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Resumen

En la presente memoria de tesis doctoral se han desarrollado biosensores
nanoestructurados basados en el empleo de nanoparticulas magnéticas (NPMs)
modificadas con polidopamina (pDA). Los procesos de sintesis, modificacion y
construccioén de los dispositivos electroquimicos han sido evaluados convenientemente
y han permitido valorar la eficiencia y la aplicabilidad de los dispositivos ensayados.

El método de sintesis de las NPMs empleado (co-precipitacion quimica a partir de una
disolucién de sales de Fe**/Fe®* en condiciones alcalinas) ha resultado ser un método
conveniente y adecuado para la sintesis de las NPMs. La simplicidad del método de
sintesis y la capacidad de preparar gran cantidad de NPMs ha resultado beneficiosa para
el desarrollo de esta tesis. El tamafio, estructura, comportamiento magnético y
composicion de fase de las NPMs ha podido ser estudiado mediante técnicas de
caracterizacion de materiales, tales como: SEM, TEM, XPS, XRD, AFM, analisis
térmico, estudio de la susceptibilidad magnética, técnicas espectroscopicas, etc.

La polimerizacion de la polidopamina se ha realizado introduciendo una cierta cantidad
de NPMs en una disolucion de dopamina en condiciones ligeramente alcalinas dando
una configuracion hibrida tipo core-shell (nucleo-cascara): NPMs@pDA. La
derivatizacion y composicion de las NPMs modificadas fue estudiada mediante las
técnicas instrumentales anteriormente comentadas. Se ha prestado especial atencion al
tiempo de polimerizacion que afecta al grosor de la capa polimérica y al estado de
oxidacion de la misma. De este modo se ha demostrado que mediante un proceso de
oxidacion térmica es posible incrementar cantidad de grupos reactivos (quinonas) en la

superficie del polimero e incrementar la cantidad de material retenido en superficie.



Las NPM@pDA se han utilizado como sustrato de inmovilizacion de material biolégico
(enzimas y anticuerpo) y se han empleado en el desarrollo de biosensores enzimaticos
amperomeétricos de primera y segunda generacion para detectar peroxido de hidrégeno,
glucosa y compuestos fendlicos. A su vez, han sido empleadas como
magnetoinmunoplataformas para la determinacion de Legionella neumophila.

El beneficio del empleo de superficies nanoestructuras modificadas con polidopamina
ha quedado demostrado al estudiar diferentes configuraciones y los principales
pardmetros, cinéticos, electroquimicos, y analiticos. Los calculos de la relacion
sefial/ruido, sensibilidad, selectividad, intervalos de linealidad y los limites de deteccidn
y cuantificacién para los compuestos estudiados han demostrado la aplicabilidad de los
dispositivos ensayados.

Finalmente, se ha estudiado la respuesta de los biosensores desarrollados en condiciones
proximas a las reales, prestando especial atencién a los fenémenos de interferencia, y

comparando los resultados con métodos estandares.



Abstract

Herein dissertation nanostructured biosensors, based on poly(dopamine)-modified
magnetic nanoparticles (MNPs@pDA), have been developed. Synthesis, modification
and construction of biosensors have been evaluated. The efficiency and applicability of
the devices were tested. Chemical co-precipitation from Fe**/Fe?* solution (2:1) (under
alkaline conditions) has proved a convenient and suitable method for obtaining MNPs.
The simplicity of the method of synthesis and the ability to prepare lots of MNPs has
been beneficial to the development of this thesis. The size, structure, magnetic behavior
and phase composition have been studied using different techniques such as SEM,
TEM, XPS, XRD, AFM, thermal analysis, magnetic susceptibility, etc. The
polymerization of poly(dopamine) was performed introducing a certain amount of
MNPs in dopamine solution (in slightly alkaline conditions) giving a hybrid core-shell
structure (MNPs@pDA). Derivatization and chemical composition of the modified-
MNPs were studied too. Special attention was paid at the polymerization time and its
effects on the polymer thickness. The oxidation state of the polymer was evaluated too.
Thus, it was shown that thermal oxidation of the film can increase the number of
reactive groups (quinones) on the surface of the polymer, and increase the amount of
material retained on the surface of the MNPs@pDA. Modified-nanoparticles were used
as substrate for immobilizing biological material (enzyme and antibody) and have been
used to develop amperometric biosensors. Hydrogen peroxide, glucose and phenolic
compounds were detected using the present approach. On the other hand, magneto-
inmunoplatforms were developed to detect Legionella pneumophila. The benefit of
using nanostructured materials has been demonstrated. The main experimental

parameters, Kinetic, electrochemical and analytical properties of each biosensor were



evaluated. Signal-to-noise ratio, sensitivity, selectivity, linearity ranges and limits of
detection and quantification were obtained. We have studied the biosensor response
under real conditions, paying special attention to interference phenomena and

comparing the results with standard methods.
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MOTIVACION



1.1 Biosensores

Hoy en dia, existe una gran demanda de dispositivos analiticos altamente selectivos y
no invasivos en el &mbito de la salud, calidad ambiental y sector agroalimentario. En
este contexto, los biosensores son dispositivos pequefios, econdmicos, robustos y
portétiles, que permiten la cuantificacion selectiva de analitos quimicos y bioquimicos.
Un biosensor es un dispositivo miniaturizado integrado que emplea un elemento
bioldgico (anticuerpo, enzima, receptor de proteina, acido nucleico, etc.) como elemento
de reconocimiento acoplado a un transductor (6ptico, electroquimico, piezoeléctrico,
etc.) que convierte la sefial biolégica en una corriente manejable y mensurable. Los
biosensores aprovechan la sinergia entre la alta selectividad de reconocimiento,
existente entre el sustrato y el material bioldgico, con la potencia de procesamiento de la
microelectronica moderna, lo que los convierte en una poderosa herramienta en
aplicaciones analiticas. Su éxito radica en la extremada sencillez de su manejo y bajo
coste gracias a la posibilidad de su produccion a gran escala. Finalmente, los
biosensores son herramientas de gran utilidad en atencion sanitaria, ya que pueden ser
aplicados desde la prevencion y el diagnostico precoz de una enfermedad hasta el

estudio de su progresion y seguimiento durante un tratamiento farmacoldgico.

El desarrollo de biosensores es un “hot topic” en bioanalitica, donde confluyen un gran
namero disciplinas como: electroquimica, medicina, fisica, ciencias de materiales,
electrénica, biologia, etc., siendo un claro ejemplo de multidisciplinaridad. Finalmente,
los biosensores han ido reemplazando técnicas mas sofisticadas como los métodos
cromatograficos y espectroscopicos ampliamente empleados en el ambito sanitario,

sobre todo debido al rapido diagnostico y portabilidad de los dispositivos.



Debido a su especificidad, portabilidad, rapido tiempo de respuesta, bajo costo,
fabricacién a gran escala, etc., se pronostica que los biosensores jugaran un papel muy
importante en aplicaciones analiticas en un futuro cercano. Asi, la miniaturizacion, los
disefios de bioarrays (que permiten realizar medidas multiparamétricas), el desarrollo de
dispositivos microfluidicos (Lab-on-a-Chip) y la incorporacion de materiales
nanoestructurados han mejorado las perspectivas de futuro e incrementado el interés de

la comunidad cientifica por estos dispositivos.

Sin lugar a dudas, los biosensores desarrollados para la deteccion de glucosa en sangre
han recibido méas atencion que cualquier otro dispositivo debido a la importancia de la
diabetes como problema de salud mundial, dando un impulso muy importante al
desarrollo de este tipo de tecnologia. En 2000 se estimé que alrededor de 171 millones
de personas en el mundo eran diabéticos y que este valor llegaria a 370 millones en
2030. No es sorprendente, por lo tanto, que haya un gran namero de dispositivos
comerciales en manos de multinacionales farmacéuticas enfocados al control de los
niveles de glucosa en pacientes con diabetes. Sin embargo, también es posible encontrar
biosensores comerciales para otros metabolitos, tales como, colesterol, lactato, urea,
creatina, acido Urico, acido ascorbico, colina y glutamato, relacionados con las nuevas
cuestiones de salud, aunque estos no se encuentran facilmente disponibles en la

farmacia.

Existen numerosos trabajos en deteccion de biosensores en los que se pretende mejorar
la sensibilidad, selectividad o disminuir el potencial aplicado. Para ello, se han
empleado diferentes mediadores, como la tionina, polimeros de Os como el
[Os(bpy)3CI2](PF6)2, polimeros de Ru, ferrocenos, sistemas nanostructurados como
nanoparticulas de oro (GNPs), nanoparaticulas magnéticas (NPMs), nanotubos de

carbono (CNT), grafeno y materiales electrocataliticos como el Azul de Prussia.



1.2 Transductores electroquimicos: sencillez y eficiencia

El éxito de un biosensor depende en gran medida del tipo y calidad del transductor
sobre el cual ocurre el proceso de deteccion. Hoy en dia, existen biosensores sensibles y
selectivo basados en plasmones resonantes superficiales (SPR), dispositivos
piezoeléctricos etc. Sin embargo, estos dispositivos son complejos y presentan ciertas
limitaciones analiticas. Por otro lado, las técnicas electroquimicas como la voltametria
ciclica, cronoamperometria, voltametria de pulso diferencial, etc., son técnicas sencillas
y pueden ser utilizadas de forma rapida y eficiente en la deteccién de gran diversidad de
analitos. Los dispositivos electroquimicos (ej: potenciostatos) presentan ventajas en
términos de tamafio, costo, limite de deteccidn, tiempo de respuesta, estabilidad a largo
plazo etc., y por consiguiente, estos dispositivos suelen ser elegidos para su utilizacion

en una gran gama de aplicaciones biomédicas y ambientales.

1.3 Biosensores nanoestructurados

La nanotecnologia es un area interdisciplinar dedicada al estudio, disefio, creacion,
manipulacion y aplicacion de materiales nanoestructurados para su explotacion, tanto a
nivel de laboratorio como a escala industrial. EI empleo de nuevos materiales
nanoestructuradas ha abierto la posibilidad de fabricacion de sensores y biosensores
electroquimicos con sensibilidades mejoradas y limites de deteccién méas bajos. Estas
mejoras se justifican debido a las propiedades asociadas a sus dimensiones a escala
nanométrica, donde las propiedades superficiales del material destacan sobre las
propiedades intrinsecas. Asi, los sistemas nanoestructurados poseen propiedades
superficiales, electronicas y cataliticas Unicas. Entre ellos, destacan las nanoparticulas
de oro por su capacidad para adsorber biomoléculas (enzimas, anticuerpo y cadenas de

oligonucledtidos) conservando la actividad bioldgica. Este tipo de comportamiento no



suele ocurrir sobre materiales adsorbentes del tipo superficie metalica pulidas, debido
probablemente a la mayor libertad de orientaciébn que poseen las biomoléculas
inmovilizadas sobre los sistemas nanoestructurados. Por otro lado, los nanomateriales
presentan una elevada relacion superficie/volumen lo que proporciona una gran
superficie disponible que permite incrementar la cantidad de material bioldgico
inmovilizado. Finalmente, el empleo de sistemas nanoestructurados hace posible la
transferencia de carga directa entre el grupo redox de las proteinas y la superficie del
electrodo, permitiendo asi, el desarrollo de biosensores de tercera generacion. Muchos
sistemas nanoestructurados son capaces de catalizar procesos redox de moléculas de
interés del tipo perdxido de hidrégeno, oxigeno o NADH. Estas moléculas participan en
reacciones bioquimicas Utiles desde el punto de vista analitico, por lo tanto, son
empleados en biosensores de primera y segunda generacién para transducir las
reacciones enzimaticas en la superficie de los transductores electroquimicos. Hay que
destacar que tanto el tamafio como la morfologia de la nanoparticulas de los sistemas
nanoestructurados suelen estar controlados y que suelen ejercer una gran influencia en

la respuesta y sensibilidad de los dispositivos sensores construidos a partir de ellos.

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) resultan especialmente interesantes en ambitos
tan diversos como: biomédico, analitico, ciencia de los materiales, etc., debido a que
pueden ser manipuladas bajo la influencia de un campo magnético externo y empleadas
en procesos de separacion y concentracion, mejorando la selectividad, sensibilidad y
limites de deteccion obtenidos por otras aproximaciones. Ademas, existe una amplia
gama de materiales, tanto organicos como inorganicos, con los que se pueden crear
configuraciones tipo core-shell (ndcleo-cascara) con la finalidad de generar posteriores
modificaciones. Por otra parte, la gran superficie especifica de los sistemas

nanoestructurados y la excelente biocompatibilidad de los 6xidos de hierro han



permitido mejorar el limite de deteccion en el ambito de los biosensores. El fin ultimo
de la utilizacion de estos nanomateriales en el desarrollo de biosensores es la
combinacidén de su gran area superficial con la preservacion de la integridad estructural
de las biomoléculas y el mantenimiento de su actividad biocatalitica permitiendo asi,
desarrollar dispositivos sensores con mejores prestaciones analiticas (sensibilidad,

limites de deteccion,...).

1.4 Inmovilizacion del material biologico (polidopamina)

La correcta inmovilizacién del material biolégico es esencial para optimizar el
funcionamiento de un biosensor. Es por ello, que en las Gltimas décadas se han invertido
muchos esfuerzos para conseguir métodos de inmovilizacion menos agresivos y eficaces
que permitan retener el material bioldgico en condiciones dptimas de trabajo. El
objetivo de la inmovilizacién es favorecer un contacto intimo entre el biorreceptor y el
transductor. EI componente bioldgico de un biosensor tiene que ser incorporado en el
dispositivo de manera que no se altere su actividad si posee propiedades cataliticas, 0
bien, que el sitio de unidn en el que se produce la interaccion con el analito se encuentre
accesible al mismo (genosensores, inmunosensores). La inmovilizacion puede realizarse
mediante métodos fisicos, fundamentalmente por adsorcion o atrapamiento, y métodos
quimicos, mediante la formacion de enlaces covalentes, capas intermedias (afinidad) o

entrecruzamiento (crosslinking) entre otros.

Como ventajas del empleo de enzimas inmovilizadas se pueden destacar (1) aumento de
la estabilidad de la enzima; (2) posibilidad de reutilizacion del biosensor; (3)
disminucion de costes de proceso derivados de la reutilizacion del biosensor y (4)
posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo y control, adaptado a la

aplicacion de la enzima inmovilizada. Por el contrario, los principales inconvenientes



del proceso de inmovilizacion son: (1) alteracién de la conformacién de la enzima
respecto a su estado nativo; (2) gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte, donde
pueden existir distintas fracciones de proteinas inmovilizadas con diferente nimero de

uniones al soporte; (3) pérdida de actividad enzimatica durante la inmovilizacion.

Desde el punto de vista electroquimico, la polidopamina ofrece un microentorno
adecuado para la inmovilizacién de una gran densidad de biomoléculas sobre la
superficie sensora. De este modo, el material queda firmemente anclado mediante un
enlace covalente que permite conservar su estructura tridimensional y actividad
bioldgica (reconocimiento anticuerpo-antigeno, reaccion enzima-sustrato). Aunque la
estructura de este polimero (derivado de la dopamina (DA) y muy similar a la
eumelanina) no ha sido dilucidada todavia, es probable que se forme por la reaccién de
las aminas primaria y los grupos quinonas (altamente reactivos) resultantes de la
oxidacidn de los grupos catecoles producidos por la oxidacién de la DA en presencia de
oxigeno. Finalmente, la presencia de grupos quinona residuales sobre la estructura del
polimero permite la formacion de bases de Schiff y adiciones tipo Michael entre la
superficie del polimero y el material biolégico, lo que a su vez, permite la

funcionalizacion del transductor de manera conveniente.

Durante los primeros afios de investigacion el principal interés de la comunidad
cientifica en la dopamina fueron sus propiedades adhesivas y la posibilidad de
modificacion de un gran numero de superficies de origen organico e inorganico. Sin
embargo, poco a poco y gracias al estudio detallado de sus propiedades fisico-quimicas
se han descubierto nuevas propiedades y aplicaciones de gran interés. Hoy en dia, el
numero de aplicaciones es enorme pese no ha pasado una década desde que fue

presentada a la comunidad cientifica.



OBJETIVO



El objetivo principal de la presente tesis doctoral es utilizar las ventajas proporcionadas
por las superficies electrodicas nanoestructuradas para el desarrollo de biosensores
electroquimicos con caracteristicas analiticas mejoradas para su aplicacion en el ambito

biomédico.

Como punto de partida se ha seleccionado el empleo de nanoparticulas magnéticas
como sustrato sobre el cual se inmovilizara el material biolégico (enzimas y
anticuerpos). El sistema de inmovilizacion planteado estd basado en el empleo de un
polimero bioinspirado como la polidopamina, el cual permitird formar enlaces
covalentes con los restos aminos del material bioldgico y realizar una adecuada
inmovilizacion y transduccion de la sefial biologica con el transductor electroquimico
(electrodos de carbdn vitrificados y tarjetas serigrafiadas). También se emplearan
materiales electrocataliticos y mediadores electroquimicos que permitan disminuir el

potencial de deteccion y la contribucidn de posibles interferentes de origen bioldgico.



PLAN DE TRABAJO
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El plan de trabajo desarrollado para alcanzar el objetivo fijado en esta tesis consta de

las siguientes etapas:

1. Sintesis vy caracterizacion de nanoparticulas magnéticas mediante co-

precipitacién guimica.

El método de sintesis de NPMs elegido ha sido la co-precipitacion quimica por
tratarse de un método sencillo, eficiente y de facil escalado a partir de una
disolucién de sales de Fe**/Fe** en condiciones alcalinas. Con objeto de evaluar
la composicion de fase, tamafio y propiedades magnéticas de las NPMs
sintetizadas se realizaran varios estudios empleando técnicas de caracterizacion
de materiales como: microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia
electrénica de transmision (TEM), microscopia de fuerza atémica (AFM),
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), difraccidn de rayos X (XRD),

andlisis térmico (TG, TDA, DSC), espectroscopia (Vis-UV, IR, Raman), etc.

2. Modificacion de las nanoparticulas magnéticas con polidopamina y evaluacion

de las propiedades de inmovilizacion del material bioldgico.

Hoy en dia, el empleo de NPMs modificadas con polidopamina, en el ambito de
los biosensores, es una aplicacion novedosa. Con el objetivo de evaluar los
procesos de modificacion y derivatizacion seran estudiadas las condiciones de
sintesis e inmovilizacién del material bioldgico en superficie. A su vez, se
evaluara la actividad enzimatica después de su inmovilizacion y la estabilidad
temporal de la actividad catalitica. Ademas, se propone un método de
modificacion post-sintesis que permitira incrementar la cantidad de grupos

quinona en superficie y la cantidad de material biolégico inmovilizado.
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3. Desarrollo de biosensores amperométricos enzimdticos e inmunosensores para la

determinacién de peréxido de hidrogeno, glucosa, compuestos fendlicos vy

Legionella Neumophila.

Con el fin de desarrollar biosensores enzimaticos amperométricos para la
determinacion de perdxido de hidrégeno, glucosa, compuestos fenolicos y
Legionella Neumophila, serdn empleadas diferentes superficies electrodicas.

Se desarrollaran biosensores e inmunosensores usando como transductores
electrodos de carbono vitrificado modificado y tarjetas serigrafiadas comerciales
(SPCE). También se empleardn materiales electrocataliticos, como el azul de
Prusia (en biosensores de primera generacion) o mediadores redox
(hidroquinona, en biosensores de segunda generacion), que reduzcan los
potenciales de trabajo. En ambos casos se optimizaran las variables
experimentales que afecten tanto a la modificacion de la superficie electrodica
como a la respuesta amperométrica. Asimismo, se calcularan los parametros
cinéticos de la reaccion enzimatica sobre las superficies de los biosensores y se
evaluardn las caracteristicas analiticas de los métodos desarrollados. Esto
implicara establecer los intervalos de linealidad, la evaluacién de la precision y
el calculo de los limites de deteccion y cuantificacion para los compuestos
estudiados. Ademas, también seran caracterizadas las superficies mediante

métodos electroquimicos y no electroquimicos.
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4. Aplicacién de los biosensores enzimaticos e inmunosensores desarrollados al

andlisis de muestras reales.

Tanto los biosensores como los inmunosensores desarrollados se aplicaran a la
determinacion de analitos de interés en muestras reales o matrices complejas. El
efecto de la contribucion de posibles interferentes sera evaluado para estimar la
viabilidad de su empleo en aplicaciones reales. La validez de la metodologia
empleada se verificard en la medida de lo posible mediante comparacion de los

resultados obtenidos con los proporcionados por un método de referencia.
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BIOSENSORES
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4.1 Definicion

De acuerdo con la definicion de la IUPAC (Internacional Union of Pure and Applied
Chemistry) [1, 2], un biosensor es un dispositivo analitico que incorpora un elemento
bioldgico (acido nucleico, enzima, anticuerpo, receptor, tejido, célula), o biomimético
(PIMs, aptdmeros, PNAs), intimamente asociado a un transductor fisicoquimico
(Figura 4.1), que en presencia de analito, produce una sefial discreta o de caracter
continuo (pH, transferencia de electrones, calor, cambio de potencial, masa, variacion
de propiedades dpticas, etc.), proporcional a la cantidad de analito presente en la matriz
en la que se encuentra.

Las caracteristicas mas importantes de los biosensores y que los convierten en
herramientas analiticas competitivas frente a técnicas clasicas de analisis (microdialisis,
electroforesis, cromatografia, ...) son: especificidad, alta sensibilidad, corto tiempo de
andlisis, uso en sistemas de Andlisis por Inyeccion de Flujo (FIA), facilidad de
automatizacion, capacidad de trabajo en tiempo real, bajo coste de fabricacion, etc,.

[3-5].

Enzima Sustancia electroactiva 2 Electrodo

Célula Calor = Termistor

anticuerpo Luz 2 IR/Vis
Micro-
organismo

pH. pK, pNHs> ISEs

, ADN Cambio de masa = Piezoeléctrico Seﬁal e]éctrica

Material de Transdutor

reconocimiento

Figura 4.1 Esquema de las partes de un biosensor y acoplamiento entre distintos

sistemas de reconocimiento y transduccion.
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El nacimiento de los biosensores se puede atribuir a Leland C. Clark Jr. [6, 7], quien
sugirio por primera vez la posibilidad de modificar un electrodo de oxigeno para
estudiar una reaccion enzimatica que consumiera dicho reactivo. En este caso, la enzima
(Glucosa oxidasa, Gox) fue retenida en la superficie de un electrodo de oxigeno
mediante una membrana semipermeable de didlisis. Clark observé que la respuesta de
este nuevo dispositivo era proporcional a la concentracion de glucosa. Es decir, la
enzima oxidaba la glucosa y en consecuencia se producia un descenso proporcional de
la concentracion de oxigeno en la superficie del electrodo. En las primeras
publicaciones Clark y Lyons acufiaron el término “electrodo enzimético” a su nuevo
invento [7].

Posteriormente, otros autores realizaron implementaciones basadas en este disefio donde
se empleaban dos electrodos de oxigeno, uno recubierto con enzima y otro no [8]. Con
esta modificacion se pudieron corregir las variaciones de oxigeno en el medio (efecto
matriz). En 1973, Guilbault y Lubrano desarrollaron un electrodo enzimatico para
determinar glucosa en sangre mediante deteccion amperométrica (anodica) del peroxido
de hidrégeno generado durante la reaccion enzimatica [6, 9]. En 1975, comenzé la
comercializacion de este dispositivo por la empresa Yellow Spring Instruments
(analizador YSI modelo 23) [6, 10].

