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l. Alcance geográfico y/o temporal de la Tesis: no aplica 
 
m. Temas tratados en la Tesis (palabras claves): DNAzima peroxidasa, secuencia 

PW17, genosensor, colorimétrico, electroquímico.  

 
n. Resumen en español (hasta 1000 caracteres): 

Este trabajo aporta un estudio de las condiciones de funcionamiento de la DNAzima 

peroxidasa de secuencia PW17 para ser utilizada como generadora de señal en 

genosensores. Estas secuencias de ácido desoxirribonucleico simple cadena (sc-

ADN) adquieren estructuras secundarias específicas, cuartetos de G, que al 

coordinarse con hemina son capaces de catalizar reacciones de peroxidación. Una 

de las aplicaciones más recientes de las DNAzimas peroxidasas es su utilización en 

biosensores, en particular en genosensores, como elemento de señalización de 

modo similar a las enzimas peroxidasas. Por ser secuencias sc-ADN tienen la 

ventaja de que pueden ser incorporadas fácilmente a las secuencias sonda sin 

necesidad de introducir modificaciones químicas y sin perder actividad catalítica al 

ser reutilizadas. 

En esta tesis se estudió, de manera progresiva, la incorporación de PW17 a una 

secuencia sc-ADN sonda para el armado de una capa de biorreconocimiento 

aplicable a genosensores. Se utilizó, como prueba de concepto, una sonda de 

estructura horquilla capaz de activar la función DNAzima, como generadora de 

señal, tras el reconocimiento específico de la secuencia complementaria sc-ADN 

analito. 

 
o. Resumen en portugués (hasta 1000 caracteres): 

Este trabalho fornece um estudo das condições de operação da sequência de 

DNAzima peroxidase PW17 para ser utilizada como geradora de sinais em 

genossensores. Essas sequências de ácido desoxirribonucléico de cadeia simples 

(cs-DNA) adquirem estruturas secundárias específicas, quartetos G, que, quando 

coordenados com a hemina, são capazes de catalisar reações de peroxidação. Uma 

das aplicações mais recentes das DNAzimas de peroxidase é seu uso em 

biossensores, particularmente genossensores, como um elemento de sinalização 
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La mayoría de los biosensores que se comercializan en la actualidad son 

inmunosensores, lo que significa que el biorreconocimiento se da por afinidad entre 

antígenos y anticuerpos. Una desventaja de estos sensores es la necesidad de 

señalizar el evento de reconocimiento, en muchos casos mediante la introducción de 

modificaciones químicas (“etiquetas”). Esto limita las posibles construcciones de la 
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capa de biorreconocimiento y encarece el costo de los dispositivos. Una de las 

“etiquetas” mas utilizadas, sobre todo en ensayos tipo ELISA, es la enzima 

horseradish peroxidasa (HRP) que cataliza la reducción de peróxido de hidrogeno a 

expensas de la oxidación de otro sustrato. Esta reacción genera una señal que suele 

ser detectada por técnicas colorimétricas, aunque también puede ser 

quimioluminiscentes o electroquímicas, siendo su intensidad proporcional a la 

concentración de analito. 

En la década de 1990, con la optimización de la tecnología para la síntesis de 

secuencias sc-ADN, se desarrolló un nuevo grupo de biosensores de afinidad: los 

genosensores. En 1996 Sen et al. reportaron el hallazgo de secuencias sc-ADN 

capaces de formar estructuras secundarias específicas, cuartetos de G. Estas 

estructuras, al coordinarse con hemina, adquieren funcionalidad DNAzima y son 

capaces de catalizar reacciones de peroxidación de forma similar a sus análogos 

enzimáticos. Sin embargo, por ser secuencias sc-ADN, cuentan con la ventaja de 

que pueden ser incorporadas sin necesidad de modificaciones químicas como parte 

de la secuencia sonda, que cumple la función de elemento de biorreconocimiento. 

El presente trabajo tiene por objetivo realizar aportes para la implementación de la 

DNAzima peroxidasa de secuencia PW17 como generadora de señal en 

genosensores. Para ello se presenta un análisis progresivo del funcionamiento de la 

secuencia, incrementando de a poco las variables que lo afectan, de modo de 

reducir la complejidad de los ensayos. En primer lugar, se estudió la reacción de 

peroxidación con la DNAzima libre en solución analizando la señal obtenida por dos 

metodologías de detección: método óptico y electroquímico (capítulo 3). Luego se 

estudió el funcionamiento de la secuencia PW17 como peroxidasa en fase 

heterogénea, inmovilizada sobre superficies de oro y sobre partículas magnéticas 

(capítulo 4). Finalmente, a partir de los resultados previos, se propuso como 

elemento de biorreconocimiento una secuencia sc-ADN (sonda) en estructura 

horquilla capaz de activar la función DNAzima mediante cambios conformacionales, 

tras el reconocimiento específico de la secuencia sc-ADN (analito). Se estudiaron las 

condiciones en las que, en presencia de secuencia analito, ocurre la activación de la 

función DNAzima generándose una señal detectable (capítulo 5).  
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Los resultados de esta tesis aportan conocimiento que podrá ser utilizado como 

punto de partida para el diseño de futuros genosensores, particularmente 

colorimétricos, tema potencialmente relevante en la detección de secuencias 

específicas de ARN o ADN de interés para, por ejemplo, el diagnostico de 

enfermedades virales, bacterianas o para detección de mutaciones genéticas.  
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Capítulo 1   

Introducción 
1.1 Biosensores: características, definiciones y aplicaciones 

La detección selectiva de sustancias de interés ha sido y seguirá siendo un 

tema de gran importancia tecnológica y social que involucra áreas tan variadas 

como diagnóstico clínico, toxicología, alimentos, monitoreo ambiental o 

procesos industriales. La obtención de resultados analíticos precisos y 

confiables es imprescindible para la toma de decisiones que permiten desde la 

disminución de los costos de análisis hasta el diagnostico precoz de 

enfermedades. Las técnicas analíticas se han ido perfeccionando con los 

avances tecnológicos, las primeras que se han desarrollado requieren grandes 

cantidades de muestra, del orden de miligramos, y en muchos casos la 

obtención de resultados confiables depende fuertemente de la habilidad del 

analista. La búsqueda de mejoras en los resultados analíticos ha originado el 

desarrollo de nuevos y sofisticados métodos de análisis con ventajas tales 

como requerir menor cantidad de muestra, ser muy selectivos, sensibles y 

tener bajos límites de detección. Pero también algunas desventajas, como, 

grandes costos de instrumentación, instalación y mantenimiento además de 

requerir personal técnico especialmente entrenado. En muchos casos, y en 

particular cuando se requieren estudios microbiológicos, los ensayos pueden 

tomar horas o hasta incluso días, lo que impide obtener resultados en tiempo 

real. En este contexto adquiere importancia el desarrollo de los biosensores, 

como alternativa a las técnicas instrumentales, por ser dispositivos pequeños, 

sencillos, versátiles, de fácil operación e interpretación y respuesta rápida que 

permiten simplificar la adquisición de información analítica sin renunciar a la 

selectividad y sensibilidad1. 

Es interesante señalar que el desarrollo de los biosensores es relativamente 

reciente y remite a los últimos 70 años. Algunos hitos importantes para este 

campo fueron la puesta en funcionamiento del sensor de oxígeno en sangre de 

Leland C. Clark Jr en 1956 2,3, considerado como el primer biosensor en lograr 

el funcionamiento como tal,  la comercialización del primer biosensor para la 

detección hogareña de glucosa en sangre en 1975 por  la empresa Yellow 
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Spring Instruments4 y el desarrollo del primer biosensor portátil para detección 

de glucosa en 1992 por la empresa I-STAT5. Los avances tecnológicos 

necesarios para poner en funcionamiento los primeros biosensores portátiles 

dieron lugar a progresos notables en el diseño y desarrollo de dispositivos cada 

vez más pequeños, robustos, fáciles de usar e interpretar que continúan 

perfeccionándose constantemente. Las ventajas que poseen frente a las 

técnicas analíticas tradicionales de identificación y cuantificación, 

principalmente el hecho de que no se requiere especialización del operador, la 

posibilidad de diseño portátil y de miniaturización, hace a los biosensores 

ideales para determinaciones in situ tanto en campo como para uso hogareño. 

Las áreas de aplicación son amplias y variadas siendo utilizados principalmente 

para diagnóstico clínico, detección de drogas, toxinas, monitoreo ambiental y 

de calidad alimenticia5,6. 

El principio de funcionamiento de los biosensores se basa en la detección de 

una o más sustancias de manera específica y selectiva transformando 

interacciones biológicas en señales analíticas. Para que esta transformación 

pueda ocurrir se requieren tres partes que deben funcionar conjuntamente: el 

sistema de bioreconocimiento, compuesto de una sustancia de origen 

biológico,  y que cumple la función de reconocer específicamente el analito a 

sensar; la fase de transducción, donde se genera la señal, y la fase de 

detección, donde la señal es procesada y transformada en información 

cuantitativa o semicuantitativa de fácil interpretación7,8. En la figura 1.1 se 

esquematizan las tres partes que conforman un biosensor. Al colocar la 

muestra en el dispositivo, el sistema de biorreconocimiento reconoce 

específicamente al/los analitos de interés, provocando una variación en la fase 

de transducción que es observada como una señal en la fase de detección. 
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Figura 1.1: Esquema de funcionamiento de un biosensor.  
 
Cada una de las partes del biosensor puede estar constituida por diferentes 

elementos. El biorreconocimiento puede ser enzimático, inmunológico o por 

ácidos nucleicos, la transducción puede ser por cambios en la masa, en las 

propiedades eléctricas u ópticas y la detección puede ser másica, 

electroquímica u óptica. La posibilidad de combinación de diferentes 

componentes abre un abanico muy amplio para el diseño de biosensores para 

una infinidad de analitos. 

A continuación, se describen por separado cada una de las partes que 

componen a los biosensores detallando las distintas posibilidades de 

construcción para cada uno de ellos. 

 

1.1.1 El sistema de biorreconocimiento 

El sistema de biorreconocimiento es el componente del biosensor que tiene 

contacto directo con la muestra. Su funcionamiento se basa en la especificidad 

natural de reconocimiento que presentan algunas moléculas de origen biológico 

como por ejemplo enzima-sustrato, antígeno-anticuerpo o pares 

complementarios de ácidos nucleicos. En las últimas décadas también se han 

utilizado moléculas de origen sintético con funcionalidad similar a las 

biológicas9,10. Los sistemas de biorreconocimiento pueden clasificarse según la 

interacción que da lugar al evento de reconocimiento, es decir según el origen 

del elemento de reconocimiento en: enzimáticos, de afinidad o químicos6. 

          El biorreconocimiento enzimático fue el primer sistema en ser utilizado para 

el desarrollo de biosensores por ser bien conocida la habilidad natural de las 

enzimas para formar complejos con un sustrato de modo específico y 

selectivo11. En este caso el sistema de biorreconocimiento funciona también 

como transductor, es decir, al ocurrir el reconocimiento los complejos enzima-

sustrato formados son capaces de catalizar reacciones químicas generando 

cambios detectables (señales directas). La actividad enzimática depende 

fuertemente de las condiciones ambientales como: temperatura, fuerza iónica o 

pH, y de las concentraciones de cofactor e inhibidor. Lo que implica que para el 

buen funcionamiento de este tipo de biosensores resulta fundamental analizar y 

ajustar la composición del medio de reacción. El empleo de enzimas para el 
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armado de la capa de biorreconocimiento presenta algunas desventajas como 

su poca estabilidad, vida media corta y alto costo de producción7,12.  

Un ejemplo de este tipo de dispositivo es el biosensor de glucosa de primera 

generación que se esquematiza en la figura 1.2. En este caso el analito es la 

molécula de glucosa y el elemento de biorreconocimiento la enzima glucosa 

oxidasa. El principio de funcionamiento está basado en la interacción específica 

enzima-sustrato siendo la detección de origen electroquímico. La glucosa se 

oxida en presencia de la enzima, luego ocurre un intercambio electrónico entre 

la enzima y un mediador, en este caso oxígeno, que se reduce generando una 

señal electroquímica directa8.  

 

 

Figura 1.2: Esquema de un biosensor enzimático: biosensor de glucosa de 
primera generación. 
 
En el biorreconocimiento por afinidad el receptor y el analito presentan 

interacciones fuertes y selectivas entre sí. Dentro de esta clasificación se 

encuentran los inmunosensores, cuyo funcionamiento se basa en las 

interacciones entre anticuerpo y antígeno, y los sensores de ADN, basados en 

la interacción entre hebras de ácido desoxirribonucleico (ADN) 

complementarias o entre un aptámero13 y su analito específico. En estos casos 

no se produce una señal directa al ocurrir el evento de reconocimiento, sino 

que es necesario desarrollar la etapa de transducción para señalizarlo. Se han 

aplicado una gran variedad de estrategias de transducción que dependen de 

las características de cada sistema de biorreconocimiento. Una de las 

estrategias más utilizadas, sobretodo en inmunosensores, consiste en 

incorporar un marcador o etiqueta química que, al ocurrir el evento de 

reconocimiento, reacciona para dar señal. Otra estrategia, que no requiere 

etiqueta, consiste en detectar el evento de reconocimientos a partir de las 

diferencias superficiales en ausencia y presencia de analito.  
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Una ventaja de los biosensores de afinidad consiste en que los procesos para 

obtener, aislar y purificar tanto anticuerpos como secuencias de ADN simple 

cadena (sc-ADN) están automatizados resultando más estables y menos 

costosos que en el caso de las enzimas8,14,15,16. 

Inmunosensores: los métodos inmunoquímicos suelen presentar una gran 

capacidad analítica debido a la alta afinidad y especificidad antígeno-anticuerpo 

pero que depende en gran medida del tipo de anticuerpo. La producción de 

anticuerpos requiere procedimientos de inmunización tradicionales que 

implican el uso de animales. Un inconveniente del método radica en el hecho 

de que no es posible producir especificidad de anticuerpos idéntica incluso en 

dos individuos de la misma especie17. Varios estudios han demostrado que la 

inmovilización orientada de los anticuerpos a la superficie del sensor favorece 

la unión del antígeno, lo que aumenta su estabilidad respecto a la que 

presentan en solución18. 

Un ejemplo del reconocimiento antígeno-anticuerpo es el del inmunosensor 

para la detección visual de la infección por enterovirus 71 esquematizado en la 

figura 1.3. El biosensor es capaz de detectar el antígeno de enterovirus 71 

(EV71). El elemento de biorreconocimiento es un inmunocomplejo formado por 

el anticuerpo que reconoce EV71 (anti-EV71 IgM) y otro anticuerpo marcado (G 

Anti-H IgM/HRP) modificado químicamente con una enzima peroxidasa, que 

actúa como etiqueta química. La muestra se coloca en un pocillo al que se 

agrega el inmunocomplejo, peróxido de hidrógeno y TMB (3,3',5,5'-

Tetrametilbencidina). Al producirse el biorreconocimiento, la enzima cataliza la 

reducción del peróxido de hidrógeno a expensas de la oxidación de TMB, que 

vira de incoloro a azul, lo que permite identificar un cambio de color a simple 

vista19. 
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Figura 1.3: Ejemplo de biorreconocimiento antígeno-anticuerpo. Figura 
inspirada en el trabajo de Zhaozhao19. 
 
 
Genosensores: el reconocimiento entre hebras sc-ADN ocurre por 

interacciones entre purinas y pirimidinas, obteniéndose como resultado 

estructuras doble cadena (dc-ADN)20. Las secuencias sonda suelen 

inmovilizarse sobre la superficie del genosensor y reconocen específica y 

selectivamente a la secuencia analito. En la figura 1.4 se esquematiza un 

ejemplo de este tipo de reconocimiento: el principio de funcionamiento del 

genosensor impedimétrico para la detección de cáncer en células de cabeza y 

cuello. Su funcionamiento se basa en la detección de un gen marcador (MGMT 

metilado). La secuencia sonda hibridiza por complementariedad con la 

secuencia analito pudiendo distinguirla de otra con tan solo una base cambiada 

(mismatch). Al formarse la doble cadena, la composición de la superficie del 

biosensor cambia y por lo tanto se modifica el espectro de impedancia21. La 

señal está dada por la diferencia entre los espectros de impedancia antes y 

después del agregado de la muestra. 
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Figura 1.4: Ejemplo de biorreconocimiento entre hebras sc-ADN. Figura 
inspirada en el trabajo de Carr21. 
 
Aptasensores: los aptámeros son secuencias cortas sc-ADN o ARN (ácido 

ribonucleico), oligonucleótidos de menos de 100 nucleótidos, seleccionadas y 

sintetizadas artificialmente (ver sección 1.1.4) para reconocer específica y 

selectivamente al analito con el que forma un complejo. Existe una gran 

variedad de aptámeros que pueden reconocer desde moléculas orgánicas de 

bajo peso molecular, iones metálicos, péptidos o proteínas hasta virus o 

células22. En la figura 1.5 se esquematiza un ejemplo de reconocimiento 

aptámero-analito utilizado en aptasensores: la interacción entre la adenosina 

trifosfato (ATP, C10H16N5O13P3) y el aptámero que la reconoce específicamente, 

de secuencia: 5’-ACC TGG GGG AGT ATT GCG G AG GAA GGT GTC ACA 

(A)10 -3’ 23,24. El evento de reconocimiento da lugar a un cambio conformacional 

de la secuencia aptamérica y a la formación de un complejo “aptámero ATP-

ATP”. Para los aptasensores de ATP se han reportado múltiples estrategias de 

generación de señal, las más comunes están basadas en métodos 

fluorescentes, electroquímicos, quimioluminiscentes y colorimétricos25. 

 

Figura 1.5: Ejemplo de biorreconocimiento aptámero-analito. Figura inspirada 
en el trabajo de Ying23. 
 

Biorreconocimiento químico, en este caso los receptores no son moléculas 

biológicas sino sustancias sintéticas diseñadas de modo que su estructura 
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secundaria y los grupos funcionales involucrados permitan una interacción 

específica y selectiva con el bioanalito. Típicamente son polímeros de 

impresión molecular26, calixarenos27 o nanomateriales28,29. Al igual que para los 

biosensores de afinidad también es necesario desarrollar la etapa de 

transducción. Los receptores sintéticos son más estables que los biológicos, 

tienen un peso molecular relativamente pequeño, y se unen más firmemente al 

analito. Su principal desventaja es su biocompatibilidad relativamente 

baja6,30,31.  

En la figura 1.6 se muestra la construcción de un polímero de impresión 

molecular para la detección de un analito por reconocimiento químico de 

algunos fragmentos específicos. En este ejemplo se utilizó como plantilla parte 

de la molécula analito creando los sitios de reconocimiento mediante su 

eliminación. Al estar en contacto el polímero de impresión molecular resultante 

con la molécula analito los sitios de reconocimiento se unen a fragmentos 

específicos funcionando como un sistema de reconocimiento químico. 

 

Figura 1.6: Esquema de construcción de un biosensor químico cuyo elemento 
de reconocimiento es un polímero de impresión molecular. Figura inspirada en 
el trabajo de Chen26. 
 

1.1.2 La fase de transducción 

Como ya se ha mencionado, la mayoría de los sensores requieren una fase de 

transducción que permita señalizar el evento de reconocimiento. Es necesario 

idear la forma de transformar el reconocimiento en un cambio detectable, para 

eso en muchos casos se recurre al uso de etiquetas químicas que reaccionan 

como consecuencia del evento de biorreconocimiento.  

Las técnicas de transducción más utilizadas son las desarrolladas para los 

ensayos tipo ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay32. Estos ensayos se 
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basan en el concepto de la reacción antígeno-anticuerpo y son adaptables a 

otras construcciones, en particular a los biosensores de afinidad. Pueden ser 

aplicados en análisis altamente sensibles y selectivos para un amplio espectro 

de analitos como por ejemplo antígenos, proteínas, péptidos, ácidos nucleicos, 

hormonas, moléculas orgánicas pequeñas o iones metálicos. Las “etiquetas” 

más comúnmente utilizadas para inmunoensayos son las enzimas fosfatasa 

alcalina (ALP, alkaline phosphatase), peroxidasa del rábano picante (HRP, 

horseradish peroxidase) y β-galactosidasa que catalizan la conversión de 

sustratos cromogénicos, quimioluminiscentes o fluorogénicos. Estas etiquetas 

generalmente son acopladas a anticuerpos y tienen como función la 

señalización del evento de reconocimiento. A partir de la señal generada se 

identifica y/o cuantifica al analito33–35 .  

Los ensayos pueden clasificarse en tres tipos: directos, indirectos o 

competitivos. En el ensayo directo, esquematizado en la figura 1.7, la 

muestra se pone en contacto con una superficie donde el analito queda 

inmovilizado. Luego se agrega una solución conteniendo al elemento de 

biorreconocimiento, modificado químicamente para acoplar una etiqueta a su 

estructura. Al producirse el evento de reconocimiento la etiqueta queda 

inmovilizada y su reacción genera una señal detectable.  

 

 

Figura 1.7: Esquema ensayo directo. 

 

El ensayo indirecto se esquematiza en la figura 1.8. En este ensayo el 

elemento de biorreconocimiento inmovilizado es puesto en contacto con la 

muestra que contiene el analito. Al ocurrir el reconocimiento el analito queda 

inmovilizado selectivamente por interacción con el elemento de 
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biorreconocimiento. Luego se agrega otro elemento, afín al analito, marcado 

con una etiqueta. Al producirse este último evento de reconocimiento la 

etiqueta queda inmovilizada pudiendo ser detectada. A este ensayo se lo 

denomina tipo sándwich debido a que cada etapa puede considerarse como 

una capa. Si bien al aumentar el número de eventos de reconocimiento 

aumenta la sensibilidad también disminuye la especificidad del ensayo 

pudiendo dar falsos positivos o negativos.  

 

 

. Figura 1.8: Esquema ensayo indirecto. 

 

El ensayo competitivo se esquematiza en la figura 1.9. En primer lugar, la 

muestra que contiene al analito es puesta en contacto, en solución, con exceso 

del elemento de biorreconocimiento (mezcla M). De esta forma se produce el 

biorreconocimiento selectivo del analito, pero aún no hay generación de señal. 

Todo el analito disponible se une por afinidad al elemento de 

biorreconocimiento mientras que el exceso del mismo queda libre en solución. 

Por otro lado, sobre una superficie se inmoviliza una sustancia afín al elemento 

de biorreconocimiento, puede ser el analito que se quiere identificar u otra 

sustancia químicamente similar (para simplificar el esquema se lo denominó 

analito*). Se pone en contacto la mezcla M con el analito* inmovilizado, de esta 

manera el elemento de biorreconocimiento en exceso queda inmovilizado por 

su afinidad con el analito*. Se realizan lavados y se agrega nuevamente una 

solución conteniendo elemento de biorreconocimiento, pero en este caso 

marcado con una etiqueta. El elemento marcado reconoce al analito*, de este 

modo la cantidad de etiquetas inmovilizadas dependerá de la cantidad de 

analito* libre que haya quedado en el paso anterior. Cuando mayor sea la 
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concentración de analito en la muestra inicial menor será el exceso de 

elemento de biorreconocimiento sin marcar y menor la cantidad de analito* 

bloqueado, es decir que podrá inmovilizarse mayor cantidad de elemento de 

biorreconocimiento marcado y por lo tanto mayor resultará la intensidad de 

señal33. 

