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Resumen

RESUMEN

Muchos de los desdrdenes genéticos conocidos en la actualidad son provocados
por cambios en el ADN, ya sea heredados o producidos por dafio del material genético,
por lo que la deteccion de estas secuencias especificas y/o su dafio es muy importante.
En la actualidad se han descrito numerosos métodos para detectar ADN, siendo los
biosensores electroquimicos ¢ genosensores los que ofrecen una alternativa de
deteccion continua, rapida, sensible y selectiva.

En esta Tesis se desarrollaron nuevos genosensores basados en nanoiubos de
carbono (NTC) modificados quimicamente. Primero, los NTC fueron funcionalizados
con grupos gue generan cargas positivas en disolucién (NTC-NHy), a través de uniones
covalentes del tipo amida. Esto permitid dispersarlos en medio acuoso, evaluar su
interaccion en disolucion con ADN y favorecer la inmovilizacion de éste sobre
electrodos maodificados, sin utilizar agentes dispersantes catiénicos. La caracterizacion
de estas funcionalizaciones se realizd a través de diferentes técnicas espectroscépicas
(FT-IR, Raman, XPS) y microscopicas (HR-TEM, SEM), entre otras; mientras que los
electrodos modificados se caracterizaron por diferentes tecnicas electroquimicas (VC,
VPD). Estos electrodos mosiraron ser altamente reproducibles y sensibles en la
deteccion de ADN.

En segundo lugar, se generaron biosensores para estudios de hibridacion a partir
de NTC funcionalizados con un oligonucledtido de hebra simple (ss-ODN). Se
evaluaron dos formas de inmovilizacion: adsorcién directa y unién covalente; y se
estudio la respuesta electroquimica de ambos sistemas. La caracterizacién de estas
funcionalizaciones se llevd a cabo con diferentes técnicas electroquimicas (VC, VPD,

SECM), las que permitieron proponer la conformacién que adoptaria el oligonucledtido
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Resumen

sobre el NTC que dependio del tipo de funcionalizacién realizada. Los electrodos
modificados fueron empleados para estudios de hibridacion indicando que ambas
conformaciones de ss-ODN sobre el nanotubo permiten la hibridacion de hebras
complementarias, resultados que fueron corroborades con la utilizacion de un agente
intercalante electroactivo como azu! de metileno. Finalmente, se determind que la
funcionalizacién por adsorcién del NTC con oligonucleétidos es mas sensible a la

deteccién del proceso de hibridacion que la funcionalizacion covalente.
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Summary

DNA BIOSENSORS BASED ON CHEMICALLY MODIFIED
CARBON NANOTUBES

SUMMARY

Many genetics disorders known nowadays are caused by changes in DNA, either
inherited or caused by damage of genes, so that the determination of a specific
sequence and/or its damage is very important. Currently, many techniques have been
described to detect DNA, being the electrochemical biosensors or genosensors the
ones that offer a continuous, fast, sensitive and selective detection.

This thesis developed new DNA biosensors based on chemically modified carbon
nanotubes (CNT). On one side, CNTs were covalently functionalized with groups that
generated positives charges in solution (NTC-NH,). These modifications allowed their
dispersion in aqueous media, to evaluate their interaction with DNA in solution and to
improve their immobilization onto modified electrodes without using cationic dispersants.
The characterization of modified CNTs was performed by different spectroscopic (IR,
Raman, XPS) and microscopic (SEM, HRTEM) techniques, among others. Whereas,
modified electrodes were characterized by different electrochemical techniques (CV,
DPV). The resulting elecitrodes proved to be highly reproducible and sensitive in the
detection of DNA.

On the other hand, biosensors for hybridization were also generated. For this
purpose, functionalized CNTs with a single strand oligonucleotide (ss-ODN) were used.
Two methods of immobilization were evaluated: direct adsorption and covalent

attachment, and the electrochemical behavior of both systems were characterized. The

XXi




Summary

results allowed to propose two different spatial conformations of the oligonucleotide on
the CNT depending of the type of functionalization. The modified electrodes were
applied in hybridization studies revealing that both conformations of ss-ODN upon
nanotube allowed the hybridization between complementary strands. This fact was
corroborated by using an electroactive intercalant agent such as Methylene blue. Finally,
we determined that the functionalization of CNT through direct adsorption of the
oligonucleotide is more sensitive to detect the hybridization than the covalent

functionalization.
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Introduccion 1

INTRODUCCION

Desde que el primer biosensor fue publicado por Clark y Lyons en 1862 [1], el
desarrollo de este tipo de sensores ha crecido en forma exponencial. Las
investigaciones actuales radican fundamentalmente en su aplicacioén en los campos de
medicina, agricultura, monitorec ambiental e industrial, entre otras [2].

Los biosensores son un tipo especifico de sensor quimico que integra un elemento
de “reconocimiento bioldgico”®, que detecta selectivamenie al analito, y un “transductor”
que convierte el reconocimiento en una sefial analitica medible. El elemento bioldgico
puede ser un biocatalizador (enzimas, microorganismos) o un bioligando (anticuerpos,
acidos nucleicos), mientras que los tfransductores tradicionales son electroquimicos [3],
opticos [4], piezoelectronicos [5] o magnéticos [6].

Los biosensores electroquimicos combinan las técnicas electroquimicas con [a
especificidad de los procesos de reconocimiento bioldgico, donde el objetivo es
producir biolégicamente una sefial eléctrica que se relacione con la concentracién del
analito. Para esto, el electrodo convierte el reconocimiento bioldgico en una respuesta
potenciométrica (a través de una diferencia de potencial) o amperométrica, aplicando
un potencial constante y monitoreando la corriente asociada con la oxidacion o
reduccion del analito estudiado [7, 8].

En el caso de los biosensores electroquimicos de ADN (genosensores), el
transductor es un electrodo en el cual la especie inmovilizada sobre su superficie es

ADN [9]. Esios genosensores han demostrado ser rapidos, simples y de bajo costo

para la determinacion de enfermedades genéticas e infecciones [10, 11] y para la
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deteccion de dafio e interacciones entre el ADN y moléculas pequefas [12]. Ademas,
ofrecen una alternativa de deteccion continua, selectiva y reutilizable [13].

El acido desoxirribonucleico (ADN) es un polimero aniénico cuyo modelo
molecular de doble hélice fue postulado por Watson y Crick en 1953 [14]. Segun este
modelo, cada hebra de ADN esta constituida por una unidad simple llamada nucleétido,
formada a su vez por una base nitrogenada (adenina, A; guanina, G; citosina, C; timina,
T), un azucar pentosa (desoxirribosa) y un grupo fosfato (figura 1.1a). Ademas, cada
base nitrogenada de una hebra, se complementa con la base opuesta de la otra hebra
(A con Ty G con C) a través de puentes de hidrogeno [14]. Ambas hebras se
complementan en sentido antiparalelo, formando una estructura de doble hebra que se

observa en la fig. |.1b.
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Figura I. 1. (a) Hebra simple de ADN donde se observan las bases A, C y T unidas al
esqueleto azucar-fosfato. (b) Modelo de la doble hélice de ADN de Watson y Crick.
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Desde el descubrimiento de la electroactividad de los acidos nucleicos por Paledek
en 1960 [15], ha habido un creciente interés en el desarrollo de genosensores. Se ha
establecido que la oxidacion del ADN es una fuente importante de inestabilidad
gendémica desde que se hizo evidente que los productos de oxidacién de sus bases
juegan un rol importante en mutagénesis, carcinogénesis y en enfermedades
relacionadas con la edad. Es por esto que existe gran interés en la determinacion y
caracterizacion de los mecanismos involucrados en el dafio oxidativo de las bases del
ADN [16]. En este sentido, los genosensores electroquimicos han demostrado ser
excelentes herramientas para la investigacion de dafio del material genético, ya que la
mayoria de ellos determinan las sefiales de oxidacién de las purinas, principalmente de
guanina, para monitoriar el grado del dafio provocado al ADN [12, 17, 18]. Esto se
debe a que la guanina tiene el potencial de oxidacién mas bajo de todas las bases
nitrogenadas [19] v el producto principal de su oxidacién, 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-
oxoGua), es considerado un buen biomarcador de dafio a ADN, faciimente

cuantificable por voltamperometria (figura 1.2) [20, 21].

o 0 0
N N
NH -oHt.2e7 NH SoH*- 2" N
PN = XL = < T
= + H;0 N Z +2H +2¢ \/g
N SN e Ho N UNH, ° N™ N7 nw

Guanina 8-oxoGua

Figura I. 2. Mecanismo electroquimico de oxidacion de guanina.

Para desarrollar un genosensor se debe considerar no sélo el tipo de acido nucleico

que sera inmovilizado, sino también cémo sera la interaccién enire el ADN y la
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superficie del electrodo, la longitud de las moléculas que acoplaran el ADN al electrodo
y la disolucion en la que el biosensor sera inmerso.

El paso fundamental en la construccién del biosensor es la inmovilizacion de ADN,
ya que la cantidad inmovilizada afectara directamente la exactitud, sensibilidad y
selectividad del biosensor. En este sentido, es necesario que la inmovilizacion sea
estable durante los ensayos, que las moléculas inmovilizadas no pierdan sus
funcionalidades biologicas y que adopten una conformacién y orientacion que no
restrinja la accesibilidad del analito a estudiar.

En la actualidad, !as técnicas utilizadas estan siendo complementadas con
nanomateriales, principalmente nanoparticulas metalicas y nanotubos de carbono, ya
que aumentan el area superficial del transductor electroquimico [13, 22, 23].

Los ‘nanotubos de carbono (NTC) han sido reconocidos como uno de los
nanomateriales para electrodos mas prometedores desde su primera aplicacion en la
oxidacién de dopamina en 1996 [24], lo que se debe a sus propiedades estructurales,
mecanicas y electronicas, entre las que se incluyen: alta estabilidad quimica y térmica,
alta elasticidad y fuerza tensil, y conductividad [25]. A partir de esa fecha, la
investigacién de los NTC se ha centrado en su comportamiento electrocatalitico hacia
la oxidacion de biomoléculas y su desempefio ha resultado ser muy superior a los de
ofros electrodos de carbono en términos de velocidad de reaccion, reversibilidad y
limites de deteccion [26].

Los NTC son nanomateriales que fueron descubiertos por lijima en [a década de los
90. Son considerados una nueva forma alotrépica del carbono como son el diamante,
el grafito o los fulerenos y sus propiedades son extremadamente sensibles a su grado
de grafitizacién, diametro y quiralidad, y también si son de pared simple (SWNT) o de

pared multiple (MWNT) (figura 1.3). Los SWNT fueron descubiertos en 1993 [27] y son
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estructuras cilindricas que tienen la apariencia de una lamina de grafeno enrollada
sobre si misma, cerrados en sus extremos por semiesferas de fulerenos (fig. 1.3A). Por
otra parte, los MWNT estan formados por dos o mas cilindros concéntricos y fueron
descubiertos dos afios antes [28]. Los diametros observados varian de 0,4 a 3 nm para

SWNT y desde 1,4 a 100 nm para MWNT [29].

e - G T T W MR g

Figura I. 3. (A) Nanotubo de pared simple (SWNT), (B) Nanotubo de pared multiple
(MWNT).

Ambos tipos de nanotubos presentan diferentes propiedades eléctricas, donde los
SWNT pueden ser semiconductores o metalicos, mientras los MWNT sdélo son
semiconductores, pudiendo aplicarlos en diferentes areas [30]. En la actualidad se
estan llevando a cabo diversas investigaciones para aplicar los NTC en materiales de
emision de campo [31, 32], transistores [33, 34], diodos [35] y sensores [36-39].

Los MWNT se han utilizado en aplicaciones electroquimicas principalmente debido
a su efecto electrocatalitico sobre los procesos redox de diferentes analitos [40, 41]. La
dificultad experimental que presentan es que son insolubles y dificilmente dispersables

en cualquier tipo de disolvente, lo que dificulta su uso para modificar electrodos. Es por
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esto que para poder integrar los nanotubos con elementos biol6égicos se debe mejorar
su dispersabilidad, especialmente en medio acuoso. Para resolver este problema se

han utilizado diferentes procedimientos como se muestran en la figura 1.4 [42].

Figura |. 4. Posibles funcionalizaciones de NTC: (A) Funcionalizacién covalente de los
sitios defectuosos, (B) Funcionalizacion covalente con moléculas organicas pequefias
en las paredes del nanotubo, (C) Funcionalizacién no covalente con surfactantes, (D)
Funcionalizacién no covalente con polimeros y (E) Funcionalizacién endohedral con,

por ejemplo, Ceo.

El primero involucra una “funcionalizacién no-covalente” de los nanotubos, lo que
implica dispersarlos con surfactantes (fig. 1.4c), polimeros y/o biopolimeros (fig. |.4d),
manteniendo la estructura electronica de la superficie aromatica del nanotubo [43-48].
Los surfactantes son un medio adecuado para la dispersion, ya que sus colas
hidrofébicas interactian con los NTC, mientras la parte hidrofilica mejora la solubilidad
en medio acuoso. Por otra parte, los &cidos nucleicos son candidatos ideales para
formar complejos supramoleculares, basados en interacciones del tipo - 1T entre las

bases aromaticas del biopolimero y la superficie del NTC. Incluso, Zeng y col. [49] han
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descrito una forma facil de dispersar NTC por simple sonicacién en presencia de ss-
DNA. Por ultimo, los polimeros representan una buena alternativa a pesar de no ser
mas eficientes que los surfactantes, envolviendo el nanotubo a través de interacciones
hidrofébicas y/o electrostaticas, dependiendo del polimero utilizado [44], mejorando su
dispersidn tanto en disolventes organicos [50, 51] como en medio acuoso [52].

En el desarrollo de genosensores con NTC se han utilizado distintos agentes
dispersantes para modificar el electrodo y lograr la inmovilizacion de ADN. Se ha
trabajado tanto con surfactantes [53] como con polimeros catiénicos [54-56)], ya que
ademas de permitir la dispersion de los NTC, favorecen la adsorcion de moléculas de
ADN que presentan una estructura cargada negativamente debido a su cadena
fosfatada. El uso de estos agentes dispersantes aumenta la respuesta del sensor
respecto al electrodo sin modificar, sin embargo la presencia del agente dispersante
puede disminuir las propiedades eléctricas de los nanotubos nativos,
desaprovechandose una de las principales caracteristicas de estas nanoestructuras
[571.

Otra metodologia para mejorar la dispersién de los NTC se basa en
funcionalizarlos covalentemente (fig. 1.4 a y b), donde, en general, los nanotubos son
en un primer paso oxidados, generando grupos carboxilicos que pueden derivatizarse
con distintos tipos de moléculas [58]. Al introducir grupos funcicnales a las paredes del
NTC se pueden crear repulsiones electrostaticas entre ellos provocando su dispersion
en el disclvente. Por ejemple, Georgakilas y col. [59] han unido covalentemente
pequefias cadenas alquilicas con grupos amino terminales en las paredes de SWNT y

MWNT, mejorando su dispersabilidad en medio acuoso, permitiendo explorar el uso de

estos sistemas en aplicaciones biolégicas.
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Por otro lado, |a incorporacion de grupos funcionales al nanotubo también permite
aplicar estos sistemas en estudios de interaccién con biomoléculas como ADN. En este
sentido, Yang y col. [60] compararon la adsorciéon en solucion de ADN en NTC sin
cargas y NTC cargados positivamente (NTC-NH;"), encontrando que la adsorcién en
NTC-NH;" es ~4,2 veces mayor que para NTC sin cargas positivas. Sin embargo, los
estudios de NTC cargados positivamente y ADN so6lo se han enfocado a su interaccion
en disolucién y no en la generacion de biosensores.

Los NTC poseen regiones con distinta reactividad frente a funcionalizaciones
covalentes. La funcionalizacién en sus extremos es mas favorable que en las paredes,
ya que la pared presenta una pronunciada curvatura en dos dimensiones, a diferencia
de la baja curvatura de los extremos [61]; ademas, en las paredes se requiere un
cambio de hibridacién del atomo de carbono de sp” a sp® [58]. Como se observa en la
figura 1.5, los nanotubos presentan sitios defectuosos que se forman durante la sintesis
(entre 1-3% de los atomos de carbono) los que son un importante punto de partida

para el desarrollo de NTC modificados.

Figura . 5. Sitios defectuosos en NTC: (A) anillos de 5 6 7 miembros que provocan la
curvatura de la pared, (B) atomos de carbono con hibridacién sp®, (C) dafio de la pared
por condiciones oxidativas y (D) extremo abierto.
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Para incorporar grupos funcionales en los NTC se han utilizado diferentes
métodos de oxidacion que involucran algunos agentes oxidantes como: H,SO,4, HNG;,
HCI, H.O,, Oy, etc., que introducen en la superficie vy los exiremos, distintos grupos
funcionales oxigenados (carbonilos, carboxilos e hidroxilos). Debido a las propiedades
oxidantes de los agentes mencionados, algunos producen preferentemente grupos
acidos (-COOH), mientras otros producen preferentemente grupos hidroxilos (-OH) [62].
Estas modificaciones son las mas utilizadas debido a que mejoran |a dispersabilidad de
los NTC y sus propiedades eléctricas permanecen intactas, a pesar de que en la
mayoria de los casos se observa una disminucién en la longitud de los nanotubos [29].

La presencia de grupos carboxilicos permite una segunda funcionalizacion de los
NTC, por ejemplo, una reaccion de amidacion. Esto se puede hacer activando el grupo
carbonilo con SOCI, y luego, haciéndolo reaccionar con aminas o puede llevarse a
cabo a través de una condensacion directa de los grupos carboxilicos con aminas [63].
Este tipo de reaccion ha permitido unir a los nanotubos diferentes moléculas como
polipéptidos [64] y acidos nucleicos [60, 65], lo que permite generar, por ejemplo,
biosensores de hibridacion (fig. 1.6). En este tipo de biosensor se inmoviliza sobre el
electrodo una hebra simple de ADN (ss-DNA), y luego se hace interactuar con su
hebra complementaria (analito) bajo ciertas condiciones experimentales de pH, fuerza
ionica y temperatura [66, 67]. En la figura [.6 se observa un esquema general de
hibridacién [9]. Estos genosensores tienen un papel importante tanto en aplicaciones

de tipo farmacéuticas como clinicas [68].
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Analito

Electrodo modificado

' Hibridacion

Respuesta electroquimica

Figura I. 6. Disefio general para un biosensor de hibridacién. La hebra complementaria
(analito) es reconocida por la hebra inmovilizada en el electrodo y el proceso de
hibridacién es reconocido por el transductor dando como resultado una respuesta

electroquimica.

La deteccion de la hibridacion entre dos hebras complementarias puede obtenerse
a través de una medicién directa de la oxidacién de las guaninas presentes en las
hebras, o por un método indirecto de medicién utilizando un agente intercalante
electroactivo que distinga entre ADN de doble hebra (ds-DNA) y de una hebra (ss-
DNA). De estos dos métodos el mas utilizado corresponde al ultimo, dado que ofrece
una amplia variedad de formas con las cuales se puede detectar la hibridacién, con alta
selectividad y sensibilidad [69].

El trabajo realizado por Erdem y col. [70] utilizando el indicador redox azul de
metileno (AM) en la deteccién de secuencias relacionadas con el virus de la hepatitis B,

es uno de los mejores ejemplos en biosensores de hibridacién. La interaccion de esta
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molécula redox puede seguirse a través de su sefal de reduccion [71], como se

observa en la figura 1.7.

H
X0 = X
\T & T/ \T S T/

Azul de Metileno Azul de Leucometileno

Figura l. 7. Reaccion redox de azul de metileno a valores de pH superiores a 6.

El AM presenta una alta afinidad con ADN de una hebra (ss-DNA) debido a su
interaccioén con las bases guaninas libres [68, 72, 73]. Segln lo observado por Erdem,
luego de la hibridacién se observa una disminucién de la sefial de AM debido a que su
acceso a las bases guaninas se encuentra restringido. Este comportamiento también
ha sido observado por Kerman y col. donde el ADN ha sido inmovilizado sobre
electrodos de oro [68] y por Kara y col. en electrodos de pasta de carbono [73].

En base a todos los antecedentes presentados, en esta tesis se llevé a cabo la
funcionalizacion de MWNT con diferentes moléculas para generar distintos tipos de
biosensores de ADN. En primer lugar, al funcionalizar nanotubos de carbono con
moléculas que le otorguen cargas positivas, permite su aplicacion en biosensores
capaces de detectar ADN. Y por otra parte, la funcionalizacién de MWNT con un

oligonucledtido (ss-ODN), permite su aplicacion en biosensores de hibridacién.
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1.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

(a) La funcionalizacion covalente de NTC con grupos que generen carga positiva
mejorard su dispersabilidad en medio acuoso, favorecera la adsorcidn de
moléculas de ADN y en consecuencia mejorara la respuesta de un biosensor
electroquimico de ADN.

(b) El método utilizado para funcionalizar los NTC con un oligonucleétido, afectara

la sensibilidad del biosensor electroquimico para estudios de hibridacion.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general
Desarrollar, caracterizar y evaluar biosensores electroquimicos de ADN, basados
en nanotubos de carbono modificados quimicamente, para futuros estudios de

dafio en el material genético y/o estudios de hibridacién.

1.2.2 Objetivos especificos
o Desarrollar, caracterizar y evaluar biosensores electroquimicos de ADN,
basados en NTC modificados quimicamente, para futuros estudios de daiio
en el material genético.
a. Funcionalizar NTC a través de uniones covalentes con grupos que
generen una carga positiva en medio acuoso (NTC-NH,).
b. Caracterizar los NTC funcionalizados y sin funcionalizar.
¢. Evaluar comparativamente la capacidad de dispersion de los NTC

funcionalizados y sin funcionalizar en diferentes medios.
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Modificar electrodos de carbono vitreo con los NTC y caracterizarlos por

técnicas electroquimicas.

Evaluar la interaccion de los diferentes NTC funcionalizados con ADN en

solucién.

Evaluar la adsorcion de moléculas de ADN sobre electrodos de carbono
vitreo modificados con NTC.

Comparar los genosensores construidos con NTC, utilizando diferentes

agenies dispersantes.

o Desarrollar, caracterizar y evaluar biosensores electroquimicos de ADN,

basados en nanotubos de carbono modificados quimicamente, para estudios

de hibridacion.

a.

Funcionalizar NTC con un oligonucledtido a través de dos metodologias
diferentes (MWNT/ss-ODN).

Modificar electrodos de carbono vitreo con MWNT/ss-ODN vy
caracterizarlos por técnicas electroquimicas.

Estudiar la hibridacidn de los diferentes MWNT/ss-ODN, a través de la
sefial de oxidacion de las bases guaninas.

Estudiar la hibridacion de los diferentes MWNT/ss-ODN, a través de la

sefial de reduccion de azul de metileno.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1

Reactivos y Disolventes

Acetona, Lab-Tech.

Acido acético glacial (99.8%), Merck.

Acido bérico (99%) p.a., Fluka Chemika.

Acido clorhidrico (37%), Merck.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), Merck.

Acido nitrico (65%), Merck.