Durante la década de los 80, la comunidad cientifica mostr6 mucho interés en los
biosensores, llegando a ser hot-topic, impulsado sobre todo por el avance en
biotecnologia y el desarrollo en microelectronica. Durante esta década los esfuerzos se
centraron en el desarrollo de biosensores mediadores de ‘segunda generacion' [11, 12],
la introduccion de tiras comerciales para la auto-monitorizacion de la glucosa en sangre
[13, 14], y el uso de electrodos modificados para mejorar las propiedades analiticas de

los dispositivos[15].
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Posteriormente, en la década de los 90 comenzaron a desarrollarse los biosensores de
‘tercera generacion’, donde la trasferencia electronica es producida entre el centro
redox de la enzima y la superficie del electrodo, [16, 17] y los dispositivos implantables
[16, 18].

En las dltimas décadas, el disefio y la aplicacion de biosensores en distintos campos de
la quimica analitica han continuado creciendo. Principalmente, el desarrollo de
biosensores ha estado centrado en el diagndstico clinico (biosensores sensibles a
glucosa) [3, 4, 6]. Sin embargo, han aparecido muchas aplicaciones en el ambito
medioambiental, agroalimentario, quimico, farmacéutico y militar [19-29]. En los
ultimos afios, se ha incrementado el nimero de publicaciones cientificas, revisiones y
patentes sobre desarrollo de biosensores. Esto refleja el gran interés que despiertan estos
dispositivos en la comunidad cientifica, debido principalmente al empleo de nuevos
materiales (nanoparticulas, nanotubos de carbono, grafenos, etc.) [30-34] y elementos
de reconocimiento (anticuerpos, receptores ionicos, compuesto biomiméticos) [1, 3, 11,
14, 16-18, 21, 29, 32, 33, 35] que han mejorado las caracteristicas analiticas de estos

dispositivos.

4.2 Clasificacion de los biosensores

Los biosensores pueden clasificarse atendiendo a diferentes criterios (Tabla 4.1). Segun
el tipo de interaccion entre analito y material bioldgico, método de deteccion,
naturaleza del material biologico de reconocimiento o naturaleza del sistema de

transduccién empleado [1, 4, 6, 29].

Las clasificaciones més utilizadas son: (1) en funcion del tipo de interaccion existente
entre el elemento de reconocimiento y el analito: biocatalitico (enzimas, células,

organulos) y bioanifidad (anticuerpo, lectinas, receptores bioldgicos, acidos nucleicos);
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(2) segun el sistema de transduccion empleado para seguir la reaccion de

biorreconocimiento.

Tabla 4.1 Criterios de clasificacion de biosensores.

Tipo de interaccion Deteccion de la interaccion
Biocatalitico Directo
Bioafinidad Indirecto

Elemento de reconocimiento Sistema de transduccién
Enzima Electroquimicos
Organulo, tejido Opticos
Receptor bioldgico Piezoeléctricos
Anticuerpo Termomeétricos
Acidos nucleicos Nanomecanicos
PIM (polimeros de
impresion)
Aptameros

4.2.1 Clasificacion en funcién del elemento de reconocimiento

Las moléculas utilizadas como elementos de reconocimiento deben cumplir ciertos
requisitos fundamentales para poder ser empleadas como unidades sensoras: (1) poseer
afinidad hacia el elemento objeto de reconocimiento; (2) reconocer de manera selectiva
al elemento de interés en presencia de otros compuestos (interferentes); y (3) estabilidad
frente al tiempo [1, 4, 6, 29]. El reconocimiento molecular puede dar lugar a un enlace
entre el elemento receptor y la molécula de interés (antigeno-anticuerpo), o bien, a una
interaccién de naturaleza catalitica (enzima-sustrato-producto). Este es el principal

criterio utilizado para clasificar los biosensores en bioafinidad o biocataliticos.
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4.2.1.1 Biosensores biocataliticos

Se basan en la utilizacion de catalizadores biologicos participantes en una reaccion
quimica [1, 3, 4, 6, 20, 24, 36]. Una vez finalizado el proceso, el biocatalizador puede

ser regenerado Y utilizado en un nuevo ciclo catalitico.

Estos biocatalizadores pueden ser enzimas aisladas o paquetes multienzimaticos que
pueden actuar de manera encadenada en organulos celulares, células completas y tejidos
animales o vegetales. Las enzimas disponibles comercialmente mas utilizadas son las de
la familia de las 6xido-reductasas (glucosa oxidasa, xantina oxidasa, lactato oxidasa,
glutamato oxidasa, etc.). Son enzimas muy estables que catalizan reacciones de oxido-

reduccion y pueden acoplarse a distintos sistemas de transduccion.

Las principales ventajas de la utilizacion de enzimas en la construccion de biosensores
son: (1) elevada selectividad, (2) répida respuesta, (3) método de deteccion simple, (4)

capacidad de autoregeneracion y (4) extensa disponibilidad comercial [3-5].

4.2.1.1.1 Biosensores enzimaticos

El biosensor biocatalitico mas utilizado es el enzimatico debido esencialmente a que las
enzimas: (1) son altamente selectivas al analito de interés (sustrato); (2) son capaces de
incrementar la velocidad de reaccion (catalisis) sin llegar a ser consumidas, es decir, son
capaces de regenerarse durante la reaccion enzimatica (mediante el uso de un cofactor
externo). Estas dos propiedades son las que hacen que las enzimas sean los materiales

bioldgicos mas ampliamente utilizados en el desarrollo de biosensores.

Con el propdsito de mejorar las caracteristicas de los biosensores enzimaticos es posible
desarrollar biosensores enzimaticos empleando dos 0 mas enzimas. De esta forma se

puede:
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e Aumentar la sensibilidad del método (empleando una enzima auxiliar que
regenere el sustrato o analito)

e Obtener un nuevo producto mas facil de detectar (la enzima auxiliar actla
cataliticamente sobre uno de los productos de la reaccion enzimatica principal)

e Catalizar una reaccion sobre especies interferentes (la enzima auxiliar cataliza la
reaccion de los interferentes para evitar que afecte a la reaccién enzimatica

principal)

Los estudios sistematicos sobre actividad enzimatica comenzaron a finales del siglo
XIX. En 1882 se introdujo el concepto complejo enzima-sustrato (ES) como
intermediario del proceso de catalisis enziméatica. En 1913, Leonor Michaelis y Maud
Menten, desarrollaron esta teoria y plantearon una ecuacion de velocidad que explicaba
el comportamiento cinético de las enzimas. Para expresar la relacion observada entre la
velocidad inicial (vo) y la concentracion inicial de sustrato ([S]o) Michaelis y Menten
propusieron que las reacciones catalizadas enziméaticamente sucedian en dos etapas: En
la primera etapa ocurre la formacion del complejo ES (etapa rapida) (Ecuacion 4.1) y en
la segunda etapa, el complejo ES, da lugar a la formacién del producto P (paso lento de

la reaccion), liberando a la enzima para que pueda realizar un nuevo ciclo catalitico:

k1 k2 -7
E+S . ES E+P Ecuacion 4.1
-1

En este esquema, ki, k1 y ko son las constantes cinéticas individuales de cada proceso y
reciben el nombre de constantes microscopicas de velocidad.

Por lo tanto, se puede afirmar que:

v; = ki [E][S] Ecuacion 4.2

v_y = k_{ [ES] Ecuacion 4.3
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v, = k, [ES] Ecuacion 4.4
Donde [E], [S] y [ES] son las concentraciones de enzima libre, sustrato y complejo
enzima-sustrato, respectivamente. La concentracion total de enzima, [Et], (constante a

lo largo de la reaccidn) es:

[Er] = [E] + [ES] Ecuacion 4.5

Reordenando:

[E] = [Er]- [ES]  Ecuacion 4.6

Sustituyendo 4.6 en 4.2 se puede expresar v; COMo:

Adoptando la hipdtesis del estado estacionario, segin la cual la concentracion del

complejo ES es pequefia y constante a lo largo de la reaccion (d[ES]/dt =0), se obtiene

que:
d ES
dt =171—v_1—v2=k15 ET_kl.SES _k_IES_szS:O
Ecuacién 4.8
Reordenando:

ky[S][Er] — ky [S][ES] = k_y [ES] + k, [ES]  Ecuacion 4.9

Despejando [ES]:

[ES] = (ky[S][Er]) / (ks [S] + k_y +k,)  Ecuacion 4.10

Operando:
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_ [S] [ET] .
[ES] = ST + ko) TR Ecuacion 4.11

Finalmente:

[Es] = BETL Ecyuacion 4.12

S +Kp

Donde Ky es la constante de Michaelis-Menten:
[(koy + k) / k)] =Ky  Ecuacion 4.13

Como [ES] es constante, y k, es el paso lento de la reaccion enzimaética, la velocidad de
formacion de productos es constante, y dependerd Unicamente de [ES], luego la

velocidad macroscopica del proceso es:
v=v,=k, ES = cte Ecuacién4.14

Por lo tanto, la velocidad de formacién del producto en estado estacionario seria:

v=k [ET] S
2 S +Kpm

Ecuacioén 4.15

Para cualquier reaccion enzimatica, [E+r], ko2 y Ky son constantes. Considerando dos

Casos extremos:

1) A pequefias concentraciones de sustrato ([S] << Ky) v = (k2 [Ef]/Km) [S]. Los
términos entre paréntesis son constantes y pueden englobarse en una nueva
constante, Kops, quedando la expresion de la velocidad reducida a: v = kops [S]. La
velocidad de reaccion depende de la concentracion de sustrato y por lo tanto, se

trata de un proceso cinético de primer orden.
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2) A elevadas concentraciones de sustrato ([S] >> Ky), v = k; [E+]. La velocidad de
reaccion es independiente de la concentracidn de sustrato y, por consiguiente, la
reaccion es un proceso cinético de orden cero. Donde k; y [Et] son constantes y
es posible definir un nuevo pardmetro, la velocidad méxima de la reaccion
(Vmax), siendo Vpax = ko [Er]. La velocidad maxima de la reaccion es la
velocidad que se alcanzaré cuando toda la enzima disponible se encuentre unida

al sustrato (saturacion enzimatica).

Introduciendo el pardmetro Vmax en la ecuacion general de la velocidad, se obtiene la

expresion mas conocida de la ecuacion de Michaelis-Menten:

_ S
_KM+S

- Vimax ~ Ecuacion 4.16

La representacion grafica de la ecuacién de Michaelis-Menten (v frente a [S]) es una
curva hiperbdlica (Figura 4.2). Vmax corresponde al maximo valor al que tiende la curva
experimental y Ky corresponde a la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de

la reaccion es la mitad de la Viax.

K 5T

Figura 4.2 a) Representacion grafica de la ecuacién de Michaelis-Menten. b)

Linealizacion de la ecuacion de Michaelis-Menten.
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Kwm representa un parametro cinético importante por varias razones:
1) Larazén Vya/Kyw ~ sensibilidad analitica en el tramo inicial
2) El valor de Ky aporta una idea de la afinidad de la enzima por el sustrato:
e amenor Ky — mayor afinidad

e amayor Ky — menor afinidad

Este comportamiento se puede explicar facilmente teniendo en cuenta la Ecuacion 4.1,
donde el complejo ES se forma y disocia en las reacciones [(1)] v [(2) y (-1)]
respectivamente. Asi, si Ky es grande, (k_; + k;) >> k; (ver Ecuacion 4.13)
predomina la disociacion del complejo ES (poca afinidad hacia el sustrato). En el otro
extremo, para valores pequefos de Ky, (k_; + k;) << k; predomina la formacion del

complejo ES (gran afinidad hacia el sustrato).

4.2.1.2 Biosensores de bioafinidad

Los biosensores de bioafinidad se basan en la interaccidn entre el analito y el elemento
de reconocimiento sin que medie transformacién catalitica. La interaccion implica la

aparicion y/o modificacién del equilibrio analito-receptor.

La interaccion puede ser cuantificada mediante métodos directos del tipo sandwich,
desplazamiento o competitivos. En este caso, ni se consumen sustratos ni se generan
productos de reaccion, por lo tanto, es necesario recurrir al marcaje del receptor
implicado, o bien, al de algin elemento que compita con el analito por la union al
receptor. Normalmente, son utilizados como marcadores compuestos fluorescentes,
nanoparticulas o enzimas que intervengan en una reaccion complementaria facilmente

transducible. En la actualidad, son empleados distintos receptores de bioafinidad del
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tipo anticuerpos [37-42], lectinas [43-49], acidos nucleicos [50-54], aptameros [55-60],

etc.

4.2.1.2.1 Inmunosensores

En los biosensores de afinidad, el proceso de reconocimiento biomolecular esta
controlado por parametros termodindmicos (forma y tamafio de receptor y ligando), a
diferencia de los sistemas biocataliticos, controlados por pardmetros cinéticos. Dentro
del grupo de los biosensores de bioafinidad, los inmunosensores, son con diferencia los
de mayor empleo y difusién. Se basan en una reaccion de reconocimiento molecular
entre el antigeno (Ag) y el anticuerpo (Ab), donde ambos se unen sitios concretos,
mediante formacién de mdultiples enlaces no covalentes (mediante fuerzas
electrostaticas, enlaces de hidrdgeno, uniones de Van der Waals e interacciones

hidrofébicas) formando asi, el complejo antigeno—anticuerpo.

Los anticuerpos (también conocidos como inmunoglobulinas, 1g) son glicoproteinas del
tipo gamma globulina sintetizadas por los linfocitos B. Pueden encontrarse solubles en
sangre u otros fluidos corporales de vertebrados. Son empleados por el sistema
inmunitario para identificar y neutralizar elementos extrafios tales como, bacterias, virus

0 parasitos.

Las inmunoglobulinas estan formadas por dos cadenas polipeptidicas ligeras (L) y dos
pesadas (H) iguales entre si. Las uniones entre cadenas se realizan mediante puentes
disulfuro. Las cadenas presentan una region variable (V), caracteristica de cada
anticuerpo, situada en los dominios N terminales de cada cadena (V. y Vu). LoS
dominios C terminales son secuencias de aminoacidos que constituyen la regién

constante del anticuerpo (Cy y C.) (Figura 4.3). La region constante (dominios C
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terminales) es analoga para inmunoglobulinas de la misma clase pero difiere para las

distintas variedades de inmunoglobulinas.

1 Anticuerpo
/e 2 Antigeno
3 Sitio unién antigeno
4 Region variable cadena pesada
5 Region variable cadena ligera
5 6 Puente disulfuro

\> S / 7 Determinante antigénico
» 8 Cadena ligera
o é \E 9 Cadena pesada

8s

Figura 4.3 Representacion esquematica de las distintas regiones de un anticuerpo.

Las zonas de reconocimiento antigénico (3 en Fig. 4.3) se denominan paratopos. Los
paratopos estan determinados por la secuencia variable de los extremos amino
terminales de cada cadena, siendo los responsables de la especificidad antigénica de un
anticuerpo determinado. La porcién de antigeno que interviene en una reaccion con un
anticuerpo (7 en Fig. 4.3) se denomina determinante antigénico o epitopo.
Dependiendo del tamafio y complejidad del antigeno incluso pueden estar formados por

varios.

La interaccion antigeno—anticuerpo es una reaccion reversible que viene determinada

por la constante de afinidad, K (constante de equilibrio):

Ab+ Ag & Ab - Ag Ecuacion 4.17

[Ab-Ag]

Ecuacion 4.18
Ab [Ag]

K =
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Donde, [Ab--Ag] es la concentracion del complejo antigeno—anticuerpo (complejo
inmunologico), [Ab] y [Ag] son las concentraciones de anticuerpo y antigeno libres,

respectivamente, en el equilibrio.

La gran selectividad de los anticuerpos viene dada por la esteroespecificidad en los
puntos de unién con el antigeno, lo que da lugar, a constantes de afinidad entre 10°-10"2.
Por lo tanto, la alta especificidad y selectividad de las uniones antigeno—anticuerpo
ofrecen la posibilidad de utilizar estas proteinas en el desarrollo de biosensores
altamente especificos para el andlisis a tiempo real de matrices complejas, sin necesidad

de llevar a cabo extensos pretratamiento o utilizacion de grandes volimenes de muestra.

El destacado interés por los anticuerpos debido al gran potencial de aplicacién, ha hecho
que hoy en dia, existan empresas biotecnoldgicas que generan anticuerpos a la carta
para casi todos los analitos, incluido los no inmunogeénicos. Sin embargo, la mayoria de

inmunosensores desarrollados presentan dos limitaciones:

1. Elevada constante de afinidad de interaccion inmunoquimica (la regeneracion
Optima de las fases sensoras es dificil y en muchos casos imposibles, siendo
normalmente sensores de un solo uso). La fragilidad del anticuerpo hace que al
emplear métodos habituales para favorecer la disociacion se desnaturalice y
pierda su actividad

2. Dificultad para cuantificar de manera directa la formacion de inmunocomplejo
(la interaccion antigeno—anticuerpo no produce ni consume reactivos facilmente
detectables, como en el caso de los biosensores cataliticos). Muchos
inmunosensores, con estos sistemas de reconocimiento, necesitan el empleo de

reactivos marcados para la deteccion indirecta de la interaccion antigeno—
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anticuerpo, lo que implica la adicién de nuevos reactivos no integrados en la fase

sensora, asi como, aumento en el tiempo de analisis.

La dificultad para cuantificar de manera directa la formacion de inmunocomplejo ha
sido solventada desarrollando inmunosensores imitando las técnicas de inmunoanélisis
(ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas, ELISA). Actualmente, son utilizados en
el desarrollo de inmunosensores anticuerpos marcados con enzimas. Estas enzimas son
las que permiten finalmente cuantificar la concentracion de analito, debido a la
generacion de productos facilmente detectables. Ademas, su alto poder catalitico es
capaz de amplificar la sefial, permitiendo alcanzar limites de deteccion méas bajos. Las
enzimas utilizadas frecuentemente son del tipo peroxidasas, fosfatasas alcalinas, glucosa

oxidasas o catalasas.

Han sido descritas diferentes configuraciones para el desarrollo de inmunosensores
enzimaticos, siendo las mas habituales las de tipo “sandwich” y las competitivas

(Figura 4.4).
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Figura 4.4 (a) inmunoensayos tipo“sandwich”. (b) inmunoensayo competitivo.

En los inmunosensores competitivos, tanto el antigeno de la muestra (Ag) como el
antigeno marcado con la enzima (Ag*) compiten por los sitios de unién de un
anticuerpo especifico (Ab). La concentracion del anticuerpo que se encuentra

inmovilizado sobre el soporte sélido es limitante. Es decir, cuanto mayor sea la
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concentracion de Ag en la muestra, menor cantidad de Ag* se unira al Ab, siendo la
medida obtenida inversamente proporcional a la cantidad de analito presente en la
muestra. De esta manera, la informacion analitica viene dada por la monitorizacion de la

reaccion enzimatica.

En los inmunosensores tipo “sandwich”, el antigeno (analito) se une al anticuerpo
inmovilizado en el transductor a través de un epitopo y, a su vez, el anticuerpo marcado
con enzima se une al antigeno a través de otro epitopo diferente. En esta configuracion,
cuanto mayor sea la concentracién de Ag en la muestra, mayor Ab* se unira, siendo la
medida obtenida directamente proporcional a la concentracion de analito presente en la
muestra. En general, el esquema “sandwich” proporciona un limite de deteccion un

orden de magnitud méas bajo que el formato competitivo.

La diferencia entre un inmunoensayo tipo “sandwich” y uno competitivo es que en el de
tipo “sandwich” existe un “intercalado” superposicon de anticuerpos, donde el analito
sirve de nexo de union entre ambos y en el inmunoensayo competitivo, el analito

marcado es desplazado por el analito no marcado.

4.2.2 Clasificacion en funcidn del tipo de transductor

El sistema de transduccion o mas comunmente conocido como transductor, es el
elemento y generalmente soporte del material biolégico. Es capaz de transformar
variaciones de las propiedades fisico-quimicas producidas por interacciones especificas
analito-sistema de reconocimiento, en una sefial que puede ser registrada, amplificada y
almacenada. Dicha sefial, proporciona informacion cuantitativa o semicuantitativa de un
analito determinado. Para un funcionamiento adecuado del biosensor, el elemento de
reconocimiento y el sistema de transduccidn deben estar en contacto directo. En funcion
de la naturaleza del sistema de transduccion podemos diferenciar varios tipos:
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4.2.2.1 Electroquimicos

Los transductores electroquimicos transforman la sefial producida por la interaccion
entre el sistema de reconocimiento y el analito, en una sefial eléctrica [4, 6, 12, 20].
Dicha sefial proporciona informacion analitica cuantitativa del analito que la origina

(ver seccion 4.3).
4.2.2.2 Masicos, piezoeléctrico o acusticos

Los sistemas de transduccion piezoeléctricos, miden cambios de masa inducidos por la
formacion de complejos receptor-analito sobre la superficie del electrodo (cristal). La
frecuencia de oscilacion de un cristal viene determinada por su masa, por lo tanto, de
acuerdo con la ecuacién de Sauerbrey (Ecuacion 4.19), la variacion de la frecuencia
(4F) cuando se produce una interaccion, se podré relacionar con la concentracion de
analito [61-65].

—2F2
A Paugq

AF = Am Ecuacion 4.19

Donde F es la frecuencia de resonancia del modo fundamental microbalanza de cuarzo,
A es el area efectiva del electrodo, p, es la densidad del cuarzo, u, es el médulo de corte

del cuarzo, Am es el cambio de masa.

4.2.2.3 Térmicos

Los transductores termométricos (generalmente termistores) son capaces de medir
cambios de calor originados por reacciones enzimaticas. En este caso, la variacion de

temperatura se puede relacionar con la concentracion de analito [66, 67].
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4.2.2.4 Opticos

Los transductores Opticos miden variaciones en las propiedades de la luz (absorcion,
fluorescencia, luminiscencia, dispersién o indice de refraccion) producidas como
consecuencia de la interaccion fisica o quimica entre analito y biosensor [68-72]. A
principios de los 90 apareci6 una nueva tecnologia basada en el fendmeno de resonancia
de plasmon de superficie (SPR) que ha permitido el estudio en tiempo real del proceso
de interaccion entre biomoléculas. La SPR se produce por la reflexion total del haz de
luz incidente al interaccionar con los plasmones, observandose una reduccién de la

intensidad de luz (Figura 4.5).
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Figura 4.5 (a) Esquema de medida de un dispositivo SPR. (b) Seguimiento de un

inmunoensayo mediante SPR.