 

Figura 1.9: Esquema ensayo competitivo. 

 

1.1.3 La detección 

El evento de reconocimiento genera un cambio en el sistema que, en la fase de 

detección, es transformado en una señal fácilmente interpretable. En los casos 

en los que el cambio no es directo, que son la mayoría, la señal se genera 

debido a cambios superficiales o a construcciones que incluyen etiquetas como 

marcadores químicos. Existen numerosas técnicas de detección con diferentes 

características. Los detectores más comunes en biosensores suelen ser: 

másicos36, electroquímicos u ópticos siendo los dos últimos los más 

ampliamente utilizados6. La figura 1.10 resume la clasificación de los 

biosensores según los métodos de detección que utilizan y las principales 

técnicas de medición. 
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Figura 1.10: Clasificación de los biosensores según la técnica de detección. 

 

Sensores másicos: se basan en la detección de cambios de la masa sobre la 

superficie del biosensor. Este tipo de detección se emplea principalmente en 

sensores de afinidad. Cuando el analito interactúa con el elemento de 

biorreconocimiento inmovilizado sobre la superficie se produce un cambio 

apreciable de la masa; señalizando el evento de reconocimiento sin necesidad 

de modificar la estructura con etiquetas químicas.  

Se clasifican en piezoeléctricos, acústicos y magnetoelásticos. Los sensores 

piezoeléctricos utilizan pequeños cristales que pueden vibrar a cierta frecuencia 

dependiendo de la señal eléctrica aplicada y de la masa de sustancia 

generando y transmitiendo ondas acústicas que oscilan a una frecuencia de 

resonancia natural. Una variación en la masa sobre la superficie de sensado se 

traduce como una variación en la frecuencia resonante, es decir que permiten 

detectar cambios en la masa a partir del monitoreo de la variación de 

frecuencia. Los sensores de ondas acústicas transforman una señal eléctrica 

de entrada en una onda mecánica o acústica. Dicha onda sufre cambios en su 

velocidad de propagación y/o amplitud debido a algún fenómeno físico, como 

por ejemplo cambios en la masa, elasticidad, conductividad o propiedades 
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dieléctricas. Luego de que ocurre el cambio la onda vuelve a transformarse en 

una señal eléctrica de salida. La diferencia entre las señales de entrada y 

salida se relaciona directamente con el cambio físico37. El dispositivo de ondas 

acústicas más común es la balanza de cristal de cuarzo (QCM) que utiliza el 

principio piezoeléctrico como fenómeno físico, aprovechando las características 

del cristal de cuarzo. 

Los sensores magnetoelásticos están compuestos de cintas ferromagnéticas 

amorfas con alta resistencia mecánica a la tracción. Su funcionamiento es 

similar al de los sensores piezoeléctricos, al aplicar un campo magnético se 

genera una frecuencia resonante sobre la cinta ferromagnética, al producirse el 

biorreconocimiento esta frecuencia se ve alterada generándose una diferencia 

de señal38–40.  

 

Sensores electroquímicos resultan extremadamente atractivos debido a la 

amplia variedad de reacciones redox que pueden emplearse para la generación 

de señal. Este tipo de dispositivos son de rápida respuesta, sencillos de operar 

y proporcionan una notable sensibilidad y selectividad. El instrumental 

requerido es simple, y permite diseñar sistemas analíticos portátiles y 

automatizados6. Este tipo de biosensores requieren muy poca energía y 

pueden ser producidos a bajo costo41. Además, operan con pequeños 

volúmenes de muestra y permiten el análisis de sustancias coloreadas. Se han 

desarrollado biosensores electroquímicos basados en las diferentes técnicas: 

amperométricos, potenciométricos, conductimétricos e impedimétricos42,43.  

- Los sensores amperométricos son los más ampliamente utilizados por ser 

robustos, sensibles y selectivos8,12. La corriente medida tras aplicar un 

potencial constante resulta proporcional a la concentración de las especies 

presentes en la muestra que sean electroactivas a dicho potencial. La 

detección amperométrica es utilizada comúnmente en sensores biocatalíticos y 

de afinidad debido a su simplicidad y bajo límite de detección. Si en vez de 

aplicar un potencial constante el mismo es barrido en un rango establecido las 

técnicas se denominan voltametrías siendo las más aplicadas las voltametrías 

cíclica, de pulso diferencial y de onda cuadrada. Como respuesta se obtienen 

picos de corriente cuya altura máxima resulta proporcional a la concentración 

de analito, además el rango de potencial donde se observa señal aporta 
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información significativa ya que es una característica cualitativa del 

sistema1,10,39,42.  

-Los sensores potenciométricos se basan en la medición del potencial de una 

celda electroquímica. Ejemplos comunes son el electrodo de vidrio para pH y 

los electrodos selectivos de iones. Estos sensores utilizan una celda 

electroquímica con dos electrodos de referencia para medir el potencial a 

través de una membrana que reacciona selectivamente con el ion de interés. 

Pueden ser convertidos en biosensores inmovilizando sobre la membrana un 

elemento biológico como enzimas, antígenos o anticuerpos siempre y cuando 

al ocurrir el evento de reconocimiento se genere un ion detectable por el 

electrodo utilizado42. 

-Los sensores conductimétricos se basan en el monitoreo de los cambios en la 

conductividad eléctrica del medio de reacción como consecuencia del evento 

de biorreconocimiento. Esta detección se utiliza principalmente para 

biosensores enzimáticos o sistemas biológicos vivos como microorganismos y 

organelas debido a que la conductividad del medio se ve incrementada durante 

los procesos metabólicos44. Estos sensores suelen no ser específicos y tienen 

una mala relación señal / ruido, por lo que son poco utilizados45.  

-Sensores impedimétricos. La espectroscopia de impedancia electroquímica 

(EIS) es una técnica de caracterización que proporciona información eléctrica 

en el dominio de frecuencia. Esta técnica permite modelar un proceso que 

ocurre en una celda electroquímica usando combinación de resistencias (R) y 

capacitancias (C), es decir, la respuesta de corriente producida por el sistema 

electroquímico puede interpretarse como un circuito RC equivalente. 

La impedancia electroquímica se determina generalmente aplicando un 

potencial de corriente alterna a una celda electroquímica y midiendo la 

corriente que atraviesa la celda. Para obtener un espectro de impedancia, se 

aplica una pequeña señal de excitación de corriente alterna (típicamente 5-10 

mV) al sistema dentro de un cierto rango de frecuencia, obteniendo así una 

respuesta de corriente alterna para cada valor de frecuencia analizado. 

Debido a su capacidad de sondear directamente las propiedades interfaciales 

de un electrodo modificado, la técnica es utilizada como una herramienta para 

estudiar los eventos de biorreconocimiento en la superficie del electrodo, en 

particular es utilizada en el campo de los sensores de afinidad 
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(inmunosensores, aptasensores y genosensores). El elemento de 

biorreconocimiento se encuentra inmovilizado sobre la superficie del electrodo, 

la diferencia entre los espectros de impedancia antes y después de la 

interacción con el analito puede relacionarse con la concentración del mismo.  

Es una técnica simple, rápida, de bajo costo y que no requiere etiquetas 

químicas6,42,46. 

 

Sensores ópticos se basan en la determinación de cambios en las 

propiedades ópticas del sistema como consecuencia del evento de 

biorreconocimiento. Principalmente existen dos tipos de biosensores ópticos: 

los colorimétricos y los que se basan en cambios que ocurren en la propiedad 

óptica intrínseca de la biomolécula como resultado de su interacción con el 

analito. Tales cambios pueden ocurrir en la absorción, emisión, polarización, 

luminiscencia, en la resonancia de plasmón superficial (SPR) o dispersión 

combinatoria de luz (efecto Raman); en general se requieren detectores 

complejos y costosos. 

La mayoría de los sensores ópticos reportados son colorimétricos y requieren 

etiquetas (sustancias colorimétricas o luminiscentes) unidas covalentemente a 

la biomolécula para generar la señal9,47,48. Los sensores colorimétricos, resultan 

fáciles de usar y permiten realizar determinaciones a simple vista, sin 

necesidad de equipamiento, aportando una respuesta cualitativa o 

semicuantitativa. También es posible obtener una respuesta cuantitativa 

utilizando instrumental relativamente sencillo y robusto como colorímetros, 

espectrofotómetros o fluorímetros6,49. Este tipo de detección es especialmente 

adecuada para determinaciones in situ50. 

 

1.2 ADN como elemento de biorreconocimiento 

Para este trabajo de tesis fueron de particular interés los biosensores cuyo 

sistema de biorreconocimiento está basado en interacciones por afinidad, 

específicamente el objeto de estudio fueron los sensores de ADN.   

Los sensores de ADN, comenzaron a desarrollarse en la década de 1990 a 

partir de que se perfeccionaron los procesos de síntesis en fase sólida de 

cadenas cortas sc-ADN (oligonucleótidos)39,51,52. Actualmente este 
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procedimiento es bien conocido y existen varias empresas dedicadas a la 

comercialización de oligonucleótidos sintetizando las secuencias a pedido.  

La síntesis en fase sólida consiste en alargar la cadena por agregado de 

fosforamiditas de nucleósidos repitiendo en ciclos los pasos sintéticos 

específicos. En la figura 1.11 se esquematiza un ciclo completo. El primer 

monómero de la cadena se encuentra unido a un soporte sólido del cual será 

separado una vez finalizada la síntesis. Los grupos funcionales reactivos de 

cada nucleósido se encuentran derivatizados de modo de protegerlos 

químicamente para poder controlar la formación de las uniones fosfodiéster en 

los posteriores pasos de síntesis. Los grupos aminos exocíclicos son 

protegidos con grupos lábiles en medio básico (B-Gp). Mientras que los 

hidroxilos del carbono 5´ son protegidos por dimetoxitritilo (DMTr), lábil en 

medio ácido.  

En el primer paso (detritilación), se elimina el grupo protector DMTr. A 

continuación (activación), se activa un monómero de fosforamidita que se 

acopla a través del grupo hidroxilo libre del nucleósido ligado a la fase sólida 

mediante una unión triesterfosfito. En el tercer paso (oxidación) el triésterfosfito 

se oxida para dar un átomo de fósforo pentavalente característico del enlace 

fosfato de los ácidos nucleicos mientras que los nucleósidos compatibles que 

no hayan reaccionado son enmascarados mediante acetilación para evitar que 

se formen productos secundarios no deseados en el siguiente ciclo 

(enmascaramiento). Finalmente, un nuevo paso de eliminación del grupo 

protector DMTr permite el comienzo del siguiente ciclo. Una vez que se 

completa el ensamblado de la cadena de oligonucleótidos, todos los grupos 

protectores son removidos para dar lugar a la secuencia oligonucleotídica 

deseada, el oligonucleótido es liberado de la fase sólida, y la secuencia es  

habitualmente purificada por cromatografía53,54. 
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Figura 1.11: Ciclo de síntesis de oligonucleótidos en fase sólida. Figura 
cortesía de Belén Ponce55. 
 

La síntesis de secuencias oligonucleotídicas en fase sólida también permite la 

incorporación de diferentes grupos funcionales tanto en el extremo 5´ de la 

secuencia a partir del empleo de fosforamiditas modificadas, como en el 

extremo 3´ a partir de modificaciones químicas en el soporte sólido. Esos 

grupos funcionales son de interés para el armado de capas de 

biorreconocimiento de biosensores ya que otorgan funcionalidades que no 

están presentes en los oligonucleótidos naturales. Entre las modificaciones 

más comunes se encuentran la incorporación de linkers, por ejemplo: grupos 

amino, biotina o tiol, que permiten la interacción oligonucleótido-superficie y por 
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lo tanto su inmovilización o la de fluoróforos y quenchers que cumplen la 

función de etiquetas químicas39,56. 

Entre las funcionalidades que puede presentar una secuencia oligonucleotídica 

sintética, una de las más interesantes es la de actuar como aptámero. Los 

aptámeros son secuencias cortas sc-ADN o ARN que se unen a ligandos 

específica y selectivamente. La secuencia específica que reconoce cada 

ligando se obtiene a partir del método de SELEX (Systematic Evolution of 

Ligands by Exponential Enrichment), esquematizado en la figura 1.12. Este 

método consiste en exponer al ligando inmovilizado (analito para el que se 

desea hallar la secuencia aptamérica) a una biblioteca combinatoria de 

oligonucleótidos de entre 1012 y 1015 secuencias al azar (obtenidas por síntesis 

en fase sólida), y realizar múltiples rondas de selección (generalmente entre 6 y 

18) eluyendo entre cada una, eliminando las secuencias que no quedan unidas 

específicamente y amplificando la secuencia que reconoce específicamente al 

analito. De esta forma se enriquece la biblioteca con la secuencia que presenta 

mayor afinidad por el analito en cuestión13. 

 

 

Figura 1.12: Esquema del método SELEX. Figura inspirada en el trabajo de 
Chen57. 
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Como ya se ha mencionado, los avances tecnológicos para la síntesis de 

secuencias oligonucleotídicas en fase sólida y la optimización del método de 

SELEX fueron los que permitieron el desarrollo de los sensores de ADN entre 

los que se encuentran los genosensores y los aptasensores.  

Los genosensores utilizan como elemento de biorreconocimiento sondas sc-

ADN inmovilizadas. El reconocimiento se basa en los procesos de unión 

específicos que dan lugar a la formación de híbridos de ADN-ARN o ADN-ADN.  

La formación de dobles cadenas de ácidos nucleicos es el resultado de dos 

tipos de interacción: el apareamiento de bases complementarias por puentes 

de hidrógeno y el stacking entre pares de bases paralelas en el interior de las 

cadenas. En relación con las interacciones puente de hidrógeno, si bien la 

interacción canónica es la de Watson-Crick (figura 1.13), también existen otro 

tipo de apareamientos que han sido reportados tanto en la naturaleza como en 

construcciones sintéticas. De hecho, es posible encontrar 31 modos de aparear 

bases neutras con alta eficiencia. Entre ellos se encuentra el apareamiento 

Hoogsteen (encontrado en triples hélices de ADN y varios ARN) o el 

apareamiento Wobble (común en el ARN), entre otros. 

La eficiencia y estabilidad de las interacciones entre secuencias 

complementarias hacen posible el diseño de genosensores donde la secuencia 

analito es reconocida por la secuencia sonda entre una mezcla de hebras sc-

ADN no complementarias con alta sensibilidad, de modo que son capaces de 

discriminar mutaciones de una sola base39. 

 

 
Figura 1.13: Interacciones puente de hidrogeno Watson-Crick. A: adenina y G: 
guanina (purinas) T: timina, C: citosina y U: uracilo (pirimidinas). 
 

Los aptasensores utilizan aptámeros como elemento de biorreconocimiento, 

estos presentan una gran especificidad y selectividad por el ligando. Al ser 

aislados in vitro pueden seleccionarse para unirse específicamente a cualquier 
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ligando, incluso moléculas pequeñas con baja inmunogenicidad o alta 

toxicidad. Estos ligandos pueden ir desde moléculas orgánicas de bajo peso 

molecular, iones metálicos, péptidos o proteínas hasta virus o células50,58–60.  

El mecanismo de funcionamiento y los diseños para el armado de la fase de 

biorreconocimiento y las estrategias de transducción y detección reportados 

para sensores de ADN poseen muchos puntos en común con los reportados 

previamente para inmunosensores, debido a que estos han sido los primeros 

en haberse desarrollado y comercializado. Sin embargo, las secuencias 

oligonucleotídicas presentan algunas ventajas sobre los anticuerpos que 

permiten plantear sistemas más robustos. Los oligonucleótidos son 

químicamente más estables y mucho más pequeños que los anticuerpos, 

permiten su incorporación en dispositivos con mayor densidad superficial que 

las biomoléculas de mayor tamaño. Pueden resistir numerosos ciclos de 

desnaturalización y renaturalización térmica sin perder la capacidad de unión, 

mientras que los anticuerpos desnaturalizados generalmente no pueden ser 

renaturalizados. Tanto la hibridación doble cadena como la interacción 

aptámero-analito son reversibles, lo que permite el diseño de biosensores 

reutilizables61.  

La posibilidad de incorporar, durante la síntesis en fase sólida, una gran 

variedad de modificaciones químicas facilita tanto la inmovilización de las 

secuencias sonda como el acoplamiento de etiquetas químicas que permitan la 

generación de señales colorimétricas, fluorescentes, quimioluminiscentes o 

electroquímicas pudiendo acoplar el biorreconocimiento a un amplio abanico de 

métodos de transducción. Ejemplos de esto son los sistemas de detección 

utilizados en ensayos tipo ELISA desarrollados para inmunosensores que 

pueden ser aplicados en genosensores y aptasensores ya sea utilizando 

enzimas para la generación de señal o reemplazándolas por etiquetas químicas 

o por cambios estructurales62,63. En este sentido, las estructuras secundarias 

de las cadenas pueden diseñarse en forma racional para sufrir cambios 

conformacionales que, en presencia del analito, posibiliten numerosos 

esquemas de transducción de señales64.  
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1.2.1 Aplicaciones de los biosensores 

La gran variedad de combinaciones disponibles de fases de 

biorreconocimiento, transducción y detección da lugar a infinidad de posibles 

diseños en el campo de los biosensores. Es tal su versatilidad que son 

empleados para una enorme diversidad de aplicaciones como la detección de 

organismos causantes de enfermedades y contaminantes de alimentos, 

investigación forense, monitoreo medioambiental51, diagnóstico de 

enfermedades infecciosas,  identificación de mutaciones genéticas, detección 

de fármacos43, estudios biológicos y microbiológicos, entre otras50,60,61. En 

particular en el campo de la medicina existe una necesidad urgente de 

dispositivos exactos, rápidos y económicos que puedan utilizarse para aportar 

información confiable sobre los parámetros bioquímicos ya sea, para 

mediciones de rutina en el hogar, como por ejemplo glucosa en sangre, o en 

centros de salud tanto para diagnóstico (por ejemplo detección de virus o 

bacterias en fluidos corporales) como para emergencias (por ejemplo detección 

de biomarcadores cardíacos que permitan advertir de forma inmediata 

alteraciones en la función cardíaca)18. Esto quedó demostrado particularmente 

durante la pandemia por la enfermedad de coronavirus (covid-19) causada por 

el virus SARS-CoV-2. Ante una enfermedad altamente contagiosa y 

desconocida fue de suma importancia tener herramientas de diagnóstico para 

recabar datos epidemiológicos y tomar decisiones político-sanitarias de modo 

de evitar el colapso de los sistemas sanitarios. Los biosensores para detección 

y diagnóstico de coronavirus jugaron un rol esencial en este caso. En Argentina 

el sistema científico-tecnológico y los organismos de control tuvieron la 

capacidad de responder muy rápidamente con el desarrollo de diferentes test 

de respuesta rápida, interpretación sencilla y que pudieran ser aplicados e 

instalaciones de relativa baja complejidad, sin necesidad de equipamiento 

complejo de laboratorio65. Se desarrollaron y comercializaron al menos cuatro 

test de los cuales dos entran en la clasificación de inmunosensores y los otros 

dos son “test PCR”66. 

En la Tabla 1.1 se describe sintéticamente el funcionamiento de los cuatro test 

desarrollados en Argentina. 
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Tipo de biosensor 
Nombre del test 

Principio de funcionamiento 

INMUNOSENSOR 
 

Detección de 
inmunoglobulinas IgG y/o 

IgM en sangre 

 
COVID-AR67  

ELISA indirecto que utiliza la enzima HRP como 
etiqueta química. La detección es colorimétrica 
(por espectrofotometría) y permite cuantificar 

anticuerpos en sangre. 
 

 
FarmaCovTest68 

Ensayo inmunocromatográfico de flujo lateral 
con detección colorimétrica a ojo desnudo. 

 

PCR 
 

(Polymerase Chain Reaction) 
 

La retrotranscripción y 
amplificación del ARN viral 

se lleva a cabo por la técnica 
de LAMP en muestras de 
hisopado nasofaríngeo u 

orofaríngeo 

 
NEOKIT COVID-1969 

La detección ocurre junto con la amplificación, 
en un único paso operativo, por un método 
colorimétrico cualitativo, observándose un 

cambio de color a simple vista. 
 

 
ELA-CHEMSTRIP70 

Utiliza una técnica de amplificación mejorada 
totalmente desarrollada en Argentina ELA® 

(Easy Loop Amplification). La detección 
colorimétrica se lleva a cabo en una segunda 

etapa mediante un ensayo 
inmunocromatográfico. 

 
Tabla 1.1: Principio de funcionamiento de los test para covid-19 desarrollados 
en Argentina. 
 

Algunos de estos test fueron puestos a disposición de los centros de salud en 

menos de 60 días. La velocidad con que se lograron los desarrollos es una 

muestra de la relevancia del campo de investigación.  

Los principios de funcionamiento de los test mencionados, así como los de 

otros biosensores, pueden ser ajustados para la detección de distintos 

anticuerpos o ARN virales. Esto no es solamente una ventaja, sino que 

evidencia la necesidad y la importancia del desarrollo de estrategias tanto de 

biorreconocimiento como de transducción y detección, que puedan acoplarse al 

armado de diferentes dispositivos de forma urgente para la detección de 

nuevos analitos. Tal como sucedió durante la pandemia por SARS-CoV-2. El 

hecho de que la mayoría de los test se basaron en inmunoensayos evidencia 
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un mayor desarrollo de las investigaciones en esta área, lo que es de esperar 

porque lleva varias décadas de implementación. Para la detección de 

enfermedades por virus, los sensores de ADN podrían ser una buena 

alternativa sobre todo para diagnóstico. El ADN que se obtiene a partir del 

tratamiento de la muestra, la retrotrascripción del ARN viral y amplificación 

podría ser identificado, por ejemplo, a partir de la interacción con su hebra 

complementaria, utilizando el principio de funcionamiento de genosensores. 

Todavía hay mucho por explorar y desarrollar, siendo un campo de 

investigación con grandes perspectivas. 

Más allá de los ejemplos puntuales para el diagnóstico de covid-19, los 

biosensores en general presentan varias ventajas frente a otras técnicas de 

detección y cuantificación. Son altamente específicos, lo que minimiza posibles 

interferencias, son precisos y sensibles; permitiendo la cuantificación de 

analitos en muy baja concentración, debajo de micromolar incluso llegando a 

picomolar. Permiten interpretar los resultados de manera directa y sencilla. 

