las caracteristicas no

conductoras de las moléculas de proteina.

El comportamiento voltamperométrico del biosensor GOx/PtNPs/PAMAM-SIl-
rGO/GCE en ausencia y en presencia de glucosa se muestra en la Figura 5.64.
Como puede observarse, el nanomaterial hibrido orgdnico-inorgdnico muestra una
alta actividad electrocatalitica ante la descomposicion de H202, como era de
esperar debido al elevado nUmero de nanoparticulas de Pt inmovilizadas en el

nanomaterial de grafeno y a la naturaleza catalitica de este metal.

600

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E(V)

Figura 5.64. Voltamperogramas ciclicos obtenidos con el biosensor GOx/PtNPs/PAMAM-Sil-
rGO/GCE en disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.5) empleando una velocidad de
barrido de 50 mV/s (a) antes y (b) después de adicionar glucosa.

Para confirmar la existencia de efecto electrocatlitico, se fabricaron biosensores
en los que se inmovilizé la enzima GOx en las diferentes superficies obtenidas tras las
diferentes etapas de la construccion de la plataforma electrédica y se compararon
las senales amperométricas obtenidas con las distintas configuraciones, aplicando
un potencial de 0.4 V y a un nivel de concentracién de glucosa de 1 mM.

No se obtuvieron respuestas amperométricas para los bioelectrodos preparados
en ausencia de PiNPs, lo que confirmd que estas nanoparticulas metdlicas jugaban
un papel fundamental en la descomposicion electrocatalitica del H2O2, generado

en la superficie del electrodo fras la reaccion enzimdtica de la glucosa.
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Para confirmar esto, las diferentes superficies electrédicas obtenidas tras cada
etapa de la fabricaciéon del biosensor fueron también evaluadas tras adiciones
sucesivas de una disolucion 1 mM de H2O». La Figura 5.5 muestra la variacion en los
valores de las pendientes de los correspondientes calibrados obtenidos para H2O2

en el intervalo de concentraciones enfre 1 y 4 mM.
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Figura 5.65. Influencia de la composicién del electrodo sobre el valor de la pendiente
(normalizada frente al valor mds alto) del calibrado correspondiente obtenido para H202, (1)
GCE, (2) PAMAMSSI-rGO/GCE, (3) PINPs/PAMAM-SIl-rGO/GCE, (4) GOx/PtNPs/PAMAM-SIl-
rGO/GCE, en disolucién reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.5).

Como puede observarse, la sensibiidad alcanzada con el electrodo
PtINPs/PAMAM-SiI-rGO/GCE (Figura 5.65.3) fue casi el doble de la obtenida con el
bioelectrodo  GOx/PINPs/PAMAM-SiI-FfGO/GCE (Figura 5.65.4). Ademds, la
sensibilidad de los electrodos preparados sin nanoparticulas de Pt (Figura 5.65.2) fue
menos del 1% que la alcanzada cuando se anadieron las particulas metdlicas, lo
qgue confirma que las PtNPs estan implicadas en la descomposicion electrocatalitica
de peréxido de hidrégeno sobre la superficie nanoestructurada. Asimismo, resulta
evidente que la inmovilizacion de la enzima reducia la capacidad del nanomaterial
hibrido para descomponer H202, probablemente enmascarando las nanoparticulas

de Pt situadas en la superficie de las moléculas de dendrimero PAMAM.

Estos resultados apoyan el diseno propuesto de GOx/PINPs/PAMAM/SIl-

rGO/GCE para ser empleado como biosensor enzimdtico.
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5.2.3.2.3. Optimizacion de las variables experimentales

Se optimizaron las distintas variables experimentales que afectan a la respuesta
amperométrica del biosensor nanoestructurado empleando glucosa como sustrato
enzimdtico.

Todas las optimizaciones se han realizado a partir de las senales amperométricas
(i) registradas para glucosa 1 mM, normalizando la respuesta obtenida frente al

valor mas alto (i/imax).

a) Optimizacién de la composicion del biosensor

En primer lugar se optimizé la cantfidad de PAMAM-Sil-FGO depositada en la
superficie del electrodo de carbono vitrificado, obteniéndose un aumento de la
intensidad normalizada (i/iméx) al aumentar la cantidad de nanomaterial desde 5 ug
hasta 12.5 ug (Figura 5.66.A), valor a partir del cual se observd una disminucion de la
respuesta obtenida. Un aumento de la canfidad de nanomaterial depositado
supuso una disminucion de la respuesta analitica, probablemente debido a la
formacion de multicapas sobre la superficie electrédica, lo que causa un
impedimento estérico para la inmovilizacion de la enzima y por tanto reduce la
cantidad de GOx activa en la interfase del biosensor. Por todo ello se ha elegido
como cantidad éptima de PAMAM-Sil-rGO 12.5 ug.

Por otfro lado, la respuesta electroquimica del biosensor aumenta
progresivamente con la cantidad de GOx inmovilizada en la superficie electrodica
nanoestructurada, alcanzando el valor mdximo con 150 yg de enzima (Figura
5.66.B). Este comportamiento se puede justificar por la unidn progresiva de una
capa de enzima cataliticamente activa sobre el PAMAM. Al aumentar mas la
cantidad de enzima inmovilizada disminuye la respuesta electroanalitica, debido
probablemente, a la formacién de una segunda capa de proteina sobre la
superficie electrédica que puede formar aductos enzimdticos con menor actividad

catalitica debido a efectos estéricos.

En el caso de la concentracion de glutaraldehido se observd que la mayor
respuesta amperométrica se obtenia cuando se empleaba un concentraciéon del
reactivo de 4% (v/v) (Figura 5.66.C). Podria esperarse que un aumento de la
concentraciéon de entrecruzante permitiera la inmovilizaciéon de mayor cantidad de
enzima, sin embargo, una elevada canfidad del mismo puede provocar uniones

entre moléculas de enzima dando lugar a conformaciones proteicas mds rigidas y
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con menor actividad catalitica [Migneault, 2004]. Ademds, una alta concentracion

de glutaraldehido puede inactivar la enzima debido a la modificacién de residuos
de aminodcidos del centro activo de la GOx.
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Figura 5.66. Influencia de la cantfidad de (A) PAMAM-SI-rGO, (B) enzima GOx, (C)
glutaraldehido (D) tiempo de incubacién de la enzima y (E) cantidad de H2PtCle sobre la
respuesta amperométrica normalizada del electrodo GOx/PtNPs/PAMAM-SiI-rGO/GCE

empleando una concentracién de glucosa 1 mM en disoluciéon reguladora de fosfato 0.1 M
(pH 7.5) y Eap=0.4 V vs Ag/AgCI.
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Oftra variable experimental estudiada ha sido el tiempo de inmovilizacién de la
enzima. Como se puede observar en la Figura 5.66.D, se obtuvo una respuesta
amperométrica mdxima cuando se deja que el entrecruzamiento tenga lugar
durante 90 minutos a 4 °C. A mayores tiempos de reaccidén se obtiene menor
respuesta analitica debido, probablemente, a la inactivacion parcial de la enzima

por exhaustivo fratamiento con el agente de entrecruzamiento.

Por Ultimo se evalud la influencia de la cantidad de H2PtCls, eligiendo como
6ptima la cantidad de 40 pg para asegurar la obtencidén de la mayor respuesta
analitica (Figura 5.66.E). Es esperable que las nanoparticulas de Pt se estabilicen en
el nanomaterial hibrido PAMAM-Sil-rGO mediante interacciones electrostaticas con
los distintos grupos amino del dendrimero [Crooks, 2001], [Scott, 2005]. Si se hubiera
utilizado mayor cantidad de H2PtCls, una gran cantidad de grupos amino habrian
estado involucrados en la estabilizacion de las nanoparticulas, por lo que no
estarian disponibles para la inmovilizacién de las moléculas de GOx lo que
provocaria una disminuciéon de la cantidad de enzima activa en la superficie
electrédica y por consiguiente, una disminuciéon de la respuesta amperométrica, tal

y como se puede observar en |la Figura 5.66.E.

b) Seleccidn del potencial aplicado

La eleccién del potencial éptimo para el biosensor se realizd a partir de la
representacion de la intensidad de corriente normalizada (i/imax), frente a diferentes
valores del potencial aplicado, en el intervalo comprendido entre 0.2 Vy 0.5V, para

glucosa 1 mM en una disoluciéon reguladora de fosfato 0.1 M de pH 7.5 (Figura 5.47).

Cabe resaltar que solamente se estudiaron potenciales anddicos debido a que
se obtenian senales con elevada corriente e inestables al medir la reduccion de

H2-O2 con los bioelectrodos preparados.
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Figura 5.67. Variacion de la intensidad de corriente normalizada con el potencial aplicado al
biosensor de GOx/PINPs/PAMAM-SiI-rGO/GCE empleando glucosa 1 mM como sustrato
enzimdtico en disolucion reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.5).