4.3 Biosensores electroquimicos

Los transductores electroquimicos transforman la sefial producida por la interaccion
entre el sistema de reconocimiento y el analito en una sefial eléctrica [3-6, 10, 20, 33].
Las tecnicas electroanaliticas son capaces de proporcionar limites de deteccion
excepcionalmente bajos, ademé&s de cuantiosa informacion sobre los sistemas
estudiados: estequiometria, velocidad de transferencia de carga, velocidad de

transferencia de masa, constante de velocidad y constante de equilibrio.
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El uso de transductores electroquimicos en el desarrollo de biosensores presenta
numerosas ventajas: (1) necesidad de pequefios volimenes, incluso del orden de
nanolitros; (2) obtencidn de sefial eléctrica, (3) limites de deteccion adecuados para
deteccion de numerosos analitos interesantes, incluso a nivel bioldgico; (4) susceptibles
a la miniturizacién; (5) relativa simplicidad de funcionamiento; (6) bajo coste de
instrumentacién  analitica; (7) dispositivos  especialmente  apropiados para

monitorizacion en tiempo real.

Dependiendo del proceso de transduccion existen tres tipos de biosensores

electroquimicos: potenciométricos, conductimétricos, y amperométricos [1, 4, 6, 20].
4.3.1 Biosensores Potenciométricos

Se basan en la medida de la diferencia de potencial eléctrico entre dos electrodos
(indicador y referencia) en ausencia de corriente. Las variaciones en la medida del
potencial de celda vienen determinadas por la ecuacion de Nernst (Ecuacion. 4.20)
siendo proporcional a la concentracion de algin ion generado durante la reaccion

enzimatica.

E= E%+ FpCo
nF

Cr Ecuacion 4.20

Donde E es el potencial aplicado, E° es el potencial estandar, R es la constante de los
gases ideales, T es la temperatura en grados Kelvin, F es la constate de Faraday, Co es
la concentracion de la especie oxidada, Cr es la concentracion de la especie reducida.
Un ejemplo de este tipo de biosensor lo tenemos en el sensor selectivo a NH4"
modificado con ureasa. Durante la reaccion, la enzima descompone la urea (Ecuacion.

4.21) en iones amonio y carbonato [3], los cuales pueden ser determinados por este tipo

de sensores.
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4.3.2 Biosensor Conductimétricos

Este tipo de transductores mide cambios de conductividad, en la disolucion de medida o
en membranas selectivas dispuestas en la superficie de electrodos conductimétricos,
generados por la interaccion con el analito [1, 6]. EI ejemplo mas caracteristico lo
constituye el biosensor de urea. La generacion de iones carbonato y amonio (Ecuacion.
4.21) produce un aumento en la conductividad del medio registrable con este tipo de

biosensor [3].

Ureasa .,
Urea + 2H,0 2NH{ + C0%~ Ecuacion 4.21

4.3.3 Biosensores Amperométricos

Se basan en la medida de corriente eléctrica generada por el intercambio electrénico
entre el material de biorreconocimiento y el transductor [5, 6, 10, 16, 60]. La posibilidad
de poder incorporar al transductor nuevos componentes, tipo mediadores redox,
cofactores y otras biomoléculas, confiere a este tipo de biosensores una gran

versatilidad de uso.
4.3.3.1 Clasificaciéon de biosensores amperométricos

Durante las reacciones de oxidacion-reduccion los electrones son transferidos entre
reactivos y productos. Desde el punto de vista enzimatico, el resultado final es la
transferencia de uno o varios electrones de la enzima a la superficie del transductor.
Teniendo en cuenta el proceso de transferencia electrénica se pueden distinguir tres

tipos o0 generaciones de biosensores:
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4.3.3.1.1 Biosensores de 12 generacion

En este tipo de biosensores, la reaccion enzimatica (Ecuacion 4.22) es seguida mediante
la formacion de un producto electroactivo (Ecuacion 4.23) o mediante el consumo de
un cosustrato (Ecuacion 4.24) empleado por la enzima para volver a su estado inicial
[6]. Los biosensores de 12 generacidn fueron los primeros en desarrollarse. El electrodo
modificado con Gox de Clark, pertenece a este grupo [7]. EI inconveniente de medir
algunos cosustratos o productos de reaccidén radica en la necesidad de aplicar
potenciales muy elevados (sobrepotenciales). Estos sobrepotenciales pueden producir
tanto fendmenos de interferencias como polimerizaciones de productos de reaccién en

la superficie que alteren las condiciones cinéticas y el funcionamiento del biosensor.

G
glucosa+ %20, +H,0O o gluconolactona + H,0, Ecuacion 4.22
HZOZ 2 H+ + 02 + 26' (+07 V VS. SCE) Ecuacién 423
02 +4 H+ +4 e 2 HZO ('065 V VS. SCE) Ecuacién 4.24

Para intentar evitar estos inconvenientes es necesario: (1) el empleo de membranas
permeoselectivas que impidan la llegada de interferentes a la superficie activa del
transductor, (2) la deteccidn catalitica de los intermedios de reaccion (H20,) vy (3) uso
de mediadores redox artificiales que reduzcan el potencial aplicado. El uso de este tipo

de mediadores dio lugar a la segunda generacién de biosensores amperométricos.

4.3.3.1.2 Biosensores de 22 generacion

Los biosensores de segunda generacion utilizan un mediador encargado de transferir los
electrones puestos en juego en el centro activo enzimatico hacia la superficie del
transductor [4, 6, 20]. De esta manera, se sustituye el cosustrato natural empleado por la
enzima. El mediador debe tener ciertas caracteristicas para favorecer el proceso: (1)

transferir los electrones rapidamente para evitar la competencia de los cosustratos
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naturales de la enzima; (2) tener un potencial redox préximo a cero, para evitar la

interaccion con otros analitos que puedan actuar como interferentes.

Los mediadores mas utilizados, tanto libres como inmovilizados en un hidrogel, son el
par ferro/ferricianuro, ferroceno y sus derivados, 1,4-benzoquinonas, azul de metileno,

rojo neutro y algunos complejos de osmio y rutenio [20].

Los principales problemas que presentan estos biosensores son debidos a la
competencia de los cosustratos naturales y a la pérdida de estequiometria de la reaccion,
asi como, la pérdida del mediador (potencialmente tdxico) por difusién y contaminacién

de la muestra.

4.3.3.1.3 Biosensores de 32 generacion

En este caso, la enzima es ensamblada directamente en la superficie del transductor [73-
79], evitando asi, el uso de cualquier intermedio de reaccién (cosustrato o mediador
redox). Este tipo de biosensores presenta mayor selectividad, ya que los potenciales
utilizados son mas proximos a los intrinsecos de la enzima. Segun la teoria de Marcus,
la espontaneidad del proceso de transferencia electronica entre la enzimay el electrodo

va a depender de lo accesible que sea el centro activo de la enzima [80].

Una de las enzimas mas factibles para ser utilizada en este tipo de biosensores es la
HRP (peroxidasa de rabano), debido a la localizacion de su centro activo, ya que no se
halla en el interior de la enzima. Sin embargo, la mayoria de enzimas son sistemas
muchos méas complejos y presentan sus centro activos mucho mas protegidos. Ejemplos
evidentes de esta aproximacion son los biosensores que incluyen en su estructura sales
organicas conductoras tales como: tetratiofulvaleno (TTF) y/o tetracianoquinodimetano

(TCNQ).
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glucosa glucolactona glucosa glucolactona glucosa glucolactona

Glucosa oxidasa W
Glucosa oxidasa (Gox)

0: ‘NES) % H:0:

Transductor

Figura 4.4 Esquema de las reacciones que ocurren en un biosensor de: (a) 12 generacién, basado en la deteccion amperométrica de H,O, o de

O,; (b) un biosensor de 22 generacidn; (c) un biosensor de 3?2 generacion.
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NANOTECNOLOGIA
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5.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un é&rea interdisciplinar dedicada al estudio, disefio, creacion,
manipulacion y aplicacion de materiales nanoestructurados para su explotacion tanto a
nivel laboratorio como a escala industrial. Los materiales con microestructuras
controladas a escalas cuasi-atdbmica han dado lugar a un nuevo campo de investigacion
multidisciplinar donde concurren la fisica del estado sélido, la quimica, la ciencia de los
materiales, etc. Podemos definir como materiales nanoestructurados a aquellos cuyos
“constituyentes” tienen dimensiones menores de 100 nm en al menos una de sus
dimensiones. Los materiales de tamafio nanométrico poseen propiedades fisicas y
quimicas diferentes a las del material masivo “bulk”. Un ejemplo claro lo constituyen
las particulas magnéticas empleadas en la presente tesis, donde la reduccion de tamafio
trae consigo un cambio de comportamiento magnético, pasando de ser ferro o
ferrimagneético a superparamagnético. Actualmente, las nanoestructuras magnéticas
muestran una gran variedad de aplicaciones en campos tan diversos como la electrénica,
la dptica, remediacidn y extraccién de contaminantes [81-84], tecnologia alimentaria
[85], desarrollo de dispositivos de analisis (sensores y biosensores), hasta incluso
alcanzar areas tan complejas como la biomedicina [86, 87], donde son utilizadas en el
diagnostico [88-91] transporte y liberacion farmacoldgica [92, 93], hipertermia [94],

tratamiento de tumores [95-97], etc.

Una de las principales ventajas que presentan los nanomateriales es el incremento en la
relacién superficie/volumen al reducir la escala. Este incremento hace que se aumente el
namero de atomos en superficie en relacién al namero de a&tomos en volumen lo que
propicia la aparicion de efectos mecano-cuanticos influenciados por el tamafio de las

nanoparticulas. Esta ventaja es muy importante ya que el incremento de la superficie

38



especifica esta directamente relacionado con la mejora de la sensibilidad y obtencion de

limites de deteccién mas bajos.

Las excelentes propiedades electro-cataliticas presentes en algunos de estos compuestos
han contribuido a que en la Ultima década, existan numerosas publicaciones
relacionadas con la aplicacion de nanomateriales en el disefio y desarrollo de
dispositivos sensores [98-102], biosensores [103-105], inmunosensores [106-109] y

aptasensores [110-112] utilizando la nanotecnologia como un valor afiadido.

Finalmente, se prevé que en las proximas décadas los avances obtenidos en nanociencia
tengan un fuerte impacto en todas las areas de la ciencia, tecnologia, innovacion y

campo empresarial.

5.2 Nanoparticulas

Los materiales nanoestructurados se pueden clasificar en relacién a cuéntas de las
dimensiones de la nanoestructura o la de alguno de sus constituyentes supera el rango
de la nanoescala (100 nm). Por lo tanto, se establecen asi cuatro categorias: 0D
(fullerenos, nanoparticulas o clusteres), 1D (nanofibras, nanohilos, nanotubos), 2D

(grafeno y peliculas delgadas) y 3D.

Segun la definicién dada para nanomaterial no se deberian de incluir los materiales
Ilamados 3D en la categoria de nanoestructuras, ya que todas sus dimensiones superan
los 100 nm. Sin embargo, son considerados materiales nanoestructurados 3D aquellos
en los que son utilizados para su construccién nanoestructuras (0D, 1D o 2D) como

bloques replicados en las 3 direcciones del espacio de forma ordenada.
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De manera adicional a la clasificacion anterior, las particulas también suelen dividirse
en funcion de su tamafio (diametro) en particulas: finas (100-2500 nm) y ultrafinas o

nanoparticulas (1-100 nm).

Agua Aminoécido Virus Bacteria Neurona Un punto Balon
= .
< ™ ’Jt
101 1 10 102 10° 104 10° 10¢ 107 108

F Nanémetros

T

Alcanotiol Fullereno Nanotubo Nanoparticula

Figura 5.1 Distribucion de tamafios en la escala nanométrica.

5.3 Nanoparticulas magnéticas (NPMs)

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) resultan especialmente interesantes en &mbitos
tan diversos como el biomédico, analitico, ciencia de los materiales, etc., debido a que
pueden ser manipuladas bajo la influencia de un campo magnético externo y empleadas

en procesos de separacién y concentracion [113].

El magnetismo de manera sencilla se puede entender como un fenémeno fisico por el
cual los objetos ejercen fuerzas de atraccidn o repulsion sobre otros materiales, debidas
a la alineacion de los momentos magnéticos internos del material con un campo

magnético externo aplicado.

Existen materiales con propiedades magnéticas facilmente detectables como el niquel,
hierro, cobalto y sus aleaciones, cominmente llamadas imanes. Sin embargo, todos los
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materiales son influenciados en mayor o menor medida por la presencia de un campo

magnético.

Las propiedades magnéticas de un material son generadas por los movimientos de las
particulas (con masa y carga eléctrica propia) que lo constituyen. Consecuentemente, el

momento magnético de un atomo libre es debido a dos contribuciones:

e momento angular orbital de los electrones alrededor del nucleo

e momento de espin de los electrones, debido a los electrones desapareados

Por lo tanto, el comportamiento magnético de un material dependera basicamente del
numero de electrones desapareados que posea cada atomo, asi como, del orbital en el
que se encuentren. Una particula cargada eléctricamente crea, cuando gira, un dipolo
magnético Illamado magnetron. Al aplicar un campo magnético externo al material, los
dipolos magnéticos se ordenan con el campo aplicado, dando lugar a un momento
magnético dentro del material. Los momentos angulares de un electrén (momento
orbital y momento de espin) pueden interactuar entre si, (como cualquier par de dipolos)
y producir un acoplamiento espin-orbital. Dependiendo de las caracteristicas del

acoplamiento espin-orbital surgiran las propiedades magnéticas de atomos y moléculas.

En la naturaleza, los materiales presentan dos tipos de comportamientos: (1)
paramagnético (presenta momento magnético permanente) y (2) diamagnético (no

presenta momento magnético permanente).

A su vez, si los momentos magnéticos permanentes interactlan colectivamente para
producir un orden magnético de largo alcance puede aparecer una magnetizacion

espontanea, generando los materiales conocidos como ferro o ferrimagnéticos, segun el

41



tipo de ordenamiento. En el caso de los materiales antiferromagnéticos existe orden de

largo alcance pero la magnetizacion espontanea es nula.

5.3.1 Diamagnetismo

Los materiales diamagnéticos presentan la propiedad de repeler los campos magnéticos,

por el contrario los materiales ferromagnéticos son atraidos por ellos [114, 115].

El fundamento de este comportamiento diamagnético se debe a que los &tomos o iones
que poseen electrones apareados no presentan un momento magnético permanente. Pero
ante un campo magnético aplicado, estos electrones (apareados) precesan originando

un campo magnético opuesto al campo magnético aplicado.

En su gran mayoria, las sustancias son diamagnéticas debido a que los pares de
electrones con espin opuesto contribuyen débilmente al diamagnetismo. Sélo en los
casos en los que hay electrones desapareados existe una contribucion paramagnética en
sentido contrario. Como se ha comentado el diamagnetismo es una contribucién muy
débil, por consiguiente, cualquier otro tipo de comportamiento magnético que presente
el material, generalmente superard a los efectos de las corrientes generada por el
movimiento de los electrones. En términos de configuracion electronica, el
diamagnetismo se observa en aquellos materiales que tienen completas sus subcapas
electronicas, es decir, que los momentos magnéticos estan apareados y se contrarresten

unos con otros. Los materiales diamagnéticos tienen una susceptibilidad magnética
negativa ( < 0). La susceptibilidad magnética es una constante de proporcionalidad

adimensional que indica el grado de magnetizacion en respuesta a un campo magnético

aplicado. De esta forma se puede expresar como [116]:

Z=M/H  Ec.51
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Donde M es la magnetizacion del material (momento dipolar magnético por unidad de

volumen) y H es la fuerza del campo magnético.
5.3.2 Paramagnetismo

Este comportamiento magnético se observa en materiales que tienen electrones
desapareados en sus capas atomicas, generalmente en las capas 3d y4f. Los materiales
Cuyos momentos magnéticos atdbmicos no estan apareados generan un momento

magnético permanente distinto de cero y muestran paramagnetismo [115, 117].

Las principales propiedades que definen el paramagnetismo son:

e susceptibilidad magnética ligeramente positiva, >0y % ~ 0.
e susceptibilidad magnética proporcional al campo magnético aplicado, % = y(H).

e magnetizacion nula en ausencia de campo magnético H= 0>y =0.

En ausencia de campo magnético, la agitacion térmica (contribucién entrdpica) fuerza a
los espines a disponerse en una orientacion aleatoria, perdiéndose asi, el magnetismo
adquirido. Por debajo de la temperatura de Curie (Tc)®, no se observa paramagnetismo
debido al comportamiento cooperativo que muestran los espines. Finalmente podemos
distinguir distintos comportamientos en funcion de como ocurre el solapamiento
colectivo de los momentos magnéticos locales: ferromagnetismo, antiferromagnetismo

y ferrimagnetismo.
5.3.3 Orden magnético colectivo: Interaccion de intercambio y superintercambio

Segun el principio de exclusion de Pauli, dos electrones en el mismo orbital deberan

tener espines opuestos. Por otro lado, la regla de la multiplicidad de espin de Hund,

' Se denomina temperatura de Curie a la temperatura por encima de la cual un cuerpo ferromagnético
pierde su magnetismo, comportandose como un material puramente paramagnético.
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establece que los orbitales atomicos se ocupan de tal forma que se maximiza el espin
total. Como consecuencia, los orbitales solapados influyen en la orientacion de los
momentos magnéticos vecinos, llevando a un orden de largo alcance [118]. Este
fendmeno es consecuencia de la interaccion de intercambio electronico y puede

producir magnetizaciones macroscopicas elevadas.

En el caso de los Oxidos de hierro, el intercambio entre cationes vecinos tiene lugar por
medio de la interaccion de un electron orbital de un i6n de oxigeno intermedio. A este

tipo de interaccion se le conoce como superintercambio.

Las interacciones de intercambio y superintercambio pueden dar lugar a un
ordenamiento magnético espontaneo por debajo de una temperatura critica. Por debajo
de dicha temperatura (Tc) el promedio en el tiempo de las fluctuaciones del espin
atomicos es distinto de cero. EI comportamiento de los materiales magnéticamente
ordenados se puede clasificar de acuerdo con la magnitud de la magnetizacion de la

subred y del caracter positivo o negativo de la interaccion de intercambio.

En el ferromagnetismo, el intercambio es positivo, resultando una magnetizacion
permanente muy grande [119-121]. En los materiales antiferromagnéticos, el
intercambio es negativo, y los momentos de las subredes son iguales y opuestos, dando
lugar, a una magnetizacion resultante nula [120, 121]. Si el acoplamiento i6n-oxigeno
no es de 180°, los momentos de las subredes no se cancelan totalmente y aparece un
ferromagnetismo débil sobre un eje perpendicular al eje promedio de los espines

(antiferromagnetismo inclinado).
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Figura 5.2 Diagrama de magnetizacion esponténea.

Por otro lado, en el ferrimagnetismo el intercambio también es negativo pero en este
caso los momentos magnéticos de las subredes antiparalelas no son iguales. De este

modo, se genera una magnetizacion espontanea grande a lo largo del eje de espin.

Como comentamos anteriormente, el orden de largo alcance se pierde por encima de la
temperatura critica Tc (temperatura de Curie), para los materiales ferri y
ferromagnéticos, y por encima de la temperatura de Néel (T,)? para los materiales

antiferromagnéticos.
5.3.3.1 Superparamagnetismo

Si todos los momentos magnéticos locales se orientan en la misma direccién se genera
una gran cantidad de energia magnetostatica, dando lugar, a un dominio magnético
[122]. Por lo tanto, un dominio magnético es un volumen de material ferromagnético en
el que todos los magnetrones se alinean en la misma direccion (magnetizacion
uniforme). Dentro de cada domino los espines estan orientados en la misma direccion,
pero ésta direccion es diferente a la de otros dominios magnéticos adyacentes (Figura
5.3). Cada region de magnetizacion uniforme estd separada por una barrera. La

existencia de barreras es consecuencia del equilibrio entre la energia magnetostéatica,

2 La temperatura de Néel es la temperatura por encima de la cual desaparece el efecto antiferromagnético
en los materiales, pasando éstos a comportarse como materiales paramagnéticos. La temperatura de Néel
es andloga a la temperatura de Curie de los materiales ferromagnéticos
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que aumenta proporcionalmente con el volumen del material, y la energia superficial de
la barrera del dominio, que aumenta proporcionalmente con el &rea interfacial. Aunque
aparezca una nueva componente energética debida a la energia interfacial entre los
dominios adyacentes, esta configuracion multidominio es la més favorable desde el
punto de vista energético. Sin embargo, cuando el tamafio de la particula disminuye el
namero de dominios magnéticos decrece hasta un valor critico (Dcit) donde el elevado
valor de la energia asociada a la barrera de los dominios es termodindmicamente
desfavorable y el material se convierte en monodominio. Este tamafio se alcanza cuando
se igualan la energia magnetostatica con la superficial. Asi, el D indica el tamafio de
transiciébn monodiminio-multidominio. Por debajo de dicho valor, el material posee
todos sus momentos magnéticos orientados en una misma direccion cuando es aplicado
un campo magnético externo. Esto da lugar, a un dipolo permanente dentro del material
de magnitud similar a la de los materiales ferromagnéticos y aproximadamente 100
veces superior a la de los materiales paramagnéticos [122]. En el caso de las NPMs, la
bibliografia reporta valores de D de 128 y 166 nm para la magnetita y la maghemita

respectivamente [123].

>

Monodominio

Multidominio

Coercividad
Superparamagnetismo

®

Radio de nanoparticula

Figure 5.3 Esquema de la relacion entre el tamafio y la coercividad.
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La respuesta de los materiales ferromagnéticos frente a un campo externo aplicado
viene definida por la existencia de un ciclo de histéresis (Figure 5.4), caracterizado por
dos pardmetros principales: la remanencia y la coercividad, relacionados a su vez, con la

anchura del ciclo de histéresis.

(1) La remanencia magnética 0 magnetizacion remanente es la capacidad de un
material para retener el magnetismo que le ha sido inducido, es decir, la
magnetizacion que persiste después de que se retira el campo magnético externo.

(2) La coercividad es la intensidad de campo magnético que se debe aplicar a un
material para reducir su magnetizacion a cero después de que la muestra haya sido
magnetizada hasta su saturacion (magnetizacion de saturacion, Mg). Por lo tanto, la
coercividad mide la resistencia de un material ferromagnético a ser
desmagnetizado. Este parametro es uno de los més importantes a tener en cuenta
cuando se trabaja con nanoparticulas. Se ha observado que cuando se reduce el
tamafo de particula, inicialmente aumenta la coercividad y posteriormente tiende a

cero (Figura 5.3).

Cuando el tamafio de las nanoparticulas de monodominio continGa disminuyendo se
llega a un segundo valor critico (Dsp). El Dy indica la transicion de material ferro a
superparamagnético [124, 125]. Por debajo del valor de Dy, en ausencia de campo
externo, los dipolos se orientan al azar debido a que la energia térmica es superior a la

energia de anisotropia magnética por particula.

La energia de anisotropia es responsable de mantener los momento magnéticos de una
particula en una determinada direccion [126]. En consecuencia, el momento magnético
resultante es nulo, al igual que ocurre en los materiales paramagneticos. Este

comportamiento es propio de los materiales superparamagnéticos donde la coercividad
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llega a cero (Figura 5.4, color azul). En las particulas superparamegnéticas dichas
contribuciones son lo suficientemente fuertes para desmagnetizar espontaneamente un
material previamente saturado. Por consiguiente, estas particulas tienen coercividad
cero y no presentan histéresis. De esta manera, las nanoparticulas superparamagnéticas
se convierten en magnéticas en presencia de un iman externo y vuelven al estado no

magnético cuando deja de actuar el campo magnético externo.