Acido orto-fosférico (85%) p.a., Merck.

Acido sulftrico (95-97%]), Merck.

ADN doble hebra (ds-DNA), Sigma Aldrich.

Agua desionizada Milli-Q.

Azul de metileno, Merck.

Bicarbonato de saodio, Merck.

Cloruro de bencetonio (CAS 121-54-0), Sigma Aldrich.
Cloruro de tionilo, Merck.
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida-HCI (EDC), Acrds Organics.
Etanol p.a., Merck.

Etilendiamina, Merck.

Ferricianuro de potasio (89%), Merck.

Ferroceno metanol (97%), Sigma Aldrich.

Ferrocianuro de potasio (99%), Merck.

Glutaraldehido (25% v/v disolucion acuosa), CALBIOCHEM.
Hidréxido de sodio (pellets), Merck.

Kit “Test de Kaiser”, Sigma-Aldrich.

Nanotubos de carbono de multipared (MWNT) de dos longitudes: cortos (1-5

pm y 30 £ 15 nm de diametro) y largos (5-20 um y 30 + 15 nm de diametro),
NanoLab (USA).
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N,N - dimetilformamida p.a., Merck.

N-hidroxisuccinimida, Pierce.

Oligo-20 amino (6'-NH,-CTCGATGACTCAATGACTCG-3'), Eurogentec.
Oligo-20 complementario (5-CGAGTCATTGAGTCATCGAG-3), E. Reilley.
Oligo-21 de blogueo (5-TATACATCTACATCTACATAT-3), E. Rellley.
Quitosano (PM medio, Cat. N° 44887-7, viscosidad 200.000 cps), Sigma Aldrich.

Tris(hidroximetil)-aminometano p.a., Merck.

Material de laboratorio

Alumina Micropolish 0,3 y 0,05 um, Buehtler.

Barras magnéticas de diferentes tamarios.

Cubetas de cuarzo (Spectrophotometer Cell VWR International, 10 mm Light
path), Merck.

Espatulas

Material de vidrio clase A.

Membranas para filtracién en medio acuoso (Nylon membrane filters 0,2 pm 47
mm, Cat. N° 7402-004), Whatman.

Micropipetas de 0,5-10 pl., 10-100 uL y 100-1000 pL, Eppendorf.

Microtubos Safe-Lock de 0,5 - 1,5y 2,0 mL, Eppendorf.

Pafio para pulir electrodos, Buehtler.

Papel de pesar encerado, VWR Scientific Products.

Puntas para micropipetas de 0,5-10 pL, 10-100 pL y 100-1000 pl, Eppendord.

2.2 EQUIPOS

2,21

Equipos de uso general

Agitador magnético, HANNA Instruments HI 120.

Balanza de precision, Precisa 40SM-200? (sensibilidad 0,01 mg)
Camara digital

Estufa de secado con control de iemperatura, WTC binder,
Heidolph Vortex-Shaker Reax 2000, 200-2400 rpm, 220 V, 42 W.
Medidor de pH, WTW modelo pMx 3000,



Materiales y Métodos 16

Microscopio optico, B3 professional series (MOTIC). Software Motic Images
Plus 2.0.

Placa calefactora, Hotplate stirrer LabTech Darhan Labtech, Ltd.

Rotavapor Heidolph VV 2000.

Sistema purificador de agua, Milli-Q, Ultra-Pure Water System.

Sonicador Bransonic Branson 2210.

Software para analisis estadistico STATA 9.1. Test utilizado: Test de Student
con un intervalo de confianza del 95%.

Equipos utilizados para caracterizacion de muestras

Analisis Elemental: Flas 1112, Thermofisher.

Andlisis Termogravimétrico: SETARAM Setsys Evolution 16/18 analyzer.
Espectroscopia FT-IR: Espectrometro Bruker Vertex 70.

Espectroscopia Raman: Espectrometro micro-Raman Renishaw serie 1000
HRTEM: Jeol 1010. SIS Megaview Il Camera.

Isotermas de adsorcion: BET Micromeritics ASAP2020.

SEM: Microscopio Hitachi S3400 N

XPS: ESCAPIlus Omicron.

Determinacion de sedio: Jobin-Ybon 2000 ICP instrument.

Equipos voltamperométricos

Analizador voltamperométrico CHI 900 (CH Instruments, Inc., USA)

Celda electroquimica de vidrio

Electrodo de Trabajo: electrodo de carbono vitreo (CVJ CHI 104P)

Electrodo de Referencia: Ag/AgCl (0,3 M) (BAS, RESB)

Electrodo Auxiliar: alambre de platino (BASi MW-1032)

SECM (Electrodo de trabajo 1): microelectrodo de fibra de carbono de 10 pm de

diametro.
SECM (Electrodo de trabajo 2). elecirodo de carbono vitreo corto (CVJ CHI
104P)
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Equipos espectroscépicos UV-visible

Para medir disolucion de ds-DNA: Espectrofotémetro UV-vis UNICAM modelo
UV-3. Software VISION 3.2 para control del instrumento

Para medir disolucién de ss-ODN: Espectrofotometro UV-2401PC Shimadzu.
Software UVProbe para control de instrumento. .

2.3 METODOS

Todas las soluciones fueron preparadas con agua Milli-Q.

2.3.1

a)

b)

d)

e)

Tampones utilizados

Tampén acetato 0.2 M. pH 5.0.

Se preparo con 11,44 mL de acido acético glacial, aforando a un volumen de 1
L. El pH fue ajustado con una disolucién concentrada de NaOH.

Tampdn Britton-Robinson 0,1 M pH 7.4.

Preparada con 6,18 g. de acido bbrico, 6,7 mL de &cido o-fosforico y 5,7 mL de

acido acético glacial, enrasando a un volumen de 1 L. El pH fue ajustado con

una disolucién concentrada de NaOH.

Tampdn formiato 0,2 M pH 5.0.

Se prepard con 7,62 mL de acido formico, aforando hasta un volumen de 1 L.

El pH fue ajustado con una disolucién concentrada de NaOH.

Tampoén fosfato (PBS) 0.2 My 10 mM, pH 7.4.
Se prepararon con 134 y 0,67 mL de acido o-fosférico, respectivamente.

Ambas fueron aforadas hasta un volumen de 1 L. El pH fue ajustade con una
disolucién concentrada de NaOH.

Tampon TRIS-EDTA (20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA), pH 8.0.
Se preparé con 121,1 mg de Tris(hidroximetil)}-aminometano y 18,6 mg de

EDTA, los cuales se disolvieron en un volumen final de 50 mL. El pH de la
disolucion fue ajustado con disolucion concentrada de HCI.
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2.3.2

g)

h)

)

k)

Preparacion de soluciones de frabajo

Acido acético 1% viv

Se prepard con 1 mL de acido acético glacial, aforado a un volumen de 100 mL.

Acido clorhidrico 0,1 M
Se preparo con 8,40 mL de acido clorhidrico, aforando a un volumen de 1 L.

Acido nitrico 7 M ‘
Se preparo con 242 mL de acido nitrico, aforando a un volumen de 500 mL. |

Azul de metilenc 1 mM

Se preparé con 7,82 mg de azul de metileno, aforando a un volumen total de 25
ml..

Bicarbonato de sodio 0.05 M

Se preparé con 200 mg de NaHCO;, aforando a un volumen de 100 mL.

Cloruro de bencetonio 10 mM

Se disolvié 44,78 mg en 10 mL de tampon Britton-Robinson 0,1 M pH 7,4 (ver
2.3.1 b).

(FerrifFerro)cianuro 10 mM, NaCl 0,1 M

Se disolvié 32,2 mg de ferricianuro de potasio, 42,2 mg de ferrocianuro de
potasio y 58, 4 mg de NaCl, en 10 mL de tampén fosfato (PBS) 10 mM pH 7,4
(ver 2.3.1 d).

Ferrocenometanol 10 mM

Se disolvié 2,16 mg de ferrocenometanol, en 10 mL de PBS 10 mM pH 7,4 (ver
2.3.1 d). '

m) Glutaraldehido 3% v/v

n

Se prepard tomando 1,2 mL de la disolucién inicial de 25% y se aforé a 10 mL.
Hidréxido de sodio 0.05 M

Se disolvié 420 mg de NaOH, aforando a un volumen total de 100 mL.

Mezcla suifo-nitrica 3 M (3:1)

Se preparo 100 mL de H,SO, con 16,66 mL de acido sulfirico y 25 mL de HNO;
con 5,19 mL del acido. Para la disolucién final se mezclaron 60 mL de H,SO4
con 20 mL de HNO,.
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p) Quitosano 1% p/v

Q)

t)

23.3

Se disolvié 0,1 g de quitosano en 10 mL de disolucion de acido acético 1% viv
(ver 2.3.2 a). La disolucién es sonicada por 1 hora y luego aforada.

Disolucion de etanol al 60%

Para preparar 500 mL de disolucién se toman 312,5 mL de EtOH al 96%
comercial y se completa el volumen total con agua Milli-Q.
Disolucion de hebra complementaria (ODN.} vy de blogueo (ODN,). para

estudios de hibridacion.

Se disuelve el oligonucledtido en un volumen determinado de tampodn fosfato
(PBS) 10 mM pH 7,4 (ver 2.3.1 d) para obtener una muestra final de 1000 ppm.
El peso molecular se indica por el fabricante en la etiqueta. La disolucion se
almacena a —20 °C.

Disolucion stock de ds-DNA de 1000 ppm

Se disolvid 1 mg de ds-DNA liofilizado en 1 mL de tampdn TRIS-EDTA (ver
2.3.1 e). La concentracion final de esta disolucién es aproximadamente 1000

ppm, la cual se determina a través de mediciones por UV-visible. La muestra
final es alicuotada en microtubos de 0,5 mL y almacenada a —20 °C.

Disolucién stock de ss-OPN de 100 uM

Se disuelve el oligonucleotido en PBS 10 mM, pH 7,4 (ver 2.3.1 d). La muestra

final tiene una concentracién de 100 pM, la gue se calcula segtin el valor de
peso molecular entregado por el proveedor. La disolucién es alicuotada en
microtubos de 0,5 mL y se almacena a -20 °C.

Funcionalizacion de MWNT

Oxidacidén con mezcla sulfo-nitrica

Una pequefia cantidad de MWNT (< 100 mg) son puestos a reflujo en 80 mL de
una mezcla HaSO4/HNO; (3:1 viv, 3 M), a dos tiempos de oxidacion (3 y 6 h). El
tiempo de reflujo empieza cuando cae la primera gota. Luego de transcurrido el
tiempo de reaccion, las muestras se filiran y lavan hasta pH neutro. Las

muestras se secan a 50 °C por 12 h.
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b) Oxidacién con acido nitrico

250 mg de MWNT se sometieron a reflujo con 100 mL de HNO; 7 M, por 6 h. El
tiempo de reflujo empieza cuando cae la primera gota. Transcurrido el tiempo
de reaccién la muestra se filira y lava hasta pH neutro. La muestra filtrada y

lavada se seca en estufa de vacio por 12 h.

Amidacién con etilendiamina (EDA)
100 mg de MWNT cortos oxidados con mezcla sulfo-nitrica (NCO3 y NCOB6) se

hicieron reaccionar con SOCI, (20 mL} por 24 h a reflujo. El tiempo de reflujo
empieza cuando cae la primera gota. La temperatura del sistema fue mantenida
entre 65-70 °C. Pasado el tiempo de reaccion, el SOCI; residual fue extraido
utilizando un rotavapor, obteniendo asi MWNT-COCI. Inmediatamente después
se adiciond 20 mL de etilendiamina {EDA) y se hizo reaccionar por 12 h a 30-40
°C en agitacién. La etilendiamina que no reaccioné se extrajo con rotavapor
hasta sequedad. Luego [as muestras se lavaron primero con HCI 0,1 M, luego
agua Milli-Q y finalmente aceiona. El sdlido se secd a 50 °C por 24 h,
obteniendo asi las muestras aminadas (NC+3 y NC+6). Los pasos de la

funcionalizacién se resumen en la figura I.1.

=0

T Tl
_ HN—({CH,) —NH,
1

HN—(CH,) —NH,

Figura Il. 1. Reaccion general de la amidacion de NTC oxidados con

etilendiamina
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d)

e)

Funcionalizacién no covalente con oligonucleétido (MWNT/ss-ODNps)

3 mg de NLO6 se colocaron en agitacién, a temperatura ambiente, con una
disolucion del oligonucleétido (ss-ODN) (de diferentes concentraciones
preparadas a partir de la disolucion stock (ver 2.3.2 t)). Un volumen final de 3
mL se completé con PBS 10 mM pH 7,4. Luego de 24 h las dispersiones se
centrifugan por 60 min a 13.000 rpm y se recolectaron los sobrenadantes.

Figura Il. 2. Funcionalizacién no covalente de MWNT con un oligonucleétido.

Funcionalizacién covalente con oligonucledtido (MWNT/ss-ODN¢ov)

Los grupos carboxilicos de NLO6 (3 mg) se activaron a través de una reaccion
via carbodiimida, adicionando 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida-HCI
(EDC, 0,4 mg/mL) y N-hidroxisuccinimida (NHS, 0,6 mg/mL) en una disolucién
de PBS 10 mM pH 7,0. Se sonica por 15 min, se centrifuga por 30 min a 13.000
rpm y posteriormente se extrae el sobrenadante que contiene el EDC y NHS en
exceso. Al sélido se le adiciona una disolucion de ss-ODN (el volumen varia
segun la concentracion de ss-ODN deseada), completando el volumen final con
PBS 10 mM pH 7,0 y se coloca todo en agitacion por 24 h a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de reaccion, se centrifuga por 60 min a 13.000 rpm

:

H
]

y se extrae el sobrenadante.
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Figura Il. 3. Funcionalizacion covalente con un oligonucleétido via carbodiimida.
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2.3.4 Caracterizacion de MWNT oxidados y aminados

e Analisis termogravimétrico (TGA)

Los resultados se obtuvieron calentando la muestra sélida de 0 a 1450 °C, con una
rampa de calor de 5 °C/min y un caudal de 50 mL/min, bajo atmdsfera de nitrégeno.

e Espectroscopia Raman

Se utilizé un laser de He-Ne (632,8 nm). Cada espectro se obtuvo utilizando una
potencia del 25%, con un tiempo de adquisicion de 10 segundos, escaneo continuo

y 25x de objetivo

e Determinacion de grupos acidos
Se colocaron 50 mg de MWNT oxidados con 25 mL de NaHCO; 0,05 M en
sonicacién por 30 min. En atmésfera inerte y temperatura ambiente se deja en

agitacién por 48 h, luego de este tiempo la muestra se filtré y lavé. De esta forma

se neutralizan soélo los grupos -COOH presentes (1).

NTC-COOH + NaHCO; (exceso) — NTC-COO'Na’ + NaHCO; + H,0 +CO, (1)

Del mismo modo, se colocaron 50 mg de MWNT oxidados en agitacion, atmésfera
inerte y temperatura ambiente, con un volumen y concentracion determinada de
NaOH por 48 h. Luego, la muestra se filtré y lavé (2). De esta forma se

neutralizaran todos los grupos acidos de la nanoestructura.

NTC-ROH + NaOH (exceso) — NTC-RO'Na’ + NaOH (2)

A ambas muestras se les midié la cantidad de sodio, por lo tanto es posible
comparar la cantidad de sodio presente en cada muestra, diferenciando la
cantidad de sodio que neutraliza todos los grupos (2), al que neutraliza sé6lo grupos

carboxilicos (1).
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o Test de Kaiser

Este test se basa en la generacion de color por la reaccion de ninhidrina con
aminas primarias, la que varia de azul a violeta. Este producto llamado purpura de
Ruhemanns es estabilizado por resonancia y la coloracién producida por la

reaccion es independiente del color inicial de la muestra (figura 11.4).

Q

o) o]
oH -2H,0 H
+ HoN—MWNT —> N—— MWNT — N== MWNT
OH
o o
(a)

o]
Ninhidrina

& +H,0 H

N=== MWNT —— RO——MWNT

o)

(a)
Ninhidrina

O30 = =0

Purpura de Ruhemanns

Figura Il. 4. Reaccion de ninhidrina con aminas primarias para el Test de Kaiser.

Para llevar a cabo esta reaccidon, se obtuvo comercialmente el kit de “Test de
Kaiser” el cual contiene tres soluciones: (1) ninhidrina al 6% en EtOH, (2)
Disolucion de fenol al 80% en EtOH y (3) Disolucion de KCN en piridina. Asi, a 2
mg de MWNT-NH, se afiaden volumenes determinados de las soluciones del kit
comercial. A continuacion se sonica la mezcla por 30 min y se calienta durante 5
min a 110 °C. Pasado este tiempo se retira la muestra y se afiaden 17,5 mL de
EtOH 60% obteniendo un volumen final de 20 mL. Se filtra la muestra para retirar
los NTC dispersados. Se mide la absorbancia de la disolucion azul-violeta obtenida

a 540 nm. Los parametros utilizados en el equipo UV-visible son:
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+ |ntervalo de medicion; 450 a 650 nm
o \/elocidad: media
e Intervalo de medicion: 0,5 nm

s Linea base: etanol 60 %

Para hacer la linea base se repite el mismo procedimiento, pero sin utilizar MWNT-
NH.. Obtenidos los espectros, se aplica la siguiente férmula:

ngI = (Absmues{m - AbShfanra) X dIfUCIén (mL) X 106 (3)

g Coeficiente de extincion molar x peso muestra (mg)

Donde el valor a utilizar en disolucion es 20 y el coeficiente de extincion
corresponde a 15.000 M cm™.

2.3.5 Preparacion de dispersiones de MWNT y estudios de estabilidad

Se prepararon dispersiones de concentracion 0,5 mg/mL para cada tipo de NTC.
Las dispersiones se sonicaron por una hora y fueron evaluadas utilizando
fotografias digitales y microscopia dptica.

a) Microscopia éptica: De las dispersiones sonicadas se depositaron 8 pL sobre el

porta objeto. Los aumentos utilizados corresponden a 4x y 10x.
b) Fotografia digital: Una vez sonicadas las dispersiones se obtiene una imagen
sin tiempo de reposo, y ofra imagen [uego de un mes de reposo.

2.3.6 Interaccion de MMWNT con ADN en disolucion

a) Determinacién de la concentracion de la disolucidn sfock de ds-DNA

Se prepara una disolucion de ds-DNA (ver punto 2.3.2 s). En una celda de
cuarzo se colocan 10 uL de la disolucion de ds-DNA preparada y 1990 pL de
agua Milli-Q, de esta forma el volumen total de la celda corresponde a 2 mL.
Luego de homogeneizar la disolucién, se mide la absorbancia en 260 nm. Los
parametros utilizados en el equipo UV-visible fueron los siguientes:
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b)

» Intervalo de medicién: 200-400 nm
* Ancho de banda: 1,5 nm

¢ Velocidad de escaneo: 400 nm/min
o Cambio de [Ampara: 370 nm

* Linea base: agua Milli-Q

Para calcular la concentracién de ds-DNA se sigue la ecuacion:

ug/mL de ds-DNA = (Axso) X (50 pg/mL) x (factor de dilucion) 4)

En este caso, el factor de dilucién corresponde a 200 (10 pL de disolucidn en un
volumen total de 2 mL).

Curva de calibracién de ds-DNA

En una celda de cuarzo se agregan 5 UL de la disolucion de ds-DNA y se
completa el volumen total de 1 mlL con agua Milli-Q. Se mide la absorbancia en
260 nm. Se van adicionando 5 [IL de la disolucién de ds-DNA a la celda de
cuarzo, se homogeniza y se mide su absorbancia. Para cada adicion se debe
recalcular el valor de la concentracién final de la celda considerando los
cambios de volumen fotal. Finalmente, se grafica “absorbancia versus
concentracion” y aplicando regresidn lineal se obtiene la curva de calibracion.,

Interaccién entre MWINT v ds-DNA en disolucidn

Para este estudio se puso en contacto diferentes dispersiones de NTC, de
concentracién 1 mg/mL, con un volumen de ds-DNA que corresponda a 45 ppm
de concentracion (segun la concentracién de {a disolucion stock calculada por
UV-visible). Para cada estudio se prepararon tres muestras con un volumen
total de 2 mL en tampén formiato 0,2 M a pH 5,0:

¢ Primera muestra: ds-DNA + tampdn
» Segunda muestra: NTC + tampon

+ Tercera muestra: NTC + ds-DNA + tampén
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d)

Estas muestras fueron incubadas a dos tiempos diferentes (1 h y 24 h), con
agitacién, en oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente las muestras
se ultracentrifugaron a 13.500 rpm por 150 minutos. Se extrajo el sobrenadante
y se midié la absorbancia a 260 nm, interpolando los datos obtenidos en la
curva de calibracién. Comparando la 1* y 3* muestra se puede obtener el
porcentaje de pérdida de sefial de ds-DNA al incorporar nanotubas.

Curva de calibracién del oligonucleétido ss-ODN

Se obtuvo la curva de calibracién preparando disoluciones de diferentes
concentraciones a partir del stock de 100 pM (ver 2.3.2 t). El intervalo de
concentracion utilizado varié desde 2 uM hasta 32 uM y todas las
concentraciones se prepararon por triplicado. En una celda de cuarzo se agrega
un volumen determinado de la disolucion sfock vy se completa el volumen total
de 400 pl con agua Milli-Q. Se homogeneiza y se mide su absorbancia en 260
nm. Para obtener la curva se sigue el procedimiento descrito en el punto 2.3.6 b.

Isotermas de adsorcién de ss-ODN sobre MWNT. Funcionalizacidn covalente Vi

no-covalente.

Se prepararon disoluciones de ss-ODN de diferentes concentraciones: 3,9 — 5,9
~79—-16y 32 uyM en PBS 10 mM pH 7,4. Los NTC utilizados para estas
funcionalizaciones corresponden a NLOS. Los NTC se funcionalizaron con las
diferentes concentraciones de ss-ODN segtin lo indicado en los puntos (2.3.3 d)
Yy (2.3.3 e). Una vez funcionalizados los NTC en forma covalente y no-covalente,
se extrajeron los sobrenadantes respectivos, los que se midieron por UV-Visible
siguiendo la absorbancia a 260 nm para determinar la concentracion de ss-
ODN. Como la concentracion inicial se conoce, la adsorcién de ss-ODN puede
determinarse por diferencia. Las graficas se presentan como isotermas de
adsorcion, es decir, “cantidad de ss-ODN adsorbido por cantidad de NTC
versus cantidad de ss-ODN en disolucién”.




Materiales v Métodos 27

2.3.7 Estudios electroquimicos

Para todos los estudios electroquimicos se deben realizar dos pasos

fundamentales antes de cada medicién;

» Limpieza del electrodo de carbono vitreo: El electrodo se pule con alimina 0,3 y

0,05 pm por 1 min, lavando entre cada una con agua Milli-Q. Se deja secar el
electrodo a temperatura ambiente.
» Modificacion del electrodo: Sobre la superficie recién pulida se depositan 8 pL de

la dispersion de NTC y se coloca en estufa a 50 °C por 15 min.