Además, es posible miniaturizar tanto los dispositivos como la muestra a 

analizar aumentando su aplicabilidad. Normalmente no es necesaria la 

preparación de las muestras ya que pueden ser diseñados de forma de evitar 

interferencia eliminando el efecto de matriz61, por lo que pueden emplearse en 

entornos muy sucios60. La gran mayoría de los desarrollos de biosensores 

funcionan muy bien para la detección in vitro. La detección in vivo o dentro de 

tejidos aún se encuentra en una etapa muy inicial y requiere más investigación 

de métodos y materiales novedosos para la transducción de señales61. Un 

punto a tener en cuenta para mejorar el rendimiento de los biosensores es el 

efecto de la inmovilización en el funcionamiento de la biomolécula. En este 

contexto adquieren relevancia las características de los materiales que se 

utilizan como superficie de inmovilización y su combinación con 

nanomateriales10.  

  

1.3 Peroxidasas y generación de señal  

Clásicamente el método ELISA emplea proteínas como etiquetas para la 

generación de señal. En particular la más utilizada en biosensores es la 

peroxidasa del  rábano picante (HRP),34,71,72 por su estabilidad, facilidad para 
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ser conjugada con inmunoglobulinas y para la detección de los productos de 

reacción por métodos colorimétricos.  

Al ser una hemoproteína, utiliza hemina como cofactor y es capaz de catalizar 

reacciones redox bisustrato con peróxido de hidrógeno H2O2 como oxidante, 

junto con  un segundo sustrato susceptible de ser oxidado. Su funcionamiento 

se esquematiza en la figura 1.14. Entre los sustratos más comúnmente 

utilizados en aplicaciones analíticas se encuentran los colorimétricos como 

TMB (3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina) que vira de incoloro a azul al oxidarse, y 

ABTS (Sal diamónica del ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) 

que vira de verde claro a verde-azulado oscuro al oxidarse, y los 

quimioluminiscentes como luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona)73.  

 

Figura 1.14: Esquema del funcionamiento de la enzima HRP como generadora 
de señal. 
 

El uso de enzimas como etiquetas generadoras de señal presenta algunas 

desventajas. Tanto su preparación como purificación resultan laboriosas y 

costosas, además los cambios de temperatura afectan a la actividad catalítica 

acotando su efectividad74. Con el objetivo de hallar etiquetas más estables, 

económicas y de fácil conjugación a los transductores, se han desarrollado una 

gran variedad de compuestos no proteicos con actividad similar a la de las 

enzimas peroxidasas. Estos compuestos van desde sales férricas a diferentes 

metaloporfirinas75. De hecho, la hemina es capaz de catalizar reacciones de 

peroxidación por sí misma, aunque en niveles mucho más bajos que los de las 

enzimas que la utilizan como cofactor76. Entre los compuestos con actividad 

similar a las de las peroxidasas se han identificado algunas secuencias sc-

ADN. Estas secuencias fueron aisladas por el método SELEX como aptámeros 

específicos para porfirinas63. Lo que motivó la búsqueda del aptámero capaz de 

reconocer hemina fue la relevancia de la “teoría del mundo ARN” que, entre 
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sus hipótesis, postula que una secuencia simple cadena podría funcionar como 

catalizador de reacciones químicas77. Los complejos aptámero-hemina 

resultaron ser muy estables y presentaron una actividad peroxidasa mayor a la 

de hemina libre75. Se encontró más de una secuencia capaz de unirse 

específicamente a hemina, todas tenían en común un alto porcentaje de 

guanina (G)78,79 lo que les permite formar estructuras terciarias específicas, 

denominadas cuartetos de G, en las cuales las guaninas se encuentran 

conectadas mediante interacciones puente de hidrógeno del tipo Hoogsteen. 

Estas estructuras se esquematizan en la figura 1.15. 

 

 

Figura 1.15: Estructura cuarteto de G. 

 

La estabilidad de estas estructuras está muy ligada a la concentración de 

algunos cationes, en particular es indispensable la presencia de ion potasio 

(K+) en el medio para estabilizar la estructura cuarteto de G75,78,80. El K+ se 

intercala entre dos estructuras cuarteto de G interactuando con los oxígenos de 

las guaninas para formar un quelato, tal como se esquematiza en la figura 

1.16. 

 

Figura 1.16: Estabilización de los cuartetos de G por ion potasio (K+). 
 

En 1996 Sen et al.79 reportaron que entre las secuencias aisladas por SELEX la 

que presentó mayor actividad catalítica fue la denominada PS2.M que consta 

de 18 nucleótidos: 5´- GTG GGT AGG GCG GGT TGG - 3´. Casi una década 

más tarde, en 2004, Pavlov et al.47 diseñaron una nueva secuencia ajustando y 
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acortando PS2.M. Esta secuencia, denominada PW17, consta de 17 

nucleótidos: 5´- GGG TAG GGC GGG TTG GG-3´81. En la figura 1.17 se 

esquematizan las estructuras de las secuencias PS2.M y PW17 indicando las 

estructuras cuarteto de G formadas.  

 

 

Figura 1.17: Estructuras de las secuencias PS2.M y PW17 indicando los 
cuartetos de G formados. 
 

Ambas secuencias tienen la capacidad de coordinarse con hemina formando 

“DNAzima peroxidasa”, es decir que pueden catalizar reacciones de 

peroxidación bisustrato con H2O2 como oxidante y un sustrato que resulta 

oxidado de forma similar a las peroxidasas enzimáticas. Li et al. 200981 

demostraron que la velocidad catalítica de PW17 es mayor a la de PS2.M. En 

la figura 1.18 se esquematiza la reacción catalizada por la DNAzima 

peroxidasa de secuencia PW17 en un medio acuoso con K+ y hemina. 

 

 

 

Figura 1.18: Esquema de la reacción de peroxidación catalizada por la 
DNAzima peroxidasa de secuencia PW17 en medio acuoso con K+ y hemina.  
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Las DNAzimas peroxidasas comenzaron a ser utilizadas para aplicaciones 

bioanalíticas hace dos décadas, aunque todavía continúan estudiándose 

nuevas aplicaciones debido a su gran versatilidad. El uso de secuencias sc-

ADN en biosensores en lugar de proteínas aporta muchas ventajas como ser 

mayor termoestabilidad, facilidad de síntesis y menor costo de producción74. La 

incorporación de DNAzimas peroxidasas a la secuencia de reconocimiento del 

analito favorece la generación directa de la señal, cumpliendo la misma función 

que HRP en ELISA pero sin necesidad de modificar la estructura del elemento 

de biorreconocimiento para introducir etiquetas químicas50. Al igual que HRP, la 

DNAzima peroxidasa es capaz de catalizar la peroxidación de diversos 

sustratos, pudiendo generar señales de diferente naturaleza: fluorescentes80,82, 

quimiluminiscentes47, electroquímicas83,84 o colorimétricas73,85. La mayoría de 

los sensores reportados son colorimétricos ya sea de respuesta cualitativa 

observable a simple vista o cuantitativa midiendo absorción74. Es interesante 

señalar que en los últimos años se incrementaron los desarrollos de 

biosensores electroquímicos que utilizan DNAzima peroxidasa para la 

generación de señal aprovechando la actividad redox de los sustratos. En estos 

casos suelen utilizarse electrodos serigrafiados (ver Capítulo 2), en lugar de 

las celdas de tres electrodos, ya que permiten disminuir el volumen de muestra 

(menos de 100 µL) a la vez que contribuyen con una respuesta de fácil 

interpretación y reducción de costos siendo la producción de estos sensores 

rápida, simple y económica86. 

 

1.4 DNAzima peroxidasa como parte del elemento de biorreconocimiento 

La actividad catalítica de las DNAzimas requiere la formación de estructuras 

secundarias o terciarias bien definidas y la alteración de tales estructuras 

puede desactivarla. Esta propiedad fue aprovechada para construir sensores 

que funcionan activando la función DNAzima en presencia de analito y 

desactivándola en ausencia del mismo87. Una manera de lograr ese efecto es 

diseñar la fase de biorreconocimiento de modo que la secuencia que forma 

DNAzima se encuentre inicialmente dividida en dos partes inactivas capaces de 

reensamblarse en presencia del analito. Un ejemplo de esta estrategia es el 

aptasensor colorimétrico para detección de cocaína desarrollado por Luo et al. 

201950 que se esquematiza en la figura 1.19. La fase de biorreconocimiento 
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consta de una sonda de ADN multimódulo (el aptámero se encuentra dividido 

en dos segmentos). La secuencia DNAzima también se encuentra dividida en 

dos segmentos, en presencia de la molécula de cocaína (analito) la 

construcción se ensambla para dar lugar al aptámero de cocaína y a la 

estructura cuartetos de G con funcionalidad DNAzima peroxidasa. Se produce 

la oxidación de ABTS a expensas de la reducción de H2O2 dando lugar a la 

señal colorimétrica50. 

 
Figura 1.19: Esquema del aptasensor colorimétrico, Luo et al. 201950. 
 

Otras estrategias que se basan en la activación de la función DNAzima 

mediante la manipulación de la estructura secundaria, pero sin necesidad de 

dividir la secuencia, utilizan el concepto de ensayo de tipo indirecto. En este 

caso la secuencia sonda, inmovilizada sobre una superficie, se diseña de forma 

tal que un segmento de su secuencia sea complementario al analito. 

Adicionalmente se requiere otra secuencia sc-ADN que contenga dos 

segmentos con diferente funcionalidad: uno complementario al analito y otro 

capaz de formar DNAzima peroxidasa. Un ejemplo de esta estrategia es el 

genosensor quimioluminiscente desarrollado por Pavlov et al. 2004, que se 

esquematiza en la figura 1.20. El elemento de biorreconocimiento consiste en 

una secuencia sc-ADN, en parte complementaria a la secuencia analito, 

inmovilizada sobre una superficie de oro. Una vez producido el evento de 

reconocimiento se une a la construcción otra hebra sc-ADN también 

parcialmente complementaria al analito. Esta última es capaz de formar 

DNAzima peroxidasa y generar una señal quimioluminiscente en presencia de 

H2O2 y luminol47.  
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Figura 1.20: Esquema del genosensor quimioluminiscente, Pavlov et al. 
200447. 
 

Otra manera de controlar el encendido de la señal en presencia de analito 

consiste utilizar secuencias sonda que adquieran estructuras secundarias de 

tipo tallo-horquilla (stem-loop). En ausencia de analito el sistema permanece 

apagado. Tras la unión del analito la estructura horquilla-tallo se abre, 

permitiendo la activación de la función DNAzima y la generación de señal73.  

Un ejemplo de esta estrategia es el genosensor electroquímico desarrollado 

por Shi et al. 201588 que se esquematiza en la figura 1.21. El elemento de 

biorreconocimiento consta de una secuencia sonda inmovilizada sobre una 

superficie de oro. Esta secuencia tiene un segmento autocomplementario y se 

encuentra inicialmente en estructura de horquilla. En presencia del analito se 

produce el biorreconocimiento dando lugar a la formación de estructura doble 

cadena y la horquilla se desarma quedando libre el extremo capaz de formar 

estructuras cuartetos de G y coordinar hemina, activando la función DNAzima 

peroxidasa.  Luego, en presencia de H2O2 y TMB se produce la reacción de 

oxidación y la señal electroquímica se determina por voltametría de pulso 

diferencial (VPD)88. 

 

 

Figura 1.21: Esquema del genosensor electroquímico, Shi et al. 201588. 
 
Estas construcciones son algunos ejemplos de las estrategias que pueden 

emplearse para el diseño de fases de reconocimiento utilizando secuencias sc-
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ADN acopladas a DNAzima peroxidasa como generadora de señal a partir de 

la reacción de peroxidación con diferentes sustratos. En los ejemplos puede 

observarse claramente la principal ventaja de la DNAzima peroxidasa frente a 

las peroxidasas enzimáticas, no es necesario acoplar etiquetas químicas, sino 

que la misma secuencia sonda es diseñada de forma tal que sea capaz de 

generar señal. Además, en cuanto a la posibilidad de inmovilización, las 

secuencias sc-ADN son muy versátiles. La síntesis en fase sólida permite 

introducir grupos funcionales típicamente tioles, carboxilos, aminos o biotina 

capaces interaccionar fuertemente con diferentes superficies6. 

La principal desventaja del uso de DNAzimas para la generación de señal en 

biosensores radica en que su actividad catalítica es menor que la de HRP, lo 

que implica menor sensibilidad y mayor límite de detección. Para compensar 

esa diferencia se han desarrollado diferentes técnicas que buscan conseguir un 

aumento de la señal, por ejemplo la amplificación isotérmica de la secuencia 

analito89, la amplificación de la señal a partir del diseño racional de la secuencia 

sonda de modo que las estructuras secundarias o terciarias  admitan la 

formación de DNAzimas múltiples, o la inmovilización sobre diferentes soportes 

con el objetivo de obtener mayores densidades superficiales de secuencia 

capaz de activar la funcionalidad DNAzima peroxidasa73. Sin embargo, a pesar 

de los esfuerzos por optimizar el funcionamiento de las fases de 

biorreconocimiento y las condiciones de reacción, aun no se ha logrado 

alcanzar las intensidades de señal obtenidas a partir de la actividad enzimática 

de la HRP. Todavía es necesario seguir investigando el funcionamiento de 

estos biosensores para optimizar su funcionamiento, robustez y la eficiencia de 

la actividad peroxidasa de la DNAzima como generadora de señal80.  

 
1.5 Técnicas electroquímicas como método de detección de sustrato 

oxidado por catálisis con DNAzima  

En la última década hubo un gran avance en el diseño y armado de 

biosensores electroquímicos que aprovechan las reacciones de peroxidación 

para generar señal, entre ellos los sensores que utilizan TMB o ABTS como 

sustrato de la DNAzima peroxidasa. El funcionamiento suele ser muy similar 

para todos los sensores de este tipo, en presencia del analito ocurre la 

oxidación el sustrato. Mediante alguna técnica electroquímica se obtiene una 
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señal proporcional a la cantidad de sustrato oxidado y por lo tanto a la 

concentración de analito. En general, las técnicas de detección aplicadas en 

biosensores electroquímicos de afinidad son las de potencial controlado: 

cronoamperometría y voltametrías90. La elección de la técnica electroquímica 

para la medición de sustrato oxidado a partir de la catálisis por DNAzima 

peroxidasa no resulta trivial ya que depende de las características del sistema y 

su interacción con la superficie del electrodo utilizado. El primer paso para la 

elección de la técnica de medición consiste en realizar un estudio exploratorio 

por voltametría cíclica (V.C) para obtener información sobre el comportamiento 

electroquímico del sistema, varios trabajos han reportado este tipo de análisis 

exploratorio. Dos ejemplos de esto son los trabajos publicados por Crew et al. 

200791 y Chen et al. 201192. En el primero, Crew et al. 2007, figura 1.22 (A), se 

comparan las señales obtenidas por V.C. para TMB oxidado por la reacción de 

peroxidación en medio levemente ácido (curva a) y luego de la acidificación del 

medio (curva b). En medio levemente ácido se observan dos picos en sentido 

reductivo y dos en sentido oxidativo mientras que en medio fuertemente ácido 

se observa un pico en sentido reductivo y uno en sentido oxidativo con una 

diferencia de potenciales adjudicable a una reacción reversible con intercambio 

de dos electrones. A partir de ese estudio exploratorio por V.C., se optó por 

realizar las mediciones en medio fuertemente ácido, ya que en estas 

condiciones la señal presenta picos más definidos lo que resulta más favorable 

para propósitos analíticos. Los autores eligieron como técnica de medición la 

cronoamperometría (C.A.), ya que permite controlar el potencial de modo de 

medir únicamente el TMB oxidado en la catálisis evitando la oxidación 

electroquímica y tiene como ventaja que requiere instrumental sencillo y de 

bajo costo91. En el trabajo publicado por Chen et al. 2011, figura 1.22 (B), se 

reportó la señal de TMB oxidado medida por V.C. únicamente en medio 

levemente ácido. Se analizó la señal para cada etapa de construcción del 

sensor. Las señales (a y e) corresponden a la respuesta obtenida en el medio 

de reacción para la reacción de peroxidación, en la foto del inserto se muestra 

la coloración que adquiere el medio de reacción, un color azul más intenso 

implica mayor cantidad de TMB oxidado. Según los autores al barrer el 

potencial en sentido reductivo el pico de 0,25 V aumentó al aumentar la 
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actividad catalítica (a y e), también decidieron utilizar C.A. como técnica de 

medición, a potencial fijo sin acidificar el medio92.  

 

 

Figura 1.22: A) señal por V.C. de TMB luego de la reacción de peroxidación. a) 
en medio levemente ácido b) luego de acidificar el medio. Figura inspirada en 
la reportada por Crew et al. 200791 B)  señal por V.C. de TMB para diferentes 
etapas del armado del biosensor a) Capa de biorreconocimiento del biosensor 
con agregado de analito (activación de la DNAzima inmovilizada) b) electrodo 
de oro desnudo c) y d) construcción del biosensor en ausencia de analito (sin 
activación de la DNAzima peroxidasa) e) DNAzima en solución (inserto: imagen 
que muestra la coloración que adquirió la mezcla de reacción en cada etapa). 
Figura inspirada en la reportada por Chen et al. 201192. 
 

Los ejemplos anteriores muestran que no hay un método unificado para realizar 

la medición electroquímica de TMB oxidado, en algunos casos se optó por 

realizar la determinación luego del agregado de ácido, en medio fuertemente 

ácido, y en otros se midió directamente la mezcla de reacción en medio 

levemente ácido. La elección de la técnica empleada para la etapa de 

detección del biosensor tampoco está unificada, lo cual se ve reflejado en 

numerosas publicaciones. A continuación, se discuten cuatro ejemplos (figura 

1.23), todos tienen en común que son biosensores cuya capa de 

biorreconocimiento en presencia de analito da lugar a la activación de la 

DNAzima peroxidasa obteniéndose TMB oxidado como producto. Para los 

trabajos que reportaron relación señal vs concentración de analito se determinó 

que la misma resultó logarítmica. 

Yuan et al. 2020 diseñaron un genosensor para la detección de Cronobacter 

sakazakii. La técnica de detección fue cronoamperometría (C.A.), figura 1.23 

(A), y se llevó a cabo luego de detener la reacción en medio fuertemente 



Capítulo 1 - Introducción 

 33

ácido93. Chen et al. 2020 diseñaron un genosensor para la detección de 

microARN asociado al cáncer de páncreas. La detección se realizó también en 

medio levemente ácido por voltametría de onda cuadrada (V.O.C.)94, figura 

1.23 (B). La señal presentó dos picos muy juntos y poco definidos, para llevar a 

cabo la cuantificación del analito se determinó la variación de corriente del pico 

a 0,26 V. Shi et al. 2015 desarrollaron un genosensor para detectar un 

segmento del ADN del virus de la hepatitis B. La detección se llevó a cabo en 

medio levemente ácido por voltametría de pulso diferencial (V.P.D), figura 1.23 

(C)88.  Yu et al. 2015 desarrollaron un genosensor para la detección de ADN del 

virus de influenza aviar A (H7N9). La detección también se llevó a cabo en 

medio levemente ácido por V.P.D, figura 1.23 (D)84. En ambos casos se 

observó un solo pico bien definido. Al aumentar la concentración de analito se 

observó el corrimiento del pico hacia menores potenciales. 

 

 

Figura 1.23: Medición de TMB oxidado por reacción catalizada por DNAzima 
peroxidasa (A) señales por C.A. medio fuertemente ácido en presencia (curva 
a) y en ausencia (curva b) de analito93. (B) Señales por V.O.C. en medio 
levemente ácido para diferentes concentraciones de analito 0,001 nM a 1 nM y 
en ausencia del mismo94. (C) Señales por D.P.V. en medio levemente ácido 
para diferentes concentraciones crecientes de analito entre 5 pM (curva b) a 
500 nM (curva m) y en ausencia del mismo (curva a)88. (D) Señales por D.P.V. 
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en medio levemente ácido para diferentes concentraciones crecientes de 
analito entre 10 fM (curva b) a 5 nM (curva k) y en ausencia del mismo (curva 
a)84. 
 

Este análisis bibliográfico fue la base de la elección de la técnica de medición 

electroquímica que se discute posteriormente, en el Capítulo 3. 

 
1.6 Estudio de la secuencia PW17 para su aplicación en genosensores 

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo central investigar el uso de la 

DNAzima peroxidasa PW17 como generadora de señal en construcciones 

aplicables a genosensores. Se analizaron el funcionamiento de la DNAzima 

peroxidasa como elemento transductor y la detección de la señal por métodos 

óptico y electroquímico. Como fase de transducción se diseñó un sistema 

sonda que adquiere estructura horquilla en ausencia de secuencia analito y que 

es capaz de activar la función DNAzima en presencia del mismo.  

El funcionamiento de este sistema es dependiente de la actividad catalítica de 

la DNAzima peroxidasa y son muchas las variables que pueden afectarla tanto 

al momento de formación de las estructuras secundarias como a la reacción de 

peroxidación en sí. Para facilitar el estudio del sistema se realizó un análisis 

progresivo de su funcionamiento, desde las condiciones de reacción para la 

catálisis en solución, pasando por la inmovilización de la secuencia PW17 y 

hasta el funcionamiento del sistema de biorreconocimiento inmovilizado. 

 Cada parte del análisis se desarrolló en un capítulo de forma de facilitar el 

relato. 

En el Capítulo 3 se desarrolló el estudio de las condiciones de reacción de la 

DNAzima libre en solución. Se estudiaron puntualmente las condiciones 

necesarias para la generación y detección de la señal. Si bien se han publicado 

condiciones de reacción para la catálisis por DNAzima peroxidasa, son muchas 

las variables a tener en cuenta y que es necesario poner a punto para cada 

sistema en particular80. Se analizaron diferentes variables para la reacción, 

tales como composición del medio y concentración de las sustancias 

involucradas en la reacción de peroxidación, en particular los sustratos, y se 

pusieron a punto las metodologías de medición. Se analizó la detección 

colorimétrica y la electroquímica y sus rangos de aplicación. Ambas 

metodologías son ampliamente utilizadas en biosensores por ser el 
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instrumental requerido robusto, fácil de usar y económico. Además, estas 

técnicas permiten miniaturizar el sistema de detección y posibilita la conexión a 

instrumental portátil para determinaciones in situ86. La detección colorimétrica 

resulta particularmente atractiva porque permite observar cambios a ojo 

desnudo pudiendo obtener de forma fácil y rápida información cualitativa del 

sistema que es de gran utilidad en la etapa de análisis y desarrollo. 

La incorporación del sistema de biorreconocimiento a un dispositivo tiene que 

garantizar su actividad catalítica y la accesibilidad del analito al sitio de unión. 

Es por eso que el proceso de inmovilización toma gran relevancia en el 

desarrollo de un biosensor. En este sentido, luego del estudio en solución, se 

comprobó el funcionamiento de la DNAzima como generadora de señal tras ser 

inmovilizada, es decir en fase heterogénea. En el Capítulo 4 se estudiaron 

estrategias de inmovilización de la secuencia PW17 y su funcionamiento en 

estas condiciones. Se utilizó la secuencia con dos modificaciones diferentes en 

el extremo 5´, biotina y disulfuro, con el fin de comparar dos estrategias de 

inmovilización: la interacción estreptavidina-biotina sobre partículas magnéticas 

y el enlace covalente tiol-oro sobre láminas del metal16. Una vez comprobado el 

funcionamiento de la DNAzima inmovilizada se ajustaron las condiciones de 

reacción para mejorar la generación de señal. 