Mr Msat

Hc:campo coercitivo
Msat: Magnetizacion de saturacion
Mr: Magnetizacion remanente

i\
Magnetizacién ,\
// Campo aplicado
—

H ——>

Ferromagnetismo
Diamagnetismo
Paramagnetismo
Superparamagnetismo

Ciclo de histéresis
Figura 5.4 Curva de histéresis (Magnetizacion M frente al campo magnético aplicado H
caracteristica de nanoparticulas ferromagnéticas y superparamegnéticas. También se

muestra el comportamiento diamagnético (en rojo) y paramagnético (en verde).
5.4 Oxidos de hierro: Magnetita/Maghemita

La magnetita (FesO4) pertenece al grupo de la espinela [127, 128], y posee una
estructura cristalina cubica espinela inversa. En esta estructura los atomos de oxigeno
(O%) presentan un empaguetamiento clibico compacto centrado en las caras (fcc) en la
direccion [111], un tercio del hierro como Fe®*" ocupa todos los sitios tetraédricos (sitios
T), otro tercio de hierro como Fe*" ocupa la mitad de los sitios octaédricos (sitios O) y el

Gltimo tercio de hierro como Fe?* ocupa el resto de sitios octaédricos (O) [129].
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La maghemita (y-Fe,O3) presenta una estructura espinela no estequiométrica formada
estructuralmente solamente por iones Fe**. Esto hace que la celda de la maghemita sea
ligeramente menor que la de la magnetita ya que los iones Fe?* son de mayor tamafio
que los iones Fe®" [128, 129]. En la estructura cristalina de la maghemita, la mitad de
los iones Fe** ocupan sitios T mientras que la otra mitad ocupan sitios O [129]. Ambos
Oxidos de hierro son ferrimagnéticos aunque la magnetizacion de saturacion de la

maghemita es ligeramente inferior a la de la magnetita.
5.5 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Para poder desarrollar nanosistemas, nanoparticulas y nanodispositivos es necesario
comprender y controlar las condiciones de sintesis de las nanoparticulas que lo
componen. Por lo tanto, se han empleado muchos esfuerzos en desarrollar métodos de
sintesis que permitan controlar el tamafio, forma y distribucién de las nanoestructuras

[130].

El material mas ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas son las
nanoparticulas de magnetita, ya que presentan una magnetizacion de saturacion lo
suficientemente grande como para permitir su manipulacion con la aplicacién de un
campo magnético externo. Estas nanoparticulas, muestran comportamiento
superparamagnético y pueden funcionalizarse facilmente uniendo diferentes moléculas
en su superficie. Las nanoparticulas de magnetita también presentan caracteristicas muy
atractivas desde el punto de vista biolégico. Su uso es muy interesante en aplicaciones
biomédicas, debido a que cuando interactian con moléculas bioldgicas presentan una

gran estabilidad quimica, baja toxicidad, biocompatibilidad y biodegradibilidad.

Las nanoparticulas pueden ser preparadas mediante métodos Fisicos y Quimicos.

Actualmente, existen en la bibliografia una gran variedad de métodos de sintesis y
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modificaciones (para mas detalle de los métodos de sintesis ver referencias: [130-

135)).

Los métodos fisicos consisten principalmente en la subdivisién del precursor masivo
hasta alcanzar el tamafio nanométrico deseado (top-down). Por el contrario, los métodos
quimicos se basan en el crecimiento de particulas a partir de los atomos que las
constituyen (bottom-up). Los métodos fisicos incluyen la molienda mecénica
(mecanosintesis), pulverizado y evaporacion por descarga de arco de metales,
obteniéndose generalmente nanoparticulas grandes con una amplia distribucién de
tamarios donde la superficie del material normalmente presenta defectos importantes y
dafios cristalograficos. Los materiales obtenidos por estos métodos se suelen usar
frecuentemente en la preparacion de nanomateriales cerdmicos a granel, donde los
defectos pueden ser recocidos durante la sinterizacion y el tamafio y forma de las

particulas no son esenciales para su aplicacion.

Por el contrario, las nanoparticulas sintetizadas gquimicamente son mas pequeias,
presentan composicion quimica mas homogénea, menor distribucion de tamafio y
disminucion de los defectos cristalograficos en superficie. EI método quimico utilizado
para la obtencion de las nanoparticulas dependera de la aplicacion final que se le vaya a
dar, asi como, del grado de homogeneidad necesario y coste de produccion. Los
métodos quimicos mas utilizados son: co-precipitacion, micelas inversas, micro-
emulsion, sintesis sol-gel, reacciones hidrotérmicas, hidrélisis y termolisis de

precursores, sintesis de inyeccion de flujo y electrospray.
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5.5.1 Mecanismo de formacion de nanoparticulas magneticas en fase liquida

La formacion de nanoparticulas en disolucion estd basada en un modelo apoyado en la
teoria clasica de nucleacion. Esta teoria fue publicada por LaMer y Dinegar en 1950
para explicar la formacion de sulfuros de naturaleza coloidal [136]. El diagrama de
LaMer ilustra la variacion de concentracion de soluto en funcion del tiempo (Figura
5.5). Los autores identificaron dos procesos claramente diferenciados durante la
formacion de nanoparticulas: nucleacion y crecimiento. Por razones précticas el

diagrama de LaMer se va a dividir en tres etapas (Figura 5.5).

En la primera etapa, la concentracion de sales empieza a aumentar. Una vez alcanzada
la concentracion minima (Cwn, Figura 5.5), el sistema se vuelve heterogéneo y las
moléculas de soluto se combinan para producir embriones o nucleos. Estos embriones
son el resultado de la colisién de iones 0 moléculas en disolucion mediante el proceso
de auto-nucleacién. En esta etapa, los nucleos se forman y disuelven constantemente. Su

estabilidad dependera de la altura de la barrera de energia libre (AG):

e i la barrera de energia libre es alta en comparacion con la energia térmica (KT)
la probabilidad de formacién de ndcleos es despreciable
e i la barrera de energia libre es lo suficientemente baja la tasa de nucleacion

tiende a ser infinita

En la segunda etapa, la sobresaturacion es reducida parcialmente, por la aparicion de
nacleos, lo suficientemente rapido como para que la tasa de nucleacion caiga casi
inmediatamente a cero. En esta etapa, la nucleacion continuara mientras se permanezca
entre el valor critico de concentracion que limita la sobresaturacion (Cuax, Figura 5.5)
y la Cun, donde el crecimiento de particulas sustituye a la nucleacién de particulas. En

consecuencia, se puede generar una disolucion coloidal de semillas monodispersas
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mediante el control de las concentraciones iniciales de precursores, provocando que el
periodo en el cual ocurre la nucleacion sea corto. Cuantos méas nucleos se obtengan,
menor sera el tamafio, ya que una cantidad dada de masa se distribuye entre un mayor

ndmero de centros.

En la tercera etapa, si la concentracion disminuye pero el sistema todavia se encuentra
sobresaturado se produce el crecimiento de nlcleos, dando lugar, a nanoparticulas de
mayor tamafio. Por lo tanto, el tamafio final de particula y la tasa de crecimiento
dependeran de tres variables: (1) nimero de nulcleos presentes, (2) cantidad total de
precursores y (3) coeficiente de difusion. Este coeficiente depende inversamente de la

viscosidad y directamente de la temperatura.

El mecanismo de LaMer es estrictamente cierto sélo para el sistema para el que fue
desarrollado (sales de azufre). Sin embargo, independientemente de la rigurosa validez
de la prediccion de LaMer este diagrama proporciona una idea general del mecanismo

quimico de la formacion de NPMs en fase liquida.

c Limite de supersaturacion
ax

Auto-nucleacion

. Concentracion de nucleacién

Periodo de crecimiento

Concentracidn

Etapal FEtapa2 Etapa3 Tiempo

Figura 5.5 Diagrama de LaMer y Dinegar para explicar la formacion de sulfuros de

naturaleza coloidal.
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5.5.2 Métodos Quimicos de Sintesis

5.5.2.1 Co-precipitacion

Este método es probablemente el méas sencillo, eficiente y de facil escalado a nivel
industrial [131]. La magnetita (Fe3O,4) se obtiene a partir de una mezcla estequiométrica
de sales ferrosas y férricas en medio acuoso alcalino y bajo atmosfera inerte.
Finalmente, una vez realizado el proceso descrito anteriormente las nanoparticulas son

obtenidas como un precipitado de color negro.

Las reacciones quimicas para la formacién de Fe;O4 pueden ser descritas mediante las

siguientes ecuaciones:

desprotonaciom

Fe** + H,0 Fe(OH) ** Ec. 5.2
n desprotonacién 2y

Fe”” + H,O Fe(OH)y Ec.5.3
ox'idaci(’m_ )

Fe(OH), ™ + Fe(OH), Y desmaratacion g 0, Ec.5.4

Reaccion resumida: Fe?* + 2Fe®* + 80OH FesO4 + 4H,0 Ec.5.5

Cabe la posibilidad de sustituir el Fe?* por Mn**, Co*, Cu**, Mg?*, Zn** y Ni** para

generar 0xidos mixtos o aleaciones [137-140].
Las condiciones minimas necesarias para la obtencién de nanoparticulas de Fe3O,4 son:

e pH de la disolucion precursora entre 8 y 14
e relacién estequiométrica 2:1 entre las sales de Fe**y Fe®*

e sintesis bajo atmoésfera inerte libre de oxigeno
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Profundizando un poco mas en la estequiometria de la magnetita (FesO4 = FeOFe,03)
nos damos cuenta que realmente se trata de un 6xido mixto de Fe**y Fe** en relacién

(2:1), es decir, la misma relacién empleada durante la sintesis.

De esta manera, el Fe** puede ser oxidado a Fe** aplicando una atmésfera o ambiente

oxidante.
FesOa4+1/4 O2+ 9/2 H20 — 3Fe(OH)3 Ec.5.6
FesOs+ 2H" — yFe203 + Fe®* + H20 Ec.5.7

Por este motivo las nanoparticulas de FesO, no son muy estables en condiciones
ambientales y medios &cidos, oxidandose facilmente y generando y-Fe,O3 (de color
rojizo-parduzco). Sin embargo, la oxidacion de la Fe3Oq4 para generar y-Fe,O3 a priori no
presenta un problema para nuestro propdsito ya que la vy-Fe,O; también es
ferrimagnética con valores de susceptibilidad magnética (632 10° m® kg™®) muy

proximos a los valores de la FesO, (674 10 ° m* kg ).

El tamafio, distribucion, forma y composicion de las nanoparticulas dependeran de
factores tales como: (1) tipos de sales utilizadas en la sintesis (cloruros, sulfatos,
nitratos), (2) relacién Fe**: Fe®*, (3) temperatura de reaccion, (4) valor de pH, (5) tipo
de base empleada para generar el medio basico (NaOH, KOH, NH4OH), (6) velocidad
de agitacion, (7) presencia de agentes quelantes o poliméricos (8) fuerza idnica del
medio de trabajo, (9) velocidad de adicién de la disolucién, (10) orden de adicion
(disolucién de sales de hierro sobre la disolucién basica o al revés), (11) flujo y

burbujeo de gas inerte durante la sintesis, etc.

Dependiendo de las condiciones de sintesis y sus posibles variantes se pueden obtener

NPMs con tamafios comprendidos entre 5 y 100 nm y con mayor o menor variabilidad
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de tamafio. A continuacion, se explicaran en detalle coémo afectan algunos de estos

factores.

Los valores optimos de concentracion de Fe en disolucion oscilan entre 39 y 78 mM.
Por otro lado, el incremento en la relacién Fe**: Fe** favorece la formacion de particulas
grandes de hidréxido como precursor de Fe3O4, lo que en definitiva incrementa el
tamafio de las nanoparticulas. Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de

Fe,O, se pueden controlar mediante el ajuste de la relacién Fe**: Fe®".

La adicion de aniones organicos quelantes, tales como, iones carboxilato (&cido laurico,
citrico, o acido oleico) o agentes poliméricos (dextrano, carboxidextrano, almidon, o
alcohol polivinilico), pueden ayudar a controlar el tamafio de las nanoparticulas, asi

como, evitar su oxidacion posterior en contacto con el aire.

‘ *— Fe?* /[Fe¥*=0.5

e @
P
i )

Figura 5.6 Montaje experimental de la sintesis de nanoparticulas por coprecipitacion.

Normalmente, la sintesis a temperaturas inferiores a 60°C produce un oxihidréxido
hidratado amorfo que puede convertirse facilmente en Fe,O;, mientras que a

temperaturas de reaccion mas altas (> 80 °C) se favorece la formacion de Fe;O,.
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La naturaleza de la base también afecta al tamafio de las nanoparticulas. Por ejemplo,
utilizando NH4OH en lugar de NaOH, se obtiene una mejor cristalinidad, mayor

magnetizacion de saturacion y menor tamafio de nanoparticula.

El incremento de la fuerza ionica de las disoluciones precursoras (por ejemplo en
presencia de NaCl 1 M) produce nanoparticulas mas pequefias con valores de
magnetizacion de saturacion inferiores que las sintetizadas en disoluciones con menor

fuerza ionica.

El burbujeo de gas inerte a través de la solucién protege de la oxidacion de las
nanoparticulas de magnetita, ademas de reducir el tamafio de particula en comparacion
con métodos donde no se ha eliminado el oxigeno atmosférico tanto de las disoluciones

precursoras como del contenedor de reaccion.

De la misma manera, el aumento en la velocidad de agitacion también tiende a

disminuir el tamafo de particula.

Habitualmente, la adicion de la disolucion alcalina sobre la disolucion de sales de hierro
se realiza lentamente, gota a gota con agitacion vigorosa. Se parte de una disolucion de
sales de hierro ligeramente cida, donde el valor de pH es incrementado lentamente con
la adicién de NaOH. Cuando el pH es suficientemente alcalino pH~ 12, comienza la
formacion de un precipitado oscuro que indica la aparicion de nanoparticulas de

magnetita.

5.5.2.2 Coprecipitacion quimica por inyeccion rapida

La coprecipitacion quimica por inyeccion rapida difiere de la coprecipitacion
convencional en la velocidad a la que el pH de la disolucion de sales de hierro es

incrementado. En este caso, el objetivo es favorecer la formacion de magnetita
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bruscamente, mecanismo explosivo, mediante la adicion brusca de la disolucion de sales

de hierro en la disolucion béasica convenientemente agitada.
5.5.2.3 Coprecipitacion quimica en condiciones de reflujo y envejecimiento

La coprecipitacion quimica en condiciones de reflujo y envejecimiento se desarrolla en
varias etapas. Inicialmente, se prepara y calienta una disolucion de hierro trivalente a
80°C bajo condiciones de reflujo durante 2 horas. En esta etapa se forma un precipitado
de color amarillento consecuencia de que el Fe** se hidroliza formando un 6xido-
hidréxido de hierro trivalente (FeOOH). Posteriormente, se prepara una disolucion de
Fe?* y urea. Finalmente, esta disolucion se mezcla con el precipitado obtenido
anteriormente y se calienta a una temperatura alrededor de 90-96°C durante 20 horas
bajo condiciones de reflujo. El pH necesario para la formacién de las nanoparticulas se

obtiene gracias a la lenta descomposicion de la urea.
(NH2),CO +H,0 -2 2NH3; +CO, Ec.5.8
NH3; + H,O 2 NH," + OH’ Ec.5.9

En estas condiciones, el incremento de pH es considerablemente mas lento que el
obtenido en los métodos anteriores. Por lo tanto, el incremento uniforme y lento de pH
hace que se generen nanoparticulas mucho mas grandes, ya que se favorece la etapa de

crecimiento cristalino.
5.5.2.4 Micelas inversas y micro-emulsion

Este método emplea agentes tensioactivos anfoteros para crear estructuras micelares
invertidas-esféricas en disolventes no polares. De esta manera, se forman
espontaneamente nanogotas de diferentes tamarfios, micelas (1-10 nm) o emulsiones de
agua en aceite (10-100 nm). En el interior de estas nanogotas, formadas por una capa de
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surfactante que separa el interior de una disolucidén organica exterior, se encuentra
encapsulada la disolucion acuosa que contiene las sales de hierro. Por lo tanto, este
sistema actla como nanoreactor para sintetizar nanoparticulas. Bajo estas condiciones
se proporciona un aislamiento que limita la nucleacion de particulas y el crecimiento. La
principal ventaja del método de micela inversa o tecnologia de emulsion es la gran
diversidad de nanoparticulas que se pueden obtener variando la naturaleza o cantidad de
agente tensioactivo y co-tensioactivo, la fase aceite, o las condiciones de reaccion.
Finalmente, el tamafio de las nanoparticulas se puede controlar seleccionando
adecuadamente la temperatura de trabajo y la concentracion de tensioactivo presente en

la disolucidn precursora.
5.5.2.5 Termdlisis

Este método consiste en descomponer térmicamente a altas temperaturas (superiores a
200 °C) un precursor organometalico que contenga hierro. Esta aproximacién mejora
significativamente el control del tamafio medio, asi como, la distribucion y cristalinidad
de las nanoparticulas. En este proceso la naturaleza del disolvente, temperatura y tiempo
de reaccion son los parametros que mas influyen al tamafio y morfologia de las
nanoparticulas generadas. Como ejemplo, podemos citar la descomposicion térmica
Fe(CO)s en disoluciones de oxido de trioctilfosfina (TOPO) y é&cido oléico a una

temperatura de 340 °C.
5.5.2.6 Reaccién hidrotermal

Estas reacciones se llevan a cabo en medios acuosos y se realizan en reactores o
autoclaves donde la presién puede estar por encima de los 2.000 psi® y la temperatura

supera los 250°C. Existen dos métodos o rutas sintéticas ampliamente utilizadas: (1)

* libra-fuerza por pulgada cuadrada
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hidrélisis y oxidacion o (2) neutralizacion de hidroxidos metélicos mixtos. Estas dos
reacciones son muy similares a excepcion de que sélo son utilizadas sales de hierro en
el primer método. En este proceso, las condiciones de reaccion, disolvente, temperatura,
y tiempo de reaccion, por lo general tienen efectos importantes sobre los productos. El
tamafio de particula se controla principalmente mediante los procesos de velocidad de

nucleacion y crecimiento de grano.

5.6 Funcionalizacion y estabilidad de las NPMs

Las NPMs estan formadas por elementos magnéticos como hierro, cobalto, niquel y sus
oxidos. Un problema intrinseco e inevitable que presentan estas particulas es que
tienden a formar agregados con el tiempo para intentar reducir la energia asociada,
debido a la elevada relacion area superficial/volumen que poseen. Ademas, las
particulas que carecen de un recubrimiento externo son muy activas quimicamente y se
oxidan facilmente en contacto con el aire. Esto puede generar capas delgadas de 6xidos
que originan una pérdida de magnetismo y capacidad de dispersion. Por ello, se hace
necesario en la mayoria de las aplicaciones recubrir y/o proteger la superficie, durante o
después de la sintesis. Estas estrategias comprenden la insercion o el recubrimiento con
especies organicas, tales como, tensioactivos, polimeros o recubrimientos de capas
inorganicas, como silice o carbdn. De esta forma, los tensioactivos o polimeros se
emplean a menudo para inactivar la superficie de las nanoparticulas durante o después
del proceso de sintesis. La generacion in situ de la capa protectora puede ayudar al
crecimiento y control del tamafio de las nanoparticulas, generalmente por interaccion de
repulsion electrostatica o repulsion estérica, manteniendo las nanoparticulas en un
estado coloidal estable (estabilizacion de las NPMs sintetizadas en suspension).
Ademas, los tensioactivos o polimeros se pueden anclar quimicamente o adsorber

fisicamente a las NPMs para formar una capa simple o doble, lo que genera fuerzas
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repulsivas (principalmente como repulsion estérica) para equilibrar las fuerzas de
atraccion magnética y de Van der Waals que acttian sobre los NPMs. Por otro lado, para
usos biomédicos es necesario que las NPMs sean estables en medio acuoso a pH
fisiologico (pH= 7.4). Asi, la estabilidad coloidal de dichas nanoparticulas dependera de
su punto isoeléctrico, asi como, de la funcionalizacion presente en su superficie

(interaccidn electrostatica y estérica)

5.7 Bioconjugacion o biofuncionalizacién

Las NPMs tipo core-shell se pueden considerar particulas formadas por un nucleo
cristalino inorgénico (con propiedades magnéticas) y una cascara superficial de grupos
funcionales (p. ej. -OH, -COOH, -NH,, -C=0, etc). La cubierta suele ser rica en grupos
funcionales. ComuUnmente es utilizada como matriz de inmovilizacion para otras
moléculas o biomoléculas mas complejas con funciones mas especificas, como por

ejemplo, el reconocimiento molecular o actividad catalitica.

La bioconjugacion puede ser definida como una técnica de modificacién que permite
anclar en la superficie de un de un material (ver Figura 5.7), generalmente sintético,
material biologico. Para biofuncionalizar las NPMs se pueden utilizar un numero
considerable de receptores bioldgicos tales como: proteinas, ligandos, anticuerpos,
enzimas, aptameros, ADN, etc., que a posteriori puede ser empleados como elementos
de bioreconocimientos o centros cataliticos en donde ocurre una reaccién quimica o

bioquimica.
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Figura 5.7 (1) Esquema de funcionalizacién e inmovilizacion enzimatica (2).
Mecanismo de reaccion enzimaticas (reaccion por desplazamiento) en la superficie

sensora (3) respuesta enzimatica frente a adiciones de peroxido de hidrégeno (4).
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6.1 Introduccioén

Durante las Gltimas décadas ha sido objeto de estudio el revestimiento y modificacion
de superficies que puedan otorgar proteccion a los materiales subyacentes, debido a la
aparicion de nuevas propiedades superficiales y funcionales [141-143]. Para el
desarrollo de biosensores o biodispositivos es necesario utilizar superficies altamente
biocompatibles que ademas, sean capaces de incrementar la cantidad y estabilidad del
material bioldgico retenido. EXxisten aproximaciones para realizar este tipo de
modificaciones, entre las que destacan conjugacion quimica, hidrolisis, desarrollo capas
ensambladas, tratamiento de plasma, etc. Normalmente, estos métodos requieren mucho
tiempo, suelen ser complicados, 0 no son aplicables a todas las superficies[144-146].
Por lo tanto, existe un gran interés por encontrar métodos que permitan modificar las
superficies de los materiales de manera sencilla y eficaz. Sin embargo, la naturaleza
siempre ofrece oportunidades. Asi, la investigacion de métodos de adaptacion utilizados
por organismos Vivos a su entorno ha proporcionado informacion valiosa. De esta
manera, la observacién de la adhesion de mejillones a una gran diversidad de
superficies, condujo a un importante avance en el campo de la ciencia de los
materiales[147-149]. Los mejillones pueden adherirse con fuerza a diversos sustratos,
incluso a superficies mojadas. Diversos estudios han demostrado que la presencia de
3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (DOPA) vy varias proteinas ricas en lisina son los
principales responsables de la extraordinariamente robustez de adhesion que los

caracteriza.

En base a estos hallazgos, el grupo de Messersmith presenté en 2007 su primera
publicacion sobre la obtencién de polidopamina (pDA). La dopamina (DA), presenta
una estructura molecular similar a la DOPA vy ha acaparado la atencién como nuevo

material de revestimiento [150].
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Figura 6.1 Polimerizacion de DA y formacion de la red polimérica de pDA con restos

aminos (NH,), grupos catecoles (C-OH, azul) y quinonas (C=0, rojo).

