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Este proyecto de Tesis esta incluido en el proyecto de investigacion “Electronic
Tongue Fingerprinting: Applications in the Food & Security field” (Proyecto MINECO
CTQ2013-41577-P) que se desarrolla en el Grupo de Sensores y Biosensores (GSB),
Departamento de Quimica de la UAB.

Ill

La investigacion que constituye el “core” de la Tesis Doctoral, tiene dos objetivos,
en primer lugar el desarrollo (construccidn y ensayo) de biosensores electroquimicos
de DNA (genosensores y aptasensores), empleando una plataforma de grafeno y
utilizando para el paso de transduccién una técnica electroquimica altamente sensible,
la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS), capaz de detectar cambios en la
superficie del electrodo durante el proceso de bioreconocimiento del sistema sin
necesidad de marcadores (“label-free assays”); en segundo lugar, utilizar estos

biosensores en la determinacion de microorganismos, virus, explosivos y opiaceos.
Paso a continuacion a detallar el estado del arte y el plan de trabajo de estos puntos:

Desarrollo de biosensores electroguimicos de DNA

Un genosensor es un biosensor en el que el elemento de reconocimiento son
hebras de DNA vy, la hibridacidn con las hebras complementarias de DNA a través de la
renaturalizacion de la doble hélice es el fundamento de su funcionamiento; los
aptasensores son biosensores que utilizan como elemento de bioreconocimiento
aptameros. Estos son cadenas sintéticas de oligonucleétidos de DNA o RNA
seleccionados in vitro, los cuales tienen una gran habilidad por unirse a proteinas,
moléculas pequeiias o incluso células, reconociendo a sus moléculas diana con alta
afinidad y especificidad, incluso mayor que las que presentan los anticuerpos con sus
respectivos antigenos. Debido a sus propiedades, en los ultimos afios se han
desarrollado diferentes tipos de aptasensores altamente sensibles, llegando incluso a
niveles de deteccion picomolar y femtomolar. Estos dispositivos (genosensores y
aptasensores) permiten llevar a cabo medidas sin marcacién (“label-free”), por lo que
se simplifican los ensayos, y son muy atractivos por su elevada especificidad y
sensibilidad, corto tiempo de analisis, capacidad de inclusion en sistemas integrados y
trabajar en tiempo real, asi como por su versatilidad y bajo coste.

Esta Tesis es continuacion de las lineas de investigacion existentes en los
laboratorios del GSB, donde ya se dispone de genosensores y aptasensores operativos
[1].Y, la contribucién de este trabajo de Tesis al proyecto global en el que se enmarca



es la de evaluar y contrastar el uso del grafeno, como nuevo material proveniente de la
nanotecnologia, [2] para la mejora de las prestaciones de los sensores de impedancia.

En comparacion con otros materiales utilizados como electrodo, el grafeno
presenta algunas propiedades mejoradas que lo convierten en un material idédneo para
el desarrollo de biosensores de impedancia (alta conductividad eléctrica en 2D;
velocidades de reaccion de transferencia de carga elevadas; y una gran superficie
electrédica) como pone de manifiesto Bonanni et al. [3]. Ademas, el grafeno y sus
derivados (por ejemplo, el éxido de grafeno (GO)) pueden ser funcionalizados
facilmente mediante métodos quimicos o electroquimicos y facilmente obtenidos a
bajo coste a partir de grafito (bien por exfoliacion directa del grafito utilizando
disolventes; por crecimiento de grafeno sobre superficies metalicas empleando el
“vapor deposition method”; o por el método de Hummers). [4]

Asi, el primer paso para comenzar sera la sintesis de grafeno mediante el método
Hummers, [4] que consiste en la reduccién quimica o electroquimica del éxido de
grafeno (GO) producido por exfoliacion de los productos de oxidacion quimica del
grafito. Este método nos permitird obtener distintos tipos de grafeno quimicamente
modificados (CMGs por sus siglas en ingés); estudiaremos la compatibilidad del
grafeno con los electrodos de composite epoxy-grafito habituales en los laboratorios
del GSB y la posibilidad de integrar el grafeno en el composite o, como recubrimiento
superficial del area activa del electrodo; también se estudiara la forma Optima de
grafeno para ser integrada en el sensor respecto a la sefial de impedancia,
diferenciando entre grafeno oxidado y reducido por varias vias (quimica vy
electroquimica). Y dependiendo de la forma de grafeno utilizada, compararemos los
diferentes métodos de inmovilizacion del oligdmero de DNA, bien por adsorcién o por
enlace covalente via reaccion de la carbodiimida; compararemos protocolos de medida
directa y tipo “sandwich” respecto de propiedades como la sensibilidad y la
selectividad; verificaremos la posibilidad de utilizar estrategias de amplificacién de
sefial, tales como el uso de nanobiocomponentes (nanoparticulas metalicas, uso de
enzimas, uso de productos insolubles, etc.); y, por ultimo, compararemos los
dispositivos desarrollados en la tesis con sistemas comerciales como electrodos
serigrafiados de grafeno.

Aplicaciones de los biosensores electroguimicos de DNA

El GSB, respecto a los genosensores, viene trabajando el campo vitivinicola,
concretamente en la deteccién de la levadura Brettanomyces (conocida como Brett),
gue ocasiona elevadas pérdidas a los productores y requiere de sistemas portatiles a
pie de proceso, de elevada sensibilidad y selectividad para su deteccién. [5]



También con genosensores, es posible la identificacion de secuencias especificas de
DNA de microorganismos o virus que actian como vectores en el desarrollo de
enfermedades, como ejemplo en éste area esta el trabajo de Del Valle et al. [6] en el
cual se determino el virus Influenza A subtipo HIN1, mas conocido como gripe A.

Los genosensores se postulan como método alternativo una vez se dispone de los
genes indicadores (conocido el genoma del microorganismo) que utilizar como
superficie de reconocimiento. El gen se inmovilizara mediante funcionalizacion
carboxilica de la superficie de un electrodo de carbono (por oxidacidn electroquimica o
por injerto electroquimico con sales de diazonio), y enlace amida catalizado por
carbodiimida. Se ensayaran diferentes estrategias de amplificaciéon de sefal para
alcanzar el limite de deteccién requerido.

Ademds y como continuacién de desarrollos en curso, se ensayan sistemas basados
en biosensores de impedancias de aptameros para la deteccion de explosivos y
opiaceos, ya descritos en la literatura. Dado que esta descrito el aptamero para TNT
[7], se pretende obtener el aptasensor de impedancia para su deteccidon a muy bajo
limite de concentracién.
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