La última etapa de este trabajo consistió en estudiar y optimizar el armado y 

funcionamiento de una capa de biorreconocimiento capaz de activar la función 

DNAzima peroxidasa, en presencia de analito, aplicable a genosensores. Se 

empleó una secuencia que adquiere estructura horquilla en ausencia de analito 

y que es capaz de adquirir funcionalidad DNAzima peroxidasa en presencia del 

mismo88.  

En el Capítulo 5 se desarrolló el estudio del funcionamiento de la capa de 

biorreconocimiento en sí. Para tener un mayor control de las variables en una 

primera etapa se estudió el comportamiento de la capa de biorreconocimiento 

en solución en presencia y ausencia de secuencia analito. En una segunda 

etapa se estudió la interacción sonda- analito en fase heterogénea.  
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Capítulo 2  

Materiales y métodos 
2.1 Introducción 

Este capítulo se organizó en tres secciones. En la primera se listan los 

reactivos, se describe la composición química de las secuencias 

oligonucleotídicas, los materiales, consumibles y el instrumental utilizados 

durante todo el desarrollo del trabajo experimental. En la segunda se describen 

detalladamente las condiciones experimentales en las que fueron llevados a 

cabo los diferentes ensayos y mediciones. En la última se discuten los 

conceptos teóricos básicos de las metodologías y técnicas instrumentales 

aplicadas. 

 

2.2 Reactivos, materiales e instrumental utilizados para el desarrollo 

experimental 

 

2.2.1 Reactivos 

 ABTS (Sal diamónica del ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico) 98%, Sigma-Aldrich) 

 Ácido cítrico (p.a. 99%, Merck) 

 Ácido etilendiaminotetracético (EDTA 98,0%, Sigma-Aldrich) 

 Ácido sulfúrico (H2SO4 95-97% p.a., Merck) 

 Agua ultra pura (18,2 MΩ.cm, equipo Millipore Simplicity) 

 Citrato de sodio dihidrato (trisodio 2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilato 

dihidratado p.a., Riedel de Haën) 

 Cloruro de magnesio hexahidrato (MgCl2.6H2O p.a., Merck) 

 Cloruro de potasio (KCl p.a., Merck) 

 Cloruro de sodio (NaCl p.a., Sigma-Aldrich) 

 Dimetilsulfóxido (DMSO, p.a., Aberkon Química) 

 Ferrocenometanol (Hidroximetil ferroceno 97%, Aldrich) 

 Fosfato diácido de sodio (NaH2PO4 p.a., Merck) 

 Fosfato monoácido de sodio (Na2HPO4 p.a., Merck) 

 Hemina (97,0%, Aldrich) 
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 Hepes (Ácido 4-(2-Hidroxetil) piperazina-1-etansulfónico 99,5%, Sigma) 

 Hidróxido de amonio (solución de amoníaco, 25% p.a., Merck) 

 6-Mercapto-1-hexanol (MCH, 97%, Sigma-Aldrich)  

 Nitrato de sodio (NaNO3, 99,0%, Sigma-Aldrich) 

 Peróxido de hidrógeno 10 volúmenes (H2O2 10 V, Dampharma, 

medicinal) 

 Peróxido de hidrógeno 30% (H2O2, 30% p.a., Anedra) 

 3,3´,5,5´-Tetrametilbencidina (TMB, 99%, Aldrich) 

 Tris (hidroximetil) aminometano clorhidrato (TRIS, 99,0% grado reactivo, 

Sigma) 

 Tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato (TCEP, Sigma-Aldrich) 

 Tritón X-100 (4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol grado 

laboratorio, Sigma) 

 

2.2.2 Secuencias oligonucleotídicas  

Las secuencias fueron sintetizadas a pedido, purificadas por cromatografía 

líquida (HPLC) y liofilizadas. Una vez en el laboratorio se prepararon soluciones 

de concentración entre 200 y 600 µM, (ver sección 2.3.1) en agua ultra pura y 

se almacenaron a -20°C. En la tabla 2.1 se especifican las secuencias 

utilizadas. 

 

Denominación 
secuencia 

Modificación en 5´ 
Secuencia 

5´ - 3´ 
Proveedor 

“Dz” 
(PW17)1 

 
_ 

 
GGG TAG GGC GGG TTG GG 

 
17 bases 

IDT, EE.UU 

“T-Dz” 

HO-(CH2)6-S-S-
(CH2)6- 

 
Tiol C6 S-S 

TTG GGT AGG GCG GGT TGG G 
 

19 bases 

Sigma, 
Alemania 

“B-Dz” 

C5H5O(NH)2S(CH2)4

CONH(CH2)6 

 
Biotina 

TTG GGT AGG GCG GGT TGG G 
 

19 bases 

Ruralex, 
Argentina 
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“sonda” 

C5H5O(NH)2S(CH2)4

CONH(CH2)6 

 
Biotina 

CCG CCC TAT AGT TGC GGC 
TGC GGA TAT GGT AGT TGC 
GGT TTT GGG TAG GGC GGG 

TTG GG a 
 

59 bases 

Ruralex, 
Argentina 

“analito” _ 

CCG CAA CTA CCA TAT CCG 
CAG CCG CAA CTA 

 
30 bases 

Ruralex, 
Argentina 

a Subrayado: segmentos autocomplementarios. Negrita: secuencia PW17. 

Tabla 2.1: Secuencias oligonucleotídicas utilizadas. 

 

2.2.3 Materiales utilizados en el desarrollo del trabajo experimental 

Electrodos serigrafiados: Electrodos impresos por la técnica screen printed 

(figura 2.1)2. 

Electrodos serigrafiados de área 1 mm2 (ES1): electrodo de trabajo tinta de 

grafito, 1 mm2. Electrodo auxiliar tinta de grafito, electrodo de pseudoreferencia 

tinta de plata. 

 Electrodos serigrafiados de área 7 mm2 (ES7): electrodo de trabajo tinta 

de grafito, 7 mm2. Electrodo auxiliar tinta de grafito, electrodo de 

pseudoreferencia mezcla de tintas de plata y grafito y cloruro de plata 

(Ag/AgCl/C).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1: Electrodos serigrafiados (A) ES1 y (B) ES7. Se indica la posición de 
los electrodos de trabajo, referencia y auxiliar y la zona donde se coloca la 
alícuota de muestra. 
 
En la figura 2.2 se muestra la conexión entre los electrodos y el potenciostato 

por medio de un cable con conector USB. El electrodo es introducido en el 
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conector USB de modo tal que quede en contacto con los pines del mismo 

mientras que el otro extremo del cable cuenta con conectores compatibles con 

los terminales del potenciostato. Para llevar a cabo las mediciones se utilizaron 

alícuotas de 30 µL para los electrodos ES7 y 20 µL para ES1 de modo tal de 

asegurar la cobertura total de la celda y mantener una gota bien armada.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2: Conexión mediante cable USB del electrodo serigrafiado al 
potenciostato.  
 
Partículas magnéticas: Se emplearon partículas de dos marcas comerciales 

diferentes. Ambas se encuentran dispersas en un medio líquido, tienen un 

diámetro de aproximadamente 1 μm y la superficie recubierta con 

estreptavidina lo que posibilita la inmovilización de oligonucleótidos modificados 

con biotina.  

 Partículas P: “Streptavidin MagneSphere Paramagnetic Particles”, 

Promega. Ref Z5481. Consisten en un núcleo paramagnético cubierto 

con estreptavidina. La suspensión contiene 1 mg de partículas cada 1 

mL. La capacidad de unión a oligonucleótidos es de aproximadamente 

de 1 nmol por miligramo de partículas3.  

 Partículas I: “Dynabeads M-280 streptavidin”, Invitrogen. Ref: 11206D. 

Consisten en gránulos uniformes y superparamagnéticos rodeados por 

una monocapa de estreptavidina unida covalentemente a la superficie, 

bloqueada mediante albúmina de suero bovino (BSA). La suspensión 

contiene 10 mg de partículas cada 1 mL. Tienen una capacidad de unión 

a oligonucleótidos de aproximadamente de 0,2 nmol por miligramo de 

partículas4.  

ELECTRODO 

CONECTORES 

POTENCIOSTATO 
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Oro policristalino: Láminas de oro de alta pureza (99,99%) de 

aproximadamente 20 mm de largo y 7 mm de ancho, en las que se realizó una 

cavidad que permite contener 25 μL de solución. En la figura 2.3 se muestra 

una imagen de las láminas conteniendo la mezcla de reacción. 

 

 
 

Figura 2.3: Imagen de las láminas de oro policristalino con cavidad que permite 
contener 25 μL de solución “mezcla de reacción”. 
 
Alúmina, Metrohm partículas de 0,3 µm de diámetro para pulir las superficies 

de oro.  

 

Tubos cónicos, Extragene con tapa para PCR de 200 y 500 µL. 

 

Tubos cónicos, Molecular BioProducts y Thermo Scientific con tapa para 

microcentrífuga de 1,5 y 2 mL.  

 

Cubetas plásticas, Brand 1,5 mL de 1 cm de camino óptico. 

 

2.2.4 Instrumental 

Agitador vortex, VI-2. CK-Tech. Velocidad máxima 2800 rpm, con dos 

cabezales intercambiables para un tubo o para diez tubos. 

 

Espectrofotómetro UV-visible, NanoDrop One. Thermo Scientific. Diseñado 

para análisis de micro-volúmenes de ácidos nucleicos. Puede ser utilizado 

como espectrofotómetro tradicional en el rango 190 - 850 nm. Permite el ajuste 

automático del camino óptico y la corrección de la línea de base de punto 

único. No requiere cubeta, la medición se realiza directamente sobre alícuotas 

de 2 a 5 µL. Emplea el Software NanoDrop One v1.4.2. 
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Espectrofotómetro UV-visible, Lambda 25. Perkin-Elmer. Rango de trabajo 

190 - 1100 nm. Doble haz.   

 

pH-metro, 827 pH lab, Metrohm. 

 

Pipetas automáticas de volumen variable, Eppendorf. (0,1 – 2,5) µL;   

(0,5 – 10) µL; (10 – 100) µL; (20 – 200) µL; (100 – 1000) µL; (1 – 10) mL.  

 

Potenciostato, PGSTAT204. Autolab. Permite la implementación de técnicas 

electroquímicas estándar como voltametrías cíclica (C.V.), de onda cuadrada 

(V.O.C.), de pulso diferencial (V.P.D.) y cronoamperometría (C.A.). 

Procesamiento de datos software Nova 1.10. 

 

Termociclador, Mastercycler personal 5332. Eppendorf. 

 

2.3 Detalle experimental de los ensayos realizados 

 

2.3.1 Soluciones preparadas 

Se detallan la composición y concentración de cada una de las soluciones 

preparadas, así como también la forma en que fueron conservadas. 

 

Oligonucleótidos: a partir de los sólidos liofilizados se prepararon soluciones 

acuosas de concentraciones entre 200 μM y 600 μM. Se almacenaron a -20°C.  

Antes de realizar cada ensayo se preparó la dilución adecuada. Para asegurar 

la eliminación de estructuras secundarias, se calentó a 90°C por 10 minutos y 

se enfrió a razón de 1°C por minuto hasta 20°C controlando la temperatura en 

termociclador.  

 

Hemina: solución 0,1 mM en DMSO. Las soluciones se almacenaron a -20°C 

por una semana como máximo.  

 

TMB (3,3´,5,5´-Tetrametilbencidina): solución 40 mM en DMSO. Se almacenó 

a 4°C.  

 



Capítulo 2 – Materiales y métodos 

47 
 

Solución reguladora Hepes, Tritón, KCl (Buffer H): hepes-NH4OH 50 mM a 

pH: 8, tritón X-100 0,05%, KCl 60 mM, DMSO 1%. Se almacenó a 4°C5. 

 

Solución reguladora citrato-fosfato (Buffer C): citrato de sodio 0,1 M, 

NaH2PO4/Na2HPO4 0,2 M pH: 4,4 y KCl 20 mM. Se almacenó a 4°C5. 

 

ABTS (Sal diamónica del ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfónico)): solución 50 mM en solución buffer Tris-HCl. Se almacenó a 4°C.  

 

Buffer Tris-HCl: tris-HCl 25 mM pH: 7,5, KCl 20 mM, NaCl 200 mM, tritón X-

100 0,05%. Se almacenó a 4°C6. 

 

Cloruro de magnesio (MgCl2): solución de MgCl2 1,5 M en agua. Se 

almacenó a 4°C.  

 

Peróxido de hidrógeno (H2O2): solución comercial (uso medicinal) de 10 

volúmenes (0,88 M). Se almacenó a 4°C.  

 

Ácido sulfúrico (H2SO4): solución 1 M en agua. Se almacenó a temperatura 

ambiente. 

 

TCEP (Tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato): solución 1,5 mM en agua. Se 

almacenó a -20°C7. 

 

MCH (6-Mercapto-1hexanol): solución 100 µM en agua. Se almacenó a -20°C. 

 

Ferrocenometanol (FcMeOH): solución 0,5 mM en hepes-NaNO3 50 mM. Se 

almacenó a 4°C. 

 

 

2.3.2 Detalle experimental de los ensayos realizados 

Durante el trabajo de tesis se estudió la reacción de peroxidación catalizada 

por DNAzima con el objetivo de incorporarla en una capa de 

biorreconocimiento aplicable a genosensores. En una primera etapa se 
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optimizaron las condiciones de reacción de peroxidación catalizada por la 

DNAzima en solución, se probaron dos sustratos ABTS y TMB. Luego se 

estudiaron las condiciones de reacción de la DNAzima inmovilizada tanto sobre 

partículas magnéticas como sobre soportes de oro. Por último, se diseñó una 

secuencia sonda con el objetivo de que en presencia de una secuencia analito 

se active la funcionalidad DNAzima peroxidasa generando señal, se estudió su 

funcionamiento en solución e inmovilizada. A continuación, se detallan los 

protocolos empleados para cada uno de los ensayos que se describen en los 

siguientes capítulos. 

 

Protocolos: 

Nota: la concentración de oligonucleótido utilizada en cada ensayo se 

especifica en la discusión de los resultados (capítulos 3, 4 y 5). En todos los 

casos las concentraciones molares de oligonucleótido y hemina se mantuvieron 

en proporción 1:1.  

 

Reacción catalizada por DNAzima en solución (Capítulo 3) 

Sustrato ABTS  

Las mezclas de reacción para todos los ensayos, se prepararon conteniendo 1 

µM Dz y 1 µM hemina en 100 µL finales con Buffer Tris-HCl. Se dejó reaccionar 

por 20 minutos para permitir la formación de la estructura cuartetos de G. 

Luego se agregó una mezcla de 440 µL de Tris-HCl, 60 μL ABTS 50 mM y 2,3 

μL H2O2 0,88 M. Se dejó reaccionar 10 minutos. Se separaron dos alícuotas, 

sobre una se midió el espectro de absorción entre 290 nm y 800 nm y sobre la 

otra la intensidad de corriente en función del potencial por voltametría cíclica 

entre 0,65 V y 0,1 V a 100 mV/s. 

 

Control de reactivos: Se procedió de la misma manera, pero sin agregado de 

hemina ni Dz. A 540 µL de Buffer Tris-HCl se agregó una mezcla de 60 μL 

ABTS 50 mM y 2,3 μL H2O2 0,88 M.  

Control de hemina: Se procedió de la misma manera, pero sin agregado de Dz. 

A 540 µL de Buffer Tris-HCl se agregó hemina y una mezcla de 60 μL ABTS 50 

mM y 2,3 μL H2O2 0,88 M.  
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Sustrato TMB  

Se mezcló Dz y hemina en proporción 1:1 y se llevó a volumen final de 10 µL 

en Buffer H. Se dejó reaccionar por 20 minutos para permitir la formación de la 

estructura cuartetos de G. Luego de ese tiempo se agregaron 40 µL de Buffer 

C, 0,25 µL de TMB 40 mM y 0,25 µL H2O2 0,88 M. El tiempo de reacción de 

peroxidación (tRX) varió según el ensayo. Luego se cuantificó el producto de 

reacción por espectrofotometría y/o voltametría de onda cuadrada (V.O.C.) 

según el ensayo. 

Espectrofotometría: en algunos ensayos se cuantificó directamente el producto 

de reacción (TMB+., azul) midiendo absorbancia a 370 nm y en otros se agregó 

10 μL de H2SO4 1 M para detener la reacción (al disminuir el pH se inhibe la 

catálisis por parte de DNAzima deteniéndose la reacción)8 y se cuantificó el 

producto de reacción (TMBox, amarillo) midiendo absorbancia a 450 nm. 

 

V.O.C.: se realizó un barrido de potencial entre 0,5 y 0,0 V utilizando los 

electrodos serigrafiados ES1 o ES7. 

 

Control sin TMB: la mezcla de 10 µL de Buffer H, 40 µL de Buffer C y 0,25 µL 

de H2O2 0,88 M se dejó reaccionar (tRX), y se cuantificó el producto de reacción.  

 

Control de reactivos: la mezcla de 10 µL de Buffer H, 40 µL de Buffer C, 0,25 

µL de TMB 40 mM y 0,25 µL de H2O2 0,88 M se dejó reaccionar (tRX), y se 

cuantificó el producto de reacción.  

 

Control de hemina: a la cantidad de hemina requerida según el ensayo se 

agregó Buffer H hasta completar 10 µL, luego se agregó 40 µL de Buffer C, 

0,25 µL de TMB 40 mM y 0,25 µL de H2O2 0,88 M, se dejó reaccionar (tRX), y se 

cuantificó el producto de reacción.  

 

Estudio de TMB como sustrato: se utilizó Dz 0,5 µM y se dejó reaccionar por 5 

minutos. Se separaron dos alícuotas: sobre una se midió el espectro de 

absorción entre 290 nm y 800 nm y sobre la otra la intensidad de corriente en 

función del potencial por voltametría cíclica entre 0,65 V y 0,1 V a 100 mV/s. 
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Se repitió este ensayo agregando H2SO4 a los 5 minutos de comenzada la 

reacción. 

 

Elección del método de medición electroquímico: se utilizó Dz 1 µM, se 

realizaron las mediciones por voltametría de onda cuadrada a diferentes 

tiempos de reacción con y sin agregado de H2SO4 midiendo entre 0,6 V a 0 V. 

 

Análisis del comportamiento de los electrodos serigrafiados: Se midió una 

solución de ferrocenometanol 0,5 mM por voltametría cíclica entre 0,5 V a 0 V a 

100 mV/s y por voltametría de onda cuadrada entre 0,5 V a 0 V. 

 

Señal Dz en función del tiempo de reacción: se utilizó Dz 1 µM, se realizaron 

las mediciones a diferentes tiempos de reacción con agregado de H2SO4 

empleando voltametría de onda cuadrada entre 0,8 V a 0 V. 

 

Análisis de adsorción TMB/TMBox sobre los electrodos de carbono: Tres 

ensayos, uno sin Dz, otro con Dz 0,5 µM y otro con Dz 5 µM. Se midió por 

voltametría cíclica entre 0,6 y 0 V a distintas velocidades de barrido de 

potencial: 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 mV/s. 

 

Relación entre la concentración de Dz y la intensidad de corriente: Se utilizaron 

diferentes concentraciones de Dz (0,1 µM; 1 µM; 2 µM y 3 µM) se dejó 

reaccionar por 2 minutos, se agregó H2SO4 midiendo voltametría de onda 

cuadrada entre 0,5 V a 0 V. 

 

DNAzima inmovilizada (Capítulo 4) 

Sobre partículas magnéticas  

Se utilizaron dos marcas comerciales de partículas magnéticas modificadas 

con estreptavidina, ambas requieren lavados antes de la inmovilización de 

oligonucleótidos, cumpliendo los protocolos especificados por los respectivos 

fabricantes. 

Partículas P: Promega (Streptavidin Magnesphere L: 256660). Solución de 

lavado “SSC” 3: 4 NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M en agua. 
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Partículas I: Invitrogen (Dynabeads M-280 streptavidin L: 124449420). 

Solución de lavado “washing buffer (WB)”4: Tris-HCl 5 mM, EDTA 0,5 mM, 

NaCl 1M en agua.  

 

La reacción de peroxidación en fase heterogénea con B-Dz inmovilizada 

sobre partículas magnéticas se llevó a cabo en 3 pasos:  

1) Inmovilización de la secuencia B-Dz sobre partículas magnéticas: Como 

paso previo a la inmovilización se llevó a cabo el calentamiento del 

oligonucleótido a 90°C en termociclador, necesario para favorecer la 

formación de estructuras cuartetos de G.  

Las partículas lavadas según indicaciones del fabricante se 

resuspendieron en 100 µL de solución de lavado (SSC o WB), se agregó 

la cantidad adecuada de oligonucleótido según el ensayo y se agitó 

durante 10 minutos para favorecer la interacción biotina-estreptavidina, 

inmovilizando oligonucleótido sobre las partículas. Por último, se lavó 

dos veces con 500 µL de solución de lavado (SSC o WB) y dos veces 

con 500 µL de Buffer H comprobando por medición de absorbancia que 

no hubiera oligonucleótido en las aguas de lavado.  

 

2) Activación de DNAzima: las partículas modificadas con B-Dz se 

resuspendieron en 100 µL de Buffer H. Se agregó la cantidad de hemina 

equivalente a la de oligonucleótido inmovilizado. Se dejó reaccionar 20 

minutos para permitir la formación de la estructura cuartetos de G y el 

reconocimiento de la hemina. Se lavó el exceso de hemina dos veces 

con 500 µL de solución de lavado (SSC o WB) y dos veces con 500 µL 

de Buffer H.  

 

3) Reacción de peroxidación: Las partículas modificadas con B-Dz se 

resuspendieron en 10 µL de Buffer H se agregó 40 µL de Buffer C, 0,25 

µL de TMB 40 mM y 0,25 µL de H2O2 0,88 M. Se dejó reaccionar (tRX) y 

se separaron las partículas del sobrenadante utilizando un imán. En 

algunos ensayos se cuantificó directamente el producto de reacción 

(TMB+., azul) midiendo absorbancia a 370 nm y en otros se agregó 10 



Capítulo 2 – Materiales y métodos 

52 
 

μL de H2SO4 1 M para detener la reacción antes de cuantificar (TMBox, 

amarillo) midiendo absorbancia a 450 nm. 

 

Control hemina: Se resuspendieron las partículas en 100 µL de Buffer H. Se 

agregó la cantidad de hemina requerida según el ensayo y se lavó el exceso 

dos veces con 500 µL de solución de lavado (SSC o WB) y dos veces con 500 

µL de Buffer H. Se llevó a cabo la reacción de peroxidación y la cuantificación. 