6.2 Dopamina

La DA es un neurotransmisor producido por una amplia variedad de animales, incluidos
vertebrados e invertebrados. Esta relacionada con muchos procesos fisioldgicos y
trastornos neurofisiolégicos como, la esquizofrenia, el Parkinson y el Alzheimer, asi
como, varios comportamientos sociales y adictivos [151-153]. La DA es una
feniletilamina, una catecolamina que cumple funciones neurotransmisoras en el sistema
nervioso central. Se produce en diversas zonas del sistema nervioso, especialmente en la
sustancia nigra o el hipotdlamo, actuando como una neuro-hormona e inhibiendo la

liberacion de prolactina del 16bulo anterior de la hipdfisis.

6.3 Ventajas y aplicaciones de la polidopamina

La principal ventaja que presenta la pDA en el desarrollo de biosensores es que puede
ser polimerizada facilmente en préacticamente cualquier tipo de sustrato inorganico u

organico, incluyendo superficies superhidréfobas [150, 154]. El espesor de film
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depositado puede ser controlado facilmente y posee gran estabilidad quimica y
mecénica. Otra caracteristica importante radica en su estructura quimica, ya que posee
numerosos grupos funcionales tales como, catecoles, aminas, iminas y quinonas [155]
que pueden servir para retener covalentemente moléculas de interés o material bioldgico
(enzimas, anticuerpos, ADN, aptameros, células, etc.) [156-160]. Por otro lado, en
protocolos de bioremediacion facilita la retencion de iones de metales de transicion
[161], mejora los procesos de biomineralizacion [162-164] y su caracter reductor
permite reducir espontaneamente el Au®* y Ag" para generar espontaneamente
nanoparticulas en superficie [165-168]. Las grandes ventajas que presenta la pDA han
hecho que haya irrumpido con fuerza en un gran nimero de aplicaciones, en areas como
la quimica, biologia, medicina, materiales, ingenierias de las ciencias aplicadas y

tecnologias.
6.4 Sintesis de polidopamina

A dia de hoy, el método de sintesis de pDA mas ampliamente utilizado es la oxidacion
de DA en disolucion ligeramente alcalina (pH> 8.5). De esta forma, el monémero DA
es oxidado y autopolimerizado espontaneamente usando el oxigeno como agente
oxidante. El proceso de auto-polimerizacién se trata de una reaccion suave y sencilla
que no precisa de instrumentacion sofisticada, condiciones de reaccidén extremas o
sustancias contaminantes peligrosas. La polimerizacién se produce de manera inmediata
cuando afiadimos mas de 2 mg/ml de DA (mondmero) a una disolucién alcalina. Esta
reaccion muestra cambios de color, pasando inicialmente de incolora a ligeramente rosa
y finalmente a marrén palido u oscuro dependiendo de la concentracion y el tiempo de
reaccion. El espesor de la pelicula depositada puede ser controlado mediante la
regulacién de concentracion de DA y el tiempo de polimerizacién pudiendo llegar a

alcanzar espesores aproximadamente de 50 nm para tiempos de reaccion entre 24-48 h.
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Algunos autores, han reportado un nuevo método de polimerizacion de DA menos
contaminante para el medio ambiente mediante el empleo de enzimas [169]. La
formacion de melanina en los organismos se lleva a cabo mediante oxidacion catalitica
de L-tirosina por la enzima tirosinasa. Por otro lado, la lacasa, es una enzima
ampliamente utilizada para la degradacion catalitica de compuestos polifenolicos en
aguas residuales de procesos industriales. Recientemente, se han presentado trabajos
sobre polimerizacion enzimatica de compuestos de derivados fenolicos y aminas [170,
171]. La polimerizacion de DA mediante el uso de enzimas ofrece como ventajas que
puede ocurrir a pH 6 y el atrapamiento de dicha enzima en la matriz polimérica,
conservando intactas tanto su actividad enzimatica como su estructura [170], para su

posterior uso como sustrato biocatalitico.

Alternativamente, también ha sido empleada con éxito la electropolimerizacion de DA
mediante voltametria ciclica incluso en disoluciones desoxigenadas [172]. Mediante
este protocolo se han conseguido peliculas poliméricas de mayor espesor en
comparacion con los métodos citados anteriormente. Aungue este método presenta una
gran simplicidad y eficacia, todavia existen algunas limitaciones inherentes, ya que

requiere que el material a recubrir sea eléctricamente conductor.

6.5 Mecanismo de polimerizacion

Aunque la pDA puede sintetizarse facilmente, el complejo mecanismo de sintesis ha
sido tema de debate cientifico durante afios, debido principalmente al enorme nimero
de reacciones redox que tienen lugar y a la gran cantidad de productos intermedios

generados durante la polimerizacion.

Inicialmente, se pensd que la formacién de pDA seguia un mecanismo similar a la

sintesis de melanina (eumelanina) en los organismos vivos [173-177]. Segun esta teoria,
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la DA seria originariamente oxidada, en condiciones alcalinas, a dopamina-quinona,
seguido de una ciclacion intramolecular, generando leucodopaminochromo mediante
adicion tipo Michael entre los carbonos 1,4 [178]. Seguidamente, ocurriria la oxidacion
de este intermedio y su posterior reagrupamiento estructural, generando 5,6-
dihidroxiindol, para luego oxidarse facilmente a 5,6-indolquinona. Finalmente, los
intermedios de reaccion serian capaces de experimentar reacciones de ramificacion en
las posiciones 2, 3, 4, y 7 para dar lugar a la formacién de mdaltiples isdbmeros de
dimeros y eventualmente, oligdmeros superiores que podrian autoensamblarse mediante
reacciones de dismutacion inversa entre los grupos catecoles y o-quinona generando el
polimero reticulado. Sin embargo, el modelo "eumelanina" muestra poca evidencia

experimental.
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Figura 6.2 Primeros pasos propuestos para la formacion de la polidopamina.

En marcado contraste con el modelo de "eumelanina”, el cual prevé un esqueleto
polimérico con base en los enlaces covalentes entre los anillos de arilo de los
monomeros, Bielawski y colaboradores (mediante espectroscopia de estado sélido y
técnicas cristalograficas) han propuesto un nuevo mecanismo para la sintesis de pDA

[179].
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Estos autores, mediante el empleo de técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN)
en estado sélido y *°N, pudieron confirmar la formacién de intermedios de reaccion
ciclicos y especies nitrogenadas de tipo indol e indolina. Estos datos corroboraban el
modelo anterior, pero el anélisis de RMN de **C mostraba que las especies ciclicas
nitrogenadas eran adscritas a una estructura indolina saturada, en lugar de una estructura
de indol insaturado, como proponia el modelo anterior. Por lo tanto, plantearon que la
estructura polimérica de la pDA se formaba por agregacion de monoémeros (DA)
reticulados a través de fuerzas no covalentes fuertes, incluyendo enlaces por puentes de
hidrégeno, transferencia de carga y apilamiento mediante enlaces tipo =, similares a los

existentes en polimeros supramoleculares sintéticos o bioldgicos.

Paralelamente a estos modelos, Lee y colaboradores sugirieron la formacion de pDA
como resultado de la combinacion de auto-ensamblaje no covalente y polimerizacion
covalente del monémero [180]. Mediante cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS), identificaron gran cantidad de DA sin
polimerizar que a su vez, formaba un complejo auto-ensamblado con el producto

oxidado, 5,6-dihidroxiindol (DHI).

Otra propuesta formulada por Vecchia y colaboradores, integra los nuevos conceptos
obtenidos con el modelo anterior [181]. Estos autores sugieren que la formacion de
pDA puede ocurrir por tres mecanismos simultaneos y competitivos. Asi, la estructura
de la pDA dependeria de las condiciones (concentracién de DA, tampén y pH) a la que
transcurre la reaccion de polimerizacion. Los datos obtenidos de RMN (**N, *C) y UV-
visible variaban significativamente en funcion de las condiciones de sintesis. Por
ejemplo, a baja concentracién DA (0.5 mM), la quinona es generada lentamente, dando
lugar a una mayor proporcion de unidades de indol ciclado (DHI). Por otro lado, a

mayor concentracion de DA de partida (10 mM), la quinona generada por autooxidacion
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puede ser atrapada de manera eficiente por la DA, dando lugar a un aumento de la
cantidad de elementos no ciclados. El estudio de espectros de RMN de **C empleando
tampén TRIS (hidroximetil)-aminometano, en lugar de tampones fosfato o NaHCOs,
mostraron incorporacion significativa de TRIS a la estructura polimérica a
concentraciones relativamente bajas de mondmero. Otra fortaleza del mecanismo
propuesto por Vecchia y colaboradores es que muchos grupos funcionales tipo indoles,
aminos, acido carboxilicos, catecoles, quinonas y sistemas tipo n inddlico/catecélicos
son integrados en la estructura polimérica. Este resultado, ademés de explicar la
excelente capacidad adhesiva de la pDA a practicamente cualquier tipo de superficie,
también nos da una idea de la excelente plataforma que supone la pDA tanto para afiadir
otras funcionalidades como para retener material bioldgico en superficie. Ademas, de la
concentracion de DA y tipo de tamp6n utilizado, también es importante prestar atencion
al pH de la disolucién empleada [182]. Cuando el pH de la disolucion aumenta de 5 a
8.5, el espesor de la pelicula depositada aumenta gradualmente, estabilizdndose a
valores de pH superiores a 8.5. Por otro lado, otro factor importante en la formacion de
pDA es el uso de agentes oxidantes en la disolucion de polimerizacion. El oxigeno es
utilizado frecuentemente como agente oxidante en el proceso de polimerizacion de
pDA, participando en la oxidacion inicial de la dopamina, asi como, en la conversion de
5,6-dihidroxiindol en quinona mediante abstraccion de hidrogeno. Recientemente, ha
sido confirmado que la dopamina no es capaz de polimerizarse en disoluciones que
hayan sido desoxigenadas previamente, aunque se encuentre en un ambiente
fuertemente alcalino [183]. Finalmente, también se ha demostrado que oxidantes del
tipo persulfato de amonio, periodato, perclorato de sodio e iones metalicos pueden ser

eficazmente empleados en la polimerizacion de la DA [184, 185].
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6.6 Aplicacion de polidopamina en el desarrollo de biosensores: inmovilizacion de

enzimas y anticuerpos

Desde el punto de vista electroquimico y electroanalitico, la pDA ofrece un
microentorno idéneo para la inmovilizacion de una gran densidad de biomoléculas
sobre la superficie sensora. ElI material es anclado firmemente mediante enlace
covalente lo que permite conservar la estructura tridimensional y la actividad biologica

(reconocimiento anticuerpo-antigeno, reaccion enzima-sustrato).

Desde el punto de vista mecanistico, la red de pDA es polimerizada mediante la
formacion de bases de Schiff y/o adiciones tipo Michael, donde los grupos quinonas (-
C=0) formados a partir de la oxidacion de los grupos catecoles (-C-OH) de la DA,
reaccionan con el grupo amino primario (-NH;) de otra molécula [186-188]. Estos son
los mismos mecanismos empleados para la inmoviliazacion de enzimas, anticuerpos y

material bioldgico, sobre la superficie de la pDA.

6.6.1 Base de Schiff

Una base de Schiff es un grupo funcional que contiene un doble enlace carbono-
nitrégeno, donde el atomo de nitrégeno esta conectado a un grupo arilo o alquilo sin
hidrogeno. La férmula general es R;R,C=N-R3, donde R3 es un grupo arilo o alquilo

que convierte a la base de Schiff en imina estable.
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Figura 6.3 Mecanismos de adicion y formacion de una base de Schiff.
6.6.2 Adiciones tipo Michael

La adicion de Michael consiste en una adicion nucledfila de un carbaniéon a un
compuesto carbonilico o, p-insaturado. Es decir, se transforma un carbono sp® en un

carbono sp® mediante adicion nucleéfila al carbono B de un alqueno electro-deficiente.
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Figura 6.4 Mecanismos de adicion nucleofilica (adicion de Michael).

6.7 Conclusiones

La utilizacion de pDA, en protocolos de inmovilizacion, para el desarrollo de
biosensores resulta un método novedos, sencillo y beneficioso principalmente debido a
la posibilidad de su polimerizacion formando redes complejas con grupos reactivos

libres y disponibles para ser utilizados en posteriores reacciones quimica.
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Por otro lado, los grupos catecoles residuales presentes en la estructura son los
responsables de la fuerte adhesion polimérica a cualquier tipo de superficie organica
(polisulfona [189], polipirrol [190]) e inorgénica (arcillas [191], nanoparticulas de

hierro [192, 193], oro [194], SiO, [195, 196]).

Cabe destacar que la pDA también ha sido empleada en el desarrollo de polimeros de
impresion molecular (PIMs) para el reconocimiento de proteinas dada su capacidad de
formacion de una red compacta, facilmente adaptable y con posibilidad de establecer

interacciones débiles [197].

La presencia de grupos quinona residuales sobre la estructura del polimero permite el
desarrollo de procesos de derivatizacion, donde la superficie modifica sus propiedades

fisico-quimicas y mecénicas, en funcion del tipo de modificacion realizada.

Sin embargo, para el desarrollo de biosensores, posiblemente sea mas interesante la
formacion de bases de Schiff y adiciones tipo Michael en la superficie del polimero.
Dichas reacciones forman enlaces covalentes con restos aminas, tioles y grupos
imidazoles de la histidina que permiten, a su vez, la inmovilizacion de material

bioldgico en superficie.

La mayoria de los biosensores desarrollados mediante el uso de la pDA han sido

elaborados aplicando tres tipos de enfoques distintos:

(i) encapsulacién directa de la biomolécula durante la polimerizacion de la dopamina

(biosensor)

(ii) posterior modificacién de la biomolécula de interés sobre el polimero (biosensor)

(iii) uso de transductores modificados directamente con pDA para la deteccién del

analito de interés (sensor)
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Figura 6.5 Posibles mecanismos de inmovilizaciéon via quinona con restos aminos,

tioles e imidazoles donde R’ es un resto organico o biomolécula.
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MATERIALES Y METODOS
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7.1 Materiales

Todos los reactivos y enzimas han sido suministrados por la compafiia Sigma-Aldrich y
usados sin previa modificacion y/o purificacion. Cada reactivo ha sido almacenado en
las condiciones recomendadas por la casa comercial. Los anticuerpos fueron
suministrados por la casa comercial AbCam. Todas las disoluciones fueron preparadas
con agua ultrapura (Milli-Q/Millipore) y conservadas en nevera mientras que no eran
usadas. Las disoluciones de reactivos poco estables (H,O,, polifenoles, interferentes,
dopamina, etc.) se prepararon previo uso. Las disoluciones enzimaticas y calibrado de

biosensores han sido realizados en tampén fosfato salino (PBS, pH = 7.4)

Electrodo auxiliar Electrodo b

de referencia

Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo

Electrodo de referencia

C

Contactos eléctricos

Electrodo de trabajo

Figura 7.1 a) Montaje experimental de un electrodo de carbono vitrificado (GCE). b)
Montaje experimental del potencioestato uSTAT 200 conectado a tarjeta serigréafica. c)

Detalle de la configuracion de una tarjeta serigrafiada (SPCE).

Los electrodos serigrafiados de pasta de carbono (SPCEs) modelo DRP-110 y DRP-710
fueron suministrado por la empresa espafiola Dropsens. Los electrodos de carbono
vitrificado (GCEs) fueron obtenidos de la casa comercial CH Instruments (CHI). El

GCE modificado con un iman de neodimio fue cedido por el grupo de electroanalisis de

75



la Universidad Complutense de Madrid. Todos los experimentos electroquimicos fueron

realizados con un potenciostato uSTAT 200 (Dropsens).

7.2 Métodos de caracterizacion de Materiales

Durante el desarrollo de la presente tesis se han empleado diversas técnicas
instrumentales para caracterizar las nanoparticulas sintetizadas, asi como, sus
posteriores modificaciones. Algunas de estas técnicas han sido usadas en el laboratorio
de Neuroquimica y Neuroimagen (CPA, Voltametria ciclica, Espectroscopia Visible-
Ultravioleta), mientras que otras mas especificas fueron realizadas en el Servicio
General de Apoyo a la Investigacion (SEGAI) de la universidad de la Laguna, en la
Universidad Complutense de Madrid y en el Instituto de Ciencias de Materiales de

Sevilla (CSIC-Univ. de Sevilla).

Las técnicas voltamperométricas y de caracterizacion de materiales empleadas durante
la presente tesis han sido: microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia
electronica de transmision (TEM), microscopia de fuerza atomica (AFM),
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), difraccion de rayos X (XRD), analisis
térmico (TG, TDA, DSC), espectroscopia (Vis-UV, IR, Raman), medidas de

susceptibilidad magnética, etc.

7.2.1 Voltamperometria

Las técnicas potenciostaticas o voltamperométricas son métodos que se realizan a
potencial controlado. Estudian los procesos de transferencia de carga entre el electrodo
de trabajo y el analito en disolucion. Abarcan un grupo de metodologias
electroanaliticas, donde la informacion sobre el analito es obtenida a partir de la medida
de la intensidad de corriente en funcion del potencial aplicado, en condiciones donde se

favorece la polarizacion total de un electrodo indicador o de trabajo.
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7.2.1.1 Procesos faradicos y no faradicos

El objetivo de las técnicas a potencial controlado es obtener una corriente que pueda ser
relacionada con la concentracién de analito de interés. Por esta razén, se mide la
transferencia electronica durante el proceso redox que sufre el analito en la superficie

del electrodo de trabajo:
O + ne” &R Ecuacién 7.1

Donde O y R son la forma oxidada y reducida del par redox respectivamente y n es el

nameros de electrones puestos en juego.

Cuando el analito cambia de estado de oxidacién genera una corriente eléctrica
denomina corriente faradica, por seguir las leyes de Faraday (la oxidacion o reduccién
de 1 mol de sustancia produce un cambio de 96.487 culombios). Sin embargo, cuando
se aplica un potencial a un electrodo pueden generarse corrientes de diferente
naturaleza, no faradicas, debidas principalmente a los fendmenos de adsorcion y
desorcién concomitantes al trasporte de carga generados en la doble capa eléctrica entre

la interfaz electrodo-disolucion.

Las concentraciones de reactantes y productos existentes vendran especificados por la

ecuacion de Nernst:

E=F +8m &2

n Ecuacion 7.2
nF Cr

Donde E es el potencial aplicado, E° es el potencial estandar, R es la constante de los
gases ideales, T es la temperatura en grados Kelvin, F es la constate de Faraday, Co es

la concentracion de la especie oxidada, Cres la concentracion de la especie reducida.
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La corriente i, registrada durante un experimento voltamperométrico, representa la
velocidad v, de reaccion a la cual el analito se esta oxidando/reduciendo en la interfase

electrododo-disolucién y viene expresada como:

v, == Ecuacion 7.3

nF

Generalmente, la velocidad de la reaccion es normalizada respecto a la superficie (A)

del electrodo de trabajo (mol s* cm™) quedando:

J,=2=—2 Ecuacion 7.4

La velocidad de reaccion viene gobernada por una serie de procesos tales como: (1)
transferencia de masa del analito y sus productos de reaccion hacia y desde la superficie
del electrodo; y (2) velocidad de transferencia electrénica sobre la superficie del

electrodo.
A continuacion, se definen brevemente cada uno de ellos.
7.2.1.2 Fendmenos de transporte transferencia de masa

Para que la sustancia electroactiva se oxide o reduzca en la superficie del electrodo es
necesario que el analito en el seno de la disolucion alcance de alguna manera la
superficie. El transporte de analito puede realizarse mediante tres tipos de mecanismos
de transporte de masa. Dependiendo del tipo de mecanismo de transporte de masa
existente se influird en mayor o menor medida la velocidad con que los reactantes y
productos se transporten desde y hacia la superficie del electrodo. Los procesos de

transporte de masa pueden ser: difusién, migracion y conveccion.
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7.2.1.3 Transferencia electrénica

Reconsiderando la ecuacion 7.1, el proceso de transferencia electrénica consiste en la
transferencia de n electrones entre la banda de conduccion del electrodo de trabajo y un
orbital molecular de las especie oxidada o reducida (orbitales HOMO y LUMO

respectivamente).

La velocidad de reaccion directa (reduccion) vq s una reaccion de primer orden:

Vg = kd CO EcuaCién 7.5

La reaccion inversa (oxidacion) v; también es de primer orden:

v; = k; Cg Ecuacion 7.6

Donde kg y ki son las constantes de velocidad directa e inversa respectivamente. Estas

constantes dependen de las condiciones experimentales de acuerdo a:

ky; = k°exp —% Ecuacion 7.7
k; = k%exp (A-amf E-E7 Ecuacion 7.8

RT

Donde k° es la constante de velocidad estandar y o es el coeficiente de transferencia
electrénico. El valor de k° (cm/s) indica la velocidad de reaccion entre la superficie del
electrodo y el reactante. El valor de a (comprendido entre 0 y 1) proporciona
informacién sobre la simetria de la curva de energia libre (respecto a reactantes y
productos). De esta forma « es una medida de la fraccion de energia puesta en el sistema
para reducir la energia de activacion. Por lo tanto, para sistemas simétricos « tendra un

valor muy préximo a 0.5.
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7.2.2 Técnicas voltamperométricas

Existe un gran numero de técnicas que difieren en la forma en que el potencial es
aplicado y en definitiva, la manera en que es medida la corriente. En el desarrollo de la
presente tesis se han empleado: (1) Voltamperometria a potencial constante (CPA) o

Amperometria y (2) Voltamperometria ciclica (CV).
7.2.2.1 Voltamperometria a potencial constante

En esta técnica el potencial es fijado a un valor donde ocurre la oxidacion/reduccion del
analito de interés en régimen difusivo (sin agitacion mecanica y en presencia de una
gran concentracion de electrolito inerte). Bajo estas condiciones, la corriente registrada
alcanza un valor maximo (corriente limite i, ). Normalmente, esta técnica permite la

deteccién de moléculas o iones a concentraciones préximas a 10° M.

Al aplicar un potencial constante se genera una contribucion no faradica inicial que cae
a cero rapidamente, debida a la contribucion capacitiva de la doble capa eléctrica.
Transcurrido el momento inicial, la corriente generada es funcion de la concentracion de
analito. Admitiendo que i_ es de origen difusivo y que durante el proceso de medida se
consume poca cantidad de analito (concentracién del analito constante), se puede asumir
que se alcanza el estado estacionario (steady-state). Bajo las condiciones de estado
estacionario i, es directamente proporcional al coeficiente de difusion y concentracion

del sustrato:

G Ecuacién 7.9

Donde C es la concentracion del analito, D es el coeficiente de difusion, r es el radio

del electrodo y G es un factor geométrico
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7.2.2.2 Voltamperometria ciclica

En voltametria ciclica (CV), el potencial aplicado varia linealmente (Figura 7.2a) con
el tiempo desde un valor inicial (E;) hasta un valor final (Es). Una vez alcanzado el valor
E: el sentido de barrido es invertido y generalmente, el potencial vuelve a su valor
inicial. El intervalo de potencial elegido es aquel en el que tenga lugar la oxidacion o
reduccion del analito de interés. Las condiciones de trabajo son aquellas que aseguren el
transporte de analito a la superficie del electrodo por difusion. La dependencia entre la
velocidad de barrido y amplitud del pico explica el papel de la adsorcion, difusion y
reacciones quimicas acopladas dentro del proceso en estudio (ejemplo reacciones

cataliticas tipo EC).