2,3.7.1 Electrodos modificados con dispersiones de MWNT en DMF y PBS

a) Caracterizacién por voltamperometria ciclica en tampon fosfato
Se prepararon dispersiones de NTC en DMF y PBS 10 mM con NaCl 0,1 M a
pH 7, obteniendo una concentracion final de 1 mg/mL. Los electrodos

modificados fueron puestos en la celda electroquimica, la que se burbujeé por 5
min con N; antes de cada medicion. Los parametros utilizados fueron:

» Potencial inicial: +0,4 V

+ Potencial final: -0,4 V

¢ Sensibilidad; 1e-5 A/V

e Velocidad de barrido: 50 mV/s
» Tiempo de espera; 2s

s Segmentos: 2

b) Calculos de capacitancia y evaluacion del drea electroactiva
Se prepararon dispersiones de NTC en PBS 10 mM a pH 7,4, de concentracion
1 mg/mL. Los electrodos medificados con la dispersidn fueron puestos en la
celda electroquimica y se realizaron voltamperogramas ciclicos en PBS 0,2 M
pH 7,4 a diferentes velocidades de barrido. Los parametros utilizados son:

¢ Potencial inicial: -0,6 V
¢ Potencial final: +0,8 V
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» Sensibilidad: 1e-5 ANV
¢ Tiempodeespera: 2s
+ Velocidad de barrido: 20, 50, 100, 150, 200, 250, 300 mV/s

Las mediciones se hicieron por duplicado. Se midieron los valores de corrientes
de cada segmento del voltamperograma ciclico a un potencial de 0,2 V. Se
calculd la diferencia de corriente entre cada segmento, obteniendo un valor de
corriente. Se graficaron los valores de “corriente promedio versus velocidad de
barrido” obteniendo una recta, cuya pendiente corresponde al valor de
capacitancia. Estos valores dan cuenta del area electroactiva del electrodo.

Caracterizacion por voltamperometria ciclica utilizando un mediador redox

El procedimiento es el mismo que para el estudio en tampén fosfato, pero ahora
se incorpora un mediador redox. El par redox utilizado corresponde a
(fervifferro)cianuro (Fe(CN)s®/ Fe(CN)s*) 10 mM y los parametros utilizados
fueron;

+ Potencial inicial: -0,3V

o Potencial final: +0,6 V

e Sensibilidad: 1e-4 ANV

e Velocidad de barrido: 50 mV/s

o Tiempode espera: 2s

e Segmentos: 2

La razdn de corriente i/ipa fue obtenida para cada voltamperograma, aplicando
el método desarrollado por Nicholson [74]:

foe = (igcdo + 0,485 (ips)q + 0,086 (5)
ipa (ipa)O (ipa)o

Donde: (ixc)o = Intensidad de la corriente catddica

(ipa)e
(ls)o = Intensidad de la corriente en el potencial de switching

Intensidad de la corriente anédica
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Figura Il. 5. Voltamperograma ciclico de una disolucion de KsFe(CN); donde se

observan las corrientes consideradas para la ecuacién de Nicholson.

2.3.7.2 Aplicacion de MWNT funcionalizados en la deteccién de ADN

La sefal electroquimica estudiada es la oxidacion de las bases guaninas del ds-
DNA. Las mediciones se hicieron a través de voltamperometria de pulso
diferencial (VPD) y los parametros utilizados para todos los sistemas fueron:

¢ Potencial inicial: +0,5V ¢ Ancho del pulso: 0,05 s
e Potencial final: +1,3V * Periodo del pulso: 0,2 s
e Sensibilidad: 1e-5 A/V e Tiempo de espera: 10 s

o  Amplitud: 0,05 V

Electrodos modificados con MWNT dispersos en DMF.

Los NTC se dispersaron en DMF con una concentracién de 1 mg/mL. Se sonica
la dispersion por 45 minutos para homogenizar y se modifica el electrodo pulido.

Las mediciones electroquimicas se hicieron segtin el siguiente protocolo:




Materiales y Métodos 30

b)

d)

1. El electrodo modificado se coloca en una celda que contiene una disolucion
de 45 ppm de ds-DNA. La adsorcion de ds-DNA sobre la superficie del
electrodo se realiza a circuito abierto y se favorece por agitacion. El tiempo
de acumulacién es una variable de estudio.

2. Terminado el tiempo de acumulacién el electrodo es introducido en PBS 0,2
M pH 7,4 por 3 segundos, para eliminar el ds-DNA que no haya sido
adsorbido. Posteriormente se introduce el electrodo en una celda
electroquimica que contiene el mismo tampén y se realiza el barrido

voltamperométrico.

Electrodos modificados con MWNT dispersos en PBS.

Los NTC se dispersaron en PBS 0,2 M pH 7,4 y se sonicaron por 45 minutos
para homogenizar y se modifica el electrodo pulido. La concentracion final de la
dispersion es una variable de estudio. Las mediciones electroquimicas se
hicieron segun el mismo protocolo que MWNT/DMF.

Electrodos modificados con MWNT dispersos en Cloruro de bencetonio.

Los NTC se dispersaron en una disolucién 10 mM de cloruro de bencetonio en
tampén Britton-Robinson 0,1 M a pH 7,4, con una concentracién de 1 mg/mL.
Se sonicé la dispersion por 45 minutos para homogenizar y se modifico el
electrodo. Las mediciones electroquimicas se hicieron segtin el protocolo
aplicado para MWNT/DMF, pero el tampdn de lavado utilizado fue Britton-
Robinson.

Electrodos modificados con MWNT dispersos en Quitosano

Los NTC se dispersaron en una disolucion 1% p/v de quitosano preparada en
1% viv de 4cido acético, con una concentracion de 1 mg/mL. Se sonicé la
dispersion por 45 minutos para homogenizar y se modificé el electrodo pulido.
Las mediciones electroquimicas se hicieron segtin el siguiente protocolo:

1. El electrodo modificado es introducido en una disolucion de glutaraldehido
(GTA) al 3% por un tiempo de 2 segundos y luego es lavado en una

disolucion de tampon formiato 0,2 M pH 5,0 por 10 segundos. Con este
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procedimiento incorporamos GTA para estabilizar el film de quitosano y
luego lavamos para eliminar el GTA en exceso.

2. El electrodo lavado se coloca en una celda que contiene una disolucion de
45 ppm de ds-DNA. La adsorcion sobre la superficie del electrodo se realiza
a circuito abierto y es favorecida por agitacién. El tiempo de acumulacion es
una variable de estudio.

3. Terminado el tiempo de acumulacién el electrodo es nuevamente
introducido en tampon formiato 0,2 M a pH 5,0 por 3 segundos para eliminar
el ds-DNA que no ha sido adsorbido. Posteriormente se introduce el
electrodo en la celda electroquimica y se realiza el barrido

voltamperométrico.

2.3.7.3 Caracterizacion electroquimica de MWNT/ss-ODN

a) Voltamperometria de pulso diferencial (VPD)

b)

Se prepararon dispersiones de MWNTcoon, MWNT/ss-ODNgoy ¥ MWNT/ss-
ODNgps en tampén acetato 0,2 M a pH 5,0. Se prepararon dispersiones de
cuatro concentraciones diferentes (0,5 — 1,0 = 2,0 — 4,0 mg/mL) para estudiar el
efecto de la concentracion de MWNT en la dispersion sobre el electrodo.

Para el estudio de |la concentracién de ss-ODN en la funcionalizacién de MWNT,
las concentraciones de ss-ODN utilizadas fueron: 3,9 — 59 — 7,9 y 32 uM. A
partir de las muestras sdlidas se prepararon dispersiones de concentracion 1
mg/mL en tampén acetato 0,2 M a pH 5,0. Los electrodos modificados con la
dispersion fueron puestos en la celda electroquimica. Los parémetros utilizados
fueron:

e Potencial inicial: +0,5 V o Sensibilidad: 1e-5 A/V

e Potencial final; +1,3V

Voltamperometria ciclica en tampén fosfato

Se prepararon dispersiones de MWNTcoon, MWNT/ss-ODNcoy ¥ MWNT/ss-
ODNpps en PBS 10 mM con NaCl 0,1 M a pH 7,4, obteniendo una
concentracion final de 1 mg/mL. Los electrodos modificados con la dispersion

fueron puestos en la celda electroquimica y los parametros utilizados fueron:
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¢ Potencial inicial: -0,3V

» Potencial final: +0,5V

¢ Sensibilidad: 1e-5 AV

* Velocidad de barrido; 50 mV/s

c) Voltamperometria ciclica utilizando un mediador redox

El procedimiento es el mismo que para el estudio con mediador redox descrito
en el punto 2.3.7.1 ¢,

d) Caracterizacién por microscopia de barrido electroquimico (SECM

En este sistema se trabaja con dos electrodos de trabajo, por una parte un
microelectrodo (fip) en la parte superior y en la parte inferior el electrodo
modificado que se quiere caracterizar o substrato (figura [1.6A).

A Tlp B
Iy
Ox Red
:
i
Ox Red y fr=ire, |
~— i< g
| Substrato | L (dfa)

Figura Il. 6. (A) Representacion esquematica de un experimento SECM. (B)
Curvas de aproximacion tedricas para un tip sobre un sustrato conductor y otro
aislante.

En un primer paso se modifica el electrodo con la dispersién a estudiar, luego
se retira parte de la capa modificadora para dejar una zona del CV desnuda. En
esta zona de CV sin modificar se obtiene una curva de aproximacion con la cual
se conoce el valor de la corriente al infinito (ir.), es decir, cuando el
microelectrodo y el CV se encuentran muy alejados sin afectar uno al otro en la
reaccion redox del mediador (esquema [1.5A). En este punto, la corriente del
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estado estacionario estda dada por ir. = 4nFDCa (donde F es la constante de
Faraday, n es el nimero de electrones fransferidos en la reaccién del tip, D es
el coeficiente de difusién de las especies electroactivas, C es la concentracion
de las especies en disolucién y “a” es el radio del tip). En el caso del feedback
positivo, hay un valor de corriente mayor a it (it > it..) cuando el tip se acerca
al sustrato, lo que da cuenta que el sustralo actia como una superficie
conductora lo que produce un flujo adicional del mediador redox hacia la
superficie del fip. Por otro lado, en el feedback negativo hay un valor de
corriente menor a ir. (it < ir.) cuando el fip se acerca al sustrato, lo que
significa que el sustrato actGa como un aislante eléctrico impidiendo el flujo del
mediador redox hacia la superficie del {ip (esquema I1.5B).

Los experimentos se realizaron en PBS 0,2 M pH 7,4 utilizando el par redox
FcOH/FcOH' como mediador. El potencial del tip se mantuvo en +0,6 V para
producir la oxidacion de FcOH, mientras que el del sustrato se mantuvo en -0,1
V para permitir el feedback entre los electrodos. La curva de aproximacién se
obtuvo con una velocidad de barrido del tip de 0,5 umifs. El tip es detenido
cuando ir alcanza 1,25 veces el valor de ir.. De acuerdo a la curva teérica que
describe la dependencia de it con la distancia entre el fip y el sustrato (d), 1,25
veces de ir. corresponde a una d = 10 ym, cuando se utiliza un fip con un
radio de 5 um [56]. Una vez que se ha obtenido la curva de aproximacion, el fip
es movido en el eje x para asegurarse que el tip esta sobre [a parte modificada,
y se registran las imagenes SECM de 100 um x 100 um, a una velocidad de 1
um/s. Conociendo el valor de la corriente al infinito, i., se obtiene un valor de
corriente normalizado (I5), el que se utiliza para la representacion final de las
imagenes SECM. Para cada electrodo se obtuvieron imagenes en distintas
zonas de [a superficie, de manera de obtener un barrido general.

2.3.7.4 Aplicacion de MWNT/ss-ODN en biosensores de hibridacion

Se prepararon dispersiones de 1 mg/mL de MWNT/ss-ODNgoy ¥ MWNT/ss-ODNpps
con PBS 0,2 M a pH 7,4 y NaCl 0,1 M, las que se sonicaron por 20 min. Los
electrodos se modificaron con las dispersiones y se colocaron en estufa a 50 °C por

15 min.
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a) Estudios de hibridacién de MWNT/ss-ODN en tampdn fosfato.
Los electrodos modificados con MWNT/ss-ODNcoy ¥ MWNT/ss-ODNpps se
colocaron en dos celdas a diferentes condiciones, lavando entre cada una de

ellas con PBS 0,2 M pH 7,4 por 3 segundos. El volumen total de las celdas es
de 500 pL y las condiciones fueron:

» Celda 1: 30 minutos en agitacion, a temperatura ambiente.
¢ Celda 2: 30 minutos en agitacién, a 34-36 °C.

El contenido de las celdas fue modificado con diferentes sistemas:

» Sistema A: ambas celdas contienen PBS 0,2 M pH 7,4 y NaCl 0,1 M.
Los valores obtenidos corresponden a los blancos.

» Sistema B: en la celda 1 se coloca PBS 0,2 M pH 7,4 y NaCl 0,1 M. La
celda 2 contiene 44 ppm de la hebra de bloqueo (ODN,), que cubrira la
superficie del NTC.

» Sistema C: en la celda 1 se coloca PBS 0,2 M pH 7,4 y NaCl 0,1 M. La
celda 2 contiene 44 ppm de la hebra complementaria (ODN,), que puede
hibridarse o adsorberse.

» Sistema D: en la celda 1 se coloca 44 ppm de la hebra de bloqueo
(ODNy), que cubrira la superficie del NTC y evitara la adsorcidn de la
hebra complementaria. La celda 2 contiene 44 ppm de la hebra
complementaria (ODN,) para que se hibridice, sin adsorberse.

Una vez que los electrodos han pasado por ambas celdas, se lavan
nuevamente y se colocan en la celda elet‘:troquimica. Por voltamperometria de
pulso diferencial (VPD) se sigue la sefial de oxidacion de las guaninas
presentes, utilizando los siguientes parametros:

o Potencial inicial: +0,5V
s Potencial final: +1,3V
» Sensibilidad: 1e-5 ANV
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b} Deteccién de hibridacion utilizando azul de metileno.
Los electrodos modificados con MWNT/ss-ODNgoy ¥ MWNT/ss-ODNpps se
colocaron en dos celdas a diferentes condiciones, lavando entre cada una de

elias’con PBS 0,2 M pH 7,4 por 3 segundos. El volumen total de las celdas es
de 500 pL y las condiciones fueron:

» Celda 1: 30 minutos en agitacion, a temperatura ambiente.
¢ Celda 2: 30 minutos en agitacién, a 34-36 °C.

El contenido de las celdas fue modificado con diferentes sistemas:

e Sistema A: en la celda 1 se coloca 44 ppm de la hebra de blogueo
(ODNy), que cubrira la superficie del NTC. La celda 2 contiene PBS 0,2
MpH 7,4y NaCl 0,1 M.

» Sistema B: en la celda 1 se coloca 44 ppm de la hebra de bloqueo
{ODNy), que cubrira la superficie del NTC y evitara la adsorcion de la
hebra complementaria. La celda 2 contiene 44 ppm de la hebra
complementaria (ODN,) para que se hibride, sin adsorberse.

Los electrodos modificados que han pasado por estos sistemas se lavan
nuevamente y se colocan en una disolucion 20 pM de azul de metileno (AM) en
PBS 0,2 M pH 7,4 y NaCl 0,1 M. La acumulacién de AM se realizé a circuito
abierto, con agitacién, por 5 min. Pasado el tiempo de adsorcién el electrodo
fue lavado en PBS 0,2 M pH 7,4 por 3 s. Por voltamperometria de pulso
diferencial (VPD) se sigue la sefial de reduccién de AM, utilizando los siguientes
parametros:;

e Potencial inicial: +0,3 V
o Potencial final: -0,5 V
e Sensibilidad: 1e-4 A/V
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Para el tratamiento de datos se debe considerar que en el rango de potencial
aplicado los nanotubos arrojan una sefial, por lo que se debe ajustar la linea
base para observar la sefial de reduccién de azul de metileno, como se muestra

en lafigura ll. 7.

40
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Figura Il. 7. Ajuste de linea base para |a sefial de reduccién de azul de metileno
en electrodos modificados con MWNT/ss-ODN.
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA PARTE: Oxidacién y amidacion de MWNT y

su aplicacion en Ila deteccion de ADN
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3.1 EVALUACION Y CARACTERIZACION DE MWNT FUNCIONALIZADOS

3.1.1 Oxidacion de MWNT
De acuerdo a lo descrito en la literatura [75] existe una amplia gama de grupos
funcionales que pueden ser incorporados en la estructura de un nanotubo de carbono

al someterlo a un proceso de oxidacion quimica. En la figura Ill.1 se muestra en forma

esquematica estos posibles grupos.

Acidos Carboxilicos

Lactona

Fenol

Carbonilo

Anhidridos

Eter

Quinona

Figura Ill. 1. Grupos superficiales posibles de ser incorporados en la estructura de

carbono.

Las siguientes técnicas fueron utilizadas para determinar cuél de los métodos de
oxidacion utilizados en esta tesis permite incorporar a la superficie la mayor cantidad

de grupos carboxilicos.
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a) Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta microscopia fue utilizada para detectar posibles cambios morfolégicos, como

fragmentacién o destruccion de los nanotubos, que el tratamiento oxidativo pudo haber

provocado a las muestras comerciales NC y NL (figura I11.2).

Figura Ill. 2. Imagenes SEM de nanotubos comerciales y sus derivados oxidados: (A)
NC, (B) NL, (C) NCO3, (D) NLO3, (E) NCO6 y (F) NLO8.
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Las imagenes de los nanotubos cortos (fig. IIl.2A) muestran estructuras largas y
finas, mientras que para los nanotubos largos (fig. IIl.2B) se observan blogques que
sugieren un mayor grado de empaquetamiento. Por otro lado, no se observan
impurezas derivadas de metales, que generalmente son descritas para muestras
comerciales.

Al tratar MWNT con un agente oxidante fuerte por largos tiempos de oxidacién, se
esperaria que se produzca algun nivel de dafio en las paredes o fragmentacién de los
nanotfubos en pequefios tamarios [76]. Incluso, al oxidar SWNT con HNO; por & horas,
se ha observado por SEM una completa destruccion de la muestra, donde los SWNT
han sido consumidos por el proceso oxidativo, reduciendo los nanotubos a carbono
amorfo [77]. En nuestro caso, para NC y NL (fig. lll.2, C-F) no se observan dafios en
las estructuras ni degradacién de las nanoestructuras, lo que también se ha obtenido
por Avilés y col. [78] al oxidar MWNT con diferentes agentes oxidantes. Las imagenes
no muestran un aumento importante en el grado de empaquetamiento de los NTC con
el tiempo de oxidacion, probablemente debido a las repulsiones electrostaticas entre
los NTC como consecuencia de la incorporacién de grupos oxigenados. Las muestras
mas largas (NLO3 y NLOG6) parecen estar mas compactadas que las cortas, dando

como resultado superficies rugosas, porosas y, por lo tanto, menos homogéneas.

b) Microscopia Electrénica de Transmision de alta resoluciéon (HR-TEM)

El objetivo de utilizar esta técnica es observar el efecto del tratamiento quimico
sobre las estructuras de los NTC a una escala nanométrica. En la figura IIl.3 se
observan [as imagenes HR-TEM para NTC largos comerciales (A, B) y sus derivados

oxidados (C, D).
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En la figura [Il.3A se observa que la muesira comercial tiene nanotubos con
diferentés diametros internos (3,76 y 6,32 nm), didmetros externos (9,13 y 19,26 nm) y
numero de capas (8 y 19, respectivamente) como ha sido observado también por Zhu y
col. [79]. En la figura III.3B se observa la punta de un nanotubo con zonas irregulares
debido posiblemente a la presencia de carbono amorfo en las paredes. Luego de ia
oxidacién con mezcla sulfo-nitrica por 3 y 6 h (fig. 1.3 C y D) se observa
principalmente que el fratamiento quimico provoca cortes en las ldminas de grafeno y
aumenta la cantidad de carbono amorfo sobre las paredes (indicado con flechas). Tal
como ha observado Su y col. [76] la oxidacion con mezcla sulfo-nitrica abre las puntas

de los MWNT como se muestra en [a figura l11.3 C.

Figura lll. 3. Imagenes HR-TEM para NTC comerciales sin oxidar (A y B) y NTC
oxidados 3y 6 h (CyD).
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c) Isotermas de adsorcién y determinacion de area superficial especifica.

El area superficial especifica de los NTC es un parametro que da cuenta de la

estructura porosa del nanotubo. Este parametro puede obtenerse a partir del modelo

de multicapas propuesto por Brauner, Emmet y Teller (isotermas BET) [75, 80]. En las

figuras Ill.4 y 1Il.5 se observan las isotermas obtenidas para NC, NL y sus derivados

oxidados. Todas las muestras presentan una isoterma de adsorcién y desorcion de N,

del tipo-1l segun la clasificacion IUPAC [81].

En todas las muestras de la figura I1l.4 se observa que la adsorcién de nitrégeno

aumenta lentamente hasta un valor de P/P, cercano a 0,8; esto da cuenta de un

proceso de adsorcion superficial en el cual el nitrégeno estaria formando una

monocapa sobre la pared del nanotubo. Después de este valor, la cantidad adsorbida

aumenta considerablemente por sobre ocho veces su valor inicial.
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Figura lll. 4. Isotermas BET para NC y sus derivados oxidados. Las flechas negras

indican el proceso de adsorcién (hacia arriba) y el proceso de desorcién (hacia abajo).
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Realizando una magnificacion de la zona de maxima adsorcion (insertos figuras I11.4 y
lI.5) se observa que el maximo alcanzado disminuye a medida que la muestra se
expone a mayor tiempo de oxidacion, cuando se utiliza la mezcla sulfo-nitrica. Por otra
parte, al utilizar HNO; por 6 h el valor de nitrégeno adsorbido es atin menor (NCO7N).
La disminucién de estos valores da cuenta de una mayor compactacién de las
muestras lo que se correlaciona con lo observado por SEM, es decir, mientras mas
tiempo son expuestas las muestras a los agentes oxidantes, mayor es el grado de
compactacion, dejando menos superficie expuesta para adsorber el gas.

Cuando P/P, ~ 1 comienza el proceso de desorcién. Se observa histéresis debido a
que las moléculas de nitrégeno, que se encuentran en los poros internos, son
desorbidas por un proceso diferente a como fueron adsorbidas en el primer paso. Esto
estaria asociado a la formacion de poros, debido a que los nanotubos de diferentes

diametros y orientaciones interacttian entre ellos.
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Figura Ill. 5. Isotermas BET para NL y sus derivados oxidados. Las flechas negras
indican el proceso de adsorcion (hacia arriba) y el proceso de desorcién (hacia abajo).
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Por ultimo, de las isotermas de las figuras lll.4 y lll.5 podemos decir que son
convexas respecto a las presiones relativas en todo el rango del eje, lo que indicaria
que las interacciones nitrégeno-nitrogeno son mas fuertes que las generadas entre
nitrégeno-nanotubo [79].

En Ia tabla lll.1 se presentan los valores de superficie BET (Zger) v volumen de

mesoporos para cada una de las muestras.

