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DEFENSA PLAN DE INVESTIGACION

Biosensores Electroquimicos

CHEMICAL SENSOR — IUPAC DEFINITION (2001)
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are chemical sensors in which the recognition system
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Turner et al.,

Thévenot, D.R. et al. Technical report. Electrochemical
biosensors: recommended definitions and classification.
Biosensors & Bielectronics. 2001, 16, 121
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EN FUNCION DE LA SENAL MEDIDA LOS
SENSORES SE CLASIFICAN EN:

- Opticos

- piezoeléctricos

- térmicos

-ELECTROQUIMICOS

-> potenciométricos
-> amperomeétricos

> IMPEDIMETRICOS

VENTAJAS DETECCION IMPEDIMETRICA
Ensayos sin marcador o “label-free”
Alta sensibilidad (hasta fM)
Miniaturizacion
Técnica no destructiva

Bonanni, A; Pumera, M; Miyahara, Y. Rapid,
Sensitive, and Label-Free Impedimetric Detection of
a Single-Nucleotide Polymorphism Correlated to
Kidney Disease. Anal. Chem. 2010, 82, 3772
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ELEMENTOS DE BIORECONOCIMIENTO APTAMEROS mmmmmmmmm) APTASENSORES

> Acidos nucleicos -Alta afinidad y eS|_Oe_C|f|C|dad
. , -Estables en condiciones extremas de temperatura
eAntlcuerpos 0 antigenos

i -Formacion reversible del complejo aptdmero - diana
~>Proteinas -Sintesis quimica no requiere material bioldgico
- Células (bacterias) u organulos

—>Tejidos (plantas o animales
DNA HEm—) GENOSENSORES




GRAFENO COMO MATERIAL ELECTRODICO

Desde el punto de vista electroquimico nos interesa...

Gran superficie
Alta velocidad de transferencia electronica
Material biocompatible
Funcionalizable
Barato
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DEFENSA PLAN DE INVESTIGACION Objetivos
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Nuestros objetivos son...

Desarrollo (construccion y ensayo) de biosensores electroquimicos de
DNA (genosensores y aptasensores), empleando una plataforma de
grafeno y utilizando para la deteccion la EIS.

Aplicar estos biosensores en la deteccion de:

-Compuestos nitro-derivados - seguridad y medio ambiente
-Microorganismos (Brettanomyces) - alimentacion y bebidas
-Enfermedades genéticas - biomedicina

Evaluar y contrastar el uso del grafeno, como nuevo material proveniente
de la nanotecnologia, para la mejora de las prestaciones de los sensores
electroquimicos.
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Técnicas quimicas y electroquimicas
Protocolo de medida en EIS
Sintesis de grafeno
Construccion del electrodo de trabajo
Métodos de inmovilizacion de aptameros y DNA
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TECNICAS QUIMICAS

OXIDACION
QUIMICA DE

GRAFITO

200 1000 800 600 400 2
Binding Energy (e’

Microscopia Espectroscopia Difraccion de
Electronica de fotoelectrénica de rayos X
Transmision Rayos X (XRD)
(TEM) (XPS)

TECNICAS ELECTROQUIMICAS

Reduccion GO Condiciones electroquimicas habituales
MEDIO ACUOSO
F_\ectrograftmg 7 TAMPONADO + ELECTROLITO INERTE
Parametros caracteristicos de las SEA
. Eper lpes Epar lpar AE,
aracterizacién Esquema experimental a tres electrodos
Materiajeg

Técnica rapida

CV

WE: GC o GEC

Naturaleza electrodo RE: Ag / AgCI / ClI -

CE: Pt



TECNICAS QUIMICAS

OXIDACION
QUIMICA DE

GRAFITO

200 1000 800 600 400 2
Binding Energy (e’

Microscopia Espectroscopia Difraccion de
Electronica de fotoelectrénica de rayos X
Transmision Rayos X (XRD)
(TEM) (XPS)