Como puede observarse, se produce un aumento de la intfensidad normalizada
al aumentar el potencial hacia valores positivos hasta 0.4 V, manteniéndose estable
para potenciales mds positivos. De acuerdo con estos resultados, se selecciond un
potencial de 0.4 V, con objeto de conseguir una deteccion sensible al potencial
menos extremo y asi minimizar el nimero de posibles interferentes capaces de

oxidarse sobre el electrodo.

c) Influencia del pH del medio de medida

Se estudid la influencia del pH sobre la intensidad de corriente normalizada
(i/imsx) para glucosa 1 mM. Para ello se emplearon disoluciones reguladoras de

fosfato 0.1 M en el intervalo de pH comprendido entre 5.5y 9.0.
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Figura 5.48. Variacion de la intensidad de corriente en estado estacionario normalizada con
el pH del medio de medida para el biosensor GOx/PINPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE para glucosa
1 mM en disolucion reguladora de fosfato 0.1 My Eaqp= 0.4 V vs Ag/AgCL.

Como se puede observar en la Figura 5.68, se obtuvo un valor mdximo de senal
normalizada para un pH de 7.5. Para valores mds dcidos se produjo una acusada
disminucion de la respuesta analitica como consecuencia de la pérdida de la
actividad enzimdtica. Sin embargo, para valores superiores a 7.5 la disminucién de
la respuesta no fue tan acusada. De acuerdo con estos resultados, se selecciond

tampdn fosfato 0.1 M de pH 7.5 para estudios posteriores.

5.2.3.2.4. Caracteristicas analiticas del biosensor

En las condiciones experimentales seleccionadas y frabajando con
amperometria en disoluciones agitadas, se obtuvieron los amperogramas tipicos
para adiciones sucesivas de glucosa tal y como se muestra en la Figura 5.69. El
biosensor mostré una rapida respuesta analitica alcanzéndose el 95% de la corriente

en estado estacionario en 4 segundos después de la adicion del sustrato.
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i (MA)

Tiempo (min)
Figura 5.69. Curva de intensidad-fiempo obtenida con el biosensor GOx/PINPs/PAMAM-Sil-
rGO/GCE para concentraciones crecientes de glucosa. Medidas realizadas en disolucién
reguladora de fosfato 0.1 M (pH 7.5) y Eap = 0.4 V vs Ag/AgCL.

La curva de calibrado resultante (Figura 5.70) muestra un intervalo lineal en un
intervalo muy amplio de concentraciones, 10 uM - 8.1 mM (r = 0.998), de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

i (MA) = 1.76 - [glucosa] (mM) — 0.007 Ecuacién 5.3
15 4
10
<
2
54
0
0 2 4 3 8

Glucosa (mM)

Figura 5.70. Calibrado para la deteccidn amperométrica de glucosa empleando el
biosensor GOx/PtNPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE. Eqp = 0.4 V.

El biosensor mostréd una elevada sensibilidad, 24,6 mA/M cm?, que fue calculada
utilizando el drea superficial electroactiva del GOx/PtNPs/PAMAM-SiI-rGO/GCE, vy
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que puede atribuirse a la gran superficie electroactiva del electrodo modificado, al
efecto electrocatalitico sinérgico de las PtNPs y del rGO sobre la oxidaciéon del H2O2
y a que se produce una rdpida transferencia electronica entre la enzima y la
superficie electrédica debida a las propiedades electroconductoras de la

estructura 3D del nanomaterial hibrido.

El limite de deteccidén alcanzado con el biosensor para glucosa fue de 0.8 uM,
valor calculado como se explica en el apartado 4.5, siendo la desviacion estdndar
(Sp) la correspondiente a 10 senales amperométricas para una concentracion 10 uM

de glucosa.

Cuando se comparan estas caracteristicas analiticas con las reportadas para
otros sensores de glucosa basados en electrodos modificados con grafeno (Tabla
3.3), puede decirse que, en general, el biosensor desarrollado en este trabagjo
presenta un comportamiento analitico similar e incluso mejor que otros biosensores
reportados previomente [Baby, 2010], [Bai, 2013], [Jang, 2012], [Liv, 2010], [Liu, 2011],
[Qiv, 2011], [Razmi, 2013], [Shan, 2010]. Aungue los biosensores consfruidos por
inmovilizaciéon de la GOx en una pelicula de grafeno-polidopamina [Ruan, 2013] y
en grafeno con quitosano y nanoparticulas de paladio [Zeng, 2012], presentan una
sensibilidad ligeramente mejor, cabe resaltar que el potencial de trabajo con estos
biosensores fue mucho mdas alto, 0.7 V, lo cual tiene un efecto negativo en la
selectividad del biosensor. Por otro lado, cuando se prepard el biosensor
inmovilizando la enzima sobre nanopeliculas de PdNPs/Grafeno/quitosano [Wu,
2009b], se obtuvo un intervalo lineal ligeramente mejor, pero el limite de detecciéon
alcanzado era mayor que el del biosensor de GOx/PtNPs/PAMAM-SI-TGO/GCE

frabajando en condiciones operacionales similares.

a) Repetibilidad de las medidas

El estudio de la repetibilidad de las medidas efectuadas con un mismo biosensor
se llevé a cabo realizando 10 adiciones independientes y sucesivas de glucosa 1
mM. El valor de RS.D. fue 5.8%, lo que refleja una buena repetibilidad de las
medidas analiticas obtenidas con el biosensor sin necesidad de aplicar al electrodo

ningun pretratamiento o limpieza entre ellas.
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b) Reproducibilidad en la fabricacion del biosensor

También se evalud la reproducibilidad del proceso de fabricacion del biosensor.
Para ello se llevaron a cabo medidas para la misma concentracion de glucosa
mencionada antferiormente con 10 electrodos distintos preparados de la misma
manera. El valor obtenido de R.S.D. 10.3 %, indica una aceptable reproducibilidad

en la fabricacion del biosensor.

d) Tiempo de vida Util del biosensor

Un aspecto importante a estudiar en la caracterizacion del biosensor es el
tiempo que puede estar almacenado en atmdsfera seca a 4°C. Los electrodos
almacenados se utilizaron periddicamente para construir calibrados con 4 adiciones
consecutivas de glucosa 20 mM. Se observd que el biosensor retenia mas de un 95%
de la actividad enzimdatica inicial después de una semana de almacenamiento,
pero tras tiempos mds largos se producia una pérdida progresiva alcanzando un

52% de actividad inicial fras dos semanas de almacenamiento (Figura 5.71).

100 -

80 -

m/mpéx (%)

0 L] L] L]
0 5 10 15
Tiempo (dias)
Figura 5.71. Pendiente normalizada de los calibrados construidos para glucosa con el
biosensor GOx/PtNPs/PAMAM-Sil-rGO/GCE en funcidn del tiempo de almacenamiento a 4°C
en atmdsfera seca en disolucién reguladora de fosfato 0.1M (pH 7.5). Eap = 0.4 V vs.
Ag/AgCl.

5.2.3.2.5. Cinética de la reaccion enzimdtica

El cdlculo de los pardmetros cinéticos se realizé registrando los correspondientes

amperogramas en disoluciones agitadas en un rango de concentraciéon de glucosa
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comprendido entre 10 uM y 12 mM. En la Figura 5.72 se muestra la grdfica de

Lineweaver-Burk obtenida.

1/i (1/uA)

o T T T T T

~ -
[ 2]

0 1 2 3 4 5 6

1/[Glucosa] (1/mM)

Figura 5.72. Representacion de la ecuacién de Lineweaver-Burk obtenida para glucosa en
disolucion reguladora de fosfato 0.1M (pH 7.5) Eap = 0.4 V vs Ag/AgCl.

Las constantes cinéticas para la oxidacion catalizada del H2O2 en la superficie
electrédica nanoestructurada, se determind como se explica en el apartado 4.5.2.
Se obtuvo un valor de imax de 16 YA y una constante aparente de Michaelis-Menten,
Ky de 6.9 mM. Este valor de Kyf es inferior al reportado para la enzima en disolucion
(21 - 33 mM) [Mousty, 2001], lo que demuestra una muy buena afinidad de la
enzima entrecruzada con glutaraldehido por la glucosa. Ademds, el valor obtenido
para la constante aparente es similar al reportado para la enzima inmovilizada en el
electrodo modificado con peliculas de grafeno y polidopamina (6.77 mM) [Ruan,
2013], pero superior que el obtenido al recubrir el electrodo de carbono cerdmico
con la enzima inmovilizada en puntos cudnticos (0.76 mM) [Razmi, 2013], y con GCE
recubiertos con la enzima inmovilizada en nanopeliculas de

PANPs/Grafeno/quitosano (1.2 mM) [Wu, 2009b].