Tabla lll. 1. Valores de area superficial BET y volumen de mesoporo.

Zaer(mg”) Viesoporo (cm’g)
NC 298 0,731
NCO3 267 0,577
NCO6 266 0,556
NCO7N 256 0,644
NL 378 0,826
NLO3 380 0,685
NLOB 336 0,535

Como se observa, cuando las muestras se han oxidado, las superficies BET
disminuyen entre un 10,8 y un 14,1 %, lo que también ha sido observado para
nanotubos de doble pared oxidados con &cido nitrico [82]. Estas disminuciones podrian
explicarse debido a que los nanotubos de diferentes diametros y orientaciones
interactian a través de fuerzas intermoleculares formando agregados que disminuyen
el area superficial. Por otra parte, las muestras oxidadas con la mezcla sulfo-nitrica
muestran un descenso en el volumen de mesoporo a medida que el tiempo de
oxidacién aumenta, probablemente debido a la formacién de agregados mas

compactos. Esto también se observé en las imagenes SEM (fig. 111.2), donde el
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tratamiento oxidativo favorece la formacion de bloques mas compactos, dejando menor
superficie expuesta para la adsorcion de nitrogeno. Para las muestras de mayor
longitud se observaron mayores valores de superficie BET (Zggy), incluso después de

haber sido oxidadas.

d) Espectroscopia Raman

De acuerdo a la literatura el espectro Raman de MWNT muestra tres bandas
caracteristicas, como se observa en la figura lll.6. La banda G (tangential strefching)
corresponde al modo vibracional fundamental {primer orden) asociado a la estructura
hexagonal de los carbonos con hibridacion sp® (~1580 cm™), mientras que la banda G’
(~2650 cm™") corresponde a un sobretono (segundo orden). La tercera banda
corresponde a la banda D (disorder-induced) que aparece en ~1350 cm™” y es
indicadora de la presencia de defectos en las paredes inducidos por hibridaciones sp®
[83]. La relacién de intensidades entre las bandas principales D y G (Ip/lg) se utiliza

para extraer informacion sobre el numero de defectos introducidos al nanotubo [83].

Intensidad Raman (a.u.)

T T T T T T T T . T T v
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Desplazamiento Raman {(cm ")

Figura lll. 6. Espectro Raman caracteristico para MWNT.
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En la figura Ill.7 se presentan los espectros obtenidos para las muestras
comerciales y oxidadas. Para poder comparar los resultados, todos los espectros

fueron normalizados respecto a la intensidad de la banda D.
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Figura Ill. 7. Espectros Raman de NTC con y sin tratamiento oxidativo con mezcla
sulfo-nitrica 3:1 (3M), luego de 3y 6 h: (A) NTC largos y (B) NTC cortos.
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Para las muestras largas (fig. 111.7A) se observa que a medida que aumenta el
tiempo de oxidacion la banda D aumenta levemente en intensidad, mientras la banda G
disminuye; esto produce un aumento en la razén de las intensidades Ip/ls. Este
aumento corresponde a una alta proporcién de carbono sp’, el que se atribuye
generaimente a la presencia de mas defectos esfructurales [83]. Este comportamiento
también es observado para las muestras cortas pero con menor intensidad (fig. [11.7B).

En la tabla llIl.2 se resumen los valores de R (lp/lg) obtenidos para todas las
muestras. Con el tiempo de oxidacién la razén Ip/l; aumenta, lo que sugiere que mas
grupos funcionales son introducidos al nanotubo. Los valores de R son mayores para
las muestras de mayor longitud, ya que estas muestras ademas de modificar sus

paredes podrian sufrir acortamientos, incorporando mas defectos a la estructura.

Tabla Ill. 2. Efecto del tiempo de oxidacién con mezcla sulfo-nitrica 3:1 (3M), en los
valores de R para nanotubos cortos y largos.

MWNT R=I/lg

NC 1,02
NCO3 1,16
NCO6 1,33
NL 1,09
NLO3 1,35

NLO6 1,49
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e) Analisis termogravimétrico (TGA)
Esta técnica fue utilizada para determinar la estabilidad térmica de los NTC,
pudiendo correlacionar las pérdidas en peso con los grupos funcionales presentes en

las muestras.
Los resultados para las muestras cortas se muestran en la figura 11.8, donde se

observa que la degradacién térmica de los NTC oxidados es mayor que la muestra

comercial.
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Figura lll. 8. Curvas termogravimétricas para NC y sus derivados oxidados con mezcla
sulfo-nitrica 3:1 (3M) (NCO3 y NCO6) y con HNO; 7M (NCO7N).

Por debajo de 150 °C se observa una pérdida menor al 2% del peso para todas las
muestras, lo que corresponderia a la evaporacion de H,O adsorbida. Entre 150-350 °C
se observa la descarboxilaciéon de los ~COOH presentes en las paredes, siendo la
mayor pérdida para NCO7N (6,35%). La degradacion térmica observada entre los 350-

500 °C corresponderia a la eliminacién de grupos funcionales oxigenados del tipo
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hidroxilo/éter. Finalmente, a temperaturas entre 500-600 °C, se observa una
degradacién correspondiente a la descarboxilacion de lactona y grupos carboxilicos de
anhidridos. Por sobre 600 °C la pérdida en peso podria deberse a los fenoles, éteres y
carbonilos/quinonas [75].

Considerando los valores iniciales y finales de peso, la muestra que presenta mayor
perdida en peso es NCO7N, con més de un 10% a 800 °C, lo que esta relacionado con
ia mayor cantidad de grupos funcionales obtenidos con el tratamiento oxidativo
utilizado (7M) en comparacién con la usada en la mezcla sulfo-nitrica (3M) [78]. Los

porcentajes de pérdida de peso se observan de forma mas completa en la tabla I11.3.

Tabla IIl. 3. Porcentajes de pérdida en peso de las muestras de menor longitud. A la
derecha los grupos asociados al rango de temperatura [75].

Muestras NC NCO3 | NCO6 | NCO7N | Grupo Funcional
Rango asoclado
temperatura (° C)
0-150 0,01 0,20 0,44 0,07 H>O adsorbida

150 - 350 0,42 0,89 0,95 6,35 -COOH

350 - 500 0,30 0,48 0,78 1,44 -OH, Lactona

Sobre 500 1,36 1,56 1,47 2,40 Carbono amorfo
Pérdida en peso total (%} | 2,09 3,15 3,62 1026 | = —— —_

Para las muestras de mayor longitud se obtuvo las curvas termogravimétricas
presentadas en [a figura lIl.2 y las pérdidas en peso se evaluaron de igual forma que

para los nanotubos cortos. Los porcentajes se resumen en la tabla 111.4.
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Figura lll. 9. Curvas TG para NL y sus derivados oxidados con mezcla sulfo-nitrica 3:1
(3 M) (NLO3 y NLOB) y con HNO; 7 M (NLO7N).

Tabla lll. 4. Porcentajes de pérdida en peso de las muestras de mayor longitud. A la
derecha los grupos asociados al rango de temperatura [75].

Muestras | NL | NLO3 | NLO6 | NLO7N | Grupo Funcional

Rango
temperatura (° C)
0-150 0,13 | 2,80 1,62 0,98 H.O adsorbida
150 - 350 035 | 217 3,00 9,65 -COOH
350 - 500 0,01 2,50 2,50 4,49 -OH, Lactona

Sobre 500 1,23 3,31 4,00 453 Carbono amorfo

Pérdida en peso total (%) | 1,72 | 10,78 | 11,12 | 19,65 |

La muestra con la mayor pérdida en peso en todo el intervalo de temperatura
corresponde a NLO7N (cercano al 20%). Esto se deberia a los diferentes grupos
funcionales mayoritarios incorporados al nanotubo, comparados con aquellos

introducidos por la mezcla sulfo-nitrica.
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f) Analisis elemental (AE)

Con los resultados obtenidos por analisis elemental se obtuvo el porcentaje de
cada elemento presente en las muestras comerciales como oxidadas (tabla Il1.5).

El porcentaje de oxigeno en las muestras indica que tanto NC y NL presentan una
pequefa cantidad de grupos funcionales oxigenados. Cuando las muestras han sido
tratadas con mezcla sulfo-nitrica, el contenido de oxigeno aumenta y puede
relacionarse el tiempo de oxidacién con el porcentaje de oxigeno. Por otra parte, el
porcentaje de oxigeno es mayor para las muestras tratadas con HNO; (NCO7N y
NLO7N). Sin embargo, estas muestras presentan un importante aumento en el
porcentaje de nitrégeno, lo que sugiere que parte del incremento en oxigeno podria
deberse a la capacidad del acido nitrico de incorporar grupos nitro en anillos

aromaticos [84, 85].

Tabla lll. 5. Andlisis elemental de las muestras comerciales y oxidadas: (violeta)
mezcla sulfo-nitrica 3 M y (azul) HNO,; 7 M.

G H O N s
NC 98,08 0,13 1,02 0,07 0,00
NCO3 97,31 015 249 0,15 0,04
NCO6 96,32 0,16 349 017 0,00
NCO7N 98,08 029 388 0,44 0,00
'NL 9364 022 1,18 0,21 0,07
NLO3 90,25 030 660 0,32 0,05
NLO6 8831 036 9,26 026 0,00
NLO7N 8597 093 11,48 1,45 0,00
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Finalmente, segun los valores de la tabla Il1.5 el porcentaje de metales de las muestras
son inferiores al 0,1%, lo que incluso puede asociarse al error experimental de la

medicién.

g) Espectroscopia infrarroja (FT-IR)
En la figura 110 se presentan los espectros IR para las muestras de mayor

longitud sin oxidar (NL) y sus derivados oxidados (NLO3, NLO6 y NLO7N).
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Figura Ill. 10. Espectros IR para nanotubos largos sin tratamiento oxidativo (NL), NL
oxidados con mezcla sulfo-nitrica por 3 h (NLO3) y 6 h (NLOB), y NL oxidados con
HNQO; por 6 h (NLO7N).

Para todas las muestras se observan practicamente las mismas bandas de
absorcion. La banda en 1560 ¢cm™ corresponde a la vibraciéon del enlace C=C que
conforman las paredes del nanotubo; esta banda sufre un corrimiento hacia

frecuencias mas altas (1558/1572/1576/1582 cm™) a medida que las muestras son
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oxidadas, debido al aumento de los grupos funcionales oxigenados [85]. Ademas, para
todas las muestras los espectros presentan una banda de absorcidén ancha en 3430
cm™ afribuida al estiramiento del enlace O-H (asociados a grupos carboxilicos o
hidroxilos debido a la presencia de agua o fenoles). Las bandas en 2916 y 2848 ¢m’™
corresponden al estiramiento simétrico y antisimétrico del enlace C-H [88, 87] las que
aumentan debido a la generacion de defectos en las paredes. Por ultimo, una banda
ancha entre 1050 y 1300 cm™' se puede atribuir a la contribucién del enlace C-O tanto
de grupos éteres, alcoholes, anhidridos, lactonas o acidos carboxilicos. Todas estas
bandas presentes en los NTC comerciales indican que durante el proceso de sintesis
como de purificacion se introducen algunos grupos funcionales oxigenados.

Despues del tratamiento oxidativo hay un aumento en la intensidad de las bandas
entre 3400 y 1100 cm™ y aparece una nueva banda en 1700 cm™, que corresponde al
grupo C=0 presente en los dcidos carboxilicos. La intensidad de esta banda, respecto
a la presente en 1560 cm™, aumenta a medida que el tiempo de oxidacion es mayor,
independiente del agente oxidante utilizado; del mismo modo, también se observa un
leve corrimiento de esta banda hacia frecuencias mas altas con el tiempo de oxidacion
(1708/1711/1728 cm™). Luego del tratamiento oxidativo, todas las bandas asociadas a
grupos oxigenados aumentan en intensidad entre 1050-1300 cm™, correspondiente a
grupos éteres, alcoholes y fenoles. Las muestras oxidadas muestran también un
aumento en la intensidad de las bandas entre 1600-1800 cm™ correspondientes a:
quinonas (1550-1600 cm™), lactonas (1675-1790 cm™) y C=0 de anhidridos (1790-
1880 cm™). Cercano a 1650 cm™ se observa una banda para NLO3 que es asignada a
grupos quinona; esta banda se hace mas prominente para NLOB e incrementa su
intensidad considerablemente para NLO7N, por lo tanto, el tratamiento oxidativo con

acido nitrico introducirfa mayor cantidad de grupos quinona que grupos carboxilicos,
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comparado con la mezcla sulfo-nitrica. Esto también se observa para las muestras

cortas, pero con intensidades aun mas pequenias (fig. 111.11).
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Figura lll. 11. Espectros IR para nanotubos cortos sin tratamiento oxidativo (NC) y NC
oxidados con mezcla sulfo-nitrica por 3 h (NCO3) y 6 h (NCOB8).

La introduccion de grupos nitro (-NO,) no puede descartarse, ya que, al ser
isoelectronico con el grupo carboxilico (-CO,) ambos entregan espectros muy similares

lo que dificulta su identificacion a través de espectros IR [88].

h) Determinacion de grupos acidos

Para cuantificar los grupos acidos introducidos por la oxidacién realizamos una
modificaciéon a un método de titulacién ya descrito [89, 90], considerando que los
grupos acidos totales (carboxilicos, lacténicos y fendlicos) pueden determinarse
titulando con NaOH, mientras que aquellos grupos mas acidos pueden titularse con
NaHCO; (pK. = 6,37) [84]. En la tabla IIl.6 se muestran los valores obtenidos para

ambas neutralizaciones.




Resultados v Discusién — Primera parte 55

Tabla lll. 6. Grupos &cidos totales (%Na (NaOH})) y grupos carboxilicos (%Na
(NaHCOs)} incorporados a NC y NL después de diferentes tratamientos oxidativos.

% Na (NaOH) % Na (NaHCO;)

NC 0,57 0,51
NCO3 1,63 1,55
NCO& 1,92 1,91
NCO7N 1,96 1,39
NL 0,66 0,42
NLO3 2,35 1,83
NLO6 2,87 2,39
NLO7N 3,35 3,38

Los nanotubos largos (NL) una vez oxidados, muestran un alto contenido de grupos
acidos comparado con la muestra comercial corta (NC). Ademas, se observa que la
oxidacion de NL con acido nitrico por 6 h (NLO7N) introduce mas grupos carboxilicos
que la mezcla sulfo-nitrica en iguales condiciones (NLOB). Esto no es observado para
NC, donde la maxima cantidad de grupos acidos corresponde a NCOS.

Se sabe que los procesos oxidativos involucran atomos de carbono de partida con
hibridacién sp? a partir de los cuales se generan grupos alcoholes, seguidos de
cetonas y finalmente de acidos carboxilicos [90, 91]. Considerando lo anterior, el alto
grado de oxidacion de NL podria explicar el alto contenido de grupos acidos que esta
muestra presenta, comparado con NC.

Teniendo en cuenta el tipo de grupo acido oxigenado, varios estudios han
demostrado que de la cantidad total de grupos oxigenados introducidos per oxidacion,

solo aquellos con un valor de pK; entre 3 y 10 pueden ser determinados [92-94].

Aquellos grupos con valores de pK, por debajo o encima de este rango no son
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detectados por una titulacién, por lo tanto, los resultados de la tabla I1l.6 pueden estar
subestimando la cantidad de grupos &acidos. Ademas, se sabe que en un anillo
aromatico, ciertos grupos en posicion orfo- aumentan la acidez de grupos acidos (como
—COOH). Por ejemplo, un grupo -NO, en posicién orto- en el acido benzoico disminuye
su pK; de 42 a 2,2 [95]. Como se mostré en el analisis elemental, las muestras
oxidadas con HNO; presentan grupos nitro (intercalados o unidos al nanotubo) que
pueden estar modificando la acidez de los grupos carboxilicos, dejandolos fuera del

limite de deteccidn del método.

i) Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS)

XPS es una de las técnicas de analisis de superficie que proporciona informacién
sobre la naturaleza de los grupos funcionales y de la presencia de defectos
estructurales en la superficie del nanotubo. Se realizé la interpretacion de oxigeno 1s

de acuerdo a la siguiente clasificacion de bandas [75, 96]:

Grupo | (531,1 eV)
(-C=0 carbonilo y
quinona)

Carbonilo

Alcohol/Fenol

Eter Grupo 11 (532,3 eV)
(-OH, -0-, C=0 de
lactonas y anhidridos)

Grupo Il (533,3 eV)
{0=(C-0) de lactonas y
anhidridos)

Anhidridos

Grupo IV (534,2 eV)
(-COOR carboxilicos)

Figura Ill. 12. Esquema general de clasificacién de bandas para espectros XPS.
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Para la muestra NL se obtuvo un espectro con una banda de intensidad muy baja
(figura 1l.13a), debido a su bajo contenido de oxigeno. Esta banda se encuentra
centrada en 532,2 eV y corresponde a la posicion de grupos alcoholes, fenocles y
éteres. Este resultado es consistente con las bandas obtenidas por FT-IR alrededor de

3400 cm™ y en la region de 1050-1300 cm™ (seccién 3.1.1 g).

Energia de enlace [a¥] Ensargia de enlace [eV]

8323

Energia do enlace [eV] Enengia de enlace [o¥]

Figura Ill. 13. Espectros XPS de oxigeno 1s para: a) NL, b} NLO3, c) NLO6 y d)
NLO7N.
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De acuerdo a los resultados del andlisis termogravimétrico (seccién 3.1.1 ), se
asume que NL presenta una cierta cantidad de grupos carbonilos y anhidridos, aunque
sus sefiales en XPS podrian estar solapadas dentro de la banda de alcohol/éter.

Para NLO3 (fig. IIl.13b) se observa una banda intensa centrada en 532,4 eV, con
un hombro en 529,9 eV. Las sub-bandas en 532,3 y 533,3 eV indican un alto contenido
de grupos anhidridos. Sin embargo, la combinacién de ambas bandas podria deberse
a grupos alcohol/ffenol y lactonas. La sub-banda en 534,2 eV confirma la formacién de
algunos grupos —COOH vy la sub-banda observada en 531,3 eV corresponde a grupos
carbonilo/quinena. Adicionalmente, se observa [a formacién de dxido de hierro
asociada a la sub-banda en 529,9 eV [97].

El espectro de la muestra NLOG (fig. Il1.13¢) presenta una banda en 533,0 eV con
un hombro entre 531-5632 eV. La sub-banda de los grupos carboxilicos a 534,2 eV
aumenta sustancialmente y es posible observar también la presencia de grupos lactona,
anhidrido, hidroxilo y carbonilo. Los datos obtenidos para NLO3 y NLO8& concuerdan
con la aparicién de la banda IR en 1700 em™, que corresponde a los grupos ~-COOH y
con el aumento de la intensidad del estiramiento del enlace C=0 entre 1120-1200 cm™
y el enlace C-O en éteres (1000-1300 cm™), lactonas (1160-1370 cm™) y anhidridos
(980-1300 cm™') [98].

El espectro para NLO7N (fig. [1l.13d) presenta una banda ancha centrada en 532,3
eV. El contenido en grupos carboxilicos es menor que el obtenido para NLO6G. La sub-
banda en 533,3 &V indica un aumento en la cantidad de grupos lactona. Esto se
relaciona con el aumento de la banda de quinona observada en el espectro IR (1650

cm™). Los grupos anhidrido, hidroxilo y carbonilo también se encuentran presentes en

[a superiicie de NLO7N.
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Por ofra parte, las muestras comerciales presentan un bajo contenido de hierro
(0,94 %) que es posible de observar en el espectro XPS de Fe 2p a 707,5 eV (fig.
[11.14). De acuerdo a la asignacién hecha por Yang y col. [99] esta banda se deberia a
la presencia de Fe°. Después del tratamiento oxidativo con mezcla sulfo-nitrica esta
banda casi desaparece para la muestra NLO3 y una nueva banda se observa en 710,2
eV, que corresponderia a Fe;0,. Poulin y col. [100] atribuyen las bandas a 709,6 eV y

" respectivamente. La presencia de

710,2 eV a las formas octaédricas de Fe" y Fe
estas bandas se relacionan con la sub-banda observada a 529,9 eV presente en el

espectro XPS de O 2p, que indica la formacién del 6xido de hierro (fig. I11.14b).

(d)

705.7

W
(a)

700 705 710 715 20 725

Energia de enlace [eV]

Figura Ill. 14. Espectro XPS para Fe 2p: (a) NL, (b) NLO3, (c) NLOS, (d) NLO7N.

Cuando las muestras se han oxidado por 6 h (NLO6 y NLO7N), la banda en 710 eV

desaparece, indicando que el 6xido de hierro ha sido removido, sobretodo en la

muestra oxidada con HNO;. Las pequefias sefiales cercanas a 707 eV (para NLO3 y
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NLO6) pueden deberse a pequefias trazas de nanoparticulas de hierro cubiertas por
carbono y que no son removidas por el tratamiento con mezcla sulfo-nitrica.

En la figura [11.15 se presenta un histograma de distribucién de grupos oxigenados
en las muestras comerciales y oxidadas. Para esta determinacién se ha descontado el

oxigeno que corresponderia al dxido de hierro.

4 4
oc0 oc=0
| DoR.-0-,0-{¢=0) BIOR.-0-, 0-{Cs0)
R{Co)0 _ 1 B{C0)=0
3 | mCOOR ; 3 | WCOOR

Contenido de oxigeno (% peso)
Contenido de oxigeno (% peso)

Lo b (M

NL NLO3 NLOB NLO7 NC NCO3 NCO5 NCO7

Figura lIl. 15. Cuantificacién del contenido de oxigeno a partir del espectro XPS de O

1s: (a) nanotubos largos, (b) nanotubos cortos.

Como se observan en los histogramas, ambos tratamientos oxidativos aumentan
progresivamente la cantidad de grupos carbonilo/quinona (C=0, barras blancas) y
grupos oxigenados correspondienies a alcoholesffenoles, éteres, y grupos carbonilo de
anhidridos/lactonas (OR, -O-, O-(C=0), (C-0)=0, barras grises). El contenido de estos
tltimos es maximo cuando se oxida con HNO,, tanto para NL como para NC. Por el

contrario, los grupos carboxilicos/carboxilatos (COOR, barras mas oscuras) aumentan

con el tiempo de oxidacion al ufilizar la mezcla sulfo-nitrica, pero es menor para las
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muestras oxidadas con HNO;. Tanto NLO6 como NCO6 presentan una cantidad
méaxima de grupos carboxilicos (barra mas oscura). Del grupo lll, correspondiente a
grupos anhidrido/lactonas ((C-0)=0), hay una tendencia diferente para NL y NC. Para
NL estos grupos funcionales aumentan desde NLO3 a NLO6 y NLO7N. Sin embargo,
para NC ]a cantidad de estos grupos no aumenta con el tratamiento de acido nitrico.
Esto podria explicarse debido a que [os grupos quinona, lactona o anhidridos se
generan en mayor cantidad que los grupos carboxilicos con este tratamiento oxidativo.
Por otra parte, se realizé el espectro XPS para N 1s para las muestras largas
oxidadas donde se observaron dos picos a 400,5 y 405,7 eV los que pueden atribuirse
a atomos de nitrégeno unidos a carbono (N-C) y a oxfgeno (N-O), respectivamente,

confirmando la incorporacion de nitrégeno a la estructura del nanotubo.