 

Ensayos de repetitividad sobre partículas modificadas: Luego de realizar la 

cuantificación correspondiente se lavaron las partículas magnéticas cuatro 

veces con 250 µL de Buffer H. Se agregó hemina dejando reaccionar 20 

minutos para permitir la activación de la DNAzima nuevamente (en algunos 

ensayos no se realizó el agregado de hemina). Se lavó el exceso de hemina 

dos veces con 500 µL de buffer de lavado (WB) y dos veces con 500 µL de 

Buffer H. Se llevó a cabo la reacción de peroxidación y la cuantificación. 

 

Sobre oro 

La reacción de peroxidación en fase heterogénea con T-Dz inmovilizada sobre 

oro se realizó en 5 pasos. 

1) Limpieza de las láminas de oro: Se realizó un pulido de las superficies 

de oro con alúmina, se lavó con agua, se sometió a ultrasonido 15 

minutos en agua y se volvió a lavar para eliminar los restos de alúmina. 

Luego se sumergió en una solución piraña (H2SO4 (c) - H2O2 30%) 3:1 

durante 1 h. Finalmente se lavó con agua destilada y se flameó con 

llama directa de mechero Mecker con el fin de reordenar la distribución 

superficial de los átomos, favoreciendo regiones atómicamente planas 

de Au(1,1,1)9.  

 

2) Reducción de la modificación disulfuro del oligonucleótido: La solución 

de T-Dz 100 μM se hizo reaccionar con TCEP 1,5 mM y se dejó 2 h en 

oscuridad10 para permitir la reducción del disulfuro obteniendo como 

productos oligonucleótido tiolado y hexanotiol7.  
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3) Inmovilización del oligonucleótido tiolado sobre oro: Luego de la 

reducción del puente disulfuro se colocaron 20 µL de solución de T-Dz 

sobre cada lámina de oro. La concentración se fijó para cada 

experimento en particular. El tiempo de inmovilización fue de 2 h. Se 

lavó con Buffer H para eliminar el exceso no inmovilizado. A 

continuación, se inmovilizó MCH de modo de ocupar sitios vacíos de la 

superficie de oro y favorecer la orientación hacia la solución de la 

secuencia oligunucleotídica evitando interacciones inespecíficas 

nucleótido-oro11. Se colocó sobre la superficie de oro una solución de 

MCH de concentración 10 veces mayor que la de la solución de 

oligonucleótido inicial. Se dejó por 30 minutos y luego se lavó con Buffer 

H para eliminar el exceso que no se hubiera inmovilizado.  

 

4) Activación de la DNAzima: a la secuencia T-Dz inmovilizada sobre oro 

se agregó hemina y se esperó 20 minutos para permitir la activación de 

la DNAzima y se lavó con Buffer H.  

 

5) Reacción de peroxidación: Sobre cada superficie de oro modificada con 

T-Dz se depositaron 20 µL de mezcla de reacción (10 µL de Buffer H, 40 

µL de Buffer C, 0,25 µL de TMB 40 mM y 0,25 µL H2O2 0,88 M). Se dejó 

reaccionar un tiempo variable según el ensayo (tRX) y se cuantificó el 

producto de reacción. 

 

Control hemina: Se realizó el mismo procedimiento que en la reacción de 

peroxidación, pero obviando el paso 3) de inmovilización del oligonucleótido. 

 

Ensayos de repetitividad sobre superficies de oro modificadas: se lavaron los 

soportes de oro modificados con T-Dz 4 veces con 30 µL de Buffer H. Luego se 

agregó hemina dejando reaccionar 20 minutos para permitir la activación de la 

DNAzima nuevamente (en algunos ensayos no se agregó hemina). Se lavó el 

exceso de hemina 4 veces con 25 µL de Buffer H. Por último, se llevó a cabo la 

reacción de peroxidación y la cuantificación. 
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Sistema de reconocimiento sonda-analito (Capítulo 5) 

En solución   

En el capítulo 5 se analizaron las condiciones de incubación sonda-analito 

para la identificación del analito mediante la reacción de peroxidación. En 

primer lugar, se estudiaron las variables: tiempo de incubación, concentración 

de Mg+2 y temperatura de incubación. Luego, en las condiciones optimizadas, 

se analizó la curva de calibrado incubando sonda 1 µM con concentraciones 

variables de analito. 

Se describe el protocolo general con el cual se llevó a cabo la reacción de 

peroxidación, cada ensayo tiene sus particularidades detalladas en el Capítulo 

5. Se incubó sonda 1 µM con concentraciones variables de analito, según el 

ensayo, en Buffer H con agregado de MgCl2 30 mM. Las mezclas se calentaron 

a 50°C en termociclador durante 1 h. Luego del reconocimiento sonda-analito 

se agregó hemina 1 µM y se llevó a volumen final de 10 µL con Buffer H. Se 

dejó reaccionar por 20 minutos para permitir la formación de la estructura de 

cuartetos de G. Luego se agregaron 40 µL de Buffer C, 0,25 µL de TMB 40 mM 

y 0,25 µL de H2O2 0,88 M. Se dejó reaccionar (tRX) y se cuantificó el producto 

de reacción. 

 

Control de reacción: Se realizó el mismo procedimiento que el anteriormente 

descripto, pero sin agregado de secuencia analito. 

 

Inmovilizado sobre partículas magnéticas 

Reconocimiento sonda-analito: se incubó sonda con analito en relación 1:1 en 

las mismas condiciones que para los ensayos en fase homogénea. El 

reconocimiento de la sonda se llevó a cabo en 3 pasos: 

1) Inmovilización sobre partículas magnéticas I: Se lavaron las partículas 

según indicaciones del fabricante y luego con Buffer H. Se resuspendió 

la mezcla en 200 μL de Buffer H y se separó la suspensión en dos 

alícuotas de 100 μL. A una se le agregó analito en concentración 2 μM y 

otra se dejó tal cual (control). Sobre ambas alícuotas se agregó sonda 

en concentración 2 μM y se incubó por 1 h a 50°C, luego se agregó 

hemina para permitir la formación de DNAzima. Se mezcló con 

partículas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Ambas alícuotas 
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se agitaron durante 10 minutos para favorecer la inmovilización. Se lavó 

dos veces con 500 µL de solución WB y dos veces con 500 µL de Buffer 

H. 

 

2) Activación de la DNAzima: Se resuspendieron las partículas magnéticas 

de cada alícuota (con analito y control) en 100 µL de Buffer H. Se 

agregaron 3 nmol de hemina dejando reaccionar 20 minutos para 

permitir la activación de la estructura de cuartetos de G y el 

reconocimiento de la hemina. Se lavó el exceso de hemina dos veces 

con 500 µL de solución WB y dos veces con 500 µL de Buffer H. 

 

3) Reacción de peroxidación: A las partículas modificadas resuspendidas 

en 10 µL de Buffer H se les agregó 40 µL de Buffer C, 0,25 µL de TMB 

40 mM y 0,25 µL de H2O2 0,88 M. Se dejó reaccionar (tRX) y se 

separaron las partículas del sobrenadante por imantación. Se cuantificó 

el producto de reacción midiendo absorbancia a 370 nm. 

 

2.4 Técnicas y metodologías aplicadas para la detección  

 

Se describen las técnicas y metodologías empleadas en todo el trabajo de tesis 

para la detección de los productos de la reacción de peroxidación catalizada 

por DNAzima. 

 

2.4.1 Detección espectrofotométrica 

Se emplearon dos equipos diferentes. Espectrofotómetro Lambda 25 doble 

haz, con cubetas de 1,5 mL, y espectrofotómetro NanoDrop, que fue adquirido 

luego de empezado el trabajo experimental, en el cual las mediciones se 

realizaron directamente sobre alícuotas de 2 µL de solución. En ambos casos 

como blanco de absorbancia se utilizó solución reguladora sin agregado de 

hemina, H2O2 ni sustrato. Los productos de reacción y los blancos de reactivos 

se midieron realizando barridos de longitud de onda entre 290 nm y 800 nm y 

registrando los valores de absorbancia en las longitudes de onda 

correspondientes a los máximos de los espectros obtenidos. En el caso del 

espectrofotómetro NanoDrop se tuvo el recaudo de realizar lavados del 
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“pedestal” (porta gota) con agua ultra pura entre mediciones. Para ensayos 

largos, que requirieron varias horas de medición, se controló la estabilidad de la 

señal midiendo el blanco de absorbancia cada media hora.  

Cabe aclarar que para las mediciones de microvolúmenes el software del 

espectrofotómetro NanoDrop One v1.4.2 selecciona automáticamente el mejor 

camino óptico (entre 1,0 mm y 0,03 mm) en base a la absorbancia de la 

muestra a la longitud de onda de análisis. Los valores de absorbancia que 

arroja el equipo resultan de normalizar el camino óptico a uno de 10 mm por lo 

tanto los valores de absorbancia que se muestran durante toda la tesis son 

relativos y la escala no es la habitual, teniendo valores de hasta 10 unidades de 

absorbancia (u.a.) en la mayoría de los casos. 

 

Control de la concentración de secuencias oligonucleotídicas 

Para determinar la concentración de oligonucleótidos en solución se utilizó la 

aplicación ADNmc del software del espectrofotómetro NanoDrop One v1.4.2. La 

aplicación calcula la concentración de oligonucleótidos en  ng/μL a partir de la 

ecuación de Beer-Lambert (C = A / ε b, donde C es la concentración del 

oligonucleótido en ng/μL, A la absorbancia a 260 nm, ε el coeficiente de 

extinción en ng cm/μL y b el camino óptico en cm) con un factor 1/ ε b  de 33 

ng cm/μL12.  

 

2.4.2 Detección electroquímica13 

Todas las mediciones electroquímicas fueron realizadas con el equipo Autolab 

PGSTAT204. Para el análisis de datos se empleó el software “Nova 1.10”14.  

Las técnicas aplicadas fueron de potencial controlado. Se describen 

brevemente las principales características de cada una. 

 

Técnicas electroquímicas  

Voltametría cíclica (V.C.): suele ser empleada como técnica exploratoria ya que 

permite obtener, en forma rápida, información sobre el sistema. Puede ser 

utilizada para adquirir información cualitativa de las reacciones electroquímicas, 

determinar los potenciales redox de las especies electroactivas, analizar la 

termodinámica de los procesos redox o la cinética de las reacciones por 

transferencia de electrones. La V.C. también se utiliza para detectar procesos 



Capítulo 2 – Materiales y métodos 

57 
 

acoplados a los de oxidación y reducción, por ejemplo, la adsorción o desorción 

de una especie electroquímicamente activa sobre la superficie del electrodo, o 

reacciones químicas acopladas al proceso de transferencia de carga. Como 

desventaja no es una técnica suficientemente sensible para permitir la 

cuantificación. 

Ésta técnica consiste en aplicar una variación lineal del potencial sobre el 

electrodo de trabajo, barriendo en un sentido en primer lugar y luego en el 

sentido contrario, de forma triangular (figura 2.4 (A)), y registrando la corriente 

generada de acuerdo al potencial aplicado. En la figura 2.4 (B) se muestra, a 

modo de ejemplo, la forma de la señal esperada para un par redox reversible 

durante un ciclo simple de barrido de potencial. Se asume que solo la forma 

reducida R está presente inicialmente. Entonces se aplica un barrido de 

potencial positivo empezando desde un valor donde no ocurre la oxidación. 

Cuando el potencial aplicado se acerca al potencial característico para el 

proceso redox (E0), la corriente anódica aumenta. Una vez que se completó la 

oxidación, la corriente vuelve a disminuir observándose un pico (Ipa). Luego, al 

invertir la dirección del barrido de potencial la especie oxidada O es reducida a 

R observándose un pico catódico (Ipc).  

 

 

Figura 2.4: Voltametría cíclica. (A) Potencial aplicado en función de tiempo. (B) 
Curva de corriente en función del potencial aplicado15.  
 

La forma de la curva de intensidad de corriente en función del potencial aporta 

información acerca de la reversibilidad del proceso de electrodo. Se identifican 

dos parámetros que permiten caracterizar la respuesta: la diferencia entre los 

potenciales del pico anódico y del pico catódico (∆Epico) y la relación entre las 

corrientes de pico anódico y catódico (Ipa/Ipc). El valor de ∆Epico cercano a 59/n 
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mV (n: número de electrones transferidos) y el de Ipa/Ipc cercano a 1, indican 

que la transferencia electrónica con la superficie del electrodo es rápida y por lo 

tanto el proceso reversible.  

Por otro lado, la relación entre la velocidad de barrido de potencial y la corriente 

de pico permite analizar la interacción de la sustancia electroactiva con la 

superficie del electrodo, en términos de control difusional o adsortivo. 

 

Si se considera la hemireacción de oxidación en las condiciones en que en la 

solución sólo se encuentra la especie reducida, bajo control difusional, es decir, 

condición de difusión lineal semi infinita y velocidad de transferencia electrónica 

rápida en la superficie del electrodo, para una reacción reversible, se cumple la 

ecuación de Randles-Sevcik que relaciona la corriente con la velocidad de 

barrido de potencial (a 298 K) según16:  

 

Ip = 2,69.105 n3/2 A Di1/2 C*i v1/2    

Ecuación 1: Donde la corriente de pico (Ip) se expresa en ampere (A), n es el 
número de electrones intercambiados en la reacción, el área del electrodo (A) 
se expresa en cm2, el coeficiente de difusión (Di) se expresa en cm2 s-1, la 
velocidad de barrido de potencial en V s-1 y la concentración de la especie 
electroactiva en el seno de la solución C*i en M. 
 

Esta ecuación indica una relación lineal entre la corriente de pico generada por 

la reacción de la especie electroactiva en solución, que llega al electrodo por 

difusión, y la raíz cuadrada de la velocidad de barrido de potencial.  

Por el contrario, si la especie reducida se encuentra adsorbida sobre la 

superficie del electrodo, proceso controlado por adsorción, suponiendo que la 

cantidad adsorbida es independiente del potencial aplicado y que la especie 

reducida adsorbida se oxida completamente, sin que haya adsorción o 

desorción durante la medición, sin limitaciones de transferencia de masa; la 

corriente se relaciona con la velocidad de barrido de potencial (a 298k), 

según17:  

Ip = 9,39.105 n2 A Γi v   

Ecuación 2: Donde la corriente de pico (Ip) se expresa en ampere (A), n es el 
número de electrones intercambiados en la reacción, el área del electrodo (A) 
se expresa en cm2, la velocidad de barrido de potencial en V s-1 y la 
concentración superficial de la especie electroactiva (Γ) en mol cm-2. 
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Esta ecuación indica que la corriente de pico, generada por la reacción de la 

especie electroactiva adsorbida sobre la superficie del electrodo, resulta 

directamente proporcional a la velocidad de barrido de potencial aplicada.  

 

Control de electrodos serigrafiados: Los electrodos fueron descriptos en la 

sección 2.2.3. Debido al método de fabricación y a que no cuentan con un 

electrodo de referencia propiamente dicho, sino que el electrodo es de 

pseudoreferencia impreso con tinta de plata fue necesario realizar un control 

antes de utilizarlos para asegurar el buen funcionamiento y la reproducibilidad 

de la respuesta electroquímica entre electrodos distintos. El comportamiento 

electroquímico se controló midiendo la respuesta por V.C. entre 0,5 V y 0 V con 

una velocidad de barrido de 100 mV/s, empleando soluciones de 

ferrocenometanol (0,5 mM en hepes-NaNO3 50 mM). Esta sustancia presenta 

un comportamiento electroquímico bien conocido reversible e intercambia un 

solo electrón18. Para un proceso de estas características es de esperar que 

∆Epico ≈ 59 mV. Sin embargo, para los electrodos utilizados durante este trabajo 

de tesis se han observado otros valores, típicamente 80 mV, como lo 

ejemplifica el voltagrama de la figura 2.5.  

 

 

Figura 2.5: Control de los electrodos por V.C. correspondiente a una solución 
de ferrocenometanol 0,5 mM sobre electrodo serigrafiado. ∆Epico= 0,141 V – 
0,061 V = 0,080 V. (-0,1 V a 0,3 V 125 mV/s). 
 

Estas discrepancias podrían tener origen en las variaciones entre las 

superficies de los electrodos serigrafiados, donde ocurre la reacción. Antes de 
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utilizar un electrodo se hizo el control por V.C en ferrocenometanol, se 

consideraron como aptos los electrodos que presentaron ∆Epico ≤ 80 mV y se 

descartaron los que presentaron diferencias mayores. 

 

Cronoamperometría (C.A.): consiste en aplicar un escalón de potencial sobre el 

electrodo de trabajo y monitorear la corriente resultante de los procesos 

faradaicos en función del tiempo. Para una reacción reversible en una solución 

sin agitación y un electrodo de trabajo estacionario, es decir bajo la condición 

de que el transporte de masa sea únicamente por difusión, la curva de 

corriente-tiempo refleja el cambio del gradiente de concentración cerca de la 

superficie. A medida que transcurre el tiempo el reactivo se agota aumentando 

el espesor de la capa de difusión. En consecuencia, la corriente decae con el 

tiempo según la ecuación de Cotrell (ecuación 3) 

 

I = n F A C0i Di1/2 (π t)-1/2     

Ecuación 3: Donde la corriente (I) se expresa en A, n es el número de 
electrones intercambiados en la reacción, la constante de Faraday (F) tiene un 
valor de 96485 C/mol, el área del electrodo (A) se expresa en cm2, el 
coeficiente de difusión (Di) se expresa en cm2 s-1, la concentración inicial de la 
especie electroactiva C0i en M y el tiempo se expresa en s19. 
 
En la figura 2.6 se esquematiza el escalón de potencial aplicado, el perfil de 

concentración respecto a la distancia con la superficie del electrodo y la caída 

de la corriente con el tiempo. 

 

 

Figura 2.6: Cronoamperometría: (A) escalón de potencial aplicado, (B) perfil de 
concentración respecto a la distancia con superficie del electrodo, (C) caída de 
la corriente con el tiempo19.  
 

Voltametrías de pulso 
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Voltametría de pulso diferencial (V.P.D.): se aplica un perfil caracterizado por 

pulsos de potencial de baja amplitud en vez de un barrido lineal de potencial 

como en la voltametría cíclica. El potencial aplicado al electrodo aumenta entre 

pulsos con incrementos iguales. La corriente se mide inmediatamente antes de 

la aplicación del pulso y al final del pulso, y se registra la diferencia entre ellos. 

Como resultado esta técnica, como todas las de pulso, minimiza la corriente 

capacitiva lo que le confiere mayor sensibilidad respecto de la de las técnicas 

no pulsadas20. 

Voltametría de onda cuadrada (V.O.C.): también es una voltametría de pulso, 

presenta una buena línea de base y su sensibilidad es ligeramente superior a la 

de la V.P.D. siendo generalmente la mejor opción entre los métodos de pulso 

para hacer análisis cuantitativos21.  

En la figura 2.7 se grafican los ciclos de potencial aplicados en forma de 

escalera en función del tiempo. La voltametría de onda cuadrada se caracteriza 

por una altura de pulso, ΔEp, medida con respecto al escalón correspondiente, 

y un ancho de pulso tp. La escalera se desplaza ΔEs al comienzo de cada ciclo; 

así, la velocidad de exploración puede definirse como v = ΔEs/2tp. El escaneo 

comienza en un potencial inicial, Ei. La corriente se muestrea dos veces por 

ciclo, al final de cada pulso. La corriente directa, if, se obtiene a partir del primer 

pulso por ciclo en la dirección en que se escanea la escalera. La corriente 

inversa, ir, se toma al final del segundo pulso, en dirección opuesta. La 

diferencia de corriente Δi se calcula como if - ir. Para este tipo de voltametría la 

capa difusional no se renueva al comienzo de cada ciclo de medición, y los 

tratamientos teóricos son muy complejos. 

 

Figura 2.7: Ciclos de potencial aplicados en la V.OC. 
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En la figura 2.8 se muestran los voltagramas adimensionales directo, inverso y 

la diferencia de ambos para un proceso de reducción con cinética reversible. 

Asumiendo que: la solución contiene solamente especie oxidada, la 

concentración es uniforme al comienzo del escaneo y el experimento es lo 

suficientemente rápido como para asumir difusión lineal semi-infinita. 

 

Figura 2.8: voltagramas adimensionales directo, inverso y la diferencia entre 
ambos21.  
 

El voltagrama que representa la diferencia de las corrientes directa e inversa 

presenta forma de pico simétrico en el potencial de media onda. En las 

condiciones de V.O.C. la corriente de pico resulta proporcional a la 

concentración de la especie electroactiva según: 

 

Ip = n F A Ci Di1/2 (π t)-1/2   Δψp   

Ecuación 4: Donde la corriente (I) se expresa en A, n es el número de 
electrones intercambiados en la reacción, la constante de Faraday (F) tiene un 
valor de 96485 C/mol, el área del electrodo (A) se expresa en cm2, el 
coeficiente de difusión (Di) se expresa en cm2 s-1, la concentración inicial de la 
especie electroactiva Ci en M, el tiempo se expresa en s y Δψp representa la 
corriente de pico adimensional 
 

Esta ecuación se compone por dos factores. El primero está dado por la 

ecuación de Cotrell (ecuación 3) y el segundo, Δψp, representa la corriente de 

pico adimensional que depende del número de electrones intercambiados (n), 

la altura de pulso (ΔEp) y el potencial de escalón en el que comienza cada ciclo 

(ΔEs)21.  
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Capítulo 3  

DNAzima peroxidasa en solución 
3.1 Introducción  

En este capítulo se desarrolla el estudio de la reacción de peroxidación 

catalizada por la DNAzima de secuencia PW17. Este análisis se llevó a cabo 

en fase homogénea, con la secuencia libre en solución, como un primer paso 

hacia la comprensión de las variables que podrían afectar la funcionalidad 

peroxidasa al incorporar dicha secuencia en un sistema de biorreconocimiento. 

El principio de funcionamiento del sistema de biorreconocimiento planteado en 

este trabajo se discute en el Capítulo 5 y está basado en la activación de la 

DNAzima peroxidasa como consecuencia del reconocimiento de la secuencia 

analito. El reconocimiento da lugar a la reacción de peroxidación que genera 

una cantidad de sustrato oxidado y es transducida como una señal. La 

intensidad de dicha señal depende de la cantidad de DNAzima peroxidasa 

activada que, a su vez, depende de la concentración de secuencia analito1,2.  

Con el objetivo de hallar una metodología que permita relacionar la 

concentración de secuencia PW17 con la intensidad de señal generada se 

analizaron las condiciones de reacción y la metodología de detección de señal.  

Se estudiaron dos sustratos para llevar a cabo la reacción de peroxidación,  

ABTS y TMB, ambos se oxidan a expensas de la reacción de reducción del 

peróxido de hidrogeno (H2O2) catalizada por DNAzima peroxidasa. Como 

resultado cambian de color y son electroactivos lo cual permiten la detección de 

la señal mediante métodos ópticos y electroquímicos3–7. 