Los biosensores de GOx con los que se comparan los resultados obtenidos en el
presente trabajo se recogen en la Tabla 3.3 del capitulo de Antecedentes de esta

memoriq.
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5.2.3.2.6. Selectividad del biosensor

Para verificar la selectividad del biosensor desarrollado se estudié el efecto que
ejercia la presencia de una serie de compuestos potencialmente interferentes que
estdn presentes normalmente en las muestras analizadas, como son fructosa,

sacarosa, cafeina, dcido citrico, dcido Urico y acido ascorbico.

En presencia de una concentraciéon de glucosa 0.5 M, se observd que la
fructosa, la sacarosa, la cafeina y el acido citrico no interferian en la respuesta
amperométrica cuando se enconfraban en una concentracion de 500 uM. Sin
embargo, el dcido ascdérbico y el Urico se oxidan facilmente en la superficie del
electrodo, dando lugar a un aumento en la corriente medida del 6.4% y 17%

respectivamente, para una concentracion de 1.0 uM.

5.2.3.2.7. Determinacion de glucosa en muestras reales

Segun la metodologia descrita en el apartado 4.4.8.2, el biosensor enzimdtico se
aplicé a la determinaciéon de glucosa en una muestra de bebida carbonatada
azucarada. En primer lugar se evalud la posible existencia de efecto matriz
comparando los valores de las pendientes del calibrado con patrones y del

calibrado construido mediante adiciones estdndar en la muestra.

A partir de las pendientes de estos calibrados y de sus desviaciones estandar, se

calculd la texp aplicando la Ecuacién 4.7 (Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Valor de t de Student obtenido para la comparacidén de las pendientes del
calibrado externo y de adiciones estandar.

Calibrado m, MJA/M s, JA/M fexp tab (95%)
Externo 1760 6.5
Adiciones estdndar 128.1 7.1 68.112 2306

Como puede observarse, el valor calculado para texo €5 mayor que el valor de
la t de Student tabulada, confirmdndose asi la existencia de efecto matriz y por
tanto la determinacion de glucosa en la muestra se realizd utilizando la metodologia

de adiciones estdndar.

Se obtuvo una concentracién de glucosa de (34 £ 2) g/L (n=3), valor que es

inferior al proporcionado por el fabricante (106 g/L) puesto que éste Ultimo es de
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cantidad total de azUcares presentes en la muestra (fructosa, sacarosa, etc.)
mientras que con el biosensor, al ser mas selectivo, sélo se obtiene la cantidad de

glucosa.

Para validar la metodologia desarrollada, se determiné glucosa en la muestra
empleando un kit enzimdtico comercial, con el que se obtuvo una concentracién
de glucosa de (32.4 £ 0.5) g/L (n=3). Estos resultados no muestran una diferencia
estadistica para un nivel de significacion del 95%, lo que demuestra la fiabilidad
analitica del dispositivo electroquimico propuesto, para cuantificar glucosa en

muestras reales.
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Uno de los métodos mds empleados para la preparaciéon de derivados de
grafeno se basa en su reaccién con sales de diazonio generadas “in situ” y la
consiguiente formacién de enlaces tipo C-C entre los anillos aromdticos y el
nanomaterial mediante un proceso de anclaje (grafting) en una sola etapa. A partir
de estos procesos se obfienen nanoderivados altfamente funcionalizados, a

diferencia de los métodos de silanizacion reportados en esta tesis (Figura 5.73).

Diazotacién Grafting
SH SH
NaNO, + HCI .
> .
0 °C
NH; +N=N CI°

Figura 5.73. Esquema de la reaccién de diazotacion y el posterior anclaje al grafeno.

La modificacion de grafeno con sales de diazonio puede realizarse por via
quimica [Kumar, 2013], [Peng, 2013] o electroquimica [Eissa, 2012], [Ma, 2013],
[Wang, 2013c]. Ambos procedimientos han sido ampliomente utilizados en la
preparacion de nanohibridos para su uso en el diseno de sistemas sensores vy
biosensores con deteccidn electroquimica. Sin embargo, hasta el momento no se
ha descrito un estudio comparativo que demuestre cudl de las dos estrategias de
derivatizacién de grafeno es mds efectiva para estos fines electroanaliticos.

Con este objetivo, en este trabajo se ha planteado la preparacion de un
nanomaterial hibrido de 6xido de grafeno con AuNPs y dendrones de PAMAM,
empleando como intermediarios derivados obtenidos mediante grafting quimico (9)
o electroquimico (¢) del nanomaterial de carbono, tal y como se describe en el
apartado 4.4.1.3. Estos materiales se caracterizaron mediante diversas técnicas
microscopicas, espectroscodpicas y electroquimicas, y finalmente se emplearon
como andamiagje para la construccion de biosensores electroquimicos enzimdaticos.

Como enzima modelo para este estudio se empled la HRP, y los electrodos

enzimdticos nanoestructurados se evaluaron para la determinaciéon de catecol.
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5.3.1.PREPARACION DEL NANOMATERIAL HiBRIDO PAMAM
—AUNPs-rGO

En la Figura 5.74, se representan los pasos seguidos para la preparacion del
material hibrido mediante diazotacion quimica (Figura 5.74.A) y electroquimica
(Figura 5.74.B) con cloruro de p-mercaptofenil diazonio. En el primer caso se
procedié a la diazotaciéon del GO, en medio acuoso, con la sal de diazonio
formada a partir de 4- aminotiofenol (4-ATF) en medio reductor y presencia de
dodecilsulfato sédico (SDS). Este surfactante fue empleado como dispersante para
asegurar la estabilidad coloidal del éxido de grafeno y su derivado diazotado en
medio acuoso. En este paso se consigue la funcionalizacion del GO con grupos tiol,
a los que se unirdn las AuNPs medianfe enlaces de quimisorcion tipo Au-S (AuNPs—
rGO).

Posteriormente, y mediante el mismo tipo de enlace, se une el dendrén de
PAMAM G-4 con nuUcleo de cisteamina para dar el derivado PAMAM-AUNPs—rGO9,
dotando asi al material de un elevado niumero de grupos funcionales amino sobre
los que poder inmovilizar proteinas.

Por ofra parte, todos los pasos involucrados en la estrategia de preparacion
electroquimica (Figura 5.74.B), se realizaron sobre la superficie de un electrodo de
carbono vitrificado (GCE). Inicialmente se procedié a la adsorcion del GO sobre la
superficie del electrodo de carbono y la posterior reduccion electroquimica, en la
que se restauran las propiedades electroconductoras del grafeno. El siguiente paso
fue la reaccidon de diazotacién, que a diferencia de la metodologia anterior, se
realiza mediante voltamperometria ciclica sumergiendo el electrodo en la
disolucién de la sal de diazonio. La inmovilizacidon de las nanoparticulas y del
dendréon de PAMAM se produce también mediante enlace tipo Au-S, dando lugar,
finalmente al material PAMAM-AUNPs-rGQOe.
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Figura 5.74. Representacion esquemdtica de la preparaciéon del material hibrido PAMAM-
AUNPs-rGO por (A) via quimica, (B) electroquimica.
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5.3.2. CARACTERIZACION DEL NANOMATERIAL HIBRIDO
PAMAM-AuUNPs-rGO

5.3.2.1. CARACTERIZACION  MEDIANTE  ESPECTROSCOPIA  DE
INFRARROJO

1.5 4

1.0 -

Transmitancia

0.5 -

0'0 L] L] L] L]
4000 3000 2000 1000
-1
V(ecm ')
Figura 5.75. Espectro FTIR de (a) PAMAM-AUNPs-rGOay (b) PAMAM-AUNPs-rGQOe.

En la Figura 5.75, se muestran los espectros infrarrojos con transformada de
Fourier de los nanomateriales hibridos obtenidos por ambas vias sintéticas. En ambos
materiales se comprueba la presencia de las moléculas de dendrones de PAMAM a
partir de las bandas amida a 1630-1588 cm!, asi como la presencia de las bandas
de vibracion de los grupos C-N alifdticos a 1120-1046 cm-'. Por otfra parte, las bandas
anchas centradas a 3410 y 3367 cm! pueden asignarse a la superposiciéon de las
vibraciones de los grupos N-H del dendrén, asi como a la de los grupos O-H
correspondientes a los grupos carboxilo en los bordes del grafeno y de las moléculas

de agua adsorbidas sobre el nanomaterial.

La efectividad de los procesos de diazotaciéon quimica y electroquimica fue
asimismo confirmada por la presencia de las bandas a 1380-1348 cm’,

correspondientes a las vibraciones de los grupos C-N aromdaticos.