3.1.2 Amidacion de MWNT {NTC-NH_)

Mediante reacciones de amidacion, los NTC oxidados (NCO3 y NCOB6) fueron
funcionalizados con etilendiamina (NTC-NH,). Se utilizé sélo un tipo de nanotubo (los
de menor longitud) para probar la sintesis. La nomenclatura utilizada para las muestras
aminadas corresponde a NC+3 y NC+6, dependiendo de la muestra oxidada utilizada
como partida. Asi, como la muestra NCO6 presenta mayor cantidad de grupos
carboxilicos, al funcionalizar estos grupos con EDA la muestra NC+6 deberia presentar

mas grupos amino terminales que NC+3.
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a) Analisis termogravimétrico (TGA)
Los analisis TG de la figura 11l.16 muestran que la degradacién de las muestras

aminadas es mayor que la muestra comercial y su derivado oxidado respectivo.

% Peso

% Peso

Figura lll. 16. Curvas TG para NC y sus derivados oxidados y aminados.

100 ==

96 -
92-:
88—-
84

80 o

——NC B
NCO3| ]

NC+3 | ]

T
150

T T T T T T T T b
300 450 600 750 800 1050 1200 1350 1500

Temperatura (°C)

100 7

92

88

84

80~

76+

72+

—NG
NCO6
NC+6

T
150

T T T T T T T T
300 450 600 750 900 1050 1200 1350 1500

Temperatura (°C)

Para las muestras oxidadas la degradacion comienza a menor temperatura que NC,

donde a bajas temperaturas existe una pequefia pérdida asociada al H,O adsorbida

(inferior a 0,5%), para posteriormente a temperaturas entre 150-300 °C perder un 1%

correspondiente a los grupos carboxilicos. Para las muestras aminadas se observa

una perdida importante en peso entre 150-300 °C que puede relacionarse con la
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etilendiamina unida covalentemente, ya que estaria dentro del rango en que las
muestras oxidadas pierden los grupos carboxilicos. La pérdida en peso en este rango
de temperatura corresponde a un 13,75% para NC+3 y un 18,02% para NC+6. Las

perdidas en peso de todas las muestras se resumen en la tabla I11.7.

Tabla lll. 7. Porcentajes de pérdida en peso y los grupos asociados a NC y sus

derivados oxidados y aminados.

Muestras | NC | NCO3 | NC+3 | NCO6 | NC+6 Grupo
Rango Funcional
temperatura (° C)
0-150 0,01 | 020 | 0,57 | 0,44 217 H,O adsorbida
150 - 350 042 | 089 (13,75 0,95 | 18,02 | -COOH, -CONHR
350 - 500 0,30 | 048 | 298 | 0,76 1,08 -OH, Lactona

Sobre 500 1,36 | 1,56 - 1,47 - Carbono amorfo
- Pérdida en peso total (%) | 209 | 3,13 """i',";so 360 21327 | =m0 |

b) Analisis elemental (AE)

En la tabla Ill.8 se observa que con la incorporacién de etilendiamina hay un
aumento en los porcentajes de H y N. La muestra NCO6 presenta mayor contenido de
grupos —COOH que NCO3, por lo tanto, mas grupos susceptibles para ser
funcionalizados con la diamina, lo que coincide con el mayor contenido de N y H
observados en NC+6. Esto coincide con lo observado por Montesa y col. [101] al

funcionalizar SWNT con aminas.
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Tabla Ill. 8. Analisis elemental de la muestra comercial NC, sus derivados oxidados
(NCO3 y NCO6) y las muestras aminadas a partir de las oxidadas (NC+3 y NC+6)

c H o) N
NC 98,08 0,13 1,02 0,07
NCO3 9731 0,15 249 0,15
NCO6 96,32 0,16 3,49 0,17
NC+3 8522 144 175 515
NC+6 8091 1,70 1,34 6,15

c) Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se compararon los espectros IR obtenidos para la muestra comercial NC, las
muestras oxidadas (NCO3 y NCOB6) y las muestras aminadas a partir de las oxidadas
(NC+3 y NC+6). Los resultados fueron similares para ambos tiempos de oxidacién por
lo que se presenta sélo el espectro obtenido para NC+3. En la figura 111.17 se muestran

los espectros para NC, NCO3 y NC+3.
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Figura lll. 17. Espectros IR para nanotubos cortos (NC), NC oxidado por 3 h (NCO3) y

NCO3 funcionalizado con etilendiamina (NC+3).
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En el espectro IR se esperan bandas asociadas al grupo amida, aminas primarias y
secundarias, asi como también para la cadena alifatica incorporada. La banda mas
pronunciada es la que se encuentra en 3434 cm™; esta banda corresponde a [a tensién
del enlace O-H en las muestras NC y NCO3, la que se encuentra intensificada para
NC+3, ya que, en ese rango de longitud de onda se encuentra también la tensién del
enlace N-H proveniente de |a etilendiamina. El enlace N-H presenta también una banda
en 1539 cm™ que da cuenta de la torsién o deformacién de aminas primarias. La unién
de EDA con el nanotubo de carbono se confirma con la aparicién de la banda en 1664
cm™' que corresponde al carbonilo del enlace amida. El enlace amida estaria
confirmado por la presencia de dos bandas mas: una en 603 cm”, que corresponde a
la deformacién del enlace N-H de aminas secundarias, y la deformacién del enlace C-N
en 1539 cm™. Por otra parte, las bandas en 2850 y 2920 cm™ asociadas al enlace C-H
aumentan en intensidad debido a la cadena alifidtica de la EDA que es unida al
nanotubo. Por tltimo, se observa una banda en 1124 cm™ que puede asociarse a
grupos C-O y a la tension del enlace C-N del carbono unido al grupo amino terminal
[88].

Para la muestra NC+6 se observé un especiro similar, dando cuenta ambos
espectros de la modificacion realizada a la muestra oxidada. Con las siguientes
técnicas se espera determinar si NC+6 presenta mayor cantidad de grupos amino que
la muestra NC+3, ya que ésta partié de una muestra con menor cantidad de grupos —

COOQOH (NCO3). '
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d) Test de Kaiser !

El test de Kaiser es un método simple para determinar grupos amino-terminal libres,
utilizado principalmente para el analisis de aminoacidos en disoluciéon y que
posteriormente fue adaptado por Kaiser para la sintesis de péptidos en fase sdlida
[102]. Es un test de color, generado por la reaccién de ninhidrina con amina; primarias
gue otorga una coloracién que varia de azul a violeta. Este producto llamado purpura
de Ryhemann es estabilizado por resonancia y la coloracién producida por la reaccién
es independiente del color inicial de la muestra.

El experimento se realizd por duplicado a ambas muestras. Los resultados
arrojaron un valor promedio de grupos aminos de 191,54 + 20,83 (umol/g) para NC+3 y
301,60 % 0,04 (umol/g) para NC+6. Estos valores son menores a los valores esperados
segtn el A.E., lo que indicarfa que no todos los grupos amino terminal de EDA estarian
libres, sino que podria haberse unido un grupo EDA a dos nanotubos diferentes. Estos
resultados son concordantes con [o observado para SWNT modificados con EDA [101].

Al no estar protegido uno de los grupo amino de EDA no hay control sobre la reaccién

para lograr gue cada EDA se una a un solo grupo -COOH.
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A traves de los experimentos realizados es posible concluir que la cantidad y tipo
de grupos funcionales oxigenados que son incorporados a la superficie del NTC,
depende fuertemente del agente oxidante utilizado y el tiempo del tratamiento. El area
superficial especifica y el volumen de mesoporo disminuyen con el tratamiento
oxidativo debido a una mayor compactacion de los nanotubos. Las imagenes SEM y
los espectros Raman muestran que el tratamiento oxidativo no dafia la estructura del
nanotubo y a través de los espectros IR y XPS fue posible observar que el fratamiento
con HNO; introduce una gran cantidad de grupes quinona, lactona y anhidrido,
mientras que la mezcla sulfo-nitrica infroduce una mayor cantidad de grupos
carboxllicos. A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta que el objetivo de esta
tesis es modificar los nanotubos con otros grupos funcionales, se decidié utilizar los
nanotubos funcionalizados con la mayor cantidad de grupos carboxilicos incorpbrados.

Los grupos carboxilicos fueron modificados con etilendiamina a fravés de la
formacion de un enlace amida, lo que fue confirmado a través de andlisis elemental,
termogravimétrico y espectros IR. Mientras mas grupos carboxilicos presenta la
muestra, mayor es [a cantidad de grupos amino gue son incorporados al nanotubo. Sin
embargo, el nimero de grupos amino libres determinado a través del test de Kaiser,
indican que parte de los grupos amino terminales pueden estar uniendo nanotubos
entre si, mientras otra parte quedaria unido a la superficie del nanotubo.

Las funcionalizaciones realizadas a los nanotubos de carbono con etilendiamina
tienen por objetivo mejorar las dispersiones de las muesiras en medio acuoso,
haciendo mas facil su utilizacién para modificar electrodos y mejorar su interaccién con
ADN. Finalmente, la funcionalizacién de nanotubos oxidados a través de un enlace
amida, permite utilizar moléculas mas complejas, generando nuevos biosensores

dependiendo de la aplicacién que se necesite estudiar.



Resultados y Discusion — Primera parte 68

3.1.3 Dispersabilidad de MJWNT funcionalizados

Los nanotubos de carbono son poco dispersables en casi todos los disolventes
conocidos, por este motivo es que se han incorporado a su superficie diferentes grupos
funcionales para mejorar esta propiedad. Los tres tipos de NTC (NC, NCO6 y NC+6)
se dispersaron en cuatro disolventes diferentes, seleccionados segtn lo reportado en

diferentes trabajos publicados [78, 97]:

Dispersiéon A = H,O

Dispersién B = H,Ofetanol (50/50)

Dispersion C = etanol

|

Dispersién D = N,N — dimetilformamida (DMF)

Las dispersiones se evaluaron a través de fotografia digital, microscopia dptica y

voltamperometria ciclica.

a) Fotografia Digital

A través de fotografias digitales es posible estudiar la estabilidad de las
dispersiones a través del tiempo. En las siguientes figuras se observan las
dispersiones después de sonicar las muestras por 1 hora (tiempo de reposo = 0 min.) y

luego de un mes de reposo.

e Dispersibn A = H;O
En este caso las dispersiones acuosas mostraron ser poco estables para los tres

tipos de NTC, incluso a diferentes valores de pH (3, 7 y 11). Tanto la muestra comercial
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NC (A1), como la oxidada (A2) y aminada (A3) sedimentaron completamente al término

del tiempo de sonicado (Fig. 111.18, izquierda).

Figura lil. 18. Fotografia digital de dispersiones en agua (0,5 mg/mL) luego de 1 hora
de sonicado, a diferentes tiempos de reposo. lzquierda: muestras recién sonicadas,
Derecha: luego de un mes de reposo. (A1) NC, (A2) NCOB6, (A3) NC+6.

Esto podria deberse a que las interacciones de tipo Van der Waals favorecen las
interacciones entre los nanotubos, por sobre las interacciones intermoleculares con el
disolvente. Luego de un mes de reposo (Fig. 11l.18, derecha) se observa que las
pequefias particulas de NTC que podrian haber quedado en suspensiéon decantan,

dejando el disolvente totalmente trasltcido.

e Dispersion B = H,O/etanol (50/50)

En la figura 111.19 (izquierda) se observa que al incorporar etanol al medio acuoso
se observa una mayor dispersion de los NTC, comparados con la dispersion en agua
(fig. 111.18). Las muestras NC (B1), NCO6 (B2) y NC+6 (B3) presentan un grado de

dispersabilidad similar entre ellas. Luego de un mes de reposo (fig. 111.19, derecha), las
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dispersiones se mantienen estables comparadas con las iniciales, lo que indicaria que

presencia de etanol permitiria una mayor interaccion de los NTC con el disolvente.

Figura lll. 19. Fotografia digital de dispersiones en agua/etanol (50/50) (0,5 mg/mL)
luego de 1 hora de sonicado, a diferentes tiempos de reposo. lzquierda: muestras
recién sonicadas, Derecha: luego de un mes de reposo. (B1) NC, (B2) NCO6, (B3)
NC+6.

e Dispersion C = etanol

Figura Ill. 20. Fotografia digital de dispersiones en etanol (0,5 mg/mL) luego de 1 hora
de sonicado, a diferentes tiempos de reposo. lzquierda: muestras recién sonicadas,
Derecha: luego de un mes de reposo. (C1) NC, (C2) NCO6, (C3) NC+6.
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El etanol (EtOH) es un disolvente prético, cuyas principales interacciones con otras
moléculas estarian dadas por puentes de hidrégeno, esto permite un alto grado de
dispersabilidad para los tres tipos de NTC (fig. 111.20, izquierda), la cual se mantiene a
lo largo de un mes de reposo. Sin embargo con el tiempo se observa una evaporacién
importante del disolvente, por lo que al trabajar con EtOH se debe de tener en cuenta

para no concentrar los NTC (fig. 111.20, derecha).

¢ Dispersion D = N,N-dimetilformamida (DMF)
Como se observa en la figura 111.21, N,N—dimetilformamida (DMF) resulto ser el

mejor dispersante para los diferentes NTC.

Figura lll. 21. Fotografia digital de dispersiones en DMF (0,5 mg/mL) luego de 1 hora
de sonicado, a diferentes tiempos de reposo. lzquierda: muestras recién sonicadas,
Derecha: luego de un mes de reposo. (D1) NC, (D2) NCOB6, (D3) NC+6.

Las interacciones del disolvente con los NTC podrian explicarse a través de
interacciones del tipo dispersivas o de Van der Waals, que serian interacciones
similares a las que se producen entre los NTC. De esta forma, el disolvente es capaz

de generar interacciones con los NTC permitiendo su separacion de otras estructuras,
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obteniendo una dispersion estable en el tiempo. Los tres tipos de NTC se dispersan
homogéneamente con DMF por lo que la presencia de los diferentes grupos

funcionales no altera las interacciones NTC-disolvente.

b) Microscopia Optica
Se utilizé la microscopia optica para obtener imagenes de las dispersiones
realizadas y asi determinar si existen diferencias entre las muestras, segun los grupos

funcionales que presentan.

e Dispersion A = H,0O

Tal como se observo con las fotografias digitales, las dispersiones en agua no son
homogéneas (fig. 111.22). Todas las dispersiones presentan diferentes tamafios de
agregados, siendo menores para NC que no presenta grupos funcionales (fig. I11.22A).
Al estar en contacto con el agua, los NTC se compactan favoreciendo las interacciones
entre ellos, formando pequefios agregados. La compactacion aumenta en el orden

NC+6 < NCO6 < NC.
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Figura Ill. 22. Micrografia 6ptica de diferentes MWNT dispersos en agua (0,5 mg/mL),
luego de una hora de sonicado. (A) NC, (B) NCO6, (C) NC+6.
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¢ Dispersion B = H,O/EtOH (50/50)

Al incorporar etanol se observa que mejoran las dispersiones para los tres tipos de
NTC (fig. 111.23), con presencia de agregados de mayor tamaiio, lo que podria deberse
a que la interaccién con el disolvente se veria favorecida. Como se observé por
fotografia digital en la figura 111.19, no es posible distinguir entre los tres tipos de NTC,

ya que la interaccion es indistinta de los grupos funcionales que se encuentran en las

paredes del NTC.

Figura Ill. 23. Micrografia 6ptica de diferentes MWNT dispersos en agua/etanol (50/50)
(0,5 mg/mL), luego de una hora de sonicado. (A) NC, (B) NCO8, (C) NC+6.

e Dispersion C = etanol

Figura lll. 24. Micrografia 6ptica de diferentes MWNT dispersos en etanol (0,5 mg/mL),
luego de una hora de sonicado. (A) NC, (B) NCO6, (C) NC+6.
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Cuando el dispersante es solo etanol se obtienen dispersiones muy homogeneas
para los tres casos como se observo en la fig. 111.20, sin embargo, no es posible

observar por esta técnica diferencias entre los tres NTC.

e Dispersion D = DMF

En las imagenes de la figura 1l.25 se observa que los tres tipos de NTC se
dispersan independiente de los grupos funcionales incorporados. Las zonas de
disolvente sin agregados se ven con coloracion, ya que, los NTC se dispersan

interactuando con el DMF, dejando la disolucion turbia.

Figura Ill. 25. Micrografia 6ptica de diferentes MWNT dispersos en DMF (0,5 mg/mL),
luego de sonicado una hora. (A) NC, (B) NCO6, (C) NC+6.

Con estos resultados observamos que para MWNT el mejor dispersante es DMF y
el peor dispersante es H,O. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Ausman y col. para SWNT [103], donde los mejores dispersantes son aquellos que
tienen pares de electrones libres y ademas no son dadores de puentes de hidrogeno.
En nuestro caso, ese disolvente es DMF.

Tanto H,O como DMF seréan utilizados para dispersar los nanotubos y estudiar asi

el efecto de estas dispersiones en la respuesta electroquimica de los electrodos.
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3.1.4 Electrodos modificados con MWNT dispersos en DMF y PBS

a) Voltamperometria ciclica en tampon fosfato (PBS)

Las mediciones se realizaron siguiendo el protocolo utilizado por Luo y col [104] y
los resultados se muestran en la figura 111.26.

El electrodo de carbono vitreo sin modificar no presenta ninguna sefial en todo el
rango de potencial aplicado. Cuando el electrodo es modificado con NTC comerciales
(NC y NL) tampoco se observa una sefial electroquimica, indicando que las pequefias
cantidades de oxigeno obtenidos por XPS (alcohol/fenol y éter) no son especies
electroactivas o no alcanzan a ser detectados por esta técnica. Los voltamperogramas
ciclicos para NC y NL son rectangulares y simétricos, lo que da cuenta del

comportamiento tipico de la doble capa eléctrica [105].
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Figura lll. 26. Voltamperogramas ciclicos para electrodos modificados con diferentes
NTC dispersos en PBS 10 mM con NaCl 0,1 M a pH 7,0. La concentraciéon de la
dispersién corresponde a 1 mg/mL y la velocidad de barrido a 50 mV/s. (A) NTC cortos
(B) NTC largos.
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Por otra parte, los electrodos modificados con NTC oxidados con mezcla sulfo-
nitrica (cortos o largos) muestran un pico anodico y uno catédico alrededor de -0,05 y -
0,15 V, respectivamente. Estas sefiales se asocian principalmente a procesos redox de
los &cidos carboxilicos presentes en la estructura de los NTC oxidados [1086], aunque
ofros grupos oxigenados electroactivos podrian estar contribuyendo, como las
quinonas [107].

La intensidad de corriente de los voltamperogramas aumenta con el tiempo de
oxidacién al que se expuso la muestra. Estas sefiales dan cuenta de que a mayor
tiempo de oxidacién, mayor es la cantidad de grupos electroactivos incorporados, lo
que es corroborado si consideramos que el porcentaje en peso de los grupos
carboxilicos y quinonas, considerados electroactivos, es mayor para las muestras
oxidadas por 6 horas que las oxidadas por 3 horas (figura 111.27). Ademas, los NTC
largos muestran un grado de mayor oxidacién y mayores valores de corrientes,

indicando que incorporan mas grupos electroactivos.
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Figura lll. 27. Relacién entre la intensidad de corriente anddica (l,,) y el contenido en
oxigeno (O%) en el tratamiento oxidativo de NTC (A) cortos y (B) largos.
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En la misma figura es posible apreciar que el tratamiento oxidativo con HNO;
introduce mayor cantidad de grupos electroactivos (mayores valores de ls). Sin
embargo, por XPS se obtuvo que el nimero de grupos carboxilicos es menor al que se
obtiene con mezcla sulfo-nitrica por 6 horas. Los resultados electroquimicos indican
que ademéas de é&cidos carboxilicos, este tratamiento introduce también quinonas,
lactonas y grupos anhidridos que aumentan el valor de la corriente, a pesar de
contener menos grupos -COOH.

Al analizar la reversibilidad de los voltamperogramas se observa que las muestras
oxidadas cortas muestran un valor de AE, menor a las largas (100 vs 140 mV,
respectivamente). Estos resultados indicarian que la transferencia electronica es mas
rapida con las muestras cortas.

Los voltamperogramas ciclicos se realizaron también a las muestras aminadas para
observar si existia algun cambio en la sefial de acidos carboxilicos al formarse el
enlace amida. En la figura 11.28A se observa el voltamperograma para NC, su muestra

oxidada por 3 horas (NCO3) y la muestra aminada (NC+3).
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Figura lll. 28. Efecto de la amidacién de NC oxidados por (A) 3 horas y (B) 6 horas.
Los NTC estan dispersos en PBS 10 mM con NaCl 0,1 M a pH 7,0. La concentracién
de la dispersién corresponde a 1 mg/mL y la velocidad de barrido a 50 mV/s.
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La sefial asociada al proceso redox de 4cidos carboxilicos se pierde
completamente una vez que la muestra es aminada dejando un voltamperograma
similar al obtenido con NC, es decir, sin grupos carboxilicos libres. Una pérdida similar

de sefial se observa para la muestra NC+6 (figura 111.28B). En ambos casos, la sefial

redox de los acidos carboxilicos desaparece con la amidacién, indicando la ausencia
de estos grupos que han sido sustituides por enlaces amida.
Estas mediciones fueron repetidas con MWNT dispersos en DMF, obteniendo el

mismo comportamiento para todas las muestras.

b) Calculos de capacitancia y evaluacion del area electroactiva

A través de mediciones de voltamperometria ciclica se obtuvieron los valores de
capacitancia como un reflejo del area electroactiva de cada electrodo.

Cuando los electrodos son modificados con las muestras comerciales (NC y NL) los
valores de capacitancia que se obtienen son superiores al electrodo solo (10,3 pAs/V) y
similares entre si (310 y 332 pAs/V para NC y NL, respectivamente). Luego de 6 h de
oxidacion, los valores de capacitancia aumentan a 394 y 890 pAs/V para NCOG6 y
NLO8, donde se observa una correlacién entre la cantidad de grupos oxigenados
incorporados y |a capacitancia cuando el agente oxidante corresponde a la mezcla
sulfo-nitrica. Por ofra parte, cuando los nanotubos son oxidados con &cido nitrico por 6
h, los valores de capacitancia corresponden a 432 y 653 pAs/V para NCO7N y NLO7N,
respectivamente.

Segln los resultados de superficie BET, el fratamiento oxidativo provocaria'una
disminucién del area supetficial y del volumen de mesoporos, lo que implicaria menor
area disponible para la formacion de la doble capa. Sin embargo, de acuerdo a Hsieh y

col. [108] esto no es completamente cierto debido a que no toda la superficie del

o
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nanotubo es electroquimicamente activa. Asi, el aumento de las capacitancias puede
atribuirse al incremento de superficie libre disponible una vez que la oxidacidn
incorpora nuevos grupos electroactivos a la superficie.