Los objetivos específicos desarrollados en este capítulo consisten en: 

1. Evaluar los sustratos ABTS y TMB como generadores de señal en la 

reacción de peroxidación catalizada por DNAzima de secuencia PW17 (Dz) en 

fase homogénea.  

2. Evaluar las condiciones necesarias para lograr una respuesta confiable y 

reproducible para las mediciones tanto espectrofotométricas como 

electroquímicas. 

3. Analizar la relación entre la concentración de secuencia PW17 y la señal 

obtenida por ambos métodos de detección. 
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3.2 Evaluación de los sustratos para la reacción de peroxidación 

 

3.2.1 Consideraciones relevantes para el análisis de la reacción de 

peroxidación, breve introducción teórica 

La actividad catalítica de la DNAzima peroxidasa se relaciona estrechamente 

con las condiciones en que se lleva a cabo la reacción. En 1998 Sen et al. 

reportaron un estudio detallado de las variables que afectan a la reacción y que 

sirvió como base para todos los trabajos posteriores con DNAzima peroxidasa, 

incluyendo este trabajo de tesis. En ese estudio fueron consideradas como 

condiciones óptimas de reacción aquellas en las que la relación entre la 

actividad catalítica de la DNAzima peroxidasa, de secuencia PS2.M, y la 

actividad catalítica intrínseca de la hemina resultó ser máxima; utilizando ABTS 

como sustrato. Las principales conclusiones desprendidas del trabajo de Sen, 

en cuanto a las condiciones óptimas de reacción, se enumeran a continuación.  

 Se requieren concentraciones iguales de oligonucleótido y hemina para 

la formación de la estructura cuarteto de G con funcionalidad DNAzima 

peroxidasa.  

 La mezcla de reacción debe contener entre 0,03 % y 0,05 % de 

detergente iónico (Tritón X-100) para evitar la formación de dímeros de 

hemina que no poseen actividad peroxidasa intrínseca ni son capaces 

de funcionar como grupo prostético.  

 La concentración de peróxido de hidrógeno (H2O2) debe encontrarse 

entre 3,6 mM y 6 mM de modo de disminuir la actividad peroxidasa de la 

hemina sin afectar la de la DNAzima.  

 El ion potasio (K+), fundamental para la formación de la estructura 

cuartetos de G, debe encontrarse en un rango de concentración de entre 

10 mM y 25 mM8.   

Estas condiciones fueron las que se tomaron como punto de partida para llevar 

a cabo las reacciones de peroxidación en este trabajo de tesis, cabe aclarar 

que fue necesario probarlas y ajustarlas ya que la secuencia sc-ADN utilizada 

durante este trabajo fue PW17 y no PS2.M. Además, esas condiciones fueron 

testeadas utilizando ABTS como sustrato y no para TMB. Las condiciones 

utilizadas para cada uno de los ensayos realizados fueron descriptas en el 

Capítulo 2. 
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Otros factores que afectan tanto a la formación de la estructura cuarteto de G 

como a la capacidad catalítica de la DNAzima son la composición y el pH del 

medio. En este sentido el tipo de sustrato empleado durante la reacción de 

peroxidación también resulta determinante. Para este trabajo de tesis se 

tomaron las condiciones reportadas como óptimas por investigadores que 

colaboran con el grupo de trabajo. Para las reacciones con ABTS como 

sustrato se utilizó tris-HCl 25 mM a pH: 7,5 (Longinotti et al. 2017)9. Para las 

reacciones con TMB se utilizó Buffer H (HEPES-NH4OH 40 mM pH: 8,0) para la 

formación de la DNAzima y Buffer C (citrato 0,1 M- fosfato 0,2 M pH: 4,4) para 

llevar a cabo la reacción de peroxidación (Dellafiore et al. 2015)10. 

 

3.2.2 Características de los sustratos de la reacción de peroxidación: 

ABTS y TMB 

La elección del sustrato mediador en la reacción de peroxidación es de suma 

importancia dado que de su oxidación dependerá la intensidad de la señal 

generada. En esta sección se describe el comportamiento de los sustratos 

desde el punto de vista de la señal generada. Los dos sustratos analizados se 

oxidan como consecuencia de la reacción de peroxidación y con ello cambian 

de color. Esto permite detectar el producto de oxidación a partir de métodos 

espectrofotométricos, midiendo absorbancia a la longitud de onda adecuada, y 

electroquímicos, midiendo la corriente generada tras aplicar un barrido de 

potencial en sentido reductivo. 

Tanto ABTS como TMB se encuentran entre los sustratos más utilizados para 

las reacciones de peroxidación en general y para la peroxidación catalizada por 

DNAzima en particular. Numerosas publicaciones reportaron el uso de estos 

sustratos y la mayoría emplea técnicas colorimétricas para identificación y 

cuantificación de la reacción8,11–20. Dentro de las publicaciones que aprovechan 

la señal electroquímica la mayoría utiliza TMB y en menor medida ABTS9. 

El producto de oxidación del ABTS es un catión radical de color verde, ABTS+. 

cuyo espectro de absorción presenta un máximo a 414 nm15,21. La oxidación de 

ABTS por H2O2 ocurre de forma relativamente rápida, por lo que suele ser 

utilizado para estudiar cinética de reacciones enzimáticas. Sin embargo, el 

producto de oxidación, ABTS +., no es tan estable y está sujeto a una lenta 

desproporción en medios acuosos por lo que las mediciones deben realizarse 
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en el momento que finaliza la reacción22. En la figura 3.1 se esquematiza la 

reacción de oxidación y los cambios de color para ABTS21.  

 

 
 
 
Aspecto de la solución que contiene ABTS y H2O2 sin 
agregado de catalizador (izquierda) y luego del agregado de 
catalizador (derecha). 
 

 
 
Figura 3.1: Reacción de oxidación de ABTS como sustrato para la reacción de 
peroxidación mediada por catalizador6. 
 
 
El otro sustrato estudiado, TMB, produce dos compuestos coloreados al 

oxidarse. En la figura 3.2 se esquematiza la reacción de oxidación y los 

cambios de color para TMB23. 
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Aspecto de la solución que contiene TMB y H2O2 sin 
agregar catalizador (izquierda), luego del agregado de 
catalizador a       pH = 5 (medio) y luego de detener la 
catálisis por agregado de H2SO4 pH = 1 (derecha). 
 

 
Figura 3.2: Reacción de oxidación de TMB como sustrato para la reacción de 
peroxidación mediada por catalizador24. 
 
Si el medio de reacción resulta levemente ácido la reacción ocurre en dos 

pasos intercambiándose un electrón en cada uno. En el primero se genera una 

mezcla de diamina y diimina, denominada complejo de transferencia de carga 

(CTC) que se encuentra en equilibrio con el catión radical (TMB+.). La solución 

resultante es de color azul y su espectro de absorción presenta dos máximos a 

370 nm y 650 nm respectivamente. En el segundo se forma una diimina 

(TMBox), de color amarillo, cuyo espectro de absorción tiene un máximo a 450 

nm23. Si el medio se torna suficientemente ácido la oxidación ocurre en un solo 

paso con intercambio de dos electrones, TMB se oxida directamente a la 

diimina amarilla que es estable en condiciones fuertemente ácidas25.  

Se midieron los espectros de absorción para ABTS y TMB (en medio 

levemente y fuertemente ácido) (figuras 3.3, 3.4 y 3.5), antes y después de 

llevar a cabo la reacción de peroxidación. Se evaluó la forma de los espectros 

identificando las longitudes de onda de los máximos de absorbancia y sus 

líneas de base.  

En cuanto a la señal electroquímica, como punto de partida, se empleó la 

voltametría cíclica (V.C.) (figuras 3.6, 3.7 y 3.8) como metodología 

diagnóstica26 para evaluar el comportamiento electroquímico de cada sistema 

sustrato-catalizador. 

En todos los casos se analizaron posibles interferencias en la señal debidas a 

catálisis por hemina libre, para ello se prepararon controles de reacción en el 

mismo medio, pero en ausencia de secuencia PW17 (Dz), es decir hemina 

como único catalizador. Para todos los ensayos descriptos en esta sección las 

soluciones preparadas se dividieron en sendas alícuotas reservando una para 

la determinación espectrofotométrica y otra para la electroquímica.  
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3.2.3 Resultados de la evaluación de la respuesta espectrofotométrica de 

los sustratos 

ABTS: se llevó a cabo la reacción de peroxidación catalizada por Dz 1 µM en 

Buffer Tris pH = 7,59 durante 10 minutos y luego se registró la absorbancia en 

función de la longitud de onda. El mismo ensayo se repitió en ausencia de Dz, 

pero en presencia de hemina 1 µM a modo de control de la reacción. En la 

figura 3.3 se muestran los espectros de absorción de las soluciones 

resultantes de la reacción de peroxidación catalizada por Dz y por hemina 

(control). En el inserto de esta misma figura se muestra el espectro de la 

solución de ABTS en el mismo medio de reacción, pero sin catalizador, en el 

rango de longitudes de onda desde 290 nm hasta 640 nm. 

 

 

Figura 3.3: Espectros de absorción para la solución resultante de la reacción 
de peroxidación de ABTS. Gris: con Dz 1 µM. Negro: control hemina 1 µM. 
Inserto: línea punteada, ABTS, en el medio de reacción sin catalizador. Se 
observa la señal intensa a longitudes de onda menores a 390 nm. 
 

Según se ha reportado, el espectro de absorción para soluciones de ABTS 

luego de la reacción de peroxidación presenta un máximo alrededor de 414 

nm15,21. En los espectros obtenidos, figura 3.3, se observaron máximos muy 

anchos y poco definidos, que se confunden con el ruido, en el rango de 

longitudes de onda entre 400 y 450 nm. Para el caso de la reacción catalizada 

por Dz (línea gris) la intensidad de absorbancia resultó mayor a la del control 

que solo tenía hemina (línea negra). En el inserto se amplía el rango de 

longitudes de onda para mostrar el espectro para ABTS sin oxidar. Este 
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espectro presentó un máximo a 350 nm con una absorbancia tan alta que la 

señal de ABTS oxidado, con máximo a 414 nm, resultó despreciable. 

 Debido a la forma del espectro obtenido en esas condiciones no resultó 

sencillo determinar la señal de absorbancia para el ABTS oxidado. 

TMB: para determinar el espectro de absorción de TMB oxidado en medio 

levemente ácido, a pH = 5 (TMB+.)27, se llevó a cabo la reacción de 

peroxidación catalizada por Dz 0,5 µM en solución durante 5 minutos. Como 

control se llevó a cabo la misma reacción, pero utilizando hemina como único 

catalizador. En la figura 3.4 se muestran los espectros de las soluciones 

resultantes de las reacciones de peroxidación catalizada por DNAzima y por 

hemina utilizando TMB como sustrato a pH = 5.  

 

 

Figura 3.4: Espectros de absorción para la solución resultante de la reacción 
de peroxidación de TMB (pH = 5). Gris: con Dz 0,5 µM. (máximos 370 nm 5,55 
u.a.   650 nm 3,30 u.a.) Negro: control hemina 0,5 µM.  
 
 
Se ha reportado que el espectro de absorción para soluciones de TMB luego 

de la reacción de peroxidación a pH=5 presenta dos máximos alrededor de 370 

nm y 650 nm respectivamente23. El espectro medido (figura 3.4, línea gris), 

coincide con los datos bibliográficos; se observan los dos máximos a 370 nm y 

650 nm siendo sus valores de absorbancia 5,55 u.a. y 3,30 u.a. 

respectivamente. La cantidad de TMB+. generado en la reacción catalizada por 

Dz resultó suficiente para ser detectado mediante este método. Por el contrario, 

para la reacción con hemina como único catalizador (figura 3.4, línea negra),  
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no se observaron valores de absorbancia distinguibles respecto de los de la 

línea de base. La actividad catalítica de hemina resultó mucho menor que la de 

Dz en las condiciones en que se llevó a cabo la reacción. La presencia de 

hemina libre, al menos para la concentración ensayada (0,5 µM) no incrementa 

significativamente la señal de absorbancia generada por la catálisis con Dz. 

Estas condiciones de reacción permiten detectar Dz a partir de la señal de 

absorbancia. 

La reacción de peroxidación, con TMB como sustrato, puede ser detenida por 

agregado de H2SO4 hasta alcanzar pH =1. En este medio la actividad catalítica 

de la DNAzima es inactivada, deteniéndose la reacción, aunque se ha 

reportado que la actividad catalítica de la hemina no se ve afectada por la 

disminución de pH y podría seguir catalizando la reacción de peroxidación14,28. 

En este contexto adquiere aun más importancia el control de la catálisis por 

hemina, en ausencia de Dz. 

En la figura 3.5 se muestran los espectros para la reacción de peroxidación 

catalizada por DNAzima y por hemina utilizando TMB como sustrato en medio 

levemente ácido, pero deteniendo la reacción por disminución del pH (pH = 1). 

En este caso el producto de reacción obtenido fue TMBox (amarillo). 

 

 

Figura 3.5: Espectros de absorción para la solución resultante de la reacción 
de peroxidación de TMB (pH = 1). Gris: con Dz 0,5 µM (máximo 450 nm 6,86 
u.a.). Negro: control hemina 0,5 µM.  
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Se ha reportado que el espectro de absorción para soluciones de TMB luego 

de la reacción de peroxidación a pH = 1 presenta un máximo de absorbancia 

alrededor de 450 nm23. El espectro medido (figura 3.5, línea gris) coincide con 

los datos bibliográficos, se observó un máximo de absorbancia a 450 nm 

siendo su valor 6,86 u.a. En este caso también se observó que el control de 

hemina (figura 3.5, línea negra) no aportó valores de absorbancia distinguibles 

respecto de los de la línea de base evidenciando que para las condiciones de 

reacción la catálisis por hemina no significa una interferencia.   

La elección del sustrato más adecuado para seguir la reacción de peroxidación 

por la técnica espectrofotométrica se basó en la comparación de los tres 

ensayos anteriores. Para el sustrato ABTS no fue posible definir una longitud 

de onda en la que se observe un máximo de absorbancia definido, siendo los 

valores alrededor de 414 nm mucho menores en comparación con los valores 

de absorbancia máximos obtenidos al usar TMB como sustrato. Por otro lado, 

en el caso de los ensayos control, que no contenían catalizador, para TMB se 

observó que el espectro no presentaba absorbancia apreciable entre 300 y 800 

nm. Mientras que el espectro de ABTS mostró una señal de absorbancia muy 

intensa a 350 nm. Dado que, para la fabricación de un biosensor, es importante 

la rapidez con que se obtiene la señal y que esta pueda ser distinguida 

respecto de la del control de reactivos, y que se hallaron condiciones en las 

cuales TMB resultó ser un sustrato adecuado para las mediciones 

espectrofotométricas, se decidió no utilizar ABTS como sustrato para llevar a 

cabo este tipo de determinaciones. En cuanto al uso de TMB como sustrato las 

dos posibilidades, detectar TMB+. o TMBox, resultaron adecuadas, aunque para 

el segundo caso la señal resultó más intensa; lo que podría ser beneficioso 

para el armado de un genosensor ya que podría dar lugar a una mayor 

sensibilidad de la respuesta. 

Por todo lo expuesto, de permitirlo las condiciones experimentales, se decidió 

realizar el seguimiento de la reacción de peroxidación en solución deteniendo 

la reacción por agregado de ácido, aunque por las características de algunos 

ensayos no fue posible su aplicación en todos los casos.  
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3.2.4 Resultados de la evaluación de la respuesta electroquímica de los 

sustratos 

Paralelamente a la evaluación espectrofotométrica de la reacción de 

peroxidación con los diferentes sustratos se estudió la respuesta 

electroquímica utilizando voltametría cíclica (V.C.) como técnica exploratoria. 

Como se mencionó en la sección anterior los ensayos se dividieron en sendas 

alícuotas reservando una para la medición electroquímica.  

Las mediciones se realizaron sobre electrodos serigrafiados en lugar de celdas 

electroquímicas tradicionales de modo de reducir la cantidad de oligonucleótido 

y el volumen de solución utilizados en cada ensayo.  

ABTS: en la figura 3.6 se muestran los voltagramas para las soluciones 

obtenidas como resultado de llevar a cabo la reacción de peroxidación por 10 

minutos con ABTS como sustrato. Se comparó la señal obtenida tras la 

reacción de peroxidación con la de los controles de reactivos. Los voltagramas 

de la figura 3.6 a) y b) son el resultado de los controles negativos de reacción, 

es decir que en la solución no ha ocurrido la reacción de peroxidación. La 

figura 3.6 a) muestra el voltagrama obtenido para el medio de reacción con 

H2O2 en ausencia de ABTS, la figura 3.6 b) muestra voltagrama para ABTS en 

el medio de reacción con H2O2, pero sin agregado de ningún catalizador. El 

voltagrama de la figura 3.6 c) es el resultado de llevar a cabo la reacción de 

con H2O2, ABTS y hemina, pero en ausencia Dz. Por último, el voltagrama 

mostrado en la figura 3.6 d) es el resultado de llevar a cabo la reacción de 

peroxidación con H2O2, ABTS y Dz 1 µM. 
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Figura 3.6: Voltagramas para las soluciones obtenidas como resultado de 
llevar a cabo la reacción de peroxidación de ABTS. Controles negativos de la 
reacción a) medio de reacción en ausencia de ABTS, b) ABTS (ausencia de 
catalizador). c) control hemina: ABTS y hemina 1 µM. d) reacción catalizada 
por Dz 1 µM. (100 mv/s electrodo pseudoreferencia tinta de plata). Las flechas 
indican el sentido del barrido de potencial que fue idéntico para todos los 
ensayos. 
 

La figura 3.1 muestra la reacción de oxidación de ABTS a expensas de la 

reducción de H2O2 donde el producto de reacción es el catión radical ABTS+. de 

color verde29. Para el análisis electroquímico se siguió la hemireacción de 

reducción dada por: 

                                         ABTS+. + e-                 ABTS 

En el voltagrama mostrado en la figura 3.6 a) se observó que el medio de 

reacción en ausencia de ABTS no aporta una señal apreciable. Para los 

voltagramas restantes (figura b)-d)), en las condiciones de reacción ensayadas 

las formas de las señales resultaron poco definidas y la diferencia entre pico 

reductivo y oxidativo mayor a la esperada para el caso de una cupla reversible 

que intercambia un solo electrón (∆Epico 60 mV, ver Capítulo 2, sección 2.4.2). 

Además, la forma de las señales tanto en presencia como ausencia de 
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DNAzima resultaron muy similares. Por estas razones se descartó el uso de 

ABTS como sustrato de la reacción. 

 

TMB: en la figura 3.7 se muestran los voltagramas para las soluciones 

obtenidas como resultado de llevar a cabo la reacción de peroxidación por 5 

minutos con TMB como sustrato a pH = 5. Se comparó la señal obtenida tras la 

reacción de peroxidación con la de los controles de reactivos. Los voltagramas 

de la figura 3.7 a) y b) son el resultado de los controles negativos de reacción, 

es decir que en la solución no ha ocurrido la reacción de peroxidación del TMB. 

El de la figura 3.7 a) es el voltagrama obtenido para el medio de reacción con 

H2O2 en ausencia de TMB, el de la figura 3.8 b) es el voltagrama para TMB en 

el medio de reacción con H2O2, pero sin agregado de ningún catalizador. El 

voltagrama de la figura 3.8 c) es el resultado de llevar a cabo la reacción con 

H2O2, TMB y hemina, pero en ausencia de Dz. Por último, el voltagrama 

mostrado en la figura 3.8 d) es el resultado de llevar a cabo la reacción de 

peroxidación con H2O2, TMB y Dz. 

 

 

Figura 3.7: Voltagramas para las soluciones obtenidas como resultado de 
llevar a cabo la reacción de peroxidación de TMB a pH=5. Controles negativos 
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de la reacción a) medio de reacción en ausencia de TMB, b) TMB (ausencia de 
catalizador). c) control hemina: TMB y hemina 0,5 µM. d) reacción catalizada 
por Dz 0,5 µM. (100 mv/s electrodo pseudoreferencia tinta de plata). Las 
flechas indican el sentido del barrido de potencial que fue idéntico para todos 
los ensayos. 
 

 

En la figura 3.2 se mostró la reacción de oxidación de TMB que ocurre a 

expensas de la reducción de H2O2, a pH = 5, siendo el producto el catión 

radical TMB+. de color azul que se encuentra en equilibrio con el CTC30. Para el 

análisis electroquímico se siguió la hemireacción de reducción de TMB+., dada 

por: 

                                           TMB+. +  e-              TMB 

En las V.C., figura 3.7 se observó que el medio de reacción (voltagrama a)) no 

aportó una señal apreciable. Al agregar TMB a ese medio (voltagrama b)) se 

observó una incipiente señal a 0,35 V aproximadamente en el sentido del 

barrido oxidativo. Esta señal podría explicarse considerando que pudo ocurrir 

oxidación electroquímica. Una parte del TMB se oxidó sobre el electrodo al 

inicio de la V.C., tras aplicar +0,6 V de potencial, y luego volvió a reducirse al 

llevar a cabo el barrido reductivo. Finalmente, con el barrido oxidativo se 

observó la señal a 0,35 V indicando la oxidación de esa cantidad de TMB. En 

presencia de hemina (voltagrama c)) y de Dz (voltagrama d)) se observó que al 

aplicar barrido reductivo aparece un pico poco definido alrededor de 0,35 V y 

uno mas definido a 0,2 V. En cuanto al barrido oxidativo aparecen dos picos a 

0,25 V y 0,45 V31,32. Estos resultados sugieren que ocurre más de un proceso 

sobre el electrodo ya que de ocurrir un único proceso y siendo que la reacción 

intercambia un solo electrón se vería un único pico reductivo y un único pico 

oxidativo. Teniendo en cuenta que TMB+. se encuentra en equilibrio con el CTC 

se puede explicar la aparición de los dos picos en el barrido reductivo debido a 

la co-existencia de las dos cuplas redox con transferencia de un electrón cada 

una25. La intensidad de la señal resultó mayor cuando la catálisis fue llevada a 

cabo por hemina que por Dz lo cual contradice lo observado en los espectros 

de absorción mostrados anteriormente. Dada la forma de la señal obtenida no 

se encontró una manera sencilla y directa de relacionar la señal medida por 

voltametría con la cantidad de TMB oxidado en estas condiciones.  
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En la figura 3.8 se muestran los voltagramas para las soluciones obtenidas 

como resultado de llevar a cabo la reacción de peroxidación y detenerla a los 5 

minutos por agregado de H2SO4 con TMB como sustrato a pH = 1. Se comparó 

la señal obtenida tras la reacción de peroxidación con la de los controles de 

reactivos. Los voltagramas de la figura 3.8 a) y b) son el resultado de los 

controles negativos de reacción, es decir que en la solución no ha ocurrido la 

reacción de peroxidación del TMB. En la figura 3.8 a) se muestra el voltagrama 

obtenido para el medio de reacción con H2O2 en ausencia de TMB, en la figura 

3.8 b) se muestra el voltagrama para TMB en el medio de reacción con H2O2, 

pero sin agregado de ningún catalizador. El voltagrama de la figura 3.8 c) es el 

resultado de llevar a cabo la reacción de peroxidación con H2O2, TMB y 

hemina, pero en ausencia de Dz. Por último, el voltagrama mostrado en la 

figura 3.8 d) es el resultado de llevar a cabo la reacción de peroxidación con 

H2O2, TMB y Dz. 