La figura 7.2b muestra la respuesta de un sistema reversible, en el cual se pueden
observar los distintos parametros caracteristicos: potencial del pico catddico (Epc),
potencial del pico anodico (Epa), intensidad de pico catodico (ipc) € intensidad de pico
anadico (ipa). Al iniciar la VC no se observa intensidad de corriente apreciable (A),
debido a que no hay especies oxidables en esa zona de potencial. Cuando el potencial
aumenta hasta valores proximos a Ep, se desarrolla una intensidad anodica
correspondiente a la oxidacion de R en la superficie del electrodo. La intensidad de pico
(ipa) €s debida a dos componentes: (1) intensidad inicial necesaria para ajustar la
concentracion superficial de reactivo a la concentracion de equilibrio dada por la
ecuacion de Nernst e (2) intensidad controlada por difusion. La primera, disminuye
rapidamente a medida que la capa de difusion se extiende hacia el exterior de la
superficie del electrodo (corriente capacitiva). Luego, la altura de pico viene
determinada en Ultima instancia por el proceso difusivo. Como este es incapaz de
suministrar reactivo suficiente, llegado un momento ocurre la caida de corriente

posterior a iya, alcanzando asi, la region (C). La intensidad catodica (ipc) resultante de la
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reduccién de O acumulada cerca de la superficie del electrodo durante el barrido directo
y el potencial catodico (E,c), pueden explicarse del mismo modo para el barrido inverso.
De esta forma, la corriente catodica genera un pico y después disminuye a medida que
se consume la especie R acumulada en la superficie del electrodo. Para un sistema

reversible se tiene que lye/lpa ~ 1.

Epa
Ef a) b) B
C
= <
- - Ef
Ei EM)

0 Tiempo (s)
Figura 7.2 a) Variacion del potencial aplicado en CV. b) Voltamperograma ciclico

obtenido al ciclar un electrodo en presencia de un par redox.

Por otro lado, la separacion entre dichos picos es funcion del nimero de electrones

puestos en juego en la reaccion de 6xido/reduccion, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
Epq — Epe = 59/n (mV) Ecuacion 7.10

La ecuacién matematica que cuantifica la intensidad de pico (asumiendo difusion

plana), es la ecuacion de Randles-Sevcik, que a 25 °C se escribe como:

i, = 269-10°n*2ACD* ?v!? Ecuacion 7.11
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Donde v es la velocidad de barrido. La intensidad de pico de corriente es proporcional a
la concentracion de especie electroactiva, a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido y

al coeficiente de difusion de analito.

7.2.3 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

La Microscopia electronica de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM) es una
técnica instrumental que permite analizar toda clase de superficies siempre que sean
conductoras, de no ser asi, es necesario recubrirlas con un material conductor,
preferentemente oro. EI microscopio de barrido electrénico utiliza electrones, en lugar
de luz, para formar una imagen (lo que implica la necesidad de que la muestra sea
conductora). El equipo cuenta con un dispositivo (filamento de tungsteno, hexaboruro
de lantano o un emisor de efecto de campo) que genera un haz de electrones de alta
energia (20-30 keV) para iluminar la muestra. Los electrones generados de la
interaccidn con la superficie se recogen en diferentes detectores para crear una imagen
que refleje las caracteristicas superficiales de la muestra. Esta técnica puede
proporcionar informacion de forma, textura y composicion quimica. La incidencia de
los electrones en la superficie puede producir fendmenos de transmisién, difraccion,
emisién de electrones secundarios, electrones Auger, retrodispersion, emision de rayos-
X, etc. Por esta razon, el microscopio puede ser usado en varios modos dependiendo del

sistema de deteccion empleado.
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Figura 7.3. a) Fotografia de un microscopio de barrido electronico. b) Resumen de
algunos de los procesos derivados del bombardeo electrénico sobre un material. c)

Esquema de los componentes principales.

En el modo emisivo la sefial detectada corresponde a electrones secundarios emitidos
por la superficie de la muestra, donde aquellos caracterizados por una alta emision
secundaria son traducidos como puntos brillantes. La variacion de intensidad da la
sensacion de relieve correspondiente a la topografia de la superficie analizada. Los
nuevos microscopios SEM utilizan como fuente de electrones cafiones de emisiones de
campo (Field Emission Gun, FEG) lo que proporciona haces de electrones de alta y baja
energia que a su vez, permiten mejorar la resolucion espacial, minimizar los efectos de

cargas y causar menos dafios en muestras sensibles.

A partir de los rayos-X emitidos es posible medir la energia de los rayos-X resultantes
de la interaccion entre los electrones de alta energia incidentes y la muestra. Los rayos-

X resultantes dependeran de la naturaleza o composicion de la muestra.
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A continuacion, se realiza una breve descripcion de los detectores mas utilizados:

1. Detector de electrones secundarios (SE): ofrece imagen en blanco y negro de la
topografia de la superficie examinada. Es la sefial que ofrece mayor resolucion.

2. Detector de electrones retrodispersados (BSE): ofrece una imagen de superficie
aunque de menor resolucion. Presenta la ventaja de ser sensible a la variacion
del ndmero atémico de los elementos presentes en la superficie. Se pueden
observar distintos tonos de gris en funcién de los distintos elementos. Es decir,
nos permite visualizar distintos elementos o compuestos en la superficie del
material en funcion del brillo obtenido.

3. Detector de rayos X (EDS): recibe los rayos X procedentes de cada uno de los
puntos de la superficie sobre los que pasa el haz de electrones. La energia de
cada rayo X es caracteristica de cada elemento, por lo tanto, se puede obtener
informacion analitica cualitativa y cuantitativa de la superficie. Por ello, esta

técnica es conocida como Microandlisis por EDS.

7.2.4 Microscopia Electrénica de transmision (TEM)

Un microscopio electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) utiliza un
haz de electrones para visualizar objetos. Los electrones tienen una longitud de onda
mucho menor que la luz visible lo que permite mostrar estructuras de dimensiones
nanométricas. Esta técnica precisa del uso de muestras ultrafinas para que los electrones
que atraviesan la muestra (trasmision electronica) puedan generar una imagen. Es
recomendable no utilizar muestras de mas de 100 nm de grosor, ya que cuanto mayor es

el espesor menor calidad de imagenes se obtiene.

Para poder obtener una imagen es necesario que el cafdn de electrones (filamento de W

0 LaBs) produzca un haz de electrones. Posteriormente, los electrodos de aceleracion
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aumentan la energia del haz de electrones entre 50 y 400 keV, ya que cuanto mayor sea
el voltaje del acelerador mayor podra ser el espesor de la muestra a estudiar. El sistema
de lentes condensadoras permite focalizar el haz sobre una zona de la muestra. Por lo
tanto, es necesario hacer uso de dos a cuatro lentes magnéticas (condensadoras), con el
fin de dirigir y focalizar el haz hacia la rejilla donde se encuentra la muestra. El disefio y
propiedades de estas lentes normalmente determinan la resolucion del microscopio. Por
ultimo, para conseguir un flujo ininterrumpido de electrones, el TEM debe operar a
bajas presiones, al igual que el SEM, del orden de 10 a 10® kPa. Es necesario trabajar
a estas presiones debido principalmente a dos motivos: (1) permitir una diferencia de
voltaje entre el catodo y la tierra sin que se produzca un arco voltaico. (2) reducir la
frecuencia de las colisiones de los electrones con los atomos del aire (niveles
despreciables) para evitar frenar los electrones y distorsionar la imagen obtenida.
Finalmente, los electrones transmitidos se proyectan sobre una placa fotogréafica o una

camara fotografica (CCD) para forman una imagen aumentada de la muestra.

Cuando el haz de electrones llega a la muestra, parte de los electrones son transmitidos,
otros son dispersados y otros dan lugar a interacciones que pueden producir distintos
fendmenos como emision de luz, electrones secundarios, rayos X, etc. Todas estas
sefiales pueden ser empleadas para obtener informacion sobre la naturaleza de la
muestra (morfologia, composicién, estructura cristalina, estructura electronica, etc.).
Este microscopio es capaz de proporcionar informacidn sobre ultraestructura de células
y tejidos de animales o vegetales, ademas de poder determinar composicion,
morfologia, dimensiones, posicion de microcristales o particulas, asi como,
cristalografia, posicién de los planos cristalinos y estudio de los defectos cristalinos en

materiales inorganicos.
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Figura 7.4. a) Fotografia de un microscopio electrdnico de transmision. b) Esquema de
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los principales componentes.

7.2.5 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La Microscopia de fuerza atomica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force
Microscopy) es una técnica de barrido con sonda. EI AFM se basa en la deteccién de
interacciones de corto alcance (principalmente fuerzas de Van der Waals), entre la
superficie de una muestra y una sonda (punta). Esta técnica proporciona imagenes
tridimensionales de superficies con alta resolucion espacial en tiempo real. Esta técnica
caracteriza materiales a escala nanométrica y micrométrica, ademas de permitir detectar
fuerzas del orden de nanonewtons. La magnitud de la interaccién involucrada
generalmente depende de la distancia. Por lo tanto, se puede establecer una relacion
directa entre la magnitud obtenida y la separacidn punta-muestra. Esto hace que el AFM
sea utilizado en la caracterizacion de materiales para determinar sus propiedades fisicas.
Cuando se muestrea una superficie se registra su topografia mediante una sonda o punta
afilada de forma piramidal o coénica acoplada a un listdbn o palanca microscopica
(microcantilever) muy flexible de entre 100-200 micras de largo. Desde su aparicion, el

AFM ha sido un equipo importante para la elucidacion de las propiedades
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microestructuras de materiales. EI Microscopio de Fuerza Atdmica es capaz de trabajar
en diferentes modos para obtener la topografia de la superficie dependiendo de las
caracteristicas de la muestra. También puede determinar propiedades fisicas de los
materiales como: viscoelasticidad, fuerza eléctrica y fuerza magnética, o caracterizar las
muestras desde un punto de vista morfolégico proporcionando informacion sobre

rugosidad, tamafio de grano o espesor.

El procedimiento de trabajo consiste en barrer de manera automatica la superficie con la
punta. Mediante un mecanismo de retroalimentacion los scanners piezoeléctricos
mantienen la punta interaccionando con la superficie a fuerza constante (de esta manera
se obtiene informacidén de alturas topogréficas), o también pueden mantenerla a altura
constante (para obtener informacién de fuerza) respecto de la superficie de la muestra.
Las puntas de AFM son fabricadas mediante procesos de microfabricacién pudiéndose
obtener puntas con radios de curvatura de entre 1 y 10 nm. Normalmente, suelen ser de
silicio o nitruro de silicio y se colocan hacia abajo desde el final del cantilever. La
dimensién de la micropalanca (cantilever) varia entre 50 y varios centenares de micras.
La longitud determina la dureza final, es decir, la constante de fuerza del cantilever (k o
constante de la sonda). Por tanto, uno de los pasos previos mas importantes es la
eleccion de la punta méas apropiada para cada tipo de experimento. EXxisten puntas
fabricadas con recubrimientos finos de un material reflectante lo que permite un
aumento de reflectividad (muy importante en medios donde la reflectividad disminuye,
por ejemplo agua). Por lo tanto, dependiendo de la muestra a analizar se elegira la sonda
y longitud del cantilever que mejor se adapte a sus caracteristicas. Las micropalancas
pueden tener diferentes formas, por ejemplo, las triangulares se pueden utilizar para
medidas de friccion y en medio liquido debido a su mayor estabilidad y las

rectangulares se suelen utilizar para realizar experimentos al aire. En general, los
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cabezales de AFM poseen un sistema de deteccion éptico donde incide el haz del laser

reflejado por el cantilever.

En AFM existen tres formas de trabajo que dependen de la fuerza ejercida:

1.

Modo contacto: Cuando la distancia entre la punta y la muestra se encuentra entre
10A y 100A vy la fuerza interatdmica entre el cantilever y la muestra es repulsiva,
las fuerzas que surgen por este acercamiento provocan la curvatura del cantilever
para tratar de acomodarse a los cambios de topografia.

Modo no contacto: Cuando la distancia entre la punta y la muestra es de entre 100
A 'y 1000 A y la fuerza interatémica entre el cantilever y la muestra es atractiva.
Cuando se trabaja en el modo de no contacto (modo atractivo), no existe contacto
fisico entre la muestra y la punta, la fuerza entre ellas es muy baja, generalmente
del orden de 10-12 N. Esta pequefia fuerza es beneficiosa para estudiar superficies
suaves 0 eldsticas.

Modo de contacto intermintente o “Tapping”’: El modo “tapping” o contacto
intermitente es la herramienta mas avanzada en AFM. Este método tan potente
permite una alta resolucion en imagenes topograficas de superficies de muestras
que pueden dafarse con facilidad. El modo “Tapping” esta libre de problemas

asociados a friccion, adhesioén, fuerzas electrostéaticas, etc.
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Figura 7.5 a) Fotografia de un microscopio de fuerza atomica. b) Representacion del
sistema de deteccion Optico que incide sobre la superficie del cantilever c) Esquema de

los componentes principales.

7.2.6 Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) consiste en irradiar la
muestra con un haz de rayos X. Es una técnica de superficie semicuantitativa, altamente
sensible que proporciona informacién sobre: 1) la estequiometria, 2) el estado quimico
superficial, 3) la estructura electrénica de elementos presentes en un material a
concentraciones superiores al 0.1% atomico (excepcion H y He) con un error
aproximado del 10%, 4) la posicién de los &tomos con respecto a la estructura cristalina
del material, 5) la homogeneidad superficial y 6) la presencia de adsorbatos.

La incidencia de un foton de energia hv sobre atomos situados en la superficie de una
muestra provoca la emision de fotoelectrones (Figura 7.6), por “efecto fotoeléctrico”,

con una determinada energia de ligadura:

Eg = hv-Ex-W Ecuacion 7.12

donde ho es la energia de los fotones, Ex la energia cinética del fotoelectrén producido,
W la funcidn de trabajo del espectrometro y Eg la energia de ligadura.
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La energia de ligadura es la energia minima necesaria que hay que comunicar a un
atomo para arrancar un electron. Este pardmetro identifica al electron de forma
especifica en términos de elemento y nivel atbmico.

El campo de aplicacion de las técnicas de analisis de superficies esta limitado a las
capas mas externas del sélido, es decir, espesores entre 1 y 10 monocapas (los primeros
10 nm o 100 A). Esta capa con el tiempo no es estable ya que puede sufrir diversas
reacciones fisico-quimicas con la atmodsfera que la rodea. Es decir, una “superficie real”
contendra una capa normalmente contaminada de entre 5-10 nm de espesor. Los
contaminantes mas habituales suelen ser: dxidos, hidroxidos, carbonatos, dioxido de
carbono, agua e hidrocarburos ligeros. Esta capa, relativamente estable a temperatura
ambiente, constituye la “superficie practica”. La mayoria de las técnicas de analisis de
superficies son capaces de proporcionar informacion relativa a espesores mayores que
una monocapa. Aunque la contribucién de esta primera capa es siempre superior a la de
las siguientes méas profundas. Cuando se combinan los bombardeos de rayos X e iones
Argon se puede decapar y exponer material no modificado hasta una profundidad de
hasta un maximo de 1um, lo que proporciona perfiles de composicion. Para espesores
superiores a 1 um es posible utilizar métodos mecéanicos como el desbastado o el pulido,
lo que permite acceder a superficies no expuestas a la atmésfera donde la contribucion

de los adsorbatos se reduce significativamente.

91



Kgrayos X

40000
35000 -
30000 b

25000 O (Auger)
20000 -
15000 -
10000 +

5000 -

INTENSIDAD (n arbitrario de cuentas)

T T
0 200 400 600 800 1000
E(eV)

Figura 7.6. a) Espectrometro de fotoemision de rayos X (XPS). b) Espectro de XPS

para un 6xido de hierro ¢) Diagrama sobre los fundamentos de la técnica de XPS.

Los componentes principales de un XPS son: sistema de vacio, fuente de rayos X,
analizador de energia del electron, sistema de recogida y tratamiento de datos. La parte
central del equipo lo constituye la camara principal de vacio en la que la muestra es
analizada.
Es necesario realizar los experimentos en condiciones de vacio debido a que:
1. Los fotoelectrones deben viajar desde la muestra hasta el detector sin colisionar
2. La fuente de rayos X requiere condiciones de vacio para mantener la
operatividad
3. La composicion superficial de la muestra debe permanecer invariable durante
todo el experimento
Las fuentes de rayos X mas empleadas poseen anodos de Al o Mg, aunque también se
pueden utilizar anodos de Si, Zr, Ag, Ti, Cr. Por medio del uso de un cristal de cuarzo la

radiacion de rayos X es monocromatizada antes de llegar a la muestra, lo que permite
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aprovechar el rango de energia, donde la intensidad de la radiacion X es maxima
(normalmente un ancho de 1-2 eV), evitando los picos satélites de fluorescencia de
rayos X e impidiendo que electrones de alta energia provoquen golpes de calor a la
muestra y la degraden.

El &rea de muestra que puede ser irradiada por los rayos X varia entre zonas circulares
de unos pocos centimetros de didmetro hasta unas 50 micras. Esta focalizacion depende
de la geometria de la fuente y del tipo de cafién de electrones utilizado para excitar la

emision de rayos X.

7.2.7 Difraccion de Rayos X (XRD)

Cuando un haz de rayos X incide sobre la superficie de un solido ordenado
regularmente se produce una difraccién (Figura 7.7a) descrita por la Ley de Bragg. Los
rayos X son difractados por los electrones que rodean los atomos debido a que la
longitud de onda es del mismo orden de magnitud que el radio atomico. El haz de rayos
X emergente, después de la interaccion, contiene informacién sobre la posicion y tipo
de atomos encontrados en su camino. Gracias a su estructura periodica, los cristales
dispersan elasticamente los haces de rayos X en ciertas direcciones y los amplifican por
interferencia constructiva, originando un patron de difraccion (Figura 7.7c). La ley de
Bragg permite estudiar las direcciones en las que la difraccién de rayos X sobre la
superficie de un cristal produce interferencias constructivas. Por lo tanto, se pueden
predecir los angulos en los que los rayos X son difractados por un material con

estructura atdbmica periddica (materiales cristalinos).

La ley de Bragg viene dada por:

n-1 =2 dy - senf Ecuacion 7.13
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Donde A es la longitud de onda de la fuente de rayos X, 6 es el &ngulo que forman el haz
incidente y los planos cristalinos, n es un nimero entero y dny €s la distancia entre

planos cristalinos (ver figura 7.7a).

Por otro lado, si la red cristalina esta libre de deformacién y los cristales son
predominantes en la muestra, se puede estimar el tamafio cristalino de las particulas (j)

empleando la férmula de Scherrer:
B = Kk-A/FWHM -cos 6 Ecuacion 7.14

donde FWHM es la anchura del pico maximo en el difractograma a mitad de altura, A
es la longitud de onda de la fuente de rayos X (por ejemplo para linea CuKa >
=1,5406 A), 0 es el angulo donde tiene lugar la difraccion y k es una constante que

depende de la estructura cristalina del material analizado.

Para un cristal cubico con constante de red a, la distancia d esta dada por:
d =a/(h®+ k? + [?)V/? Ecuacion 7.15

donde h, k y I son los indices de Miller de los planos cristalograficos.

Finalmente, combinando las ecuaciones 7.13 y 7.15, se puede calcular la constante de

red del material.

A partir de las medidas de las manchas de difraccién se pueden determinar las
dimensiones de la celda unitaria. Sin embargo, para la deduccion del sistema cristalino
es necesario determinar la simetria del patrén de difraccion. Las usencias sistematicas
de ciertos tipos de reflexiones evidencian la presencia de celdas unitarias no primitivas,
de planos de deslizamiento y de ejes helicoidales lo que ayudara a deducir los grupos

espaciales. Esta técnica permite identificar diferentes fases ya que cada sustancia
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produce un diagrama de difraccion caracteristico independiente del estado en el que se
encuentre (puro o formando parte de una mezcla). Este es el principio basico del analisis
quimico por métodos de difraccion. Este analisis puede realizarse de manera cualitativa,
identificando que sustancia o sustancias corresponden a los diagramas de difraccion, o
cuantitativamente, ya que las intensidades de las lineas de difraccion de cada fase son
proporcionales a la fracciébn en volumen de esa fase presente en la muestra.

~ Haz

. difractado
Haz 4 >
incidente
a) °Ce 2 = ©
e @ o © -
6o d';'
fed .1 @ = = o o [

Cristalina

Figura 7.7 a) Esquema del proceso de difraccion de un haz de rayos X sobre una red
cristalina. b) Difractometro de rayos X en modo de reflexion c) Diagrama de difraccion

obtenido para una especie cristalina.

Un difractémetro de rayos X esta compuesto por: una fuente de energia que suele ser un
anodo giratorio que produce un haz de rayos X de una determinada longitud de onda, un
monocromador que aisla el haz de rayos X producido, un colimador que alinea el haz de
rayos X, un goniémetro giratorio que permite situar la muestra y variar los angulos con
respecto al haz y un detector encargado de grabar o recoger el patron de difraccion. En
la Figura 7.7b se presenta un diagrama esquematico del difractémetro de rayos X
operado en modo reflexion.
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7.2.8 Espectroscopia Visible-Ultravioleta, Infrarroja y Raman

Las técnicas espectroscopicas se basan en la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia. Esta interaccion provoca procesos como la absorcién
(IR,Vis-UV) o dispersion (Raman). Cuando una molécula absorbe o emite un fotén su
estado energético se modifica para dar lugar, a cambios en la energia traslacional de la
molécula, a transiciones electronicas de la capa de valencia (Vis-UV) y a cambios en su
estado energético vibracional o rotacional (IR, Raman). Cada uno de estos procesos se
puede tratar de manera independiente debido a que las energias asociadas a cada uno de
estos cambios son muy diferentes. Los estados energéticos de las moléculas estan
cuantizados, exceptuando los cambios traslacionales. Por lo tanto, los procesos de
absorcion y emision s6lo pueden darse a determinadas frecuencias de los fotones.
Ademas, el conjunto de frecuencias a las que se producen estos procesos es propio de
cada molécula, es decir, para una determinada molécula, su espectro de

adsorcidén/emisién constituye una "huella” de la misma.

7.2.8.1 Espectroscopia Visible-Ultravioleta (Vis-UV)

La espectroscopia visible-ultravioleta es una espectroscopia de emision de fotones que
utiliza radiacion electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta cercana
(UV) e infrarroja cercana (NIR) del espectro electromagnético. La radiacion absorbida
por las moléculas en esta region del espectro provoca transiciones electronicas de la
capa de valencia que pueden ser cuantificadas. La region del espectro electromagnético
que corresponde a las transiciones electronicas de la capa de valencia se extiende en un
rango de longitudes de onda desde 100 hasta 1000nm (regiones ultravioleta-visible e
infrarroja cercana). La region por debajo de 200nm, conocida como ultravioleta lejano,

presenta caracteristicas que hacen complicada su utilizacion siendo necesario trabajar en
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condiciones de vacio y usar celdas de LiF, CaF,. La region entre 200 y 400nm, llamada
ultravioleta cercano es de gran utilidad en la determinacion estructural de insaturaciones
conjugadas, de aromaticidad o de ciertos grupos insaturados con pares electrénicos
libres como carbonilos o nitrilos. La region visible, de 400 hasta cerca de 800nm, es la
Unica del espectro electromagnético detectable por el 0jo humano. Las transiciones que
se presentan en esta zona corresponden a transiciones electrénicas de muy baja energia.