Por otra parte, cuando las muestras son aminadas, los valores de capacitancia,
y por lo tanto de area electroactiva, disminuyen hasta valores similares a las muestras

comerciales.

c) Voltamperometria ciclica utilizando un mediador redox

Para caracterizar las superficies modificadas con los diferentes MWNT se comparé
la respuesta del electrodo sin modificar, con los electrodos modificados frenie a un
mediador redox. Para esto se utilizd (Fe(CN)s* Fe(CN)s*), que posee un proceso
reversible monoelectronico caracteristico, donde cualquier cambio observado en su

comportamiento puede ser atribuido a la superficie estudiada.

« NTC oxidados
La figura .29 muestra los voltamperogramas ciclicos del mediador redox,
obtenidos a partir de electrodos de CV modificados con NTC dispersos en DMF. La
presencia de los NTC sobre el electrodo incrementa los valores de corriente en
comparacion con el electrodo sin modificar, lo que podria explicarse por el aumento de
area electroactiva de los electrodos al incorporar NTC. Estos valores de corriente
aumentan con el tiempo de oxidacién y attn méas con la oxidacién utilizando &cido
nitrico.
Con los nanotubos de mayor longitud (figura 111.30) se observé un
comportamiento similar pero con valores de corriente menores. Esto posiblemente se

deba a que la mayor cantidad de grupos carboxilicos en la superficie pueden
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desfavorecer el acercamiento de la especie redox (negativa) hacia la superficie del
electrodo. En este caso la muestra NLO7N presenta un voltamperograma muy similar a

la muestra NL, a diferencia de lo observado para las muestras cortas.
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Figura lIl. 29. Voltamperogramas ciclicos de (Fe(CN)s*/ Fe(CN)s*) 10 mM en PBS 10
mM pH 7,4, obtenidos con electrodos modificados con NTC cortos dispersos en DMF.

La concentracion de la dispersiéon corresponde a 1 mg/mL y la velocidad de barrido a
50 mV/s.
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Figura lIl. 30. Voltamperogramas ciclicos de (Fe(CN)s*/ Fe(CN)s*) 10 mM en PBS 10
mM pH 7,4, obtenidos en electrodos modificados con NTC largos dispersos en DMF.

La concentracion de la dispersion corresponde a 1 mg/mL y la velocidad de barrido a
50 mV/s.
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Se repitieron las mediciones con los NTC dispersos en tampon fosfato para evaluar
el efecto de la homogeneidad de |a dispersion sobre la respuesta del electrodo, las que
mostraron voltamperogramas con valores promedio de corriente similares a los
obtenidos con DMF. En la figura |11.31 se muestran los valores de iy/i;a calculados para

ambos sistemas, los que se obtuvieron segun la ecuacion de Nicholson [74].
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Figura lll. 31. Valores de i,/is para NTC dispersos en DMF y PBS: (a) NTC cortos, (b)
NTC largos.

En la figura 111.31 se observa que con PBS las razones de corriente son similares a
las obtenidas para DMF, lo que indicaria que el agente dispersante no afecta la
transferencia electronica del mediador redox. Los valores obtenidos ademas indicarian
que en ambos sistemas se favoreceria la reduccién del mediador a Fe(CN)s*, ya que
los valores de i, son superiores a los de i, Los resultados muestran una
independencia del tipo, tamafio y tratamiento oxidativo del NTC.

Al evaluar los valores de AE, (fig. 111.32) se observa que en todos los casos, el valor
obtenido con los electrodos modificados es mayor comparado con el electrodo sin
modificar y es mayor que el valor esperado para un sistema reversible monoelectronico.

Para las muestras cortas dispersas en DMF (fig. 111.32A, rojo) hay un aumento de
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AE, con el aumento del tiempo de oxidacién, indicando que el proceso pierde
reversibilidad. Esto probablemente se deba a que el acceso del mediador a la
superficie se vea dificultada por la presencia de cargas negativas al oxidar el nanotubo.
Este comportamiento también se observa para los NTC largos dispersos en DMF,
excepto para la muestra NLO7N que muestra un valor de AE, similar a NL (fig. 111.32B).

Cuando los NTC cortos estan dispersos en PBS el valor de AE, permanece
cercano a 120 mV, es decir, la sefial es independiente de la modificacion del NTC, ya
que, las dispersiones formarian films similares sobre los electrodos. Mientras, los NTC
largos presentan mayor error y valores de corriente que no se relacionan con el tiempo

de oxidacion.

AEp (V)
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MWNT cortos MWNT largos

Figura lll. 32. Valores de AE, para NTC dispersos en DMF y PBS. (a) NTC cortos, (b)
NTC largos.

La presencia de los nanotubos en la superficie del electrodo podria estar afectando
la cinética del mediador redox o éste podria estar siendo adsorbido sobre los
nanotubos. Esto ultimo se correlacionaria con los valores obtenidos para iyfiza que
superan la unidad, lo que daria cuenta de una adsorcién débil de la especie oxidada
(producto), que muestra mayor valor de corriente catddica que andédica , como ha sido

descrito por Wopschall y Shain [109].
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¢ NTC aminados

Como se explicdé en la seccion 3.1.4 a, la sefial asociada al proceso redox de
acidos carboxilicos se pierde completamente una vez que la muestra es aminada,
dejando un voltamperograma similar a NC (fig. 11.28A). Cuando las mediciones se
hacen con el mediador redox (fig. 111.33A), se observa que la muestra oxidada NCO3
presenta un voltamperograma con mayor intensidad de corriente que NC asociado a la
mayor area electroactiva. Con la muestra aminada, a pesar de mostrar areas
electroactivas similares con NC, se obtienen mayores valores de corriente. Esto puede
asociarse a que las cargas positivas de NC+3 atraerian electrostaticamente mas
moléculas del mediador (negativo) hacia la superficie, comparado con NC que no
posee grupos cargados. De esta forma se concentra mayor cantidad de mediador

sobre el electrodo y, por lo tanto, los valores de corriente son superiores.
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Figura Ill. 33. Efecto de la amidacién de NC oxidados por (A) 3 horas y (B) 6 horas,
sobre los voltamperogramas ciclicos de (Fe(CN)s*/ Fe(CN)s*) 10 mM. Electrodos
modificados con NTC dispersos en DMF de concentraciéon 1 mg/mL. Velocidad de
barrido de 50 mV/s.

Para la muestra NC+6 (fig. 11.33B) se observa el mismo comportamiento. En

ambos casos, la pérdida de area electroactiva no bloquea el acercamiento del
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mediador redox. Las cargas positivas incorporadas en el nanotubo mejoran la
respuesta del sensor comparado con NC, a pesar de que presentan menores valores

de corriente que NCOG6 debido a la pérdida de area electroactiva.

3.2 INTERACCION DE MWNT FUNCIONALIZADOS CON ADN EN DISOLUCION

El primer paso para aplicar los NTC en electrodos para la deteccion de ADN es

demostrar y caracterizar su interaccion.

3.2.1 Curva de calibracion de ds-DNA
El ADN presenta una banda de absorcion caracteristica en 260 nm [110]. A traves
de esta sefial se construyé una curva de calibracion. Como se observa en la figura

11.L34, la curva de calibracion muestra un comportamiento lineal hasta una

concentracién de 90 ppm.
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Figura Ill. 34. Curva de calibracion para ds-DNA en PBS 0,2 M pH 7 4.
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3.2.2 Evaluacion de la interaccién entre MWNT y ds-DNA

La interaccion en disolucién de los distintos NTC y las moléculas de ADN se estudié
siguiendo el protocolo de Xiao y colaboradores [60]. El medio de interaccién fue
realizado a pH 5,0 condicién en que los grupos carboxilicos se encontrarian en su
mayorfa desprotonados (-COQ) y los grupos amino protonados (-NH3").

Sabemos que NC es la muestra que presenta menos sitios defectuosos en sus
paredes y que por su estructura es capaz de interactuar con las bases del ADN a
través de interacciones de Van der Waals, principalmente del tipo -1 [111]. Por ofra
parte, al oxidar el NTC, enh su estructura se incorporan grupos que generan cargas
negativas. En este caso, el ADN deberfa interactuar con el NTC sélo en los sitios que
pueden haber interacciones de Van der Waals, ya que se generarian repulsiones
electrostaticas entre los grupos —COOH desprotonados del nanotubo con los grupos
fosfato del ADN; de esta manera, la interaccion con ADN seria menor a la que presente
NC. Por ultimo, la muestra aminada presenta cargas positivas en su superficie y por io
tanto, ademas de las posibles interacciones de Van der Waals, el ADN seria atraido al
NTC por interacciones electrostaticas [112]. El resultado que se espera es que la
interaccién con ADN aumente en el orden: NC-NH;* > NC > NC-CQO". En la figura
I11.35 se muestran los espectros obtenidos para estas muestras luego de 24 h de
incubacion.

En la figura 1Il.35 se observan tres espectros, donde uno correspondiente al ADN
solo, con un maximo en 260 nm. Un segundo espectro (con linea punteada) con un
maximo en 230 nm corresponde a la absorcién del NTC [113]. Esta banda es
independiente de los grupos funcionales presentes en la nanoestructura, ya que, tanto
el -COOH (en la muestra oxidada) como los =NH; (en la muestra aminada) no

presentan bandas de absorcién. Por dltimo, el tercer espectro corresponde al
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sobrenadante de la mezcla de reaccion de ds-DNA y NTC. Asi, el ds-DNA que no ha
interactuado con el NTC permanecera en el sobrenadante pudiendo cuantificarse
mediante la absorcién remanente en 260 nm. Luego de 24 h de interaccion, la
disminucién de la sefial de ADN para la interaccion con NC fue de un 79%, de un 77%
para NC-COOH y de 81% para NC-NH.. Si bien la interaccién fue muy similar entre los
tres NTC, se observa que NC-NH;" tendria una mayor interaccion con ds-DNA dado
que presenta el mayor porcentaje de disminucion de sefial. La similitud entre los

porcentajes de interaccion puede ser atribuida al largo tiempo de incubacién de 24 h.
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Figura lll. 35. Espectros UV de distintos NTC y su interaccion con 45 ppm de ds-DNA,
luego de 24 h de incubacion, en tampén formiato pH 5,0: (A) NC, (B) NC-COOH y (C)
NC-NH.. La concentracién de la dispersion corresponde a 1 mg/mL.
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Para evaluar si efectivamente este tiempo es relevante en los porcentajes
obtenidos, se repitié el procedimiento pero esta vez con un tiempo de incubacion de 1

h. Los resultados se muestran en la figura 111.36.
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Figura lll. 36. Espectros UV de distintos NTC y su interaccion con 45 ppm de ds-DNA
luego de 1 h de incubacion, en tampén formiato pH 5,0: (A) NC, (B) NC-COOH y (C)
NC-NH.. La concentracién de la dispersion corresponde a 1 mg/mL.

En este caso si fue posible observar diferencias entre los porcentajes de
disminucién de serial de ADN, los que permiten elaborar un orden de interaccion de
NC-NH;" > NC > NC-COO'". Con un tiempo de incubacion de 1 h se puede inferir que

existe un predominio de las interacciones electrostaticas entre las cargas positivas de
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los NC-NH:" y los grupos fosfato del ADN, permitiendo una mayor adsorcion
comparado a NC, el cual interactia con el ADN principalmente a través de
interacciones del tipo Van der Waals. Por Ultimo, los NC-COO" poseen grupos
cargados negativamente que pueden disminuir la interaccién con ADN debido a la
repulsion con los grupos fosfato presentes en la biomolécula. Los resultados obtenidos

se resumen en la tabla I11.9.

Tabla Ill. 9. Porcentajes promedio de la disminucién de ds-DNA en funcién del NTC
utilizado y el tiempo de incubacién, correspondiente a tres mediciones.

Muestras NC NC-COOH NC-NH,

Tlncubaclén
1 hora 25 10 33
24 horas 79 77 81

A tiempos mayores de incubacion, los porcentajes de interaccién se hacen
similares para todas las muestras dado que el ADN puede adoptar diferentes
conformaciones espaciales alrededor del NTC [114]. Las interacciones electrostaticas
que inicialmente acercan a la macromolécula hacia el NTC dejan de ser las principales
y el ADN adopta una conformacién que permitiia que sus bases nitrogenadas
interactuen con el nanotubo a través de interacciones del tipo T-1r. En cambio, con 1 h
de incubacién observamos que las interacciones electrostaticas estarian predominando

en un primer paso, segtin o descrito anteriormente.
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3.3APLICACION DE MWNT FUNCIONALIZADOS EN LA GENERACION DE
ELECTRODOS MODIFICADOS PARA LA DETECCION DE ADN

Los NTC ya caracterizados se utilizaron para generar electrodos modificados para
la deteccién de ADN. Para maximizar el efecto del grupe funcional incorporado al NTC
se seleccionaron DMF y PBS como agentes dispersantes. Posteriormente, la eficiencia
de los biosensores construidos serd comparada con sensores construidos a partir de
los mismos NTC, pero ahora dispersos con agentes cationicos, como quitosano

(polimero) y cloruro de bencetonio (surfactante).

3.3.1 Electrodos modificados con MIWNT dispersos en DMF

El disolvente DMF demostré ser un buen agente dispersante para diferentes tipos
de NTC, permitiendo generar un film homogéneo sobre la superficie del electrodo. Sin
embargo, cuando se utilizé esta dispersion para adsorber ADN los resultados fueron
diferentes. Luego de aplicar el protocolo de adsorcion del ADN no se registré sefal
electroquimica que dé cuenta de la oxidacién de la muestra sobre el electrodo. Es asi
que, probablemente, el ADN no esté siendo capaz de adsorberse sobre el electrodo y
por lo tanto no se registra sefial. La DMF formaria interacciones fuertes con los NTC,
favoreciendo su dispersién pero bloquearia el acceso del ADN al NTC, lo que hace que

no sea posible aplicar este sistema como genosensor.

3.3.2 Electrodos modificados con MWNT dispersos en PBS
La utilizacion de un tampén en la dispersién de nanotubos favorece el estudio de la
interaccion entre diferentes NTC y ds-DNA, eliminando el efecto del agente dispersante

sobre la respuesta electrogquimica del sensor. Con este sistema fue posible evaluar la
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concentracion de la dispersion y la presencia de diferentes grupos funcionales en el

NTC en la generacion del biosensor.

a) Estudio de la concentracion de MWNT en la dispersion

Un primer paso es determinar la concentracion de nanotubos en la dispersién que
nos permita obtener el mayor valor de corriente. Como se muestra en la figura 111.37, se
obtiene una sefial correspondiente a la oxidaciéon de ds-ADN en la zona de 1,0 V. Los
valores mas altos de corriente se obtuvieron con una concentraciéon de 1 mg/mL (fig.
[11.37B). Sin embargo la concentracion elegida para trabajar fue 0,5 mg/mL, lo que se
explica porque a esa concentracion de NTC se obtiene un voltamperogramas mas
definido y con una menor corriente capacitiva (fig. 111.37A). La corriente capacitiva hace
mas dificil la medicion de la sefial de oxidacion de ds-DNA, generando, por ejemplo

para 4 mg/mL, una senal dificil de cuantificar.
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Figura lll. 37. (A) Corrientes promedio obtenidas en los voltamperogramas de pulso
diferencial para 45 ppm de ds-DNA, utilizando diferentes concentraciones de NTC
dispersos en PBS 0,2 M pH 7,4. (B) Valores promedio de corrientes obtenidas por VPD

versus concentracion de la dispersion de MWNT en PBS (tzec = 5 min).
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Una vez determinada la concentracion de los NTC en la dispersidn, estudiamos el
efecto del tiempo de acumulaciéon de ds-DNA sobre el electrodo para todas las

muestras.

b) Efecto del tiempo de acumulacién de ADN en la respuesta electroquimica
del sensor

La fig. 111.38 muestra los valores promedio de corriente obtenidos por VPD para la
sefial de oxidacién de las guaninas presentes en ds-DNA, cuando se modifica el

electrodo de carbono vitreo con dispersiones de NL y NC.
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Figura lll. 38. Valores de corriente promedio de 45 ppm de ds-DNA, en funcién del t,
para NL y NC dispersos en PBS 0,2 M pH 7,4. Los valores se obtuvieron por VPD y |a
concentracion de la dispersion corresponde a 0,5 mg/mL.

En ambos casos la sefial del ADN aparece a potenciales cercanos a 1,0 V y la
respuesta en corriente de CV/NL es mayor que la obtenida con los elecirodos
modificados con NC, lo que estaria relacionado con la mayor superficie disponible de
los NL segtin lo visto por andlisis de BET. Este comportamiento se observé a todos los
tiempos de acumulacion estudiados, donde la sefial obtenida con CV/NL es un ~45%

mayor que las sefiales obtenidas por CV/NC. Ademas, se obtuvo un valor constante de
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corriente con el tiempo de acumulacion, con una pequefia disminucion al ... =7 min.
Este resultado muestra que la acumulacion de ds-DNA ocurre muy rapidamente y se
produciria una saturacion de [a superficie electrédica.

La oxidacién de las guaninas del ADN ocurrid en el caso de CV/NC a un potencial
70 mV menor que la observada con NL, lo que indicaria un leve efecto electrocatalitico
de los nanotubos cortos respecto de los largos, debido posiblemente a una mejor
transferencia electrénica en el sistema. Por otra parte, mientras mas sitios defectuosos
tenga la estructura grafitica, mayor es el corrimiento del potencial hacia valores mas
bajos lo que indicaria que estos sitios son los electroactivamente dominantes para la

oxidacién de las guaninas [21].

c) Efecto del tiempo de oxidacion de NC y NL en la respuesta electroquimica
del sensor

Utilizando nanctubos largos se observa una fuerie disminucidn de la corriente
resultante cuando los electrodos son modificados con sus derivados oxidados, NLO3 y
NLOS6 (fig. [1.39A). Con el electrodo CV/NLO3 se observé un maximo de sefial a los 3
min de acumulacién, pero el valor de corriente obtenido corresponde sélo a un 18,2 %
de la obtenida con CV/NL. Cuando la muestra se ha oxidado por 6 h la sefial decae a
4,4 %, y desaparece completamente a los 7 min.

Para los esltudios realizados con los nanotubos cortos (fig. 111.39B) también se
observa una pérdida de sefial al utilizar las muestras oxidadas. En este caso NCO3
presenta sefiales mas altas que su analogo NLO3, en cambio para las muestras

oxidadas por 6 h la sefial es casi la misma.
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Figura lll. 39. Valores de corriente promedio de 45 ppm de ds-DNA, en funcién del t,..
para las muestras oxidadas de diferente longitud. (A) NTC largos, (B) NTC cortos,
dispersos en PBS 0,2 M pH 7,4 con una concentracion de 0,5 mg/mL.

Con la oxidacion aumenta la presencia de grupos funcionales, particularmente de
grupos carboxilicos, lo que hace que la adsorcion del ds-DNA probablemente se vea
bloqueada sobre el NTC. Este bloqueo podria producirse tanto por una disminucién en
el area superficial del NTC, como por repulsiones electrostaticas entre los grupos —
COQ' y los grupos fosfato del ds-DNA. Por otra parte, los nanotubos largos oxidados
depositados sobre el electrodo formarian agregados, lo que disminuiria el area
electroactiva en mayor proporcion que los nanotubos cortos oxidados, esto explicaria

que NCO3 presente mayores valores de corriente que NLO3.

d) Efecto del grupo funcional en la respuesta electroquimica del sensor.
Oxidacion y amidacion de NC

Para estudiar el efecto del grupo funcional sobre en la adsorcion de ADN, se evalué
su respuesta electroquimica utilizando electrodos modificados con las muestras
aminadas (NC+3 y NC+6). En la figura 11140 se resumen dichos experimentos

comparados con los NC sin modificar.
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Las muestras aminadas presentan menores valores de corriente que NC, indicando
que la presencia de grupos funcionales disminuye la adsorcién directa del ds-DNA
sobre el nanotubo, tal como se observé para las oxidaciones. Sin embargo, ambas
muestras, NC+3 y NC+6, presentan un aumento de la corriente con el tiempo de
acumulacion, siendo NC+3 la que presenta mayor sefial a los 7 min que NC, incluso
podria esperarse un aumento de la respuesta si se aumenta aun mas el tiempo de
oxidacion. NC+6 a pesar de tener mas grupos cargados positivamente, presenta
menos valores de corriente que NC+3, lo que podria estar asociado a la menor area
electroactiva que posee comparado con NC+3. Por otra parte, puede atraer moléculas
de ds-DNA que interacciones con mas grupos aminos superficiales, bloqueando la
adsorcion de otras moléculas de ADN. Esto puede observarse a medida que aumenta
el tiempo de acumulacion, la cantidad adsorbida por NC+6 aumenta levemente con el

tiempo, siendo cada vez mayor la diferencia con NC+3.

i (WA

t __(min)
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Figura Ill. 40. Valores promedio de corriente en funcién del t... para los sistemas

aminados dispersos en PBS 0,2 M pH 7,4 con una concentracion de 0,5 mg/mL.
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Comparando todas las muestras en la fig. 1.41, vemos que para NC y sus
derivados oxidados el maximo de corriente se alcanza a un t... de 3 min, pero con las
muestras aminadas la sefial aumenta linealmente en todo el intervalo de tiempo
estudiado. Estos resultados indican que la adsorcién de ds-DNA se ve favorecida
cuando la muestra funcionalizada presenta cargas positivas en su estructura. Cuando
la muestra estd oxidada, como NCO3, la presencia de grupos carboxilicos
desfavoreceria la adsorcion de ds-DNA, sin embargo cuando este grupo es
transformado a un grupo amino, como NC+3, el grupo funcional —-NH" favorece la

adsorcion de ds-DNA, incluso superando la adsorcion de NC cuando el t... es de 7 min.

(fig. Il.41A).
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Figura lll. 41. Efecto del grupo funcional de NC, en la respuesta electroquimica de ds-
DNA. La concentracion de las dispersiones corresponde a 0,5 mg/mL en PBS 0.2 M a
pH 7.4.

e) Reproducibilidad de los electrodos modificados.

En la figura Ill.42A se observa la respuesta electroquimica de ds-DNA sobre un
electrodo modificado con NC. Bajo las mejores condiciones de trabajo determinadas en

los puntos anteriores (concentracion de la dispersion y tiempo de acumulacion), se
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observa la sefial de oxidacion de ds-DNA para cuatro electrodos diferentes,
obteniéndose un coeficiente de variacion del 4%, indicando que la medicion es
reproducible. Por otra parte, como se observa en la fig. Ill.42B, una vez que el
electrodo ha sido utilizado en una primera medicion, no es posible reutilizarlo para una
segunda adsorcién, ya que los valores de corriente caen. Por lo tanto, para cada

medicién se requiere modificar el electrodo de nuevo.
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Figura lll. 42. (A) Voltamperogramas de pulso diferencial de 45 ppm de ds-DNA con
diferentes electrodos modificados con NTC/PBS (0,5 mg/mL), en PBS 0,2 M pH 7.4
con t.. de 3min, (B) Voltamperogramas obtenidos con el mismo electrodo reutilizado.
(C) Valores de corriente promedio en funcién de la concentraciéon de ds-DNA.
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Por dltimo, en la fig. [11.42C vemos que la respuesta electroquimica de ds-DNA es
practicamente independiente de la concentracion utilizada, observandose valores de
corriente entre 4 y 5 pA entre 15 y 90 ppm de muestra. Este resultado indicaria que

este sistema es eficaz para la deteccién de ADN, pero no asi para su cuantificacion.