 

 
Figura 3.8: Voltagramas para las soluciones obtenidas como resultado de 
llevar a cabo la reacción de peroxidación de TMB y detenerla a pH=1. 
Controles negativos de la reacción a) medio de reacción en ausencia de TMB, 
b) TMB (ausencia de catalizador). c) control hemina: TMB y hemina 0,5 µM. d) 
reacción catalizada por Dz 0,5 µM. (100 mv/s electrodo pseudoreferencia tinta 
de plata). Las flechas indican el sentido del barrido de potencial que fue 
idéntico para todos los ensayos. 
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Al detener la reacción de oxidación de TMB que ocurre a expensas de la 

reducción de H2O2 por agregado de H2SO4, a pH = 1, se forma TMBox de color 

amarillo. Para el análisis electroquímico se siguió la hemireacción de reducción 

de TMBox, dada por33: 

                                   TMBox + 2H+ + 2e-                TMB 

En las voltametrías cíclicas, figura 3.8, se observó que el medio de reacción 

(voltagrama a)) no aportó una señal apreciable. Al agregar TMB a ese medio 

(voltagrama b)), en presencia de hemina (voltagrama c)) y de DNAzima 

(voltagrama d)) se observó que al barrer el potencial en sentido reductivo 

apareció un pico alrededor de 0,35 V y al barrer en sentido oxidativo uno 

alrededor de 0,40 V. La forma de los voltagramas y la diferencia de los 

potenciales de pico (∆Epico) que resultó ser aproximadamente de 40-50 mV 

pueden explicarse como un proceso redox reversible donde se intercambian 

dos electrones25. Para esta ultima afirmación se tuvo en cuenta que para los 

electrodos utilizados para un proceso reversible que intercambia un solo 

electrón se aceptó un ∆Epico ≈ 80 mV (ver capítulo 2 sección 2.4.2). Cabe 

destacar que para los controles que contenían TMB, pero no DNAzima (tanto 

en ausencia de catalizador como en presencia de hemina) se observaron 

corrientes de pico no despreciables, es decir que para poder determinar la 

concentración de DNAzima a partir de la corriente medida será necesario tener 

en cuenta la corriente aportada por los otros componentes del medio de 

reacción. 

De las tres condiciones de medición analizadas esta última fue la que presentó 

picos mejor definidos y respuesta reversible. Por esto se concluyó que utilizar 

TMB como sustrato y detener la reacción por agregado de ácido sulfúrico es la 

estrategia más adecuada para obtener una señal que pueda relacionarse con 

la cantidad de producto oxidado formado a partir de la catálisis por Dz. 

Tanto para la medición espectrofotométrica como para la electroquímica el 

ABTS oxidado demostró producir señales poco definidas. En el caso de TMB 

oxidado, que puede ser detectado en dos condiciones de pH diferentes, la 

determinación espectrofotométrica dio señales similares para las dos 

condiciones. En el caso de la determinación electroquímica resultó más sencillo 

de analizar el voltagrama para la condición de pH =1, ya que a pH = 5 se 

observaron dos señales acopladas con una diferencia de potencial de pico muy 
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pequeña, aproximadamente 0,2 V. Dicho todo esto, el sustrato que permitió 

obtener mejores señales en las condiciones analizadas fue TMB. Por lo tanto, 

de aquí en adelante todos los ensayos fueron realizados utilizando TMB como 

sustrato.  

 

3.3 Evaluación de las condiciones para la detección electroquímica de 

TMB oxidado por la reacción de peroxidación. 

En esta sección se describe el análisis para la cuantificación indirecta de la 

DNAzima en solución a partir de la medición electroquímica de TMB oxidado en 

la reacción de peroxidación. La elección de la técnica electroquímica se basó 

en el análisis de las señales obtenidas durante la exploración por V.C. del 

sistema Dz/H2O2/TMB y en las técnicas reportadas en bibliografía para 

sistemas similares (Capítulo 1 sección 1.4). Se analizaron las ventajas y 

desventajas de las tres técnicas mas comúnmente utilizadas 

cronoamperometría (C.A.), voltametría de onda cuadrada (V.O.C) y voltametría 

de pulso diferencial (V.D.P.) (Capítulo 2 sección 2.4). 

La C.A. es una de las técnicas más utilizadas en la construcción de sensores 

electroquímicos por su alta sensibilidad, por ser pocas las variables a optimizar 

y por la posibilidad de adaptarla a equipamiento portátil. La técnica consiste en 

aplicar un potencial fijado previamente sobre el electrodo de trabajo y 

monitorear la corriente en función del tiempo. 

Tanto en el sistema estudiado en este trabajo como en algunas de las señales 

reportadas en bibliografía, que se discutieron en el Capítulo 1, se observó que 

ocurren grandes corrimientos, de hasta 50 mV, en el potencial de pico (ver 

figuras 1.23 (D) y 3.12). Estos corrimientos en el potencial se observaron aún 

al medir alícuotas de una misma solución tanto sobre el mismo electrodo como 

sobre electrodos independientes y representan una desventaja para realizar la 

cuantificación por C.A. La cuantificación mediante esta técnica requeriría 

establecer los potenciales para cada ensayo, lo cual resultaría muy trabajoso y 

poco práctico, por lo que en los ejemplos mencionados se optó por la técnica 

de V.D.P. (figura 1.23 C y D).  Los resultados reportados mostraron que, aún 

para señales con corrimiento en los potenciales de pico, se determinó una 

relación entre la señal medida y la concentración de analito.  
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En lo que respecta a este trabajo de tesis la técnica elegida para llevar a cabo 

la detección de sustrato oxidado fue V.O.C. debido a que aporta información 

similar a la de V.D.P. pero con algunas ventajas. Esta técnica combina los 

mejores aspectos de las voltametrías de pulso. Algunas ventajas a resaltar son 

una gran sensibilidad para la cuantificación, la supresión de las señales de 

fondo y la forma de la señal, que permite observar la intensidad de corriente 

para cada potencial en todo el rango aplicado39. En particular para el sistema 

estudiado fue importante poder advertir en forma directa corrimientos del 

potencial para así poder determinar correctamente la corriente de pico (Ip).  

Se estudió la respuesta por V.O.C. para el sistema DNAzima peroxidasa con 

TMB como sustrato. Para ello se llevó a cabo la reacción con Dz y se 

separaron alícuotas a diferentes tiempos de reacción (1 minuto, 10 minutos y 

17 minutos). Cada una de esas alícuotas se dividió en dos. Sobre una se midió 

directamente en el medio de reacción (levemente ácido) (figura 3.9). Sobre la 

otra se agregó H2SO4 para acidificar el medio antes de llevar a cabo la 

medición (figura 3.10). 

Los tiempos elegidos para seguir la reacción fueron los más cortos que permitió 

el diseño experimental con el que se realizaron las mediciones, ya que para un 

biosensor es esperable una respuesta rápida. 

 

 

Figura 3.9: Respuestas electroquímicas por V.O.C. para la reacción con Dz 1 

μM a distintos tiempos: 1 minuto ( ), 10 minutos ( ), 17 minutos (X).  
Mediciones realizadas en medio levemente ácido sobre un mismo electrodo. La 
flecha horizontal indica el sentido del barrido de potencial. 
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Tal como se observó por V.C. para este mismo sistema (figura 3.7) y en el 

trabajo reportado por Chen et al. 2020 (figura 1.23 (B)), la señal obtenida por 

V.O.C presenta dos picos al barrer el potencial en sentido reductivo. Se 

observó que los picos no llegaron a resolverse, no fue posible identificar cada 

pico en forma independiente. A medida que transcurrió el tiempo se observó un 

aumento en la intensidad del color azul pero que no se correspondió con un 

aumento en la señal medida por V.O.C. por lo que esta condición de reacción 

no parece ser útil para cuantificar mediante la técnica de V.O.C.  

 

 
Figura 3.10: Respuestas electroquímicas por V.O.C. para la reacción con Dz 1 
μM a distintos tiempos. Se detallan las corrientes máximas (Ip) obtenidas para 

cada señal 1 minuto ( ) Ip = 33,9 μA, 10 minutos ( ) Ip = 41,0 μA, 17 minutos 
(X) Ip = 43,4 μA. Mediciones realizadas luego de la acidificación con H2SO4 
sobre un mismo electrodo. La flecha horizontal indica el sentido del barrido de 
potencial. 
 
El comportamiento electroquímico de TMBox, generado tras la acidificación del 

producto de peroxidación por agregado de H2SO4, también se correspondió, 

como era de esperar, por ambas técnicas V.O.C. (figura 3.10) y V.C. (figura 

3.8); al realizar el barrido en sentido reductivo se obtuvo un solo pico simétrico, 

alto y bien definido con un máximo de intensidad de corriente a 0,35 V. La 

señal obtenida por V.O.C. se vio levemente incrementada con el tiempo de 

reacción, es decir al aumentar la concentración de TMB oxidado. A partir de 

estas observaciones se concluyó que la corriente de pico (Ip) parece ser un 

buen parámetro para llevar a cabo la detección de TMB oxidado. Es importante 

destacar el corrimiento de los potenciales de pico que se evidenciaron en la 
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señal obtenida por V.O.C. Este corrimiento, del orden de 10-50 mV, para el 

mismo electrodo con el mismo electrodo de referencia no puede ser 

despreciado y fue la causa por la que se descartó C.A. como técnica de 

cuantificación para este sistema mientras que la determinación por V.O.C. no 

se vio perjudicada. Por todo lo expuesto se decidió llevar a cabo la 

cuantificación electroquímica de TMBox, es decir detener la reacción por 

agregado de H2SO4 llevando el medio de reacción a pH = 1 por V.O.C.  

Una vez establecidas las condiciones de reacción y la técnica de detección se 

analizaron estrategias posibles para llevar a cabo las mediciones de forma de 

disminuir la dispersión de las respuestas, teniendo en cuenta tanto las 

características del sistema como las de los electrodos serigrafiados. Se ha 

reportado que los electrodos serigrafiados suelen presentar algunas 

limitaciones; la composición de las tintas utilizadas puede afectar a la 

selectividad y sensibilidad de los análisis. Algunos componentes desconocidos 

en estas tintas podrían influir de manera impredecible en la detección y 

análisis. Se ha demostrado que las diferencias en la composición de la tinta por 

ejemplo tipo, tamaño o carga de partículas de grafito y en las condiciones de 

impresión y curado pueden afectar fuertemente a la transferencia electrónica y 

al rendimiento analítico general de los sensores40. 

Teniendo en cuenta estas limitaciones se analizó la variabilidad de las señales 

debida a la naturaleza de los electrodos en sí y debida a la interacción 

superficie del electrodo-componentes de la mezcla de reacción. Para ello se 

compararon las señales obtenidas para mediciones repetitivas de la especie 

electroactiva utilizando un único electrodo y utilizando diferentes electrodos.  

Para simplificar el análisis de la variabilidad de las señales se estudiaron las 

posibles causas de forma separada. En primer lugar, se analizó el 

comportamiento de los electrodos en sí. Para eso se prescindió de la mezcla 

de reacción de peroxidación, utilizando ferrocenometanol (FcMeOH) como 

sonda electroactiva. Esta especie presenta un comportamiento electroquímico 

reversible, muy estudiado y bien caracterizado en diversas superficies, en 

particular sobre carbono, que es el caso de los electrodos serigrafiados 

utilizados41–43. 

FcMeOH+   +  e-                  FcMeOH  
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Siendo que FcMeOH intercambia un solo electrón y su comportamiento 

electroquímico es reversible se supone que se cumplen los parámetros de 

reversibilidad, es decir, que el voltagrama arroje una diferencia de potencial 

∆Epico ≈ 59 mV y que la relación Ipa/Ipc ≈ 1 (ver Capitulo 2 sección 2.4). Por 

lo tanto, cualquier desviación sería adjudicable a los electrodos en sí. Por 

ejemplo, corrimientos en el Ep para mediciones del mismo sistema sobre 

diferentes electrodos indicarían diferencias en los electrodos de 

pseudorreferencia. Cambios en las intensidades de pico reflejarían la no 

reproducibilidad de las mediciones causada por diferencias entre las superficies 

de los electrodos33,44. 

En la tabla 3.1 se muestran los parámetros obtenidos por V.C. para alícuotas 

de una misma solución de FcMeOH 0,5 mM sobre 6 electrodos serigrafiados 

independientes: potencial de pico anódico (Epa) y catódico (Epc), diferencia 

entre potenciales (∆Ep: Epa - Epc), corriente de pico anódica (Ipa) y catódica (Ipc), 

relación entre las corrientes de pico (Ipa/Ipc). Para todos esos parámetros se 

calcularon los valores de promedio y desviación estándar (DS) entre los 6 

electrodos, resultando ∆Ep: 69 mv ± 4 mv y Ipa/Ipc: 1,18 ± 0,02 lo que sugirió, 

comparando con los valores esperados para una cupla con comportamiento 

reversible que intercambia un electrón ∆Epico ≈ 59 mV y que la relación        

Ipa/Ipc ≈ 1, que el comportamiento de ferrocenometanol sobre los electrodos 

serigrafiados se puede aproximar a la reversibilidad. Sin embargo, se detectó 

una dispersión no despreciable entre electrodos, de aproximadamente el 7 %, 

tanto para los potenciales (Epc) como para las corrientes (Ip). 

 

Electrodo Epa (V) Epc (V) ΔEp (mV) Ipa (A) Ipc (A) Ipa/Ipc 

E1 0,188 0,127 60 0,48 0,42 1,15 
E2 0,188 0,117 71 0,39 0,33 1,18 
E3 0,188 0,117 71 0,44 0,38 1,17 
E4 0,178 0,107 70 0,47 0,39 1,21 
E5 0,178 0,107 70 0,44 0,37 1,19 
E6 0,188 0,117 71 0,45 0,38 1,17 

Promedio 0,184 0,116 69 0,45 0,38 1,18 

DS 0,005 0,008 4 0,03 0,03 0,02 
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Tabla 3.1: Parámetros obtenidos por V.C. (0,5 a 0 V 100 mV/s) para FcMeOH 
0,5 mM sobre 6 electrodos serigrafiados independientes. 
Potencial de pico anódico (Epa) y catódico (Epc), diferencia entre ambos 
potenciales (∆Ep), corriente de pico anódica (Ipa) y catódica (Ipc) y la relación 
entre ambas (Ipa/Ipc). Promedio y desviación estándar (DS) para todos los 
parámetros. 
 

Los resultados obtenidos por V.C. sugieren un comportamiento reversible del 

FcMeOH sobre la superficie de los electrodos serigrafiados, por lo tanto, la 

dispersión entre mediciones fue adjudicada a las variaciones entre las 

superficies de los electrodos. Sin embargo, teniendo en cuenta que la técnica 

de medición elegida para el sistema en estudio fue V.O.C., resulta interesante 

conocer la variabilidad de las mediciones por esta técnica, así como también 

los corrimientos de potencial de las Ip.  

El análisis de repetitividad de la señal por V.O.C., figura 3.11, se llevó a cabo 

midiendo alícuotas de FcMeOH 0,5 mM, como sonda redox modelo, sobre 8 

electrodos independientes. Sobre cada uno se realizaron 6 mediciones 

sucesivas de forma tal de tener información sobre la variabilidad entre 

electrodos y entre mediciones sobre un mismo electrodo.   

Cabe aclarar que durante todo el trabajo de tesis para independizar las señales 

medidas del área de electrodo se informó densidad de corriente (j): corriente 

medida /área geométrica del electrodo de trabajo en µA/ mm2.  

 

 

Figura 3.11: Densidad de corriente de pico (jp), 8 electrodos independientes. 
Blanco: primera medición. Gris: promedio de las 6 mediciones con su barra de 
error (DS de las 6 repeticiones). Inserto: jp  para cada una de las mediciones de 
la misma solución sobre un único electrodo (se muestran las señales para 3 de 
los 6 electrodos), Electrodo: ( )1, ( )2, ( )3. V.O.C. 0,5 a 0,0 V.  
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Para cada electrodo se determinó el promedio de las 6 mediciones (gris) con su 

desviación estándar como barra de error y la primera medición sobre cada uno 

(blanco). El rango de los promedios se encontró entre 1,5 µA/mm2 y 1,9 

µA/mm2 y las desviaciones estándar entre 0,2 µA/mm2 y 0,3 µA/mm2. Es decir, 

el porcentaje de variabilidad de la medición de densidad de corriente para cada 

electrodo (el porcentaje en que cada medición se modifica respecto a la 

anterior sobre un mismo electrodo) fue entre 9 % y 18 %. En cuanto a la 

repetitividad para la medición entre distintos electrodos, se calculó el promedio 

para la primera medición realizada sobre cada uno de los 8 electrodos, se 

obtuvo un valor de 1,5 µA/mm2 siendo el desvió estándar 0,2 µA/mm2 es decir 

un 14 % de variabilidad entre electrodos para las primeras mediciones. Para la 

mayoría de los ensayos la densidad de corriente resultó menor para el primer 

uso respecto del promedio de las 6 mediciones. Esto podría significar que 

existen interacciones entre alguno de los componentes de la solución y la 

superficie del electrodo. En cuanto a los potenciales de pico (Ep) en promedio 

fue de 0,17 V con una desviación estándar de 0,01 V tanto para repeticiones 

sobre un mismo electrodo como para mediciones sobre electrodos distintos. 

Los corrimientos de los Ep no fueron despreciables (alrededor de 10 mV) y se 

debieron a los electrodos intrínsecamente, no al sistema medido. Estos 

resultados mostraron una variabilidad no despreciable tanto para las 

mediciones sobre un mismo electrodo como para las mediciones entre 

electrodos diferentes.  

En base a los resultados obtenidos se planteó una estrategia para minimizar la 

variabilidad entre mediciones debida a los electrodos. Esta estrategia consistió 

realizar una V.C. con FcMeOH como mediador redox, a modo de control, sobre 

los electrodos y elegir los que presentaron menor variabilidad entre ellos, es 

decir Ep e Ip lo mas similares posible. Realizar la medición del ensayo 

correspondiente y volver a controlar por V.C. con FcMeOH. Cada electrodo se 

reutilizó hasta que los parámetros de la V.C. (Ep, Ip) para FcMeOH se vieron 

modificados. 

Uno de los objetivos planteados para este capítulo consiste en analizar la 

relación entre la cantidad de Dz y la señal medida por V.O.C. debida a TMBox 

generado. En este sentido resulta relevante establecer una relación entre la 

señal de corriente de pico y la concentración de la especie electroactiva45. 
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Teniendo en cuenta que se comprobó la variabilidad de respuesta debida a los 

electrodos es indispensable poder verificar que la misma resulte despreciable 

frente a la señal de la especie electroactiva. Por ser el sistema Dz/H2O2/TMB 

complejo, y debido a que el costo de las secuencias hace menos viable realizar 

un número grande de mediciones, el análisis se realizó en una primera 

instancia utilizando FcMeOH como sonda electroactiva modelo. En la figura 

3.12 se muestra la relación entre la intensidad de señal por V.O.C. para un 

rango de concentraciones de FcMeOH entre 0,1 mM   y 0,4 mM sobre un único 

electrodo que fue lavado con agua entre mediciones. 

 

 

Figura 3.12: Relación entre la jp y la concentración de FcMeOH.                           
Inserto: señales obtenidas por V.OC. (0,4 V a 0,0 V) para soluciones de 
FcMeOH de concentración entre 0,1 mM y 0,4 mM.  Las barras de dispersión 
corresponden a duplicados.  jp = 4,5272 [FcMeOH] + 0,1143  (R2 = 0,9757). 
 

 

A partir de la figura 3.12 se observó que la relación entre la intensidad de señal 

y la concentración de FcMeOH presenta tendencia lineal, al menos en el rango 

de concentraciones explorado, entre 0,1 mM y 0,4 mM. Este resultado confirmó 

que tanto los electrodos serigrafiados como la técnica electroquímica elegida 

fueron adecuados para la cuantificación de analitos electroactivos. La 

variabilidad propia de las mediciones sobre el electrodo no significó un 

impedimento y los resultados obtenidos pudieron ajustarse al modelo de la 

ecuación 4 (ver Capítulo 2 sección 2.4) que establece que para un sistema 

con comportamiento reversible y controlado por difusión la corriente de pico 
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obtenida por V.O.C. se relaciona de forma directa con la concentración de la 

especie electroactiva.  

. 

Ip = n F A Co Do1/2 (π t)-1/2   Δψp  (Ecuación 4) 

 

El siguiente paso fue investigar la posibilidad de aplicar el método de 

cuantificación al sistema de interés, con TMB como especie electroactiva. Se 

analizó la relación entre la señal medida por V.O.C. y el tiempo de reacción, lo 

que conduce a evaluar el incremento de concentración de TMB oxidado. Se 

controló el electrodo por V.C. con FcMeOH (según la estrategia detallada 

anteriormente). Como la variabilidad entre mediciones resultó menor al 10 %, 

se utilizó un solo electrodo para todo el ensayo. En la figura 3.13 se muestran 

las señales obtenidas por V.O.C. para el producto de reacción de peroxidación 

con TMB como sustrato, detenida por agregado de H2SO4, a distintos tiempos 

de reacción sobre un mismo electrodo lavando con agua entre mediciones.  

Cabe destacar que, a diferencia de lo que se observó en otros ensayos por 

V.O.C., en este en particular no se observaron corrimientos del Ep. Las señales 

medidas para todos los tiempos de reacción sobre el mismo electrodo 

presentaron Ip a 0,36 V.  

 

 

Figura 3.13: Relación entre la jp y el tiempo de reacción de peroxidación. 
Inserto: señales por V.O.C para la reacción de peroxidación catalizada por 
DNAzima 1 µM. Se midió sobre un único electrodo (0,8 V a 0,0 V), lavando con 
agua entre mediciones. 
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La intensidad de corriente de pico se vio incrementada al inicio y hasta 

aproximadamente los 15 minutos de reacción. Luego alcanzó una meseta, lo 

que podría deberse a que la concentración de TMB oxidado generado alcanzó 

un máximo y luego se mantuvo constante11,16,18. Sin embargo, se observó que 

el color de la solución siguió intensificándose en todo el rango de tiempo 

estudiado. Es decir, que la reacción siguió avanzando y la concentración de 

TMB oxidado aumentó. El hecho de que no se haya visto reflejado este 

aumento de concentración en la intensidad de corriente podría deberse a 

interacciones entre el medio de reacción y la superficie del electrodo. Es 

posible que esto se debiera a que algo de TMB o TMBox se hubiera adsorbido y 

por lo tanto a medida que se realizaron las mediciones su concentración 

superficial se incrementó hasta alcanzar un máximo por saturación de la 

superficie del electrodo.  