Sin embargo, y de manera general, la intensidad de las senales de IR en el
espectro del derivado obtenido por via quimica fueron menores que las

correspondientes al derivado preparado mediante el método electroquimico, lo
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que parece sugerir un menor grado de modificacién en el derivado preparado a

partir de la diazotaciéon quimica del GO.

5.3.2.2. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

E .
) ¥

...

i o

Figura 5.76. Imdagenes TEM de (A) PAMAM-AUNPs-rGOay (B) PAMAM-AUNPs—GOe.

El andlisis mediante microscopia de transmision electronica confimdé la
presencia de ldminas de grafeno en estos nanomateriales, como se observa en la
Figura 5.76. Asimismo, se aprecidé un mayor grado de apilamiento de estas Idminas

carbondceas fue apreciado en el nanohibrido obtenido por via electroquimica.

En ambos nanomateriales se observa la presencia de las AuNPs, localizadas
sobre las [dminas de grafeno. Este patron permite sugerir que dichas particulas se
encuentran fuertemente unidas al nanomaterial de carbono, probablemente a
través de enlaces tipo Au-S con los residuos de p-tiofenol injertados sobre las
estructuras bidimensionales de rGO. Sin embargo, la densidad de AuNPs sobre el
derivado obtenido por via electroquimica fue mucho mayor que la observada en el
derivado obtenido mediante diazotacidn quimica. Este hecho puede estar
condicionado por un mayor grado de diazotacion electroquimica, lo cual aumenta
la densidad de grupos tioles sobre la superficie del grafeno, permitiendo asi un

mayor grado de decoracién posterior con las nanoparticulas metdlicas.
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5.3.2.3. CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO

—

10.0kV X40,000 100nm WD 15.0mm

Figura 5.77. Im&genes FE-SEM de PAMAM-AUNPs—rGQOa (A) y PAMAM-AUNPs-rGOe (B).

El estudio morfologico de ambos derivados mediante FE-SEM permitié llegar a
conclusiones similares. Como se aprecia en la Figura 5.77, ambos nanomateriales
mostraron una morfologia caracterizada por la presencia de estructuras laminares
de grafeno apiladas en agregados tridimensionales de tamano micrométrico.

Estas microestructuras estdn decoradas con particulas nanométricas distribuidas
sobre toda su superficie. Sin embargo, y tal como se aprecid en los estudios por TEM,
la densidad de estas nanoparticulas fue significativamente mayor en el derivado

obtenido mediante diazotacidon electroquimica que en el obtenido por via quimica.

5.3.3.APLICACION AL DESARROLLO DE BIOSENSORES
ELECTROQUIMICOS

5.3.3.1. BIOSENSOR HRP/PAMAM-AUNPs-rGO/GCE

5.3.3.1.1 Preparacion de los elecfrodos enzimaticos

Con el objetivo de evaluar la influencia del método de grafting sobre la
efectividad de estos materiales como elementos de transduccién electroquimica,
los nanohibridos se emplearon como material modificador de electrodos de
carbono vitrificado (GCE) y posteriormente como base para la inmovilizacion de la
enzima modelo peroxidasa de radbano (HRP). Los electrodos enzimdaticos obtenidos

se emplearon para construir biosensores para la determinacidon de catecol,

190



5. RESULTADOS Y DISCUSION

empleando H202 como segundo sustrato de la reaccion catalizada por la enzima,

segun el esquema de reaccion representado en la Figura 5.78.

Catecol H,0,

2e’, HRP

ELECTRODO

BQ H,O

Figura 5.78. Esquema de la reaccién enzimdatica de HRP frente al sustrato catecol. (BQ: 1,2-
Benzoquinona).

En la Figura 5.79 se muestran las curvas de calibrado en las que se representan
la corriente de reduccién de la 1,2-benzoquinona frente a la concentracién de
catecol, obtenidas a partir de medidas amperométricas en disolucion reguladora
de fosfato de sodio 0.1 M (pH 6.5), empleando -0.1 V como potencial de frabajo.
Los electrodos empleados en este estudio comparativo fueron preparados
mediante la inmovilizacidén de la misma cantidad de HRP (6 ug) sobre la superficie

nanoestructurada de los electrodos.
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Figura 5.79. Comparacién de las respuestas amperométricas de las plataformas biosensoras
(a) HRP/PAMAM-AUNPs—rGOe/GCE y (b) HRP/PAMAM-AUNPs—GQOa/GCE para catecol
utilizando H202 (100 pyM) como segundo sustrato y medidas en disolucién reguladora de
fosfato sédico 0.1 M (pH 6.5), Eap =-0.1 V vs. Ag/AgCI.

Como puede apreciarse, ambos biosensores mostraron valores similares de

intervalo de respuesta lineal. Sin embargo, el electrodo preparado con el
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nanohibrido sintetizado mediante grafting electroquimico mostré una sensibilidad,
aproximadamente 3.5 veces superior a la del ofro bioelectrodo.

Esta diferencia puede estar provocada por un menor grado de inmovilizaciéon
enzimdtica sobre la interfase electroquimica en el biosensor preparado con el
nanohibrido obtenido por grafting quimico. Tal fendmeno pudiera estar relacionado
con una menor disponibilidad de grupos amino primarios sobre la superficie
electrédica, causada por un menor grado de diazotacién lo cual limita la cantidad
de AuUNPs en el nanomaterial hibrido, y por consiguiente, una menor densidad de
dendrones ensamblados sobre estas nanoestructuras metdlicas.

Estos resultados concuerdan con los andlisis realizados mediante microscopias
TEM y FE-SEM. Una posible explicacién a este menor grado de modificacion pudiera
estar relacionado con el uso de SDS como agente dispersante del GO, el cual se
adsorbe sobre las [dminas de grafeno, reduciendo asi la difusion y posterior reaccion
de las sales de diazonio con este nanomaterial debido a efectos estéricos.
Asimismo, estas sales de diazonio pudieran sufrir interacciones electrostdaticas con los
grupos sulfénicos del surfactante, limitando asi su difusion hacia los dtomos de
carbono en el nanomaterial.

Tomando en consideraciéon estos hechos experimentales, podemos concluir que
el método de diazotacién electroquimica empleado permite obtener nanohibridos
de PAMAM-AUNPs-rGO mds funcionalizados, los cuales mostraron ser mds
adecuados para su uso como elementos de fransducciéon electroquimica para la

construccion de biosensores enzimdticos.

5.3.3.1.2 Caracterizacion de Ila superficie electrodica
HRP/PAMAM-AUNPs+GOe/GCE

Tomando en consideracion los resultados descritos anteriormente, se desarrollo
una plataforma electroanalitica para la determinacion de catecol basada en el
nanomaterial hibrido PAMAM-AUNPs-rGQOe. Las distintas etapas de ensamblaje de la
superficie electrédica enzimdtica se siguieron mediante espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) utilizando [Fe(CN)g]4/3 como par redox. En la
Figura 5.80.A se muestran los diagramas de Nyquist correspondientes a este estudio.

El recubrimiento del electrodo con el GO vy la posterior reduccion
electroquimica del nanomaterial disminuye significativamente la resistencia a la

transferencia de carga de esta interfase, lo cual se evidencia por la disminucion del
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radio de las semicircunferencias obtenidas a altos valores de frecuencia. Este
cambio fue cuantificado mediante el ajuste de los datos experimentales al circuito
equivalente de Randles mostrado en la Figura 5.80.B, obteniéndose una disminucion
de Ric de 273 a 22 Q.
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Figura 5.80. (A) Diagrama de Nyquist para (a) GCE, (b) rGO/GCE, (¢) diazo-rGO/GCE, (d)
AUNPs-rGO/GCE, (e) PAMAM/AUNPs—rGO/GCE vy (f)j HRP/PAMAM/AUNPs-rGO/GCE.
Impedancias realizadas en una disolucién de KCI 0.1 M conteniendo Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s]
5 mM (1:1), (B) circuito equivalente de Randles y (C) circuito equivalente modificado para
electrodos recubiertos con proteinas.

Como era de esperar, se observd un notable aumento en la resistencia a la
transferencia de carga (Rrc = 52089 Q) tras la diazotacién electroquimica del
nanomaterial, lo cual sugiere que esta modificacidon origina una monocapa Menos
conductora sobre la interfase electrédica. La posterior decoracion de esta
superficie con las AuNPs provocd una disminuciéon en el valor de Ric hasta 17615 Q,
lo cual se debe a las conocidas propiedades electroconductoras de estas
nanoparticulas metdlicas. Todavia se observd una mayor disminucidn en la
resistencia a la transferencia de carga (Ric =7906 Q) tras la modificacidén con los
dendrones de PAMAM, lo que se afribuye tanto a la carga positiva de estas

macromoléculas como a su estructura tridimensional, lo cual favorece la atraccion
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electrostatica de los iones [Fe(CN)g]4/3 hacia la interfase y su difusidon a la superficie
electrédica a través de las moléculas del dendrén.