3.3.3 Electrodos modificados con MWNT dispersos en Cloruro de bencetonio.
Uno de los agentes dispersantes seleccionados para comparar la respuesta
electroguimica de los NTC modificados fue el surfactante catiénico cloruro de
bencetonio (CB). Las dispersiones preparadas mostraron ser homogéneas y estables.
Sin embargo, al introducir el electrodo modificado en la celda electroquimica
conteniendo ADN para su acumulacién, los NTC depositados en su superficie se
desprenden haciendo imposible llevar a cabo las mediciones. Por lo tanto, el uso de
CB como agente dispersante si bien permite obtener dispersiones estables de NTC, no

genera electrodos madificados estables y por ende utiles para construir un genosensor.

3.3.4 Electrodos modificados con MWNT dispersos en Quitosano.

El quitosano es un polimero catidnico capaz de interactuar con moléculas que
tengan cargas negativas como el ds-DNA, mientras los NTC mejoran la transferencia
electrénica en comparacién al electrodo solo con quitosano. Las dispersiones de NTC
con quitosano han mostraron alta estabilidad y capacidad para adsorber ADN una vez
que los electrodos son modificados [56]. A continuacién se presentan [os resultados

comparativos para diferentes NTC dispersos en quitosano.




Resultados v Discusién — Primera parte 98

a) Efecto del tiempo de acumulacién de ds-DNA en la respuesta del sensor

Para determinar si el sistema CV/QUI/NTC adsorbe ds-DNA estudiamos el efecto
del tiempo de acumulacién sobre un electrodo, de esta forma si el ds-DNA es
adsorbido se observarg un aumento de corriente debido a la oxidacion de las bases
guanina a través del tiempo. En la figura I1.43 se observa que la disolucion tampén no
arroja ninguna sefal en todo el potencial aplicado (curva a). Luego de acumular ds-
DNA por 1 min (curva b), aparece una sefial cercana a 1,0 V [a cual incrementa en

forma lineal con el tiempo (curvas c y d).

35
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Figura Ill. 43. Voltamperogramas de pulso diferencial de 45 ppm de ds-DNA en
electrodos modificados con QUINTC (1 mg/mL), el film fue estabilizado con GTA (3%
viv) por 2 s, en tampdn formiato 0,2 M pH 5,0 a diferentes tiempos de acumulacién: (a)
blanco, (b) taee= 1min, (€} taee= 3Min, (d) taee= Smin.

Segln los resultados obtenidos, el incremento en corriente indica que el electrodo
modificado adsorbe ds-DNA, obteniendo la mejor seftal con un tiempo de acumulacion
de 5 min. La adsorcion de ADN sobre la superficie del electrodo podria asociarse, en

primera instancia, a la interaccén de éste con los grupos amino del quitosano a través




.
.'.
- .’l.’ -
.’.
."l
0 T T T T u u T
. 05 06 07 0B 09 10 ff 12 13

Resultados v Discusién — Primera parte 99

de interacciones electrostaticas; sin embargo, el uso de glutaraldehido como agente
estabilizante del polimero puede jugar un rol importante también en la adsorcién [56].
Para estudiar el rol que tienen los NTC en las sefiales obtenidas en la figura 111.43 es

que trabajamos con diferentes nanotubos.

b) Efecto de la longitud del NTC en la respuesta electroquimica del sensor

Para estudiar el efecto de la superficie de los NTC en la respuesta del biosensor se
utilizaron nanotubos largos (NL) y cortos (NC).

La figura l1l.44A muestra los voltamperogramas obtenidos por VPD para la sefial de
oxidacion de guanina cuando se modifica el electrodo de carbono vitreo (CV) con NL y
NC (t.c de 4 min). En ambos casos se observa una sefial a un potencial cercanc a 1,0
V, donde la respuesta en corriente de CV/QUI/NL es mayor a los electrodos

modificados con NC, tal como se observd para los MWNT dispersos en PBS.
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Figura lll. 44. (A) Perfiles voltamperométricos de 45 ppm de ds-DNA sobre electrodos
modificados, con t..c = 4 min. El film fue estabilizade con GTA (3% v/v) por 2 s, en
tampon formiate 0,2 M pH 5,0. () CVW/QUI/NC, (—) CV/QUI/NL. (B) Valores promedio
de corriente en funcién del {... para los sistemas de la figura (A).
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Este comportamiento se observé a distinios tiempos de acumulacion, donde la
sefial obtenida con CV/QUI/NL es mayor que CV/QUI/NC en un ~45%. La maxima
sefal de corriente se obtuvo a los 4 min para ambos electrodos (Figura 111.44B).

Para CV/QUI/NC se observa que la oxidacion de las guaninas ocurre a un potencial
aproximadamente 70 mV mas bajo que con NL, lo que indica una mejor transferencia

electronica en el sistema para los nanotubos cortos.

¢} Efecto de la oxidacion de NTC en la respuesta electroquimica del sensor

La figura lIlL45A muesira las sefiales obtenidas por VPD para las muestras
comerciales largas y corias, oxidadas por 3 h.

) Los NTC de mayor longitud presentan sefiales de corriente mayores que para los
NITC corfos. A distintos tiempos de acumulacidon las sefiales de CV/QUI/NLO3
superaron a los CV/QUI/NCO3 en un 40%, con un maximo de sefial a un t,.. de 5 min
(figura Ill.44B). En [a figura IllL.45A ademas se observa un desplazamiento en el

potencial para C\V/QUI/NLO3 hacia valores mas negativos.

A = B =
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Figura Ill. 45. (A) Perfiles voltamperomeétricos de 45 ppm de ds-DNA sobre electrodos
modificados con muestras oxidadas por 3 h, t... = 5 min. El film fue estabilizado con
GTA (3% viv) por 2 s, en tampdn formiato 0,2 M pH 5,0. (—) CV/QUI/NCO3, (—)
CV/QUINLQS. (B) Valores promedio de corriente en funcion del t,.. para los sistemas
de [a figura (A).
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Comparando estos resultados con los mostrados en Ia figura [il.44, la intensidad de
corriente disminuye con el fratamiento oxidativo, tanto para las muestras cortas como
targas. Esto podria explicarse debido a dos efectos: (1) primero, ios grupos —COO
introducidos con el proceso de oxidacién interaccionarfan con las cargas positivas del
quitosano mejorando la dispersion de los NTC, pero disminuyendo la contribucion
electrostatica del quitosano en la adsorcién de ds-DNA. (2) El segundo efecto estaria
dado por la disminucidn del area superficial de las muestras con el proceso de
oxidacion (observado por andlisis BET), lo que dejaria menos superficie disponible
para la adsorcién de ds-DNA.

Con 6 h de fratamiento oxidativo (fig. 111.46), los NTC presentan mas grupos —
COOH en su superficie, los que neutralizarian mas el film de quitosano y ademas

podrian impedir la adsorcion de ds-DNA por repulsién electrostética.
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Figura Hl. 46. (A) Perfiles voltamperométricos de 45 ppm de ds-DNA sobre electrodos
modificados con muestras oxidadas por 6 h, t.. = 5 min. El film fue estabilizado con
GTA (3% viv) por 2 s, en tampén formiato 0,2 M pH 5,0. (—) CV/QUI/NCO8, (—)
CV/QUI/NLOS. (B) Valores promedio de corriente en funcion del t... para los sistemas
de la figura (A). El analisis estadistico corresponde al Test de Student: (***) Prawe <
0,001, (**) Pvaue < 0,01.
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Adicionalmente, estas muestras presentan menor superficie que las oxidadas por 3
h, lo que también estaria disminuyendo la adsorcién de ds-DNA. La intensidad de
corriente sigue siendo mayor para los electrodos modificados con los nanotubos largos,
pero en este caso sdlo superan a los de menor longitud por un 25%.

Como se observa en los voltamperogramas de la figura 111.46, los valores de
corriente disminuyen al aumentar el tiempo de oxidacién de los nanotubos a 6 h, lo que
puede asociarse a que se introducirian més grupos funcionales a las paredes de los
NTC, desfavoreciendo la adsorcion de ds-DNA sobre el electrodo CV modificado.

En ia tabla 11l.10 se resumen los valores obtenidos de los distintos electrodos
modificados con NTC cortos (NC) y largos (NL), y oxidados a distintos tiempos. Como
se observa, con €l tiempo de oxidacion los valores de corriente obtenidos disminuyen
tanto para NC como para NL. La incorporacion de grupos ~COOH a los nanotubos
dificultaria la adsorcién de ds-DNA, ya sea por la neutralizacion del film, disminuyendo
los puntos de atraccion entre quitosano y ds-DNA, o por repulsion electrostatica de las
cargas negativas de los nanotubos con las cargas negativas de los grupos fosfato de

ds-DNA.

Tabla Hll. 10. Valores promedio de i, y E, para la sefial de oxidacién de guanina,
obtenida con electrodos modificados.

NC NL

towa (hrs.) Ep (V) Ip (HA) Ep (V) Ip (uA)
0 927+4  3,01%0,16 [ 1024 +74 4,79 0,44

3 968114 267007 | 929+6 3,22+0,19

6 964+6 2,09:+012 | 932+4 2,29+£027
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Adicionaimente se hizo un estudio estadistico a todas las muestras, encontrando
para las muestras comerciales (NC y NL) y oxidadas por 3 h {(NCO3) un pyae < 0,001,
lo que indica que todos los valores obtenidos son estadisticamente diferentes. Para las
muestras oxidadas por 6 h, y con un tiempo de acumulacidn de 4 y 5 minutos, se
obtuvo un pywe > 0,05 por lo que ambas muestras NCO6 y NLO6 no presentan
diferencias significativas en los valores de corriente obtenidos.

El coeficiente de variacion para todas las muestras no superd el 10%, valor

aceptado para este fipo de modificaciones.

d) Efecto de la amidacion de NCO3 y NCO6 sobre la respuesta
electroquimica del sensor

Como se observa en la figura il.47, a diferencia de lo observado para las muestras
comerciales y oxidadas, el blanco presenta una sefial cercana a 0,7 V. Al realizar la
adsorcién de ds-DNA a diferentes tiempos de acumulacién no se observa la aparicion
de [a sefial de oxidacion de las guaninas en la zona de 1,0 V, sdlo se insintia a los
tiempos de acumulacién mas altos (5 y 7 min.). La sefial del blanco se mantiene en
todos [os experimentos realizados.

Esta sefial del blanco podria estar asociada a la oxidacién del electrolito soporte, lo
que también ha sido observado para MWNT dispersos en polietilenimina (PEI), que es
un polimero catiénico con grupos —NH;* [115]. Por ofra parte, los grupos amino del
quitosano y de los NTC aminados, podrian estar bloqueados por su interaccién con

glutaraldehido, lo que impediria la adsorcién de ds-DNA.
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Figura lll. 47. Voltamperogramas de pulso diferencial para electrodos modificados con
dispersiones 1 mg/mL de NTC aminados, a diferentes tiempos de acumulacién de 45
ppm de ds-DNA. El film fue estabilizado con GTA, en tampén formiato 0,2 M pH 5,0. (a)
blanco, (b) taee= 1 min, () taee= 3 min, (d) tace= 5 Min, (&) taee= 7 Min.

f) Reproducibilidad de los electrodos modificados.

En la figura II.48A se observa la respuesta electroquimica de ADN sobre un
electrodo modificado con NC disperso en quitosano. Tal como se hizo para la muestra
dispersa en PBS (seccion 3.3.2 e), se tomaron las mejores condiciones de trabajo
determinadas en los puntos anteriores (concentracion de la dispersion y tiempo de
acumulacion), observandose la sefial de oxidacion de ds-DNA para tres electrodos
diferentes con un coeficiente de variacion de la medicién de un 4%, indicando que la
medicién es reproducible.

Por otra parte (fig. 11.48B) una vez que el electrodo ha sido medido no es posible
reutilizarlo para una posterior adsorcién, ya que los valores de corriente caen. Por lo

tanto, para cada medicion se requiere modificar el electrodo de nuevo, tal como se
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debe hacer para las dispersiones con PBS. Por Gltimo, en la fig. 11.48C vemos que
cuando el electrodo es modificado con una dispersion de NTC/QUI la respuesta
electroquimica de ds-DNA es dependiente de |la concentraciéon utilizada, a diferencia de
lo obtenido con NTC/PBS, observandose un aumento de los valores de corriente con la

concentracion hasta alcanzar un maximo en 75 ppm.
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Figura lll. 48. (A) Voltamperogramas de pulso diferencial de 45 ppm de ds-DNA con
diferentes electrodos modificados con NTC/QUI (1 mg/mL), en tampén formiato 0,2 M
pH 5,0 con t,.. de 4 min. El film fue estabilizado con GTA 3% v/v por 2 s. (B)
Voltamperogramas obtenidos con el mismo electrodo reutilizado. (C) Valores de
corriente promedio en funcién de la concentracion de ds-DNA, para NTC dispersos en

quitosano (QUI) y tampén fosfato (PBS) en las condiciones 6ptimas de cada sistema.
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Estos resultados muestran que el uso de un polimero como agente dispersante
disminuye las propiedades intrinsecas de los NTC, ya que la respuesta electroquimica
del sistema es menor que la obtenida con PBS, pero que |a sefial es dependiente de la

concentracion de ds-DNA lo que permitiria una aplicacién cuantitativa.
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SEGUNDA PARTE: Funcionalizacion de MWNT con

ADN y su aplicacion en biosensores de hibridacion
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3.4 FUNCIONALIZACION DE MWNT CON ADN

Las funcionalizaciones realizadas a los nanotubos y su completa caracterizacién
tienen como objetivo final incorporar ADN a la nanoestructura, para ampliar su
aplicacién a biosensores de hibridacion.

El ADN puede unirse a las paredes del NTC en forma covalente y/o no covalente,
siendo dificil hasta el momento poder diferenciar entre ambas interacciones vy
determinar cual de ellas predomina. Para comparar estos sistemas se funcionalizaron
NTC con un oligonucleétido de una hebra 5-CTC-GAT-GAC-TCA-ATG-ACT-CG-3’ (ss-
ODN) por los dos métodos, covalente y no covalente o adsorcién y se analizaron las

muestras mediante espectroscopia UV-visible y técnicas electroquimicas.

3.4.1 Curva de calibracion de ss-ODN
Siguiendo la banda de absorcién caracteristica del ADN a 260 nm [110] se realizd

un estudio con la concentracion del ss-ODN (figura 111.49).
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Figura lll. 49. Curva de calibracion para el oligonucleétido en PBS 10 mM pH 7.4.
Cada medicién fue obtenida con el promedio de tres disoluciones preparadas en forma

independiente.
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El rango de concentracién utilizado fue de 2 a 32 uM, obteniéndose un

comportamiente lineal hasta 16 yM.

3.4.2 Isotermas de adsorcion de ss-ODN

Como se determiné en la primera parte de los resultados, de las muestras oxidadas
con mezcla sulfo-nitrica la que presenta mayor cantidad de grupos carboxilicos es
NLOS8, por lo tanto, se decidié utilizar esta muestra para funcionalizarla con el
oligonucledétido.

Se lievaron a cabo dos tipos de funcionalizaciones: (1) Funcionalizacién covalente
del NTC con ss-ODN a través de [a formacién de un enlace amida (MWNT/ss-ODNcov)
¥y (2) Funcionalizacién no covalente, donde el ss-ODN es adsorbido sobre la superficie
del NTC (MWNT/ss-ODNaps). Para ambas funcionalizaciones se utilizaron diferentes
concentraciones del oligonucledtido y los resultados se presentan como isotermas de
adsorcioén en la figura [11.50.

Cuando la funcionalizacién es covalente (MWNT/ss-ODNcoy) se observa que la
superficie del nanotubo es rapidamente saturada alcanzando un valor constante de 0,2
mmol/g. Esto da cuenta de que la incorporaciéon de ss-ODN al nanotubo se debe
principalmente a la funcionalizacion de los grupos carboxilicos disponibles, y que la
adsorcion del oligonucledtido ocurre en concentraciones muy pequefias. Por otra parte,
cuando el oligonucledtido se adsorbe sobre el nanotubo (MWNT/ss-ODNppg), la
cantidad incorporada aumenta hasta alcanzar un valor constante cercano a 2 mmol/g.
Estos resultados indicarian que cuando no se activan los grupos —COOH para la unién
covalente (esquema I1.3), se favoreceria la adsorcién del ss-ODN sobre las paredes del

nanotubo. Esto ocurriria a través de interacciones de tipo Van der Waals entre las
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bases nitrogenadas de la cadena del oligonucleétido y el nanotubo, independiente de Ia

presencia de grupos funcionales en el nanotubo.
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Figura lll. 50. Isotermas de adsorcién de las funcionalizaciones covalente y no

covalente (o de adsorcién) de NTC con ss-ODN. Concentraciones de ss-ODN
utilizadas: 3,9 -59-79-16y 32 uM, en PBS 10 mM pH 7,4. Tiempo de incubacién:
24 h.

En disolucién acuosa, los MWNT inducirian un cambio conformacional de la cadena
de ss-ODN, lo que permitiria una adsorciéon via interaccion de tipo m-m. Esta
interaccién seria igual para cualquier cadena de ss-ODN, y debido a la flexibilidad de la
misma se observarian diferentes conformaciones sobre los NTC, incluyendo
enrollamientos en diferentes direcciones, formaciones de “loops” [46] y agregados
desordenados sobre la superficie [116]. Estos complejos NTC-ODN se han observado
a través de imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atomica (AFM) [117] y

microscopia electronica de transmision (TEM) [118].




Resultados vy Discusién — Sequnda parte 111

Por otra parte, al activar los grupos carboxilicos, se favoreceria la unién covalente
del oligonucledtido y la cantidad incorporada dependeria solamente de la cantidad de
grupos carboxilicos activados.

En ambos casos se observa una isoterma de tipo L (Langmuir), donde este
comportamiento es mas claro para MWNT/ss-ODNpps. Para este tipo de sistemas la
adsorcion ocurre en superficies planas, homogéneas, la adsorcion es reversible y no
hay interaccion entre las moléculas del adsorbato, es decir, la molécula adsorbida se

comporta de forma ideal [119)].

3.4.3 Electrodos modificados con dispersiones de MWNT/ss-ODN

Se madificaron electrodos de carbono vitreo con dispersiones acuosas de MWNT
funcionalizados con ss-ODN. Estos electrodos se caracterizaron con diferentes
técnicas electroquimicas para estudiar si el tipo de funcionalizacién puede condicionar

la respuesta del biosensor.

a) Voltamperometria de pulso diferencial (VPD)

En [a figura lIl.51 se observa que al aplicar un barrido de potencial a los electrodos
modificados aparece una sefial de oxidacion a un potencial cercano a 1,0 V usando
MWNT/ss-ODNcov como MWNT/ss~-ODNaps.

La sefial a 1,0 V no aparece cuando el electrodo es madificado con MWNT oo, lo
que nos indica que la sefial observada corresponderia a la oxidacién de las bases
guaninas que se encuentran en el oligonucleétido, pero no en el nanotubo oxidado sin

funcionalizar,




Resultados y Discusién — Segunda parte 112

70

CV_MWNT__ .
CV_MWNT/ss-ODN, _

o CV_MWNT/ss-ODN__

50+

i(1A)

40 1

30 +

06 0.8 10 12
E(V)

Figura lll. 51. Respuesta electroquimica de electrodos modificados con dispersiones
de MWNTcoon, MWNT/ss-ODNcoy y MWNT/ss-ODNyps en tampon acetato 0,2 M a pH
5,0. Dispersiones preparadas a 1 mg/mL. Concentracion de ss-ODN para funcionalizar
los MWNT: 7,9 uM.

» Efecto de la concentracion de la dispersién sobre el electrodo

Utilizando la sefial de oxidacion de las guaninas del ss-ODN observada en la fig.
.51, es posible estudiar la respuesta electroquimica del sensor en funcién de la
concentracion de MWNT/ss-ODN en la dispersién. Los resultados se muestran en la
figura 111.52.

De la figura se observa que existe un aumento de la sefial cercano al 80% al
cambiar la concentracion de la dispersion de 05 a 1,0 mg/mL. A mayores
concentraciones no se observa un aumento de la corriente, incluso a 4,0 mg/mL la
sefial decae a valores cercanos a los obtenidos utilizando la menor concentracién. A

partir de estos resultados, se seleccioné 1,0 mg/mL como concentracién éptima para
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los experimentos posteriores, ya que con ella se obtuvo el valor de corriente mas alto y

con menor desviacidon estandar.

i (nA)
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Figura lll. 52. Estudio de la concentracién de la dispersion de MWNT/ss-ODNpapg en
tampdn acetato 0,2 M a pH 5,0. MWNT/ss-ODN funcionalizados con una concentracion
de ODN de 7,9 uyM. Cada medicion fue obtenida con el promedio de cuatro electrodos.

« Efecto de la concentracién de ss-ODN en la funcionalizacién de MWNT

La respuesta electroquimica de los electrodos modificados utilizando MWNT
funcionalizados con diferentes concentraciones de ss-ODN (MWNT/ss-ODNaps) se

presenta en la figura I11.53.
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Figura Ill. 53. Respuesta electroquimica de MWNT funcionalizados con diferentes
concentraciones de ss-ODN por adsorcién: 39 — 5,9 — 7,9 y 32 uM. Dispersiones
preparadas en tampén acetato 0,2 M a pH 5,0 a una concentracién de 1 mg/mL
Tecnica utilizada: VPD. Cada medicidn fue obtenida con el promedio de cuatro
electrodos.
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La grafica muestra un aumento de la corriente con la concentracién de ss-ODN
utilizada para modificar el MWNT. Esto indicaria que al aumentar la cantidad del
oligonucledtido en solucién, mayor es la cantidad adsorbida sobre el NTC Yy, por lo
tanto, mayor la respuesta electroquimica producto de la cantidad de guaninas
disponibles para ser oxidadas, lo que est4 de acuerdo con la isoterma de adsorcion
presentada en la figura 1i1.50.

A modo de comparacion, se llevé a cabo el mismo experimento pero utilizando
MWNT/ss-ODNcoy. En la figura 1Il.54 se presentan los resultados obtenidos con
ambos tipos de funcionalizaciones, observandose que para ambas hay un aumento de
la corriente con la concentracién de oligonucledtidc y que las respuestas

electroguimicas son similares.
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Figura lll. 54. Comparacion de funcionalizaciones covalente y no covalente de NTC
con ss-ODN a través de VPD. Concentracion de las dispersiones: 1 mg/mL en fampén
acetato 0,2 M a pH 5,0. Cada medicién fue obtenida con el promedio de cuatro

electrodos.