Todos los compuestos coloreados absorben selectivamente en esta region.

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad I, incide
perpendicularmente sobre una disolucion de un compuesto quimico que absorbe luz o
cromoforo, el compuesto absorberd una parte de la radiacion incidente (I,) y dejara

pasar el resto (I;), de forma que se cumpla:

lo = Ila + It Ecuacion 7.16

La transmitancia (T) de una sustancia en disolucion es la relacion entre la cantidad de
luz transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, I, y la

cantidad de luz que incidio sobre ella, I,, normalmente se representa en tanto por ciento:

T (%) = It/lox 100 Ecuacion 7.17

La absorbancia (A) es un concepto mas relacionado con la concentracion del analito,
puesto que nos indica la cantidad de luz absorbida por el mismo, y se define como el

logaritmo de 1/T, en consecuencia:

A =logl/T = =logT = —loglt/Io Ecuacion 7.18

Cuando la intensidad incidente y transmitida son iguales (I, = ), la T es del 100% e
indica que la muestra no absorbe a una determinada longitud de onda, lo que significa

que A vale log 1 =0.
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La utilidad de esta espectroscopia, desde un punto de vista analitico, consiste en
comparar la radiacion absorbida o transmitida por una disolucion que contiene una
cantidad desconocida de soluto y una que contiene una cantidad conocida de la misma
sustancia. Para obtener esta relacion se emplea la ley de Lambert-Beer que expresa la
relacion entre la absorbancia de luz monocromaética (de longitud de onda fija) y la

concentracion de un cromoforo en disolucion:

A =loglt/lo = €-c-1 Ecuacion 7.19

donde A es la absorbancia medida, Iy es la intensidad de la luz incidente a una
determinada longitud de onda, I es la intensidad de transmision, L la longitud de ruta a

través de la muestra, y c la concentracion de las especies absorbentes.

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion (c), es
decir, a mayor numero de moléculas mayor interaccion de la luz con ellas; también
depende de la distancia que recorre la luz por la solucion (I), a igual concentracién
cuanto mayor sea la distancia recorrida por la luz mayor numero de moléculas se
encontrard; por altimo, depende de &, es una constante conocida como absortividad

molar o coeficiente de extincion. Esta constante es especifica para cada croméforo.

7.2.8.2 Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia IR se fundamenta en la absorcion de la radiacion IR por parte de las
moléculas, dicha absorcion hace que pase a un estado energético (rotacional y/o
vibracional) excitado. Las absorciones que se producen en la region espectral del
infrarrojo involucran energias mucho mas pequefias si las comparamos con las energias
de absorcion relacionadas con la estructura electronica de la molécula (ultravioleta y
visible). Una molécula absorbera la energia de un haz de luz infrarroja cuando la

energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una transicion
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vibracional/rotacional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar/rotar de
una determinada manera gracias a la energia que se le suministra mediante luz
infrarroja. Una molécula de N atomos tiene 3N grados de libertad: 3 de traslacion, 3 de
rotacion (2 si es lineal) y 3N-6 de vibracion (3N-5 si es lineal). Los movimientos de
vibracion de una molécula se pueden descomponer en oscilaciones en las que los
atomos se mueven en fase, se denominan modos normales de vibracién, cada uno de los
cuales tiene una frecuencia caracteristica. Pueden distinguirse dos categorias basicas de
vibraciones: (1) de tension y (2) de flexién. Las vibraciones de tensién son cambios en
la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace entre dos a&tomos. Las vibraciones

de flexion estan originadas por cambios en el angulo que forman dos enlaces.

La frecuencia o longitud de onda de cada modo de absorcion es funcion de: la masa
relativa de los atomos, la constante de fuerza de los enlaces y la geometria de la
vibracion. Esto hace posible asignar frecuencias caracteristicas de alargamiento y
flexion a grupos funcionales especificos. La porcion infrarroja (IR) del espectro
electromagnético generalmente se divide en tres regiones; infrarrojo cercano, medio y
lejano, por su relacion con el espectro visible. En el IR cercano, aproximadamente
14000-4000 cm™, la radiacién puede excitar sobretonos o vibraciones arménicas. El
infrarrojo medio, aproximadamente 4000-400 cm™, puede ser utilizado para estudiar las
vibraciones fundamentales y la estructura de rotacion-vibracién asociada. El infrarrojo
lejano, de aproximadamente 400 a 10 cm™, situado contiguo a la regién de las
microondas, presenta bajo consumo de energia y puede ser utilizado para la

espectroscopia de rotacion.
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7.2.8.2.1 Bandas activas en infrarrojo

No todos los modos normales de una molécula necesariamente aparecen en el espectro
como picos de absorcién, siendo determinante para la seleccion de los mismos la
simetria de la molécula. El requerimiento general para absorber radiacion infrarroja es
que la vibracion debe producir un cambio neto en el momento dipolar de la molécula.
En moléculas altamente simétricas es frecuente que pares o triadas de modos sean
idénticos. Estos casos se llaman modos de vibracion degenerados y dan lugar a una sola
banda. Segun la regla de exclusion, si una molécula tiene centro de inversion, ninguno
de sus modos normales puede ser activo a la vez en IR y Raman, pudiendo ser un modo
inactivo en ambos. Por otro lado, las vibraciones que tienen frecuencias muy cercanas

suelen aparecer como una sola banda.

7.2.8.3 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucién que proporciona
informacion quimica y estructural de gran variedad de materiales lo que hace posible su
identificacion. Se basa en los fendmenos de dispersion ineldstica de la luz
monocromatica al incidir sobre un material. La luz dispersada ineslasticamente
experimenta ligeros cambios de frecuencia caracteristicos del material analizado e
independiente de la frecuencia del haz incidente. Este fendmeno tiene su origen en la
interaccion de la radiacién electromagnética con una nube electrénica deformable
(molécula polarizable). Para que una vibracion sea activa en Raman la polarizabilidad

de la molécula debe cambiar con el movimiento vibracional.

Se trata de una técnica de andlisis donde la muestra a analizar no necesita ningun tipo de
preparacion especial y ademas, no conlleva ninguna alteracién de la superficie sobre la

que se realiza el andlisis, es decir, es una técnica no destructiva.
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Cuando los fotones del haz de luz incidente, con energia hvg, considerablemente mayor
que la diferencia de energia entre dos niveles vibracionales (o rotacionales) chocan con
una molécula, la mayor parte atraviesan la muestra, pero una pequefia fraccién son
dispersados (del orden de 1 fotén dispersado por cada 10 incidentes). Desde el punto
de vista fisico, los fotones incidentes llevan a la molécula transitoriamente a un nivel de
energia superior no permitido, el cual abandona rapidamente para pasar a uno de los
niveles de energia permitidos emitiendo un foton. Segun la energia del fotdon emitido

podemos tener:

Dispersion Rayleigh: el foton es dispersado a la misma frecuencia que el fotdn
incidente (choque elastico), la molécula vuelve al mismo nivel energético y el foton

dispersado tiene la misma frecuencia vy que el incidente.

Dispersion Raman Stokes: el foton dispersado tiene una frecuencia menor (vo-vy) a la
del incidente (vo), y la molécula vuelve a un estado energético permitido pero mayor al

que tenia inicialmente.

Dispersién Raman anti-Stokes: el foton dispersado tiene una frecuencia mayor (vo+vy)
a la del incidente, se produce una transferencia de energia de la molécula al foton; esto
significa que la molécula, inicialmente no se encontraba en su estado vibracional

fundamental sino en uno de mayor energia y después del choque pasa a este estado.

A temperatura ambiente, segun la ley de distribucion de energias de Maxwell-Boltzman,
el 99% de las moléculas se encuentra en el estado vibracional de menor energia. Por lo
tanto, la probabilidad de que puedan ocurrir transferencias de energias que den lugar a
dispersion Raman Stokes es mucho mayor que la de dispersion Raman anti-Stokes. Es

decir, la intensidad de la dispersion Raman Stokes es del orden de 100 veces superior a
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la dispersion Raman anti-Stokes. Esta diferencia de intensidad es el motivo por el que

habitualmente se utiliza el efecto Stokes.

Puesto que el desplazamiento de las frecuencias Raman es independiente de la
frecuencia incidente se suele tomar como abscisa para representar los espectros Raman
este desplazamiento, situando el centro de la banda Rayleigh como origen del eje. Asi,
en el eje de ordenada se representa el nimero de fotones captados y en el eje de abscisas

se representa la diferencia entre la frecuencia Raman y la excitacion del laser.

7.2.8.4 Espectroscopia Raman vs IR

Aunque las espectroscopias IR y Raman den lugar al mismo tipo de transiciones entre
estados vibracionales, estdn gobernadas por mecanismos de interaccion diferentes: IR
(absorcion), Raman (dispercion inelastica de luz). En IR se usa una fuente
policromética, mientras que en Raman se usa un laser monocromatico. A su vez, en los
modos vibracionales simétricos no hay cambio en el momento dipolar (siendo dichos
modos inactivos en IR) mientras que la polarizabilidad si fluctda (activos en Raman).
Finalmente, en las moléculas que presentan estados vibracionales asimétricos cambia el
momento dipolar (activos en IR) pero la polarizabilidad no cambia (siendo inactivo en
Raman). Por otro lado, Raman tiene la ventaja de no necesitar ninguna etapa de
preparacion de muestra, pero tiene el inconveniente de que son muy débiles muchas de

las bandas de absorcién del agua.

7.2.9 Anélisis térmico

El analisis térmico abarca un grupo de técnicas en las que se mide una propiedad fisica
de un sistema (sustancia o un material) en funcion de la temperatura mientras se le
somete a un programa de temperatura controlado. Se pueden distinguir varios métodos

térmicos los cuales difieren en las propiedades medidas y en los programas de
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temperatura utilizados. Los efectos del calor en los materiales pueden ser diversos y
generar cambios en muchas de sus propiedades. La atmdsfera a la cual se produce el
calentamiento puede ser estatica o dindmica (caudal determinado), también pueden ser
empleadas condiciones de presion reducida, donde los gases mas utilizados

habitualmente suelen ser N,, aire, Ar, CO,

En las técnicas de andlisis térmico los cambios de peso configuran la base de la
termogravimetria (TG), mientras que la medida de los cambios de energia constituye la
base del andlisis térmico diferencial (TDA) y la calorimetria diferencial de barrido
(DSC). Asi, la termogravimetria es capaz de proporcionar informacion sobre cuando y
cuénto una muestra gana o pierde peso, mientras que el TDA y el DSC nos indica si una
reaccion o cambio fisico es endotérmico o exotérmico y a menudo es capaz de medir la

variacion de calor.

7.291TG

En un andlisis termogravimétrico se registra de manera continuada la masa de una
muestra colocada en una atmdsfera controlada, bien en funcion de la temperatura o en
funcién del tiempo. En el primer caso (experimento dindmico), la temperatura de la
muestra va aumentando de manera controlada (normalmente de forma lineal con el
tiempo), y en el segundo (experimento isotermo), la temperatura se mantiene constante
durante todo el experimento. La representacion grafica de la masa o el porcentaje de
masa en funcién del tiempo 6 de la temperatura se denomina termograma o curva de

descomposicion térmica.

Una caracteristica fundamental de la TG es que s6lo permite detectar procesos en los

gue se produce una variacion de peso, tales como, descomposiciones, sublimaciones,
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reduccidn, desorcidn, absorcion, etc., mientras que no permite estudiar procesos como

fusiones, transiciones de fase, etc.

7.2.9.2 TDA

La técnica de TDA mide la diferencia de temperatura entre una muestra y un material de
referencia ambos sometidos al mismo proceso de calentamiento. En el caso de que
ocurra un proceso endotérmico (AH positivo, ej. fusion de un metal), la temperatura de
la muestra, Ts, sufrird un retraso respecto a la de la referencia, T,, mientras continua el
programa de calentamiento. Si ocurre un proceso exotérmico en la muestra (AH

negativo, ej. oxidacion), la respuesta sera en sentido contrario.

7.2.9.3DSC

La finalidad de la calorimetria diferencial de barrido es registrar la diferencia en el
cambio de entalpia que tiene lugar entre la muestra y un material inerte de referencia en
funcién de la temperatura o del tiempo cuando ambos estan sometidos a un programa
controlado de temperaturas. La muestra y la referencia se alojan en dos pocillos
idénticos que se calientan mediante resistencias independientes. Esto hace posible
emplear el principio de “balance nulo” de temperatura. Cuando en la muestra se produce
una transicion térmica (un cambio fisico o quimico que da lugar a una liberacion o
absorcion de calor), se adiciona energia térmica bien sea a la muestra o a la referencia,
con la finalidad de mantener ambas a la misma temperatura. Debido a que la energia
térmica es exactamente equivalente en magnitud a la energia absorbida o liberada en la
transicion, el balance de energia proporciona una medicién calorimétrica directa de la

energia de la transicion.
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Figura 7.8 a) Analizador termogravimétrico. b) Graficos de TG y TDA.

7.2.9.4 TDA vs DSC

La DSC es una técnica similar al TDA y suministra una informacién semejante. La
diferencia entre el TDA y el DSC consiste en que el DSC en lugar de medir una
diferencia de temperaturas entre la muestra y una referencia (sustancia que no sufre
ninguna transicion o transformacion en el intervalo de temperaturas en el que se mida),
mide la energia que es necesaria suministrar a la muestra para mantenerla a idéntica

temperatura que la referencia.
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8.1 Preparacion de nanoparticulas magnéticas en configuracién core-shell de
magnetita (FesO,) modificadas con polidopamina para la construccion de

biosensores

La estrategia empleada en la preparacion de las nanoparticulas magnéticas y su posterior
funcionalizacién con polidopamina e inmovilizacion con enzima peroxidasa de rabano

(HRP) vienen descritas en el articulo 1(ver apéndice):

Preparation of core-shell Fe;O0,@poly(dopamine) magnetic nanoparticles for

biosensor construction; J. Mater. Chem. B, 2014, 2, 739.

La sintesis de las NPMs se realiz6 mediante el método de co-precipitacion quimica a
partir de una disolucién de Fe?*/Fe** en medio alcalino. Posteriormentelas NPMs se
recubrieron con polidopamina (NPMs@pDA) mediante la polimerizacion de DA en
disolucién acuosa de tampdn fosfato (PBS, pH: 8.5), durante aproximadamente 3 horas.
Los datos obtenidos mediante HR-TEM demostraron que las NPMs poseian una
estructura cuasi-esférica con un tamafio de 11 + 3 nm y una distancia interplanar de
0.480 nm correspondiente al plano cristalografico (111) de la magnetita Fe3O4. Un
analisis mas detallado permitio estimar el espesor de la capa polimérica en 1.8 £ 0.2 nm.
Las medidas de XRD de las NPMs@pDA mostraron patrones de difraccion tipicos para
la magnetita. EI tamafio cristalino se determind por la ecuacion de Debye-Scherrer (para
la linea de difraccion (331)) obteniéndose un valor de 10nm, muy similar a resultado
obtenido previamente mediante HR-TEM. La similitud de los patrones de difraccion de
las NPMs y NPMs@pDA sugieren que el recubrimiento polimérico no afecta a la
estructura cristalina del material.

Mediante la técnica FE-SEM se realiz6 un analisis morfol6gico, a menor resolucion, de

las nanoparticulas recubiertas con polimero. En este analisis se observd que las

107



NPMs@pDA presentaban un elevado estado de agregacion resultado probablemente de
la gran acumulacion de cargas negativas en la superficie y de la adsorcion de
nanoparticulas NPMs @pDA y/o reacciones de auto-polimerizacién cruzadas entre las
distintas superficies de las nanoparticulas.

El andlisis térmico mostr6 un pico exotérmico a 300 °C y una pérdida de peso de
aproximadamente un 14% atribuida a la descomposicion térmica del polimero. Estos
datos confirman la modificacion de la superficie de las nanoparticulas con pDA.

La inmovilizacién de la enzima peroxidasa de rabano (HRP) sobre la superficie de las
nanoparticulas magnéticas (NPMs @pDA) se realiz6 dispersando las nanoparticulas
(25mg mL™) en una disolucién de HRP en tamp6n fosfato de concentracién 1 mg mL™
durante 3 h y bajo agitacion. En estas condiciones, 10s grupos quinona presentes en la
superficie de las nanoparticulas favorecen la inmovilizacion covalente de la enzima a
través de la formacion de enlaces tipo base de Schiff y/o adiciones tipo Michael.
Mediante espectroscopia UV-Vis y FT-IR se estudié en detalle el proceso de
inmovilizacion. Estas técnicas corroboraron la correcta inmovilizacion enzimatica de las
nanoparticulas magnéticas, estimandose la cantidad de enzima inmovilizada en 18 pg
mg™. También se concluyé que una vez se realizaba la inmovilizacién enzimatica
(NPMs@pDA/HRP) la actividad del HRP se reducia ligeramente (~10%), lo que indica
que la estructura tridimensional de la enzima no se modifica sustancialmente durante el
proceso de inmovilizacion ya que retiene un 90% de la actividad catalitica.

El potencial uso analitico de las nanoparaticulas se demostré mediante el desarrollo de
un biosensor electroquimico amperométrico para la deteccién H,0O,. Para ello, se
funcionalizé6 un electrodo de carbon vitrificado (GCE) con las nanoparticulas

sintetizadas. Se utilizo la hidroguinona como mediador enzimatico (HQ), actuando
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como transportador de electrones desde la enzima hasta la superficie del electrodo de

acuerdo con el siguiente mecanismo:

HRP + H,0, - HRP-I + H,0 (1)
HRP-1 + HQreg =HRP-I1 + HQox )
HRP-I1 + HQreg = HRP + HQqy 3)
HQox + 26" = HQreq Deteccidn sobre el electrodo 4)
H,0, + 2™+ 2H" - 2H,0 Reaccion neta (5)

donde HRP, HRP-I y HRP-II representan la enzima peroxidasa en la forma nativa y en
las dos formas oxidadas, respectivamente; y HQreq Y HQox SOn HQ en su forma reducida
y oxidada, respectivamente.

Se utilizé la voltametria ciclica (CV) para evaluar la respuesta del biosensor frente a la
HQ. En el estudio se adquirieron datos del voltamperograma, intensidad de corriente de
pico, dependencia con la velocidad de barrido, potenciales de pico anddico y catddico,
etc. El analisis de los datos revel6 que la respuesta del biosensor estaba controlada por
un proceso difusivo y que en presencia de H,O, seguia el mecanismo indicado
anteriormente, donde se produce de manera paralela un incremento en el pico catddico y
una disminucién en el pico anddico, como consecuencia de la generacion enzimatica de
HQ en estado oxidado. Se realizaron experimentos analogos con la configuracién
GCE/MNPs@pDA demostrandose que la respuesta obtenida era debida a la actividad
enzimatica y no a cualquier otro mecanismo catalitico que pudiera ocurrir en la
superficie del sensor electroquimico.

Con la finalidad de lograr la maxima sensibilidad del biosensor amperométrico

desarrollado se optimizaron las variables experimentales que se consideraron mas
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importantes como la temperatura, cantidad de nanoparticulas depositadas sobre la
superficie del GCE, potencial de deteccion, concentracion de HQ y pH. En la tabla
8.1.1 se muestran los resultados de los estudios optimizacion y las condiciones
experimentales utilizadas en los experimentos analiticos realizados.

Tabla 8.1.1 Optimizacion de parametros experimentales y condiciones de trabajo.

T (°C) [HQ] (mM) E (mV) pH MNP@pDA/HRP (ug)
Condiciones
o 55 1.2 -150 7.4 50
optimas
Condiciones de
tamb 1.2 -150 7.4 50

trabajo

Los experimentos de cronoamperometria permitieron calcular la constante catalitica
(kcat) de la enzima retenida en la superficie de las nanoparticulas, asi como, la constante
de difusion para el H,0, (Dw.o.), siendo los valores obtenidos 1.7 x 10* M?* sty 2.3 x
10° cm? s respectivamente y consistentes con los valores recogidos en la bibliografia.

Para demostrar las ventajas del empleo de un sistema nanoestructurado se comparé la
respuesta analitica de dos configuraciones muy diferentes. En una de ellas, la enzima se
adsorbio directamente sobre el GC (GCE/HRP) y en la otra, se utiliz6 una configuracién
nanoestructurada, con la enzima inmovilizada covalentemente sobre las NPMs@pDA
(GCE/MPNPs@pDA/HRP). La tabla 8.1.2 recoge los resultados experimentales
obtenidos para ambas configuraciones. Los datos muestran una evidente mejora cuando
se emplea la configuracidon nanoestructurada. Por otro lado, el valor de la constante de
Michaelis para la configuracion nanoestructurada (3.05 mM) fue menor que los valores
encontrados por otros autores respecto al valor en estado nativo, lo que pone de
manifiesto los excelentes resultados obtenidos en el proceso de inmovilizacion y una

mayor afinidad por el sustrato enzimatico (H,0,).
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Tabla 8.1.2 Comparacion de los pardmetros analiticos y enziméticos para distintas
configuraciones.

o Limite de Rango Tiempo de
Sensibilidad y ] Vimax Kwm
T deteccion lineal respuesta
(mMA M™cm™) (HA) (mM)
(nM) (uM) ©)
GCE/HRP  100.25 (R*=0.972) 798 0.6-800 - 10.11 -
GCE/NPMs )
442.14 (R°=0.999) 182 0.6-800 <10 88.23 3.05
@pDA/HRP

También se realizaron estudios de la respuesta del biosensor frente algunos interferentes
potenciales tales como glucosa, lactato, L-glutamato, colina, &cido Urico (AU) y &cido
ascorbico (AA). El grado de interferencia se evalu6 comparando la respuesta
amperométrica obtenida para una concentracion de 1 mM H,0O, en ausencia y presencia
de cada uno de los interferentes a una concentracion de 0.1 mM. Sélo el AU y el AA
mostraron una respuesta positiva.

El estudio de la estabilidad temporal de las nanoparticulas (NPMs@pDA/HRP) durante
un periodo de 28 dias, conservadas en PBS (pH 7.4) a 4 °C, no mostré degradacion
significativa de la enzima en la superficie de las NPMs. Finalmente, la reproducibilidad

obtenida con diferentes biosensores fue del 3.9%, valor aceptable para fines analiticos.
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8.2 Preparacion de nanoparticulas magnéticas modificadas con polidopamina

enriquecida con grupos quinona: aplicacion en biosensores.

La estrategia empleada para preparar las nanoparticulas magnéticas y su posterior
funcionalizacién con polidopamina e inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa

(Gox) vienen descritas en el articulo 2 (ver apéndice):

Quinone-Rich Poly(dopamine) Magnetic Nanoparticles for Biosensor Applications;

ChemPhysChem, 2014, 15,3742.