Sin embargo, la resistencia a la tfransferencia de carga aumentd notablemente
tras la inmovilizacidén covalente de la HRP (Rrc = 26783 Q), confirmando que se ha
producido un elevado recubrimiento de la superficie electrédica con las moléculas
no conductoras de la enzima.

En general, los valores de resistencia obtenidos son mds elevados de lo
esperado. Esto es debido a que la modificacidn del grafeno mediante esta
estrategia de grafting afecta a la estructura del mismo pudiendo disminuir sus

propiedades electroconductoras.

5.3.3.1.3. Optimizacion de las variables experimentales
Las variables experimentales involucradas en la preparacion del bioelectrodo se
optimizaron teniendo en cuenta la pendiente de los calibrados (m) en un rango de

concentracién de catecol entre 49 uM y 0.19 mM

a) Optimizacién de la composicion del biosensor

En primer lugar se optimizd la cantidad de GO depositado en la superficie del
electrodo (Figura 5.81.A), observandose un aumento de la pendiente normalizada
(m/mmax), midiendo a un potencial de -0.1 V, al aumentar la cantidad de
nanomaterial desde 2.5 ug a 12.5 ug. Por el confrario, la sensibilidad del biosensor
fue menor para cantidades superiores a 12.5 pg, observdndose ademds, un
desprendimiento del nanomaterial durante las medidas.

En segundo lugar se optimizé la concentracidon de 4-ATF de partida para la
formacion de la sal de diazonio correspondiente con la que se readlizard la
diazotacién por via electroquimica. Como se observa en la Figura 5.81.B, la mayor
pendiente normalizada se obtiene para un valor de 0.8 mg/mL de 4-ATF. Para
valores inferiores no se consigue suficiente modificacién del rGO y por tanto no se
dispone de muchos grupos funcionales, lo que conlleva una baja inmovilizacion de
enzima. El aumento de la concentracién de 4-ATF produce un recubrimiento tan
elevado de la superficie electrédica que impide una transferencia electronica

eficiente.
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Figura 5.81. Influencia de (A) la cantidad de GO, (B) la concentracion de 4-ATF, (C) la
canfidad de AuNPs depositadas, (D) cantidad de dendrimero PAMAM, (E) cantidad de
enzima inmovilizada vy (F) concentfracion de glutaraldehido empleada para el
enfrecruzamiento, sobre la pendiente normalizada de los calibrados de catecol (49 uM y
0.19 mM) en disoluciéon reguladora de fosfato 0.1 M (pH 6.5) con 100 uM de H202, Eqp = -0.1 V
vs. Ag/AgCI.

La cantidad de AuNPs también se optimizd, obteniendo la mayor pendiente
normalizada con 7.2-107 particulas/mL por lo que se utilizd este valor para el resto de
estudios realizados (Figura 5.81.C).
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En la optimizacién tanto de la cantidad de dendrimero PAMAM como la de
enzima inmovilizada se observa la misma tendencia. Se produce un aumento de la
pendiente normalizada del calibrado al aumentar la cantidad tanto de PAMAM
como de HRP hasta llegar a un maximo (0.5 ug de dendrimero y 6 ug de enzima) a
partir del cual disminuye dicha pendiente puesto que en la superficie electrédica se
encuentra una gran cantidad de material no conductor y por tanto la transferencia
electréonica se encuentra impedida (Figura 5.81.D y E).

Por Ultimo, se estudid la concentracion de glutaraldehido, eligiendo como valor
6ptimo 5% ya que es al que se ha obtenido mayor pendiente normalizada (Figura
5.81.F). Como ya se ha visto en ofros tfrabajos incluidos en esta memoria, al
aumentar la cantidad de entrecruzante, podria esperarse la inmovilizaciéon de
mayor canfidad de enzima, sin embargo, una elevada cantfidad del mismo puede
provocar uniones enfre moléculas de enzima dando lugar a conformaciones

proteicas mds rigidas y con menor actividad catalitica.

b) Seleccion del potencial aplicado

La eleccién del potencial aplicado al biosensor se efectud a partir de la
representacion de la pendiente normalizada del caliborado (m/mméx) frente a
diferentes valores del potencial en el intervalo comprendido entre —-0.5V y 0.0 V, en
una disolucion reguladora de fosfato 0.1 M de pH 6.5 (Figura 5.82).

Como puede observarse, se produce un aumento de la pendiente normalizada
del calibrado al variar el potencial hacia valores negativos, hasta -0.4 V, valor a
partir del cual la pendiente normalizada disminuye. A pesar de obtener mayor
pendiente normalizada a -0.4V se escogié —0.1V para el resto de estudios ya que,
de este modo es posible evitar interferencias de especies susceptibles de reducirse
a potenciales menores. Ademds, a ese valor de potencial de trabajo se obtuvo una

mejor relacién senal/ruido.
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Figura 5.82. Variacién de la pendiente normalizada con el potencial aplicado al biosensor
de HRP/PAMAM-AUNPs-rGO/GCE para catecol en disolucién reguladora de fosfato 0.1 M
(pH 6.5) con 100 uM de H202, Eqp = -0.1 V vs. Ag/AgCL.).

c) Influencia del pH del medio de medida

Con el fin de obtener la mejor senal amperométrica, se estudid la influencia del
pH sobre la pendiente normalizada de los calibrados (m/mmax) para el catecol en el
intervalo de concentracion mencionado anteriormente. Para ello se han empleado
disoluciones reguladoras de fosfato 0.1 M a distintos valores de pH, preparadas
como que se indica en el apartado 4.3.2. El pH de trabajo se evalud en el intervalo

de 5.0 a 9.0, y los resultados se muestran en la Figura 5.83.

100 -

pH
Figura 5.83. Variacion de la pendiente normalizada de los calibrados con el pH del medio de
medida para el biosensor de HRP/PAMAM-AUNPs-rGO/GCE frente a catecol en disolucién
reguladora de fosfato 0.1 M con 100 uM de H202, Eap =-0.1 V vs. Ag/AgCI.
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Como se puede observar, se obtiene un valor méximo de pendiente
normalizada para un valor de pH de 6.5. Para valores de pH inferiores y superiores a
éste, se produce una acusada disminucidon de la respuesta amperométrica como

consecuencia de la pérdida de la actividad enzimdtica.

De acuerdo con estos resultados, se selecciond tampodn fosfato 0.1 M de pH 6.5

para estudios posteriores.

5.3.3.1.4. Caracteristicas analiticas del biosensor

En las condiciones experimentales seleccionadas y frabagjando mediante
amperometria en disoluciones agitadas, se obtuvieron los amperogramas para

adiciones sucesivas de catecol que se muestran en la Figura 5.84.

1M
6.5 UM
l | 18.6 uM

42.5 uM
95.1 yM

-50 -

-100 -

-1501 443 uM

-200 4

10 20 30 40
Tiempo (min)
Figura 5.84. Curva de intensidad-tiempo obfenida con el biosensor HRP/PAMAM-AUNPs-
rGOe/GCE para diferentes adiciones de catecol en disolucién reguladora de fosfato 0.1M
(pH 6.0): 100 uM de H202, Eap =-0.1 V vs. Ag/AgCI.

El intervalo lineal se estimdé mediante regresion por minimos cuadrados,
considerando que no hay desviacion de la linealidad cuando el coeficiente de
correlacion era mayor o igual de 0.99. Asi resulté un calibrado lineal para catecol
(Figura 5.85) en el intervalo de concentracién comprendido entre 1.0y 722 uM (r =

0.997), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

i (uA) = 815 - [Catecol] (M) + 6.37 Ecuacién 5.4
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Figura 5.85. Calibrado para catecol obtenido por amperometria a Eqp = -0.1 V vs. Ag/AgCl
con el biosensor HRP/PAMAM-AUNPs—rGOe/GCE.

La sensibilidad mostrada por el biosensor enzimdatico fue de 815 yA/M y el limite
de deteccién alcanzado fue de 0.7 uM, valor calculado tal y como se explica en el
apartado 4.5, siendo la desviacion estdndar (So) la correspondiente a 10 senales
amperométricas para 1 yM de catecol.

El biosensor desarrollado se ha empleado también para la determinacién de
otros compuestos fendlicos como 3,4-xilenol, p-cresol, fenol, hidroquinona y 4-cloro-
1-naftol. En la Tabla 5.8 se recogen las caracteristicas analiticas correspondientes a
las curvas de calibrados de los distintos compuestos, observdndose una mayor

sensibilidad en el caso de la hidroquinona.