En conclusién, por esta técnica electroquimica fue posible detectar la presencia de
$s-ODN en el NTC, pero no fue posible diferenciar entre la unién covalente y Ia

adsorcion de ss-ODN sobre los nanotubos de carbono. Segun lo observado en la
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grafica 111.54, la cantidad de ss-ODN en los MWNT funcionalizados seria la misma,
pero no podemos diferenciar en qué forma se encuentra sobre la superficie. Sélo se
puede evidenciar que cuando el ss-ODN estd unido covalentemente la desviacion

estandar asociada a las mediciones es mayor.

b) Voltamperometria ciclica en PBS

En la figura 1.55 se presenta el perfil ciclo voltamperométrico de electrodos
modificados con MWNT oo, MWNT/ss-ODNcoy y MWNT/ss-ODNps, comparados con

el electrodo sin modificar (CV).
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Figura Ill. 55. Voltamperogramas ciclicos del electrodo solo (CV) y modificado con las
dispersiones de MWNTco0n, MWNT/ss-ODNcoy Yy MWNT/ss-ODNaps en PBS 10 mM
con NaCl 0,1 M a pH 7,4. Concentracién de la dispersién: 1 mg/mL. MWNT
funcionalizados con una concentracion de ss-ODN de 7,9 uM. Velocidad de barrido: 50
mV/s.
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Se observa que el electrodo de carbono vitreo no presenta ninguna sefial
electroquimica en todo el rango de potencial aplicado y ademas tiene una respuesta
capacitiva muy baja. Cuando modificamos la superficie del electrodo con MWNTcoon
observamos un aumento de la corriente de fondo o capacitiva, lo que implica un
aumento del area superficial del electrodo. Ademas, al utilizar estos MWNT se observa
un pico anddico y uno catodico asociados a la reaccién redox de los Acidos
carboxilicos [1086].

Cuando se utiliza MWNT/ss-ODNaps, observamos una disminucion en la corriente
de los picos asociados a los grupos —COOH, sin un desplazamiento de potenciales.
Este comportamiento indicaria que al estar el ss-ODN adsorbido sobre el MWNT, la
superficie del nanotubo expuesta a la solucién disminuye, lo que afecta la cantidad de
grupos carboxilicos disponibles para sufrir un proceso redox; sin embargo, los que si
se encuentran disponibles lo hacen sin cambios energéticos o cinéticos, ya que los
potenciales observados no sufren cambios.

Cuando se modifica el electrodo con MWNT/ss-ODNcoy, Se observa una
disminucién de la corriente, pero ademas un claro desplazamiento de la sefial hacia
potenciales mas positivos (en ~100 mV) y una casi pérdida de la reversibilidad en el
barrido de vuelta. Esta diferencia, con respecto a MWNT/ss-ODN,ps, Se deberia a que
la union covalente del oligonucledtido a través de un enlace amida al MWNT,
disminuye la cantidad de grupos carboxilicos para ser reducidos, y los grupos que
quedan disponibles estarian impedidos para este proceso por la presencia del ss-ODN.

En conclusion, por voltamperometria ciclica es posible observar una diferencia en
la respuesta de los grupos carboxilicos presentes en el MWNT, lo que permitiria
diferenciar [as conformaciones que adopta el ss-ODN sobre la nanoestructura at utilizar

diferentes métodos de modificacion.
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c) Voltamperometria ciclica utilizando un mediador redox

Si el oligonucleétido adopta diferentes conformaciones sobre el MWNT segun el
tipo de funcionalizacion, la respuesta del electrodo frente a un mediador redox
determinado deberia ser diferente dependiendo si favorece o no la transferencia
electrénica. Para esto realizamos voltamperogramas ciclicos utilizando el mediador

redox (Fe(CN)s*/ Fe(CN)s™) (fig. I11.56).
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Figura Ill. 56. Voltamperometrias ciclicas de (Fe(CN)s*/Fe(CN)s*) para dispersiones
de MWNTcoon, MWNT/ss-ODNgoy y MWNT/ss-ODNaps en PBS 10 mM con NaCl 0,1 M
a pH 7,4. Concentracion de la dispersion: 1 mg/mL. MWNT funcionalizados con una
concentracion de ss-ODN de 7,9 uM. Velocidad de barrido de: 50 mV/s.

Los voltamperogramas ciclicos muestran diferentes comportamientos segun el tipo
de funcionalizacién que se realizé con la nanoestructura. Para MWNT/ss-ODNps el par
redox presenta potenciales de pico similares a los obtenidos cuando se utiliza el
electrodo modificado con MWNTcoon, pero la intensidad de corriente disminuye

levemente. Estos resultados estan en concordancia con lo observado en la figura 111.55,
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donde el ss-ODN al estar adsorbido se encontraria sobre el nanotubo disminuyendo el
area superficial electroactiva, pero no interferiria en la cinética de la transferencia
electronica entre el mediador redox y el electrodo.

Por ofro lado, cuando la uniébn es covalente (MWNT/ss-ODNcoy) el
voltamperograma de! par redox pierde reversibilidad en comparacién a las muestras
con MWNTcoon aumentando su AE, desde 117 mV a 150 mV. La intensidad de
corriente disminuye en mayor proporcién que con ss-ODNaps lo que podria deberse a
una menor accesibilidad del mediador redox a la superficie del electrodo producto de
una diferente conformacién adoptadas por las cadenas de ss-ODN al estar unidas en
forma covalente.

En conclusion, la modificacién covalente del MWNT con el oligonuciestido
desfavoreceria la transferencia electrénica del mediador, probablemente por una

disminucion en su accesibilidad hacia el electrodo.

d) Microscopia de barrido electroquimico (SECM)

Con esta técnica se observaron los cambios en la superficie del electrodo al
modificarlo con los diferentes nanotubos funcionalizados.

La fig. 11.57 muestra las imagenes correspondientes al electrodo sin modificar. A la
izquierda se muestra la imagen en 2D y a la derecha, en 3D. Como se esperaba de
acuerdo a la literatura [56] la superficie es homogénea y los valores de corrientes |;

fueron 1,25 veces la j..
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Figura lll. 57. Imagenes SECM (2D y 3D) para electrodo de carbono vitreo sin
modificar en modo feedback. Mediador redox: FcOH 10 mM en PBS 0,2 M pH 7,4.
Velocidad de adquisicién: 1 um/s.

Al evaluar la superficie modificada con MWNT oo (fig. 111.58) sobre la superficie del
electrodo se observan zonas de alta y baja conductividad dando cuenta de una
superficie no homogénea, probablemente debido a la formacién de agregados de

MWNT.

"~ oarso
0.800C
ovase
0.6500
05750
0.5000

] 20 40 L 80

d {um}

Figura Ill. 58. Imagenes SECM (2D y 3D) para MWNTcoon €n modo feedback.
Mediador redox: FcOH 10 mM en PBS 0,2 M pH 7,4. Velocidad de adquisicién: 1 pym/s.
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Cuando los MWNT¢oon fueron funcionalizados covalentemente con ss-ODN se
obtuvo una superficie bastante mas homogénea, lo que indica que hay una
considerable disminucién en la formacién de agregados (fig. 111.59). Esto se explicaria

por una mejor dispersabilidad debido a la presencia del oligonucleétido.
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Figura Ill. 59. Imagenes SECM (2D y 3D) para MWNT/ss-ODN¢oy en modo feedback.
Mediador redox: FcOH 10 mM en PBS 0,2 M pH 7,4. Velocidad de adquisicién: 1 um/s.
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A pesar de que se observa una leve disminucién en los valores de corriente,
comparado con el electrodo de carbono vitreo sin modificar, de igual manera no se
bloquea la transferencia electrénica, lo que coincide con lo observado en los
voltamperogramas ciclicos de la figura I11.56.

La figura Il1.L60 muestra las imagenes obtenidas cuando los MWNT son
funcionalizados en forma no covalente con ss-ODN. En este caso se observa una
superficie completamente homogénea, similar al electrodo sin modificar (fig. 111.57),
pero con valores de corriente inferiores, disminuyendo de 1,25 a valores cercanos a
1,00. Al estar el ss-ODN adsorbido en el nanotubo se cubriria mejor la superficie de
este, permitiendo una mejor dispersion entre ellos ya que se mejora la interaccidon con

el disolvente. Los valores de corriente levemente menores son concordantes con lo
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observado en los voltamperogramas ciclicos, lo que podria deberse a la disposicion

espacial del ss-ODN sobre el nanotubo.
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Figura lll. 60. Imagenes SECM (2D y 3D) para MWNT/ss-ODN4ps en modo feedback.
Mediador redox: FcOH 10 mM en PBS 0,2 M pH 7,4. Velocidad de adquisicion: 1 um/s.

A partir de los resultados obtenidos, en la figura 111.61, se muestran las posibles
conformaciones del oligonucleétido para ambas funcionalizaciones. En ambos casos la
conformacion de ss-ODN seria diferente. Cuando se adsorbe sobre la superficie (fig.
I1.L61A) lo haria de forma desordenada, adoptando una estructura que permita la
interaccion de las bases con las paredes del nanotubo. Por otra parte, cuando ss-ODN
se une covalentemente al nanotubo (fig. II1.61B), la cantidad de oligonucleétido unido
es menor, debido a que depende de la cantidad y disponibilidad de los grupos —COOH.
La unién covalente permitiria cierta flexibilidad a la cadena, por lo que su conformacion

sobre el nanotubo estara dada por su entorno, y no formaria estructuras ordenadas.
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Figura lll. 61. Posibles conformaciones de ss-ODN al funcionalizar MWNT mediante:
(A) adsorcion (MWNT/ss-ODNaps) y (B) unién covalente (MWNT/ss-ODN¢oy).

Lo mas importante es que ambas conformaciones no bloquean la respuesta
electroquimica del sensor. Ademas, la presencia del oligonucleétidc mejora la
dispersion del nanotubo en medio acuoso, lo que permitiria aplicar estos sistemas en

estudios de hibridacion.
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3.5APLICACION DE (MWNT/ss-ODN) EN BIOSENSORES DE HIBRIDACION

Debido a las diferentes conformaciones que adopta el oligonucleétido sobre el
MWNT, al ser adsorbido o unido covalente a él (figura 111.61), se espera que frente a un
proceso de hibridacion ambas muestras presenten diferentes resultados. Los
MWNT/ss-ODN¢oy al estar en contacto con la hebra complementaria se deberian
hibridar, mientras que para MWNT/ss-ODN,ps s6lo se observaria la adsorcion de la

hebra. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron tres oligonucleétidos diferentes:

¢ss-ODN =5 - CTCGATGACTCAATGACTCG -3
*ODN, =5-CGAGTCATTGAGTCATCGAG-3

«ODN, =5 -TATACATCTACATCTACATAT-3

El primero de ellos (ss-ODN) corresponde a la hebra utilizada para funcionalizar
los MWNT (covalente y no covalente), cuya caracterizacion se presenté en la seccion
3.4. El segundo oligonucleétido (ODN.) corresponde a la hebra complementaria de ss-
ODN, con la cual puede hibridarse. Por otra parte, ODN, es un oligonucleétido de una
hebra que no es complementaria de ss-ODN y que ademas de no hibridar, no posee
guaninas en su estructura, asi no contribuye en la respuesta electroquimica del sensor.

Para corroborar la hibridacion de ss-ODN se realizaron dos estudios
electroquimicos. En el primer caso, el proceso de hibridacion se estudié a través de los
cambios en la sefial de oxidacion de las guaninas al incubar los MWNT/ss-ODN con
ambas hebras. En un segundo estudio, el proceso de hibridacion se siguio a través de

la interaccién de un agente intercalante con el oligonucledtido.
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3.6.1 Estudios de hibridacion de MWNT/ss-ODN en tampén fosfato. Seiial de
oxidacion de las bases guaninas

En la figura 11.62 se muestran las respuestas electroquimicas de los electrodos

modificados con MWNT/ss-ODN (covalente y adsorbido), luego de someterlos a

diferentes condiciones de hibridacion.

| ™ MWNT/ss-ODN, P
® MWNT/ss-ODN,,

T 5
I el B B T LT T
------ S S Y

(a) () () ()

Figura 1. 62. Respuesta electroquimica de MWNT/ss-ODN luego de someterse a: (a)
incubacién en PBS, (b) incubacién con ODN,, (c) incubacion con ODN,, (d) incubacién
con ODN, y luego ODN.. Las dispersiones de MWNT/ss-ODN fueron preparadas en
PBS 0,2 M a pH 7,4 a una concentracion de 1 mg/mL Técnica utilizada: VPD. Cada
medicidn fue obtenida con el promedio de tres electrodos.

En la figura 11l.62a, los valores obtenidos corresponden a la incubacién de los
electrodos en PBS (blancos). Para esto, a los electrodos modificados se les hace el
tratamiento de hibridacién pero en celdas que contienen sélo el tampén de trabajo.
Como se observa en la grafica, ambos MWNT funcionalizados arrojan un valor de

corriente que corresponden a la oxidacidn de las guaninas presentes en el
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oligonucledtido. Cuando ss-ODN es adsorbido sobre la superficie del nanotubo
(MWNT/ss-ODNaps), no todas las guaninas quedan disponibles para su oxidacion, por
lo tanto el valor de corriente observado es levemente menor al obtenido cuando la
funcionalizacién es covalente (MWNT/ss-ODNcov).

A continuacion, los electrodos modificados se pusieron en contacto con un
oligonucledtido denominado “hebra de bloqueo” (ODN,, fig. lll.62b). Esta hebra no
contiene en su estructura bases guaninas, de esta forma, si es adsorbida no contribuira
a la corriente total. Los resultados obtenidos muestran dos posibilidades: (1) ODN, no
se adsorberia sobre [a superficie, o (2) ODN, se adsorbe sobre el nanotubo, pero no
produce cambios en [os valores de corriente respecto a los blancos (sistema (a)).

Por otra parte, los electrodos modificados se pusieron en contacto sélo con la hebra
complementaria (ODN,, fig. 111.62c¢). Los resultados de la grafica muestran un aumento
de los valores de corriente para ambos MWNT/ss-ODN (covalente y adsorbido).
Cuando hay hibridaciéon se debe observar una disminucion de la comiente de las
guaninas, ya que al encontrarse dentro de [a doble hélice se dificulta su oxidacion. Los
resultados obtenidos indicarian que ODN, estaria siendo preferentemente adsorbido
sobre la superficie libre de los nanotubos. Los valores de corriente son superiores para
MWNT/ss-ODNeoy, lo que se explicaria por la menor cantidad de ss-ODN que hay en
el nanotubo, dejando mas area superficial libre comparada con MWNT/ss-ODNjps
(figura 111.61).

Finalmente, los elecirodos modificados fueron puestos en contacto con la hebra de
blogueo (ODN,), que cubrira la superficie del NTC y evitara la adsorcién de la hebra
complementaria, y luego, se pusieron en contacto con la hebra complementaria (ODN,)
para que se hibride (fig. 111.62d). En la figura se observa que para MWNT/ss-ODNaps no

hay cambios en los valores de corriente comparados con los sistemas (a) y (b), lo que
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indicaria que la superficie del nanotubo estaria bloqueada por ODN, impidiendo la
adsorcion de la hebra complementaria ODN... Ademas, al no variar los valores respecto
del blanco, daria cuenta de que no hay hibridacién. Por ofra parte, para MWNT/ss-
ODNcov se observa una leve disminucion de la corriente. Estos resultados indicarian
que una vez bloqueada ia superficie, el ODN. no es adsorbido (ya que no hay aumento
en corriente como en (c)) y podria haber hibridacion debido a [a disminucion de la
corriente comparado con su blanco.

Para corroborar que la disminucion en corriente de MWNT/ss-ODN¢oy se debe a la
hibridacion con su complementario ODN., se utilizé un agente intercalante que

reconoce entre una hebra simple (ss-) y doble (ds-) de ADN.

3.5.2 Deteccion de hibridacidén utilizando azul de metileno

El proceso de hibridacién utilizando MWNT funcionalizados con ss-ODN se puede
corroborar estudiando la electroactividad de un agente intercalante que pueda
discriminar entre una hebra hibridada (ds-ODN) y ofra libre (ss-ODN). Uno de los
agentes intercalantes mas ulilizados corresponde a azul de metileno (AM) que
presenta una alta afinidad por las bases guaninas del ADN [68, 120]. El procesoc de
hibridacién puede ser detectado a través de la senal de reduccion de AM, ya que la
accesibilidad del AM hacia [as bases guaninas disminuye en la doble hélice de ds-ODN,
lo que se refleja en una sefial de reduccién de menor magnitud.

En la figura 111.63 se muesiran [as corrientes normalizadas de AM al interactuar con

MWNT/ss-ODNgoy ¥ MWNT/ss-ODNgps bajo dos condiciones diferentes:
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a. ODN,/PBS: Primero, los electrodos modificados fueron incubados con la hebra
de bloqueo (ODN,) y luego se incubaron en PBS (ausencia de la hebra
complementaria). Una vez terminado el proceso, se acumula AM y se evalla su
sefial de reduccion. Con este procedimiento evitamos la adsorcion directa de
AM sobre las paredes del nanotubo (al bloquearla con ODN,;) y el
oligonucledtido queda expuesto como hebra simple (ss-ODN) para interactuar
con AM.

b. ODN,/ODN.: Los electrodos modificados fueron incubados con la hebra de
bloqueo (ODNy) y luego con la hebra complementaria (ODN,) para que hubiera
hibridacion. Una vez terminado el proceso, se acumula AM y se evalla su sefial
de reduccién. Con este procedimiento el oligonucleétido que se hibrida queda

como ds-ODN, por lo tanto, la sefial de reduccion de AM deberia ser menor.

#/77 ODN /PBS

Ly I ODN /ODN,

Corriente normalizada

MWNT/ss-ODN,__, MWNT/ss-ODN,__

Figura lll. 63. Respuesta electroquimica de 20 uM de azul de metileno en PBS 0,2 M
pH 7,4 y NaCl 0,1 M sobre electrodos modificados con MWNT/ss-ODN. Dispersiones
preparadas en PBS a una concentracién de 1 mg/mL. Técnica utilizada: VPD. Cada

medicion fue obtenida con el promedio de cuatro electrodos.
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Como en ambos casos la superficie del nanotubo primero fue bloqueada, para
evitar la adsorcion directa de AM sobre el nanotubo libre, y el electrodo es lavado para
remover el AM adsorbido no especificamente, la corriente observada corresponderia al
AM que interacciona con las guaninas del ss-ODN (barras achuradas figura 11.63).
Luego del proceso de hibridacién, se observa una disminucién de la corriente de AM en
ambos sistemas indicando que la hibridacion ha ocurrido en las dos funcionalizaciones.
Este proceso seria independiente de la conformacién espacial que ha adoptado el
oligonucledétido en el nanotubo y la sensibilidad de la deteccién estaria condicionada a
la estrategia de inmovilizacién; ya que en el caso de la modificacion covalente la
perdida de respuesta fue del 35% y en el caso de la adsorciéon fue del 60%. Estos
resultados podrian explicarse a lo planteado por Pan y col. [72] y que es

esquematizado en la figura 111.64.

(B)

0 2
VININY/

Figura lll. 64. Interaccion de azul de metileno (puntos azules) con ADN. En (A) y (B),
ss-ODN y ds-ODN estan adsorbidos sobre los nanotubos (MWNT/ss-ODNgps),
mientras en (C) y (D) ss-ODN y ds-ODN estan unidos en forma covalente al nanotubo
(MWNT/ss-ODNcov). Las bases guaninas se representan como puntos negros en la
cadena del oligonucledtido. (Adaptacion de la figura mostrada en ref. 72).
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Podemos ver que en la figura II.64A, cuando el oligonucledtido se encuentra
adsorbido sobre una superficie se observa una corriente de reduccion de AM debido a
su alta afinidad hacia las guaninas, a las que puede acceder ficilmente. Sin embargo,
luego de ia hibridacion (fig. 11.64B) las guaninas mas cercanas a la superficie quedan
dentro de [a doble hélice, impidiéndose la interaccion del AM con esas guaninas. Esto
provoca una disminucion en la sefial de reduccién de AM, que en nuestro sistema fue
del 60%. Este comportamiento ha sido observado también por Ozkan y col. [121].

Por ofra parte, cuando el oligonucleétido se encuentra unido en forma covalente (fig.
l1.64, C y D), su conformacidn vertical permitiria que incluso después de hibridarse el
ss-ODN, el AM pueda interactuar con las guaninas. Debido a que la doble hélice
permite la transferencia electrénica, luego de ocurrida la hibridacion, los valores de
corriente no disminuyen considerablemente lo que fue observado en nuestro sistema
donde la pérdida asociada a MWNT/ss-ODN,,, fue del 35%.

Con estos resultados podemos concluir que AM puede interactuar con ss-ODN
independiente de la conformacion adoptada sobre el nanotubo, pudiendo llevar a cabo
estudios de hibridacion en ambos sistemas siendo mds sensible en esta deteccion el
biosensor construido a partir de un oligonucledtido adsorbido sobre el nanotubo de

carbono.
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CONCLUSIONES

Los principales resultados obtenidos en esta Tesis son:

® |a cantidad y tipo de grupos funcionales oxigenados que son incorporados a la
superficie del NTC, depende fuertemente del agente oxidante utilizado y el
tiempo del tratamiento oxidativo.

® La incorporacién de grupos funcionales que generan cargas (negativas o
positivas) no cambia significativamente [a dispersabilidad de los NTC en medio
acuoso, sin embargo si permite generar biosensores de ADN de alta
reproducibilidad y sensibilidad.

® |a respuesta electroquimica del genosensor mejora con la incorporacién de
grupos con cargas positivas en la estructura del NTC, en comparacién a las
muestras oxidadas.

® FEl uso de un polimero como agente dispersante disminuye las propiedades
intrinsecas de los NTC, ya que la respuesta electroquimica del sistema es
menor gue cuando son dispersados en medio acuoso. La sefial es dependiente
de la concentracién de ADN lo que permitiria una aplicacién cuantitativa.

¢ La funcionalizacién covalente yfo no covalente de NTC con oligonucleétidos de
hebra simple, mejora la dispersién del nanotubo en medio acuoso, y permite
generar biosensores para estudios de hibridacion, independiente de la
conformacion adoptada por el oligonucleétido sobre el nanotubo.
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e F| proceso de hibridacién es detectado de forma més eficiente utilizando un
agente intercalante electroactivo, como azul de metileno, que realizando
mediciones directas de oxidacion de las guaninas presentes en el ADN.

® Mediante el uso de azul de metileno se determiné que la funcionalizacién no
covalente de NTC con oligonucledtidos, es mas sensible a la deteccién del
proceso de hibridacion que la funcionalizacién covalente.

Por lo cual podemos concluir que:

(a) Al incorporar cargas positivas al nanotubo es posible generar un electrodo
modificado reproducible y sensible frente a la adsorcién de ADN, sin la necesidad
de utilizar un agente polimérico catiénico.

(b) La sensibilidad de un genosensor para estudios de hibridacion, es dependiente del
método de funcionalizacién utilizado para incorporar el ODN en el nanotubo de
carbono. Bajo nuestras condiciones de trabajo, la mejor respuesta se obtuvo

utilizando un método no covaiente.
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