La sintesis de NPMs se realiz6 mediante el método de coprecipitacion quimica a partir
de una disolucién de Fe?*/Fe®" en medio alcalino vy, posterior polimerizacién de DA en
disolucién acuosa de tampon fosfato (pH: 8.5) durante aproximadamente 3 horas. Una
vez obtenidas las nanoparticulas fueron sometidas a un proceso de oxidacion térmica
(150 °C) durante 1 hora. Este proceso provocd la oxidacion de los restos catecoles
presentes en la superficie del polimero y un enriquecimiento superficial de grupos
reactivos (quinonas).

Las medidas de XRD para las NPMs@pDA mostraron patrones de difraccion tipicos
para la magnetita. La presencia de picos muy anchos indico la naturaleza ultrafina y
pequefio tamafio cristalino de la muestra. El tamafio cristalino fue determinado por la
ecuacion de Debye-Scherrer (para la linea de difraccion (331)) obteniéndose un valor de
17.2 nm. Los valores de pardmetro de red (a) y distancia interplanar (dny), obtenidos
mediante la ley de Bragg, fueron 8.400 y 2.529 A, respectivamente. Estos valores estan
muy cercanos a los valores encontrados para la magnetita pura en la bibliografia (8.394
y 2.531 A, respectivamente).

La estructura (core-shell) y la composicion de las nanoparticulas fueron analizadas

mediante XPS. Se pudo confirmar mediante el espectro de XPS que las nanoparticulas
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modificadas (NPMs@PDA) la presencia de magnetita debido a la forma y posicion de
los picos de emision caracteristicos Fe2ps, y Fe2p1. Del mismo modo, los picos Cl1s y
N1s a 284.6 y 398.9 eV, respectivamente, corroboraron la polimerizacion de pDA en la
superficie de las nanoparticulas. Por otro lado, el tratamiento térmico produjo un
desplazamiento de la posicion de las bandas Fe2ps, y Fe2py, hacia zonas menos
energeéticas, ~ 1 eV, confirmando una cierta la transicion de fase de magnetita (Fe;0,) a
maghemita (y-Fe,O3) en la superficie del material debido a la oxidacion térmica. Los
espectros de alta resolucion para O1s de NPMs@pDA y NPMs@pDA150 mostraron un
desplazamiento analogo al descrito anteriormente. Este comportamiento esta justificado
en la bibliografia como el resultado de una mayor contribucién de los grupos quinona
(C=0, 531,4 eV) respecto a los grupos catecoles (C-OH, 533,0 eV) después de la
oxidacién térmica. La deconvolucion de los espectros de alta resolucion confirmé la
existencia de un mayor numero de grupos quinona, siendo la relacién quinona/catecol
aproximadamente de un 60 %. Este valor representa el doble del valor encontrado por
Luo et al. para el polimero sin modificar y ademas, se encuentra préximo a los
resultados obtenidos por estos autores tras realizar la oxidacion térmica del film (50 %).
Las imagenes obtenidas por AFM permitieron estudiar la estructura y reactividad de las
diferentes configuraciones de las nanoparticulas. Asi, la Tabla 8.2.1 muestra los
tamafios medios y desviaciones estandar para cada una de las distintas nanoparticulas.
Este estudio proporciond informacion sobre las nanoparticulas sintetizadas
estableciéndose el tamafio en ~15 nm y el espesor del polimero en ~2 nm, siendo estos
resultados anéalogos a los obtenidos en trabajos anteriores. Las imagenes obtenidas
mostraron una mayor densidad de nanoparticulas en la superficie del superficie de
grafito empleada como soporte en las configuraciones que poseian recubrimiento

polimérico. Dicho resultado se justifico debido a la mayor reactividad quimica de las
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NPMs@pDA. También se observd un notable incremento en la cantidad de material
retenido cuando se realizd una oxidacion térmica, debido al aumento de la
concentracion superficial de grupos quinona.

Los resultados ponen de manifiesto que la modificacion propuesta (recubrimiento
polimérico y oxidacion térmica) presenta una gran reactividad y capacidad para
aumentar la inmovilizacion de material biologico en etapas posteriores.

Tabla 8.2.1. Resultados de distribucion de tamafios obtenidos mediante AFM

Table 51. Particle size range and average exhibited by MNPs.

Size [nm]
Fe;0, Fe;0,@PDA Fe;O,@PDA 150
Range 11-21 13-24 13-23
Average _ 15442 3 _ 17.6+2 2 _ 17 4+2 6

Las NPMs modificadas fueron estudiadas mediante espectroscopia Vis/UV e IR,
obteniéndose resultados analogos a los descritos anteriormente. La cantidad de enzima
inmovilizada en la superficie de las NPMs se calcul6 a partir de la diferencia del valor
de la absorbancia antes y después de introducir en la disolucion enzimatica una cantidad
conocida de NPMs. De esta forma, se estimé que la cantidad de enzima inmovilizada
aproximadamente en 21, 32 y 55 pg mg™ de nanoparticulas para las configuraciones
MNPs/Gox, MNPs@PDA/Gox y MNPs@pDA150/Gox, respectivamente.

Las nanoparticulas fueron transferidas a la superficie de un electrodo serigrafiado
(DRP-700) modificado con azul de Prusia (PB) para poder estudiar las posibles
aplicaciones analiticas. Para ello, se utilizé un iméan de neodimio en la parte inferior del
electrodo de trabajo. El perdxido de hidrégeno generado en la reaccién enzimética fue
detectado a

-150 mV y se utiliz6 para cuantificar la cantidad de glucosa en disolucién.

Los principales factores (temperatura, pH, cantidad de nanoparticulas, potencial de

deteccidn) que podian afectar a la respuesta del biosensor fueron estudiados en detalle y
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optimizados. Posteriormente, se realizdé un estudio de sensibilidad analitica donde se
compararon las distintas configuraciones de nanoparticulas desarrolladas con la
configuracion bésica, donde la enzima es retenida directamente sobre la superficie del
electrodo serigrafiado. Nuevamente, los mejores resultados se obtuvieron para la
configuracion MNPs@pDA150/Gox (ver Tabla.8.2.2). Esta configuracion muestra un
aumento en la sensibilidad y una disminucion en el limite de deteccion en comparacion
con el resto de configuraciones. Por otro lado, los valores de Ky encontrados para las
configuraciones nanoestructuradas fueron menores que para las configuraciones sin

nanoestructurar, lo que indica una mayor afinidad del sustrato hacia estas superficies.

Tabla 8.2.2. Resultados obtenidos para distintas configuraciones empleadas en el
disefio de un biosensor de glucosa

Table 1. Enzyme kinetic and analytical parameters of different glucose
biosensor designs. Sensitivity was obtained in the range of 0-1 mm,
mean=+5SD (n=4 biosensors). The limit of detection and limit of quantifi-
cation were calculated as 3xSD and 10xSD of the background current,
respectively. Calibration curves were obtained by applying —0.15V
against the pseudoreference electrode in air-saturated PBS (pH 7.4)

Biosensor®  Sensitivity r LOD LoQ K, Voo
[mAM™"-cm™] [mmM]  [mm]  [mm]  [uA]

1 874+035 0.998 0020 0.067 1.713 2.787

2 554+017 0.997 0064 0212 1.752 1.757

3 238+ 041 0.998 0149 049 1.741 1.172

4 091+0.16 0.996 0282 0942 2773 0.426

[a] Biosensors denoted as 1: DPR-700/Fe,0,@pDA150/Gox, 2: DPR-700/
Fe;0,@pDA/Gox, 3: DPR-700/Fe;0,/Gox, and 4: DPR-700/Gox.

En muestras biologicas existen agentes reductores que pueden ser electroguimicamente
oxidados y por tanto, interferir en la deteccion de glucosa. Por este motivo fue necesario
estudiar la respuesta del biosensor frente a interferentes fisiologicos, tales como, acido
ascorbico (AA) y acido drico (UA). Para realizar el estudio fue necesario preparar varias
disoluciones de glucosa 5 mM en ausencia y en presencia de interferentes. Los valores
de concentraciones de glucosa e interferentes utilizados en el estudio fueron escogidos

de acuerdo a los valores de concentracion que suelen presentarse en muestras
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sanguineas. Las concentraciones utilizadas fueron AA (100 mM), UA (300 mM), y
ambos (AA + UA). Posteriormente, las disoluciones de trabajo fueron diluidas en PBS
(1:10) para obtener una concentracion de glucosa en el rango lineal del biosensor. Los
resultados obtenidos mostraron Gnicamente pequefias desviaciones (1-3 %)
encontrdndose dentro del rango de incertidumbre aceptado (ver a continuacion).

Por otro lado, se realizaron estudios de reproducibilidad y repetitividad del biosensor
optimizado (DPR-700/MNPs@pDA150/Gox). Los valores de desviacién estandar
relativa (RSD) para una serie de cinco mediciones sucesivas fue de 4,63%
(repetibilidad), y para cinco biosensores construidos independientemente fue 7,37%
(reproducibilidad).

Finalmente, la utilidad analitica de las nanoparticulas fue comprobada midiendo la
concentracion de glucosa en sangre. Inicialmente, las muestras sanguineas fueron
diluidas en PBS (1:10). Posteriormente, se coloc6 una gota de la muestra sobre la
superficie de la tarjeta serigrafiada (recubriendo adecuadamente los electrodos de
trabajo, referencia y auxiliar). Los resultados (Tabla.8.2.3) mostraron valores muy
proximos a los valores obtenidos utilizando un glucémetro comercial (OneTouch),

validando asi los resultados obtenidos y la fiabilidad del biosensor desarrollado.

Tabla 8.2.3. Resultados y comparacion con un glucometro comercial de los resultados
obtenidos al cuantificar la concentracion de glucosa en sangre

Table 2. Determination and comparison of glucose in blood samples
against a commercial glucometer.

Volunteer One Touch Biosensor™ Recovery [%]
1 4.83 4,68 96.89
2 4.93 475 96.35
3 5.12 5.1 99.80
4 6.12 6.20 101.31
5 6.15 5.93 9642
6 6.86 7.02 10233

[a] DPR-700/Fe,0,@pDA150/Gox (1).
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8.3 Desarrollo de una magneto-inmuno-plataforma basada en nanoparticulas
magnéticas modificadas con polidopamina para la deteccion de Legionella

pneumophila.

La estrategia empleada tanto para preparar las nanoparticulas magnéticas, como para su
posterior funcionalizacion con polidopamina, inmovilizacion de anticuerpo y método de
deteccion de Legionella pneumophila vienen descritas en el articulo 3 (ver apéndice):
Rapid Legionella pneumophila determination based on a disposable core—shell
Fe;0,@poly(dopamine) magnetic nanoparticles immunoplatform.

La sintesis de NPMs@pDA fue realizada por el método de coprecipitacion quimica
modificandose a posteriori con polidopamina durante 6 horas. Posteriormente, las
nanoparticulas modificadas fueron lavadas con agua para eliminar restos de monémero
sin polimerizar y/o adsorbidos en la superficie del material. Finalmente, las
NPMs@pDA fueron dispersadas en agua a una concentracién de 25 mg mL™ y
almacenadas en nevera a 4 °C.

La cepa de Legionella pneumophila SG1 fue obtenida de la Coleccién de Cultivos Tipo
de Valencia y cultivada en las instalaciones de Medicina Preventiva del Hospital
Universitario de Canarias, acorde a los requerimientos especificos para esta bacteria. El
resto de bacterias (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Aeromonas y Salmonella) empleadas en el estudio fueron
obtenidas a partir de muestras hospitalarias pertenecientes a la misma unidad de
Medicina Preventiva. Para el manejo y preparacion de disoluciones de bacteria se
tomaron todas las precauciones (campana de flujo laminar, gafas, guantes, mascarillas,

etc.) necesarias acorde al nivel de seguridad recomendado. A su vez, el area y material
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de trabajo utilizados fueron limpiados con una disolucién de hipoclorito o fenol al 5%
cada dia, autoclavados y/o eliminados segun las normas de bioseguridad hospitalaria.

La disolucion de Legionella se prepararé en PBS a una concentracién aproximada a
1McFarland (~ 1x10® CFU mL™). A partir de la disolucién de Legionella y mediante
posteriores diluciones en PBS se obtuvieron las concentraciones deseadas.
Caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticulas

Las nanoparticulas modificadas presentaron estructura tipo core-shell con un tamafio de
12.5 £ 0.9 nm y un espesor de pelicula de pDA de 4.0 £ 0.6 nm. El aumento de tamafio
de la pelicula se atribuye al incremento en el tiempo de polimerizacién durante el
recubrimiento polimerico.

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas fueron examinadas mediante
magnetometria (SQUID) en la Universidad Complutense de Madrid. Los resultados
mostraron que ambas particulas (NPMs y NPMs@pDA) eran superparamagnéticas sin
existencia de un ciclo de histéresis definido. A su vez, se observo una disminucion de la
Magnetizacion de Saturacion (Ms), pasando de 57.8 a 28.9 emu/g, debido
probablemente al aumento de masa atribuible a la presencia del recubrimiento

polimérico.

Los estudios termogravimétricos corroboraron la existencia de una mayor cantidad de
polimero en la superficie de las nanoparticulas ensayadas en comparacién con trabajos
anteriores (18%, J. Mat. Chem. B), estimandose una pérdida total de peso al final del

proceso térmico de un 24 %.

Nuevamente, los resultados obtenidos mediante XPS demostraron la composicion de
fase (Fe?*/Fe®") de las nanoparticulas de magnetita, asi como, la correcta polimerizacion
de pDA en la superficie. El uso de otras técnicas, espectroscopia infrarroja y Raman,

también corroboraron la composicién y modificacion polimérica de las nanoparticulas.
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La técnica de Raman mostré picos caracteristicos (Aig, T2g, Eg, Tog) de la magnetita
reafirmando la composicion de fase de las mismas. A su vez, la presencia de una banda
ancha en torno a 1400 cm™ (estiramiento y deformacién de los enlaces de los grupos

catecoles) ratificd la presencia de polimero en la superficie.

Inmunoensayo electroquimico para la deteccion de Legionella

El protocolo de medida se inici6 colocando 5 pL de NPMs@pDA en un eppendorf de
1.5 mL. Seguidamente, las NPMs@pDA fueron lavadas con H,O y decantadas
magnéticamente varias veces. Posteriormente, se realizd la inmovilizacion del
anticuerpo primario. Para ello, se introdujo 100 puL de PBS con anticuerpo primario
(Ab) a una concentracion de 25 pg mL™ y se dejé reaccionar durante 45 minutos a 37
°C bajo agitacién continua (700 rpm). Una vez transcurrido el tiempo de inmobilizacién
las NPMs@pDA-ADb fueron lavadas varias veces con PBS-Tween (PBST), con el fin de
eliminar el anticuerpo adsorbido y no inmobilizado covalentemente a la superficie
polimérica. Consecutivamente, se bloguearon los sitios activos remanentes con BSA
para evitar posibles interacciones inespecificas y se lavaron nuevamente con PBS-
Tween. La fase de retencidn se realiz6 incubando las NPMs@pDA-Ab desactivadas con
distintas concentraciones de Legionella a 37°C durante 45 minutos y bajo agitacion
continuada. Una vez retenida la bacteria en superficie se procedié al marcado con un
anticuerpo secundario modificado con HRP y lavado con PBST. La enzima HRP se
empled a posteriori para cuantificar la cantidad de bacteria retenida en el inmunoensayo.
Por lo tanto, la configuracion final obtenida seria MNPs@pDA-Ab-bacteria-Ab-HRP
(ver figura 8.3.1).

Finalmente, las nanoparticulas fueron redispersadas en PBS con 1.5 mM de

hidroquinona como mediador electroquimico y depositadas sobre la superficie de una
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tarjeta serigrafiada (usando un soporte magnético) cubriendo por completo los tres
electrodos (trabajo, referencia (Ag) y contraelectrodo) (ver figura 8.3.1). Las medidas
electroquimicas se realizaron a un potencial de -150 mV vs. pseudoreferencia de Ag
incorporado en la tarjeta. Una vez alcanzada una lectura de corriente estable se procedid
a la adicion de 15 pL de H,0, (3.5 mM) sobre el dispositivo, con el fin de medir la
variacion de corriente producida por la reaccion enzimética, ya que es proporcional a la
concentracion de bacteria retenida en la superficie de las nanoparticulas. La duracién
total del protocolo de modificacién y medida fue aproximadamente de 3-4 h.

H,0, H,0

HRP,, HRP, 4

Modified-MBs

MNPs@pDA

IR N W T T N 1

Amperometric measurement

Figura 8.3.1 Esquema del inmunoensayo realizado en la superficie de las
nanoparticulas magnéticas, montaje del dispositivo electroquimico y sefial obtenida
durante la etapa de cuantificacion.

Con la finalidad de estudiar las posibles adsorciones inespecificas sobre la superficie de
las nanoparticulas se analizd la respuesta del dispositivo electroquimico en ausencia y
presencia de Legionela (1.0x10° CFU mL™). Para ello, se emplearon distintas
disoluciones: PBST*-BSA® (1% w/v), PBST-BSA-NaCl (1% w/v, 1.5 M) o PBST-leche
UHT-NaCl (0.3 %v/v, 1.5 M), PBST-BSA (1% wl/v). Los resultados mostraron una

mayor relacién sefial especifica/no especifica en presencia de BSA y una menor

* Tampon fosfato-Tween
® AlbGmina bovina
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dispersion de resultados en ausencia de NaCl. Por lo tanto, la disolucion de PBST-BSA
(1% wi/v) fue utilizada en los ensayos posteriores.

En condiciones Optimas de trabajo y sin etapa de pre-concentracion previa el
inmunoensayo electroquimico fue capaz de detectar una concentraciéon minima de
Legionella de ~1.0x10* CFU mL™ presentando un rango lineal hasta ~1.0x10® CFU
mL™. La reproducibilidad y repetitividad del ensayo electroquimico presentaron valores
alrededor de 59 y 8.5 % respectivamente, demostrando tanto la fiabilidad del
dispositivos como del protocolo ensayado.

Asimismo, se realiz6 un estudio de estabilidad del anticuerpo de captura en la superficie
de las nanoparticulas. Este estudio se llevd a cabo analizando durante un mes la
respuesta del inmunoensayo frente a una concentracion de Legionella de 1.0x10° CFU
mL™. Las nanoparticulas modificadas para este estudio fueron suspendidas en PBS y
almacenadas en nevera a 4 °C. Los resultados mostraron que durante el periodo
estudiado las caracteristicas de bioreconocimiento no variaron considerablemente,
reteniendo un 90% de respuesta al final del estudio.

También se realizd un estudio de selectividad frente a posibles bacterias interferentes
(Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Aeromonas y Salmonella). Para realizar el estudio de interferentes se
estableci6 una concentracion de referencia de Legionella y unas concentraciones fijas de
bacterias (1.0x10° CFU mL™?). Posteriormente, se compararon las sefiales analiticas
obtenidas en condiciones Optimas después de realizar el inmunoensayo electroquimico.
Los resultados obtenidos revelaron la ausencia de fendmenos de interferencias debidos a
interacciones cruzadas con el resto de bacterias, validando asi, la selectividad del

inmunoensayo.
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Por otro lado, con el fin de disminuir el limite de deteccion del inmunoensayo se
incluy6 un proceso de pre-concentracion en dos etapas. Para ello, se prepararon
disoluciones de concentraciones conocidas entre 1.0x10" - 1.0x10° CFU mL™%. En la
primera etapa, la filtracion fue a vacio con una membrana porosa de 0.22 pm. Dicha
membrana fue cortada en pequefios trozos y suspendida en un tubo tipo Falcon con una
disolucion de PBST y se agit6 en un vortex durante 1 minuto. El sobrenadante obtenido
fue transferido a otro tubo tipo Falcon que incorporaba una nueva membrana de 0.22
pm de tamario de poro y seguidamente fue centrifugado durante 1 min a 1500 rpm. El
volumen final de muestra conseguido fue ~ 500 pL con un factor de concentracién
tedrico de aproximadamente 3 6rdenes de magnitud.

Finalmente, los resultados alcanzados demostraron la posibilidad de disminuir la
concentracién de Legionella detectada hasta 10 CFU mL™, es decir, tres érdenes de
magnitud inferior al protocolo sin concentracién previa y ademas la posibilidad de ser
empleado en el estudio de muestras contaminadas de concentraciones moderadas de
Legionella. Pese a los buenos resultados obtenidos el limite de deteccion no llega a ser
el necesario para su utilizacion en el control epidemioldgico de Legionella. Segin la
legislacion espafiola (norma ISO 11731/1998, 2004 6 NF T 90-431/3003), dicho limite
esté situado en < 100 CFU L™ (0.1 CFU mL™?). Sin embargo no se descarta que en un
futuro exista la posibilidad de incluir otros procesos adicionales 0 mas elaborados de
concentracion que podrian disminuir ain mas el limite de deteccién y aproximarse asi,
al valor exigido por la legislacién vigente. Por otro lado, cabe destacar que bajo la
presente aproximacion se podria obtener una respuesta positiva 0 negativa ante la
presencia de la bacteria tras realizar un andlisis de 3 horas de duracion aproximada,
mientras que el método de referencia empleado (cultivo en placa) requiere al menos de

10 dias de cultivo y su posterior identificacion.
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CONCLUSIONES
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En la presente memoria de tesis doctoral se han desarrollado biosensores

nanoestructurados basados en el empleo de nanoparticulas magnéticas modificadas con

polidopamina. Los procesos de sintesis, modificacion y construccion de los dispositivos

electroquimicos han sido evaluados convenientemente y han permitido valorar la

eficiencia y aplicabilidad de los dispositivos ensayados.

A modo de resumen podemos citar las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se han sintetizado NPMs mediante el método de co-precipitacion quimica y
demostrado que es un método conveniente y adecuado para fines analiticos.

Se ha determinado el tamafo, estructura, comportamiento magnético y
composicion de fase de las NPMs mediante técnicas de caracterizaciéon de
materiales, tales como: SEM, TEM, XPS, XRD, AFM, anélisis térmico, estudio
de susceptibilidad magnética, técnicas espectroscépicas, etc.

Se ha modificado la superficie de las NPMs mediante polimerizacion de pDA y
establecido la derivatizacion y composicion de las NPMs modificadas mediante
el uso de las técnicas instrumentales pertinentes.

Se ha demostrado que el tiempo de polimerizacion afecta tanto al grosor de la
capa polimérica como a su estado de oxidacién.

Se ha demostrado que mediante el proceso de oxidacion térmica es posible
incrementar la cantidad de grupos reactivos (quinonas) en la superficie del
polimero y aumentar asi, la cantidad de material retenido.

Se han utilizado las NPMs@pDA como sustrato de inmovilizacion de material
biolégico (enzimas y anticuerpo) y posteriormente han sido empleadas en el
desarrollo de biosensores enzimaticos amperométricos de primera y segunda
generacion para la deteccion de perdxido de hidrdgeno, glucosa y compuestos

fendlicos.
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7) Se ha desarrollado una magnetoinmunoplataforma basada en el empleo de las
NPMs@pDA para la determinacion de Legionella Neumophila.

8) Se han aplicado los biosensores enziméticos e inmunosensores desarrollados al
andlisis de muestras reales y/o complejas prestando especial atencion a los
fenémenos de interferencia, y comparando los resultados con métodos

estandares.
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