Tabla 5.8. Caracteristicas analiticas del biosensor HRP/PAMAM-AUNPs-rGOe/GCE para
distintos compuestos fendlicos.

COMPUESTO INTERVALO LINEAL, pM SENSIBILIDAD, pA/M r LD, uM
3.,4-Xilenol 3.9-316.5 304 0.991 3.2
p-Cresol 6.64-429.3 214 0.992 2.7
Fenol 3.9-470.1 173 0.995 3.2
Hidroquinona 0.59-76.7 2806 0.990 0.6
4-Cloro-1-naftol 5.31-169.3 223 0.990 9.1

a) Repetibilidad de las medidas

El estudio de la repetibilidad de las medidas se llevdé a cabo realizando 10
medidas sucesivos para catecol 40 uM empleando el mismo biosensor. Se obtuvo un

valor de R.S.D. (n=10) de 8.4%, lo que refleja la buena repetibilidad de las medidas
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amperométricas llevadas a cabo con el biosensor sin necesidad de aplicar al

electrodo ningun pretratamiento o limpieza entre ellas.

b) Reproducibilidad en la fabricacidon del biosensor

También se evalud la reproducibiidad del proceso de fabricacidn de los
bioelectrodos. Para ello se compararon los valores de medidas independientes de
catecol 10 uM con 10 biosensores distintos preparados de la misma manera. El valor
de R.S.D. 9.8% indico también, una aceptable reproducibilidad en la fabricacion del

biosensor.

c) Tiempo de vida Util del biosensor

Un aspecto importante a estudiar en la caracterizacion del biosensor es el
tiempo que puede estar almacenado. Dicho almacenamiento se realizd en
condiciones de atmdsfera hUmeda (disolucion reguladora de fosfato 0.1 My pH 6.5)
y a 4 °C. Como se muestra en la Figura 5.86, se observd que durante los 3 primeros
dias solo se producia una disminucion del 11% de la actividad catalitica y tras 7

todavia se mantenia mds de 75% de la misma.

100 4

o

0 2 4 6 8 10

Tiempo (dias)
Figura 5.86. Respuesta amperométrica con el biosensor HRP/PAMAM-AUNPs—rGOe/GCE
biosensor para 2.0 uM de catecol en funcidén del tiempo de almacenamiento a 4°C en
atmdsfera humeda en disolucion reguladora de fosfato 0.1M (pH 6.5), Eap = 0.1 V vs.
Ag/AgCl.

5.3.3.1.5. Cinética de la reaccion enzimdtica

Para el cdlculo de los pardmetros cinéticos, se registraron los correspondientes

amperogramas en disoluciones agitadas en un rango de concentracién de catecol
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comprendido entre 95 UM y 1.6 mM. En la Figura 5.87 se muestra la correspondiente

representacion de Lineweaver-Burk.
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Figura 5.87. Representacion de la ecuacidon de Lineweaver-Burk obtenida para catecol en
disolucion reguladora de fosfato 0.1M (pH 6.5), con 100 yM de H202, Eqp = -0.1 V (vs.
Ag/AgCl).

La constante cinética aparente para la transformacién catalitica de catecol en
1,2-benzohidroquinona en la superficie electrédica nanoestructurada, se determind
a partir de dicha representaciobn como se explica en el apartado 4.5.2,
obteniéndose un valor de imax de 1.1 pA y una Ky de 1.09 mM. El valor obtenido
para la constante aparente es aproximadamente 10 veces menor que el valor
descrito en bibliografia para la HRP en disolucién (Kyf = 11 mM [Xiao, 1999b], [Liu,
2002]), lo que indica que las moléculas de enzima, inmovilizadas en el hibrido
PAMAM-AUNPs-rGOs, tienen una gran afinidad por el catecol, lo que sugiere que la
enzima fiene un microentorno favorable tfras la inmovilizaciéon en el nanomaterial
hibrido PAMAM-AUNPs—GO.

5.3.3.1.6. Determinacidn de la cantidad de fenoles totales en
muestras reales

Segun la metodologia descrita en el apartado 4.4.9, se realizd la determinacion
de la cantidad de fenoles totales en tres muestras distintas de infusion. En primer
lugar se estudid la existencia de efecto matriz comparando las pendientes de los
calibrados externos para catecol y de los construidos utilizando adiciones estdndar
para cada muestra. A partir de los cuales se calculd la tex aplicando la Ecuacién
4.7.
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Tabla 5.9. Valor de t de Student obtenido para la comparacidén de las pendientes del
calibrado externo y de adiciones estandar.

Calibrado Muestra m, nA/mM s, nA/mM texp tab (95%)
Externo - 815 10,1 -

o Menta 1529 43,2 8.3366 51788
Adiciones " Je con limdn 1142 4,0 15.9248 '
estandar

Frutos rojos 733 30,4 2.2427

Como puede observarse en la Tabla 5.9, el valor calculado para texo €5 mayor
que el valor de la t de Student tabulada en los tres casos, confimdndose asi la
existencia de efecto matriz y por tanto, la determinacién de la canfidad de fenoles

en las muestras se realizé utilizando la metodologia de adiciones estdndar.

El contenido de fenoles de estas muestras, expresado en mg/g de catecol, se
compard con los resultados obtenidos por el método de Folin-Ciocalteau. En la

Tabla 5.10, se recogen los valores obtenidos por ambos métodos.

Tabla 5.10. Cantidades de fenoles totales obtenidos para las distintfas muestras con el
biosensor desarrollado y el método de Folin-Ciocalteau a un valor de significancia del
95%(n=3).

Muestra Biosensor HRP/PAMAM-AuUNPs- Método de Folin-
rGO¢/GCE (mg/g) Ciocalteau (mg/g)
Té verde con limdén 13.9+0.7 23.7+0.9
Menta 191 225104
Frutos rojos 7.7%£0.5 8.7x0.6

Como es de esperar y teniendo en cuenta la diferente metodologia analitica
que emplean ambos métodos, los valores obtenidos de fenoles son diferentes,
debido a que cada uno de los fenoles presentes en las infusiones tienen diferente
estructura vy, por lo tanto, una distinta sensibilidad obteniéndose valores sobre-
estimados por el método espectrofotométrico. Esta sobreestimacion se ha
enconfrado en otros frabajos en los que se determinaban fenoles en muestras de
vino [Gamella, 2010].
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A partir de los resultfados obtenidos y descritos en la memoria de esta Tesis

Doctoral, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. La modificacién covalente del 6xido de grafeno con derivados silanizados
permite la incorporaciéon de grupos altamente reactivos sobre la superficie del
nanomaterial, sin afectar sensiblemente sus propiedades estructurales vy
electroconductoras. Estos grupos reactivos pueden ser empleados como
centros de modificacion para el posterior anclaje covalente de polimeros
aniénicos o catiénicos de estructura lineal o dendritica que aportan diversos
grupos funcionales para la posterior inmovilizacion de biomoléculas. A lo largo
de esta Tesis Doctoral se prepararon diferentes nanomateriales hibridos
mediante esta estrategia, los cuales presentaron alta capacidad de dispersion
en soluciones acuosas, asi como alta densidad de grupos funcionales lo cual

favorece la inmovilizacidn estable de biomoléculas.

2. El nanohibrido de CMCox-rGO preparado mediante silanizacién inicial de GO
con APTES y posterior alquilacion reductiva con CMC oxidada presenté una
morfologia de Idminas con estructuras tipo fractal en los bordes y ramificaciones
colgantes con forma de hilos. Este nanomaterial fue empleado como elemento
de transduccioén para el diseno de un biosensor enzimatico para la deteccion
amperométrica de catecol, mediante inmovilizacién covalente de la enzima
tirosinasa. El biosensor presentd excelentes propiedades analiticas y de
estabilidad. Asimismo, el nanomaterial se utilizd en el diseno de un genosensor
desechable para la deteccidén del gen p53, uno de los marcadores tumorales
de mayor relevancia. Este genosensor fue evaluado en muestras reales
complejas sin necesidad de readlizar un pretratamiento previo a la muestra,
pudiendo detectar la presencia del gen pb53 a muy bagjos niveles de
concentracién, asi como discriminar mutaciones de un solo nucledtido en este

marcador.

3. Se prepararon nanoparticulas arrugadas de grafeno mediante unién covalente
de PAMAM G-4 a GO silanizado. Este nanohibrido fue empleado en el diseno de
un biosensor amperométrico para catecol, el cual mostré alta sensibilidad,
estabilidad y bajo limite de deteccidon. La posterior decoracién de este material
con PiNPs permitid desarrollar un biosensor para la deteccidon de glucosa sin

necesidad de emplear mediador electroquimico. Ambos biosensores

205



6. CONCLUSIONES

presentaron una buena reproducibilidad, alta sensibilidad, bajos limites de
deteccidon, asi como un rdpido tiempo de respuesta. Los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto la utilidad de este nuevo nanomaterial hibrido para la

preparacion y desarrollo de biosensores enzimaticos.