TECNICAS ELECTROQUIMICAS

Fines analiticos Condiciones electroquimicas habituales
MEDIO ACUOSO
TAMPONADO + ELECTROLITO INERTE +
Caracterizac,'én MARCADOR REDOX
Materia|eg [Fe(CN)g]3*; [Ru(NH3)6] 3+2*
Parametros caracteristicos

Rer, Rgo, CPE

E| S Caracterizacion electrodo crso o

WE: GEC MODIFICADO
RE: pseudo Ag / AgCI / ClI -
CE: Pt
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METODOLOGIA GENERAL DETERMINACION ANALITICA CON EIS

Hooc

Electrodo
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METODO DE HUMMERS MODIFICADO

Oxidacién
quimica
30 min Ultrasonicar
1h
Tratamiento
resinas cambio
i6nico 3
GRAFITO MERK OXIDO DE GRAFENO (GO)
<50 um OXIDO DE GRAFITO N,H, CE(V)
DISENO EXPERIMENTAL
GRAFENO REDUCIDO GRAFENO REDUCIDO
QUIMICAMENTE (CMGO) ELECTROQUIMICAMENTE

(ERGO)

Hummers, W. S.; Offeman, R. E. J. Am. Chem. Soc. 1958, 80, 133
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ELECTRODO DE TRABAJO DE COMPOSITE EPOXY-GRAFITO (GEC)

Limpieza del cobre
Soldar la pieza de Cu al conector de Au

Ajustar la pieza soldada al cuerpo del electrodo (PVC)
Hacer el composite y empastar <
Curar durante 3 dias a 80°C

Pulir

oA~ wNPE

COMO INCORPORAR EL GRAFENO

1. En superficie
2. En el composite en distintas proporciones

DISOLUCION DE GRAFENO
GRAFENO (ORGANICA 0 ACUOSA) GEC

40 pL

1mgmL-1
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DEFENSA PLAN DE INVESTIGACION

PRINCIPALES METODOS DE INMOVILIZACION DE DNA

A. Physical immobilization

Métodos de inmovilizacion

| B. Covalent immobilization I
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Aptasensor para deteccion TNT

15



Caracterizacion del GO y ERGO

DEFENSA PLAN DE INVESTIGACION

CARACTERIZACION QUIMICO - FiSICA DEL GO SINTETIZADO

Position (eV) Area Total Area %

C1s 2864 920,1 68.8
O1s 5324 12219 31,2 O1s

C1s

Intensity (a. u.)

XPS
1400 1200 1000 800 600 400 200 O
Binding Energy (eV)

XRD

XPS
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CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DEL GO Y DEL ERGO SINT ETIZADOS

Graficos | - E para la reduccién de GO sintetizado (a) y para una muestra comercial de GO (b) sobre un
electrodo GC (@ = 3 mm)

a b
+0.28V
+023y *t135V +0.16 V +1.30V

0.95V -Losv

-2.23V
S182V -219V

(c) Gréfico | — E para la oxidacion de GO sintetizado sobre un electrodo GEC (@ = 6 mm); (d) diagramas de
Nyquist obtenidos para el electrodo GEC (m) GO/GEC (e) and ERGO/GEC ().
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RESULTADOS PRELIMINARES EN EL DESARROLLO DEL APTASENSO R DE TNT

Secuencia del aptamero de TNT (100 bp):
5'— g gat ccg ttg ata taa aat tcc aca tat cac ata ccg agc gcg cga cgt cgt ctc act gtc ctg ctg cct ccg cgt cat ggt tga ttg

tgg tgt tgg ctc — 3’

Resultados preliminares

CtnT =10 Mm

|Rct ratio=1.1 I

H,N /’J
2
v v 1yuv 19V £LUVuvV LIVV NH2

Zr (Q)

PASOS A SEGUIR
1. ESTUDIO DE LA RESUPUESTA A LA CONCENTRACION

2. NUEVAS ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR LA SENSIBILIDAD
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