Se estudi® comparativamente la influencia del grafting quimico vy
electroquimico del rGO sobre las propiedades estructurales y funcionales de los
nanohibridos resultantes. Tomando como modelos el material hibrido PAMAM-
AUNPs-rGO vy la enzima HRP, se concluyd que el método de grafting
electroquimico produce un mayor grado de modificaciéon estructural. Este
hecho permitid una mayor funcionalizacién con otros materiales, asi como una
mejor respuesta electroanalitica del biosensor enzimdtico construido con este

nanohibrido.

Todos los resultados obtenidos demuestran la utilidad analitica y la versatilidad
de los biosensores desarrollados. Los valores de las desviaciones estandar
relativas, tanto para la repetibilidad de las medidas como para la
reproducibilidad entre distintos biosensores, han resultado ser en todos los casos
inferiores al 10%, lo que demuestra la fiabilidad del proceso de fabricacion de

cada uno de los biosensores.
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Elena Araque,” Reynaldo Villalonga,*™® Maria Gamella,”’ Paloma Martinez-Ruiz,"
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A novel hybrid nanomaterial was synthesised by covalent at-
tachment of O-carboxymethylcellulose to reduced graphene
oxide. Graphene oxide was first anchored with (3-aminopro-
pyltriethoxysilane moieties to provide reactive primary amino
groups at the basal plane. Periodate-oxidised O-carboxyme-
thylcellulose was further covalently attached to this aminated
nanomaterial through reductive alkylation with NaBH,. Stable
aqueous dispersions were obtained with the resulting hybrid

Introduction

The advent of nanotechnology has opened new possibilities
for the design of a next generation of biomaterials, drug-deliv-
ery systems, protective coatings, electronic devices and sensor
systems with nanometric dimensions."” Undoubtedly, the key
challenge to achieve these goals is the tailor-made preparation
of advanced functional nanomaterials with novel and well-de-
fined properties. A rational strategy to synthesise these nano-
structures is the functionalisation with other molecular or
nanosized materials to yield hybrid derivatives, in which the re-
sulting structure, degree of organisation and therefore the syn-
ergistic and novel properties are ruled by the chemical nature
and molecular architecture of the individual components.”

In particular, considerable interest is currently devoted to
the preparation of conductive hybrid nanomaterials with im-
proved biocompatibility for proteins, nucleic acids, cells and
tissues oriented to the fabrication of bioelectronics, biocom-
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nanomaterial, which was used to coat glassy carbon electro-
des. Furthermore, the enzyme tyrosinase was covalently immo-
bilised and the nanostructured enzyme electrode was success-
fully employed for the amperometric detection of catechol in
the 20 nmM-56 pum range. The biosensor showed excellent ana-
lytical performance with a high sensitivity of 270 mAm~' and
a low detection limit of 0.2 nwm.

puting and biosensing systems.'™® In this context, graphene
appears to be the most promising nanomaterial owing to its
unique properties such as large surface-to-volume ratio, re-
markable electrical, thermal and mechanical properties, and
relatively low production cost.”” However, the high hydropho-
bicity and the absence of chemical functionalities in graphene
prevent the direct application of this nanomaterial in biologi-
cally driven applications. In fact, graphene is not soluble in
aqueous media and its carbonaceous sheets tend to be irrever-
sibly clustered into graphitic nano- and microstructures
through strong m-m stacking and van der Waals interactions.”
This hydrophobic environment is also counterproductive for
the active conformation of proteins, the diffusion of substrates
from the bulk solution to the graphene-protein interface, and
thus, the efficient occurrence of the biorecognition and catalyt-
ic events. In addition, the stable and large attachment of bio-
molecules on graphene nanosheets is not allowed owing to
the lack of chemical functional groups in this nanomaterial for
covalent immobilisation.®

Graphene nanosheets can be easily provided with reactive
and hydrophilic functional groups by either chemical or supra-
molecular modifications. Oxidative treatment is the approach
most commonly employed to generate graphene oxide (GO),
which can be then employed as a starting material for further
derivatisations.”? However, such modifications should be highly
controlled to avoid excessive structural and electronic pertur-
bations in the graphene sheets. For this reason, the synthesis
of highly soluble and functionalised graphene-based hybrid
nanomaterials with low modification of the carbonaceous
sheets is highly desired.

This goal can be achieved by grafting water-soluble poly-
mers bearing reactive functional groups to graphene or GO
nanosheets.® This approach has been successfully employed

ChemPlusChem 0000, 00, 1-9
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ABSTRACT: Novel disposable electrochemical DNA sensors
were prepared for the detection of a target DNA sequence on
the pS3 tumor suppressor (TPS3) gene. The electrochemical
platform consisted of screen-printed carbon electrodes (SPCEs)

Strep-HRP &, HO0,  HO

Hairpin
capture
probe

o

gl

functionalized with a water-soluble reduced graphene oxide—
carboxymethylcellulose (rGO-CMC) hybrid nanomaterial. Two
different configurations involving hairpin specific capture probes
of different length covalently immobilized through carbodiimide
chemistry on the surface of rGO-CMC-modified SPCEs were
implemented and compared. Upon hybridization, a streptavidin-
peroxidase (Strep-HRP) conjugate was employed as an electro-
chemical indicator. Hybridization was monitored by recording
the amperometric responses measured at —0.10 V (vs an Ag pseudo-reference electrode) upon the addition of 3,3’,5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) as a redox mediator and H,O, as an enzyme substrate. The implemented DNA platforms allow
single nucleotide polymorphism (SNP) discrimination in cDNAs from human breast cancer cell lines, which makes such
platforms excellent as new diagnosis tools in clinical analysis.

SPCZ-

protein. Down-regulation of the TPS3 gene, mutations, or altered
pS3 protein function (suggested by elevated expression) are the
most frequently genetic events in human cancer, being present in
more than 50% human tumors and cancer cell lines.' ™

Unlike the majority of tumor suppressor genes, which are
usually inactivated during cancer progression by deletions or
truncating mutations, the TP53 gene in human tumors is often
found to undergo missense mutations, in which a single
nucleotide is substituted by another. Approximately 90% of all
mutations occur in exons 4—9, which encode the DNA binding
domain of the protein and result in dysfunctional types of
stable mutant pS3 proteins whose accumulation is regarded as
a hallmark of cancer cells. Of the mutations in this domain,
~30% fall within six “hotspot” residues (residues R175, G245,
R248, R249, R273, and R282) and are frequent in almost all
types of cancer. Mutated TPS3 genes typically occur with
greater frequency in patients with late-stage cancer and at sites

More than 11 million people are diagnosed with cancer
every year. It is estimated that there will be 16 million
new cases per year by 2020. Cancer is a cluster of diseases
involving alterations in the status and expression of multiple
genes that confer a survival advantage and undiminished
proliferative potential to somatic or germinal cells. Alterations
primarily in three main classes of genes (viz., (proto)oncogenes,
tumor suppressor genes, and DNA repair genes) collectively
contribute to the development of cancer.!

The pS3 gene (TPS3; 1182 bp) is one of the most important
tumor suppressor genes, because of its dysfunction in the
majority of human cancers. It normally acts as a mediator of
several cellular functions, including growth arrest and apoptosis
in response to DNA damage. It stops cell cycle in damaged cells
until the alteration is properly repaired; otherwise, it initiates
apoptosis cascade in damaged cells. If this guardian of the
genome becomes inactivated upon mutation, it cannot execute its
duty and more mutations will accumulate in the cell, eventually
leading to cancer development. In addition to suppressing cancer
development, normal TPS3 gives sensitivity to chemotherapy and
radiotherapy in tumor cells.” The human TP53 gene is composed
of 11 exons and codes a protein with 393 amino acids, the pS3
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Table S1

Oligonucleotides used in this work.

Oligonucleotide Sequence (5" —>3")

Long TP53 capture probe 5'-[Btn]GAG GTC ATG GTG GGG GCA GCG CCT
(Icpp53) CAC AAC CTC[AmCT7]-3'

Short TP53 capture probe
5'-[Btn]GT TGT GCA GCG CCT CAC AAC[AmC7]-3'

(scpp53)
Target (TP53) 5'-GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT G-3'

I-base mismatched (I-m)  5'-GAG GTT GTG AGG CAC TGC CCC CAC CAT G-3'

Table S2- Current values ratios measured at —0.10 V in the absence (blank, ip) and in the

presence (signal, ip.;) of 100 nM synthetic TP53 target onto different biosensing scaffolds.

scppS3 lepp53

(i0.1/10) (io/io.1?
rGO-CMC-SPCEs + EDC/Sulfo-NHS + cp 3.0 32
SPCEs + EDC/Sulfo-NHS + cp (No rGO-CMC) 1.0 1.1
rGO-CMC-SPCE:s + cp (No EDC/Sulfo-NHS) 0.9 0.9

rGO-CMC-SPCEs + EDC/Sulfo-NHS (No cp) 1.1 1.0
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Figure S1.- Effect of the hybridization time on the selectivity for the 1-m sequence using the
scpp53-rCO-CMC-SPCEs. Blank signals, white bars; 100 nM synthetic TP53, grey bars; 100
nM synthetic 1-m, lined bars. Experimental conditions described in Table 1 (Selected values

column).Error bars estimated as triple of the standard deviation (n=3).
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Crumpled reduced graphene oxide-polyamidoamine
dendrimer hybrid nanoparticles for the preparation of
an electrochemical biosensort

Elena Araque,® Reynaldo Villalonga,*® Maria Gamella,® Paloma Martinez-Ruiz,
Julio Reviejo® and José M. Pingarron™@

Reduced graphene nanoparticles were prepared from graphene oxide through a two-step covalent
modification approach. Graphene oxide was first enriched with reactive epoxy groups by anchoring (3-
glycidyloxypropyl)trimethoxysilane at the hydroxyl groups located on the nanocarbon basal plane.
Modified graphene oxide was further cross-linked and partially reduced by treatment with the fourth-
generation ethylenediamine core polyamidoamine G-4 dendrimer producing graphene nanoparticles
with crumpled paper-like morphology. This graphene derivative was employed as a coating material for
glassy carbon electrodes and the nanostructured electrode was tested for the preparation of
electrochemical biosensors by immobilizing the enzyme tyrosinase through cross-linking with
glutaraldehyde. This bioelectrode showed excellent electroanalytical behavior for catechol with a fast
response in about 6 s, linear range of 10 nM to 22 uM, sensitivity of 424 mA M~", and low detection limit
of 6 nM. The enzyme biosensor also showed high stability when stored at 4 °C under dry and wet conditions.

Introduction

Engineering nanomaterials with well-defined three-dimen-
sional morphology has attracted considerable interest in the
last few years due to their envisioned applications in the design
of novel electronic devices, drug carrier systems and optical and
electrochemical sensors. These 3D-shaped nanomaterials can
also be employed as building blocks for the construction of
original architectures at the nanoscale.® In this context, the
synthesis of novel hybrid nanomaterials with improved elec-
troconductive properties and capacity to recognize/immobilize
analytical biomolecules is a challenge for biosensor tech-
nology.> In particular, carbon-based nanomaterials have
demonstrated their usefulness in designing hybrid nano-
structures for successful application in the preparation of
biosensors,* with recent efforts focused on the use of graphene
hybrid derivatives for the construction of electrochemical
biosensors* due to the relatively low cost, large surface-to-
volume ratio and remarkable electrical, mechanical and
thermal properties and biocompatibility of this nanomaterial.®
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However, there are some major obstacles for the application
of graphene in the preparation of electrochemical biosensors.
Graphene nanosheets are highly hydrophobic, showing very low
solubility in water and many organic solvents, and tending to
form irreversible agglomerates through strong m-m stacking
and van der Waals interactions.® Moreover, the absence of
chemical functional groups in graphene limits the stable and
large immobilization of biomolecules through covalent link-
ages.”® Chemical derivatization of graphene seems to be a
rational approach to overcome these disadvantages.” However,
the possibility of generically tailoring the chemical properties of
graphene is limited by its delicate structure, often yielding
nanomaterials with poor electroconductive characteristics. For
this reason, the development of synthetic strategies for
preparing soluble and highly functionalized graphene deriva-
tives with low modification of its basal structure receives
considerable attention.

Many synthetic approaches commonly use graphene oxide
(GO), a water soluble derivative that can be easily prepared by
oxidative treatment of graphite, as the starting material.®* GO
mainly consists of graphene-like sheets,” with hydroxyl and
epoxide groups on the basal planes and carbonyl and carboxyl
groups at the sheet edges.® These oxygen functionalities can be
selectively used as anchoring points for chemical modification.?
GO and its derivatives can be easily reduced by chemical,
thermal, photothermal, and electrochemical methods,
restoring in high yield the structural and electrical conductivity
properties of graphene.>**
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Fig. 1S. X-Ray diffraction of GO (a), Sil-GO (b) and PAMAM-
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Fig. 3S. TG (A) and DTG (B) analysis for GO (a), Sil-GO (b) and
PAMAM-SIil-rGO (c).
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Fig. 2S. FT-IR analysis for GO (a), Sil-GO (b) and PAMAM-Sil-
rGO (¢).
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Fig. 4S. FE-SEM images of PAMAM-Sil-rGO crumpled nanostructures.
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Fig. 5S. Influence of the amount of PAMAM-Sil-rGO (A), enzyme (B), glutaraldehyde (C), time of incubation (D), applied potential (E) and pH (F) on
the amperometric response of the electrode toward cathecol (100-500 nM).
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A novel inorganic-organic hybrid nanomaterial was prepared by anchoring (3-glycidyloxypropyl)tri-
methoxysilane at the surface of graphene oxide, further cross-linking with polyamidoamine G-4 dendri-
mer, and final decoration with platinum nanoparticles. A glassy carbon electrode was coated with this
hybrid nanomaterial and then used as support for the covalent immobilization of glucose oxidase. This
enzyme electrode was employed to construct a mediatorless glucose amperometric biosensor. The result-
ing biosensor exhibited good electrocatalytical activity for the oxidation of the H,O, produced by the
enzyme catalyzed reaction, being able to detect glucose when poised at +400 mV. The biosensor showed
a wide linear response to glucose ranging from 10 uM to 8.1 mM, high sensitivity of 24.6 mA/M cm? and
low detection limit of 0.8 uM. The biosensor was successfully tested for the quantification of glucose in
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samples of commercial soft drinks.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

During the last years, the use of functional nanomaterials to
design electrochemical biosensors with improved stability and
analytical performance has been largely explored [1-3]. Nanosized
materials have been employed to tailor the chemical and physical
properties of electrode surfaces allowing an efficient immobiliza-
tion of biologically active biomolecules and occurrence of the
electrochemical processes involved in the electroanalytical
application. In addition, nanomaterials have proven to be useful
tools for achieving amplification and providing biorecognition-
signaling elements to prepare novel generation electrochemical
biosensors [4,5].

In this context, special interest has attracted the design of novel
hybrid nanomaterials for electroanalytical applications [6,7]. This
unique type of nanomaterials not only offers the advantages asso-
ciated to combine components of different nature (i.e. organic and
inorganic adducts) into the same material, but also provides the
possibility to tailor-made the physical and chemical properties of
the resulting hybrid through the rational combination of selected
functional components [8].

Graphene constitute an excellent candidate for the preparation
of nanosized hybrid materials for biosensing due to its unique prop-
erties such as large surface-to-volume ratio, easy and cost-effective
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synthesis and exceptional high electrical conductivity, mechanical
strength and thermal stability [9,10]. In addition, new or improved
characteristics such as solubility, chemical functionality, wettabil-
ity and catalytic capacity can be conferred to graphene by appropri-
ate chemical or physical hybridization with other materials.

A variety of electrochemical biosensors has been constructed by
using organic-organic and organic-inorganic hybrid nanomateri-
als involving the combination of graphene with metal nanoparti-
cles, natural and synthetic polymers and metal/non-metal oxide
nanostructures. Gold nanoparticles adsorbed on polyvinylpyrroli-
done-protected graphene were included into a chitosan film and
this hybrid nanomaterial was used as support for the immobiliza-
tion of glucose oxidase (GOx) and the amperometric detection of
glucose [11]. Similarly, Wu et al. reported the electrodeposition
of Pt nanoparticles on glassy carbon electrodes coated with graph-
ene/chitosan, and the further immobilization of GOx for glucose
biosensing [12].

Luo et al. recently described the non-covalent coating of graph-
ene oxide with carboxyl-terminated PAMAM dendrimer, generation
3.5, and its further decoration with silver nanoparticles [13]. This
hybrid nanomaterial was employed to construct an enzyme biosen-
sor for glucose. Moreover, acetylcholinesterase was immobilized on
glassy carbon electrodes coated with 3-carboxyphenylboronic/re-
duced graphene oxide/chitosan/gold nanoparticles hybrid nano-
composite, and used to detect organophosphorus and carbamate
pesticides [14]. Guo et al. reported the construction of an electro-
chemical label-free integrated aptasensor using silver microspheres
as a separation element and graphene-mesoporous silica-gold
nanoparticle hybrids as an enhanced element of the sensing
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