En algunos sistemas la adsorción del analito en la superficie del electrodo 

representa una ventaja46. A la cantidad de analito que llega a la superficie de 

forma difusional se adiciona la que se acumula por adsorción superficial, de 

este modo las dos contribuyen a la señal. El tiempo de interacción analito-

superficie del electrodo es un factor a controlar ya que contribuye a la 

adsorción y afecta a la intensidad de señal medida.  

Para el sistema estudiado se tiene como objetivo realizar la cuantificación de 

manera indirecta, determinando la concentración de Dz a partir de la señal de 

TMB oxidado generado. Si ocurriera adsorción habría que poder asegurar que 

la cantidad de TMB oxidado acumulada sobre los electrodos resulte uniforme 

independientemente del electrodo utilizado. Además, habría que tener en 

cuenta el efecto de la matriz de la muestra ya que alguno de sus componentes 

podría interferir en la adsorción de TMB afectando a la intensidad de señal 

medida. 

Dadas estas desventajas y para simplificar la detección, se buscó evitar la 

adsorción de TMB sobre la superficie del electrodo. Se analizó el tipo de 

respuesta tanto del reactivo, TMB, como del producto, TMBox, sobre la 

superficie de los electrodos para encontrar las condiciones en las cuales el 

proceso sea controlado por difusión47. Para ello se determinó la relación entre 

de la intensidad de corriente y la velocidad de barrido por V.C. (ver Capitulo 2 

sección 2.4). La relación está dada por varios factores, entre ellos la velocidad 
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de reacción de la especie electroactiva sobre la superficie del electrodo, su 

coeficiente de difusión y las posibles reacciones acopladas en el seno de la 

solución48. Para el caso de una reacción reversible, es decir que la especie 

reacciona rápido en la superficie del electrodo sin que ocurra adsorción, se 

cumple (a 298 K) la ecuación 1 (ver Capítulo 2 sección 2.4) 

 

Ip = 2,69.105 n3/2 A DR1/2 C*o  v1/2  (Ecuación 1) 

 

Esto implica que, si el proceso es controlado por difusión, la corriente de pico 

(Ip) aumenta linealmente con la raíz cuadrada de la velocidad de barrido de 

potencial (v1/2) 33. 

En el caso de que la sustancia oxidada se adsorba sobre el electrodo y que la 

reacción de reducción ocurra sobre la superficie, sin cambios apreciables de la 

concentración superficial durante el tiempo del ensayo, se cumple (a 298 K) la 

ecuación 2 (ver Capítulo 2 sección 2.4) 

 

Ip = 9,39.105 n2 A Γo v (Ecuación 2) 

 

Esto implica que, si el proceso es adsortivo, la corriente de pico varía 

linealmente con la velocidad de barrido de potencial (v) 49. 

En primer lugar, se analizó el comportamiento de TMB sobre la superficie del 

electrodo. En la figura 3.14 se muestra el efecto de la velocidad de barrido de 

potencial en la corriente de pico medida por V.C. para una solución de TMB 0,2 

mM. 
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pico (Ip). Izquierda vs velocidad de barrido derecha vs (velocidad de 
barrido)1/2. Electrodos independientes. V.C. 0,4 a 0,0 V, vbarrido: 5, 10, 25, 50, 
100, 150 y 200 mV/s.  
 

La relación entre la corriente de pico y la raíz cuadrada de la velocidad de 

barrido resultó ser lineal, el comportamiento se ajustó mejor a la ecuación 1, 

es decir que TMB no se adsorbió de manera apreciablemente sobre los 

electrodos. Esto implica que el TMB en exceso, el que no se oxidó, no se 

adsorbe de manera significativa sobre la superficie del electrodo y por lo tanto 

no afecta a la independencia de las mediciones sucesivas sobre un mismo 

electrodo.  

Siendo TMBox la sustancia a cuantificar, se evaluó su comportamiento sobre la 

superficie del electrodo. Por ser un producto de la reacción de peroxidación su 

concentración dependerá de la cantidad de DNAzima y de las condiciones del 

medio. Para analizar la adsorción en un amplio rango de concentraciones de 

TMBox se llevaron a cabo dos ensayos utilizando dos concentraciones muy 

diferentes de Dz: 0,5 µM y 5 µM, respectivamente. Por otro lado, también se 

tuvo en cuenta el re uso de los electrodos. Se estudió el tipo de respuesta 

obtenida para ambas concentraciones de Dz midiendo la señal de TMBox sobre 

un único electrodo en dos condiciones: mediciones sucesivas a distintas 

velocidades de barrido y mediciones a distintas velocidades de barrido lavando 

el electrodo con H2SO4 entre ellas. La figura 3.15 muestra el efecto de la 

velocidad de barrido de potencial sobre la corriente de pico por V.C. para 

TMBox generado por catálisis con Dz 5 µM. Figura 3.15 (A) mediciones 

sucesivas de una misma alícuota. Figura 3.15 (B) Se lavó el electrodo con 

H2SO4 1 M entre mediciones.  
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Figura 3.15: Efecto de la velocidad de barrido de potencial en la corriente de 
pico (Ip). (A) Sin lavado entre mediciones. (B) Lavando entre mediciones. 
Intensidad de corriente de pico (Ip) izquierda vs velocidad de barrido derecha 
vs (velocidad de barrido)1/2. Dz 5 µM, TMB 0,2 mM, H2O2 4 mM, la reacción se 
detuvo por agregado de H2SO4 a los 2 minutos de reacción, luego se midió una 
alícuota por V.C. 0,6 a 0,2 V. vbarrido: 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 mV/s.  
 
Para el ensayo donde no se lavó el electrodo entre mediciones, figura 3.15 (A), 

se observó una relación lineal entre la corriente de pico y la velocidad de 

barrido (v), tal como lo indica la ecuación 2, la respuesta del sistema resultó 

ser adsortiva. El TMB oxidado se adsorbió sobre la superficie del electrodo y allí 

ocurrió el intercambio electrónico. En estas condiciones el electrodo no puede 

ser reutilizado, dado que la superficie no se renueva, sino que contiene 

residuos de TMBox adsorbido. 

Como se discutió previamente, para el funcionamiento del sensor se quiere 

evitar el control adsortivo. Cuando la adsorción del analito no es un proceso 

conocido y controlado resulta más compleja la cuantificación46, y aún más en el 

caso en que la misma sea indirecta. Por lo tanto, se descartó llevar a cabo las 

mediciones en esta condición. 

Para el ensayo donde el electrodo se lavó entre mediciones, figura 3.15 (B), se 

observó una relación lineal entre la corriente de pico y la raíz cuadrada de la 

velocidad de barrido, tal como lo indica la ecuación 1, la respuesta resultó ser 
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de tipo difusional. Esto sugiere que el lavado fue eficiente para recuperar la 

condición inicial de la superficie, no quedó una cantidad significativa de TMB 

oxidado adsorbida sobre el electrodo, es decir, es posible realizar mediciones 

independientes sobre electrodos re usados. Además, para las condiciones del 

sistema estudiado, el comportamiento difusional del analito implica una 

cuantificación más directa y sencilla46.  

A continuación, se muestran resultados de este mismo análisis realizado para 

menores concentraciones de TMB oxidado, obtenidas a partir de catálisis con 

Dz de menor concentración 0,5 µM. La figura 3.16 muestra el efecto de la 

velocidad de barrido de potencial sobre la corriente de pico por V.C. para 

TMBox, obtenido por catálisis con Dz 0,5 µM. Figura 3.16 (A) sobre una única 

alícuota sin enjuagar el electrodo entre mediciones. Figura 3.16 (B) 

enjuagando el electrodo con H2SO4 1 M entre mediciones. 

 

 

Figura 3.16: Efecto de la velocidad de barrido de potencial en la corriente de 
pico (Ip). (A) Sin lavado entre mediciones. (B) Lavando entre mediciones. 
Intensidad de corriente de pico (Ip) izquierda vs velocidad de barrido derecha 
(velocidad de barrido)1/2. Dz 0,5 µM, TMB 0,2 mM, H2O2 4 mM, la reacción se 
detuvo por agregado de H2SO4 a los 2 minutos de reacción, luego se midió una 
alícuota por V.C. 0,6 a 0,2 V. vbarrido: 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 mV/s.  
 
Para el ensayo donde no se lavó el electrodo entre mediciones, figura 3.16 (A), 

se obtuvo una relación lineal entre la corriente de pico y la raíz cuadrada de la 
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velocidad de barrido (v1/2) que, según la ecuación 1 implica una respuesta 

difusional. Para concentraciones tan bajas de TMB oxidado generado la 

adsorción no afecta significativamente a la señal medida. 

El ensayo donde el electrodo se lavó entre mediciones, figura 3.16 (B), 

confirmó lo observado en los ensayos anteriores. La respuesta también resultó 

de tipo difusional. Al disminuir la concentración de Dz y por lo tanto la de TMB 

oxidado también se redujo su adsorción sobre la superficie del electrodo.  

A partir del estudio de adsorción se concluyó que para reusar un mismo 

electrodo y poder asegurar independencia entre los ensayos, simplificando la 

determinación indirecta de Dz, es necesario realizar lavados con H2SO4 entre 

mediciones. De esta forma se evita la adsorción de TMB oxidado sobre la 

superficie del electrodo.  

Para finalizar con el análisis de la medición electroquímica se estudió la 

factibilidad de hallar una relación entre la concentración de Dz y la intensidad 

de corriente medida por V.O.C. Para eso se realizaron reacciones de 

peroxidación a partir de diferentes concentraciones de Dz como catalizador. 

Teniendo en cuenta los resultados descriptos anteriormente se decidió que un 

electrodo puede ser reutilizado si se lo lava con H2SO4 entre ensayos y se lo 

controla por V.C. con FcMeOH entre mediciones. El electrodo se reemplazó por 

otro (con perfil similar determinado por V.C.) en el momento en que dos 

controles sucesivos por V.C. en FcMeOH dieron una diferencia de Ip mayor al 

10 %. En la figura 3.17 se muestra la señal obtenida para la reacción de 

peroxidación catalizada por dos concentraciones diferentes de Dz 0,1 y 3 µM 

comparada con la de un control, preparado como mezcla de reactivos sin 

hemina y sin Dz.  
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Figura 3.17: Intensidad de corriente en función del potencial para diferentes 
concentraciones de DNAzima. ( ) Control  ( ) Dz 0,1 µM ( ) Dz 3,0. Sobre un 
mismo electrodo, lavando con H2SO4 entre mediciones.  
 

La señal del control resultó bastante intensa, posiblemente debido a la 

presencia de TMB oxidado en la mezcla o porque se generó al iniciar el barrido 

de potencial para llevar a cabo la medición. Se descartó que hubiera TMB 

oxidado en la mezcla de reacción debido a que las soluciones control eran 

incoloras y su absorbancia a 450 nm muy cercana a cero. Por otro lado, se 

observó un corrimiento significativo de los Ep entre mediciones, del orden de 50 

mV. Tal como se esperaba la intensidad de la corriente de pico aumentó con la 

concentración de Dz.  

Para establecer una relación entre concentración e intensidad se aumentó el 

número de datos del ensayo repitiendo las mediciones para otras 

concentraciones de Dz 0 µM (control), 0,1 µM; 1 µM; 2 µM y 3 µM. Para cada 

concentración la medición se realizó por duplicado. En la figura 3.18 se 

muestra la relación entre la densidad de corriente de pico y la concentración de 

DNAzima.  
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Figura 3.18: Relación entre la jp y la concentración de Dz, 2 minutos de 
reacción. V.O.C. 0,5 V a 0,0 V. Para duplicados se utilizaron electrodos 
independientes. 
 

Comparando entre duplicados con igual concentración de Dz las jp resultaron 

similares mientras que para los Ep no se detectaron fluctuaciones. Al aumentar 

la concentración de Dz el Ep se vio modificado. En principio no se observó una 

clara dependencia de la jp con la concentración de Dz. Esta metodología no 

parece ser útil para establecer una relación entre la señal medida por V.O.C. y 

la concentración de Dz en la solución. Sin embargo, no se ha tenido en cuenta 

el aporte a la señal por parte del ensayo control y la dispersión entre los Ep. 

Siendo que en los ensayos control no hay agregado de catalizador, el origen de 

la oxidación de TMB, y por lo tanto de las señales, tiene que ser 

electroquímico. Suponiendo que en todas las mezclas existe un porcentaje de 

TMB que es oxidado electroquímicamente y no por catálisis de DNAzima, para 

obtener el componente de la señal debida a la acción de la DNAzima es 

necesario descontar la parte de la señal debida a la oxidación electroquímica. 

Adicionalmente, debido a los corrimientos de los Ep entre mediciones, hay que 

tener en cuenta que la corriente del ensayo control a descontar es la que 

aparece al mismo potencial en el que el ensayo en cuestión presenta la 

corriente de pico. De esta forma la corriente corregida, debida exclusivamente 

a la oxidación de TMB por catálisis con DNAzima peroxidasa, se calculó de la 

siguiente manera: densidad de corriente de pico obtenida (jp) para un ensayo 

(e) (por catálisis con DNAzima) menos densidad de corriente de la señal del 

control al potencial Ep de (e) jcontrol (en Ep). En la figura 3.19 se muestra la 
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relación entre la señal determinada como (jp – jcontrol (en Ep)) “densidad de 

corriente corregida” y la concentración de DNAzima en la reacción.  
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Figura 3.19: Relación entre jp corregida y la concentración de DNAzima. Las 
barras de dispersión corresponden a duplicados. 

jcorregida: 0,3485 [Dz] +0,9548 (R2 = 0,9602) 
 

Se observó un aumento de la intensidad de corriente de pico corregida con la 

concentración de DNAzima, esta relación puede ser modelada según la 

ecuación 4 (ver Capítulo 2 sección 2.4): 

  

Ip = n F A Co Do1/2 (π t)-1/2   Δψp (ecuación 4) 

 

La relación Ip vs C se ajustó bastante bien a una recta, teniendo en cuenta la 

dispersión entre los eléctrodos y las correcciones que fue necesario hacer a la 

señal.  

Para ensayos con igual concentración de Dz, es decir misma cantidad de TMB 

oxidado generado, midiendo sobre electrodos independientes la señal obtenida 

resultó similar, siendo las diferencias del orden del 10 % (barras de dispersión), 

que puede ser adjudicada a la variabilidad propia de los electrodos. Como 

desventaja de este método se observó que, aún después de la corrección, el 

valor de la ordenada al origen de la recta obtenida resultó muy elevado, debido 

a que en ausencia de catalizador igualmente se generó algo de TMB oxidado. 

La relación lineal entre la concentración de DNAzima en solución y la densidad 

de corriente de pico se obtuvo a partir de la aplicación de la corrección de la 

señal. Tanto el control entre mediciones de los electrodos, a partir del análisis 
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del perfil electroquímico por C.V, como los lavados con H2SO4 entre 

mediciones para evitar adsorción de TMB oxidado, fueron fundamentales para 

disminuir la variabilidad entre señales. 

 

3.4 Relación entre la concentración de Dz y la señal obtenida por las dos 
técnicas de medición. 
 
La detección de TMB oxidado por catálisis con DNAzima peroxidasa fue 

desarrollada en primera instancia para métodos ópticos50. El aumento de la 

intensidad de color con el avance de la reacción y con el aumento de la 

concentración de catalizador es fácilmente observable lo que permite realizar 

un análisis cualitativo, a simple vista, o cuantitativo por medición 

espectrofotométrica. Las determinaciones por técnicas electroquímicas 

implican una mayor complejidad por lo que su desarrollo comenzó más 

recientemente31. Para ambas técnicas de medición la señal obtenida, en alguna 

condición de reacción, resulta proporcional a la cantidad de TMB oxidado 

generado. Obtener una relación entre las señales medidas por dos técnicas 

totalmente independientes permitiría aumentar la confiabilidad del método25. 

Además, tener dos opciones de detección aumenta la posibilidad de aplicación 

a diversos diseños de biosensores. 

En esta sección se analiza la reproducibilidad de la relación obtenida entre la 

concentración de DNAzima en solución y la señal medida tanto por 

espectrofotometría como por V.O.C. Se estudió el comportamiento de la señal 

obtenida por ambas técnicas para diferentes concentraciones de Dz y el rango 

de concentraciones en el que es factible correlacionar ambas señales. La 

reacción se detuvo a los 2 minutos de reacción por agregado de H2SO4, se 

midió absorbancia a 450 nm y V.O.C. Para realizar las mediciones 

electroquímicas se testearon los electrodos con FcMeOH por V.C. eligiendo 

aquellos que presentaban un perfil similar (Ip y Ep) para usarlos en un mismo 

experimento. Con el fin de minimizar la dispersión cada electrodo se reutilizó 

mientras el perfil por V.C. no se viera modificado y se lavó con H2SO4 entre 

mediciones. Para todos los ensayos se preparó un control de reactivos, sin 

catalizador, para tener el valor de referencia que permitió calcular la densidad 

de corriente corregida (Ver figura 3.19).  
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A continuación, se describen tres ensayos independientes a partir de los cuales 

se ajustaron los tiempos de reacción y rangos de concentración de Dz. 

En la figura 3.20 se muestran los resultados para la reacción de peroxidación 

con un rango de concentraciones de Dz entre 0,05 µM y 1,5 µM.  

 

Figura 3.20: Correlación entre a) absorbancia y concentración de Dz. b) jp y 
concentración de Dz. c) jp y absorbancia. 
 

Cabe aclarar que en este caso la absorbancia se midió en espectrofotómetro 

usando una cubeta clásica de 10 mm de paso óptico, por eso los valores de 

absorbancia obtenidos son menores a 1 u.a. Si bien los resultados se 

informaron como densidad de carga, para independizarlos de la superficie del 

electrodo de trabajo, también cabe señalar que en este caso el electrodo 

utilizado fue el de menor área (ES1). Las tres correlaciones analizadas 

resultaron lineales para el rango de concentraciones de Dz entre 0,05 y 1,5 µM. 

Para el siguiente ensayo se amplió el rango de concentraciones de Dz para 

analizar la respuesta a mayores valores, en este caso 0,01 a 6 µM. En la figura 

3.21 se muestran los resultados.  
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Figura 3.21: Correlación entre a) absorbancia y concentración de Dz. b) jp y 
concentración de Dz. c) jp y absorbancia. 
 

En este caso la absorbancia se midió en espectrofotómetro NanoDrop 

obteniéndose valores de unidades de absorbancia mayores a los habituales 

(ver Capítulo 2, sección 2.4.1). Los electrodos utilizados, igual que en el 

ejemplo anterior, fueron ES1. La correlación entre la absorbancia y la 

concentración de Dz resultó lineal en todo el rango analizado. En cuanto a la 

relación entre la densidad de corriente y la concentración resultó lineal para 

concentraciones de Dz menores a 3 µM. Se observó que para concentraciones 

de Dz mayores la densidad de corriente se mantuvo aproximadamente 

constante. Como consecuencia la relación entre ambas señales, densidad de 

corriente vs absorbancia, también resultó lineal para un rango acotado.  

La relación lineal entre la señal y la concentración se extendió hasta 3 µM para 

la señal electroquímica y al menos hasta 6 µM para la espectrofotométrica. 

El siguiente ensayo se realizó utilizando los electrodos de área más grande 

ES7. El rango de concentraciones de DNAzima fue de 0,05 µM a 3 µM 

aumentando la cantidad de ensayos con menor concentración de Dz tener más 

información en este rango. En la figura 3.22 se muestran los resultados 

obtenidos.  
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Figura 3.22: Correlación entre a) absorbancia y concentración de Dz. b) jp y 
concentración de Dz. c) jp y absorbancia. 
 

En este caso, igual que en el anterior, la correlación entre la absorbancia y la 

concentración de Dz resultó aproximadamente lineal en el rango de 

concentraciones de 0,05 µM a 3 µM. La correlación entre la densidad de 

corriente y la concentración resultó lineal para concentraciones de Dz menores 

a 2 µM y esta linealidad se perdió para concentraciones mayores de modo 

similar al ensayo anterior. En cuanto a la correlación entre ambas señales se 

mantuvo lineal para concentraciones de Dz muy bajas, menores a 1 µM. 

El análisis de estos resultados permitió confirmar que las señales obtenidas a 

partir de ambas técnicas de medición correlacionan con la concentración de Dz 

en cierto rango. Para la determinación espectrofotométrica la relación resultó 

lineal en todo el rango de concentraciones explorado de 0,01 µM a 6 µM. En 

las determinaciones por V.O.C. la señal resultó lineal para concentraciones de 

Dz menores a 2 µM, para concentraciones mayores se mantuvo casi constante. 

El tiempo de reacción de 2 minutos fue suficiente para detectar señal, aún para 

las concentraciones más bajas de Dz (del orden de 0,01 µM) es decir, se 

generó suficiente cantidad de TMBox para ser detectado en ese tiempo de 

reacción. En el rango de concentraciones de Dz 0,01 µM a 2 µM se obtuvo una 
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correlación lineal para las señales obtenidas mediante ambas técnicas de 

medición.  

Teniendo en cuenta los ensayos preliminares, con el objetivo de comparar 

entre ensayos independientes para analizar reproducibilidad, se realizaron 

varias replicas de experimentos similares a los mostrados anteriormente donde 

se determinó la relación entre las señales medidas por espectrofotometría y 

V.O.C y la concentración de Dz.  

Se preparó un control para tener el valor de referencia para la corrección de la 

corriente. La figura 3.23 muestra la relación obtenida para la señal de 

absorbancia a 450 nm (medida en NanoDrop) en función de la concentración 

de DNAzima para cinco ensayos (E-1, E-2, E-3, E-4 y E-5) independientes 

entre sí. La tabla 3.2 resume los resultados obtenidos para cada ensayo 

individual. Cada uno de estos ensayos resultó ajustarse al modelo lineal. La 

dispersión entre las pendientes obtenidas para cada ensayo resultó 

relativamente baja siendo el promedio de los valores obtenidos para las cinco 

pendientes 1,5 u.a/µM y su desviación estándar 0,2 u.a/µM. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. 23: Relación entre la absorbancia (450nm) del producto de la 
reacción de peroxidación y la concentración de Dz para cinco ensayos 
independientes. 
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2a 7 0,1 – 3,0 1,26 0,36 0,8421 

3a 9 0,05 – 4,0 1,56 0,20 0,9868 

4a 12 0,05 – 3,0 1,42 -0,19 0,9621 

5b 9 0,1 – 2,5 1,82 0,13 0,9301 

Tabla 3.2: Resultados obtenidos por ensayo individual. Se especifican, la 
cantidad de mediciones por ensayo (n), el rango de concentraciones de Dz 
analizado, la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de regresión 
lineal (R2)a. Los ensayos 1 a 4 se dividieron en dos alícuotas sobre una se midió 
absorbancia y sobre la otra electroquímica. b para el ensayo 5 sólo se midió 
absorbancia. 
 
Al reunir todos los datos de los cinco ensayos en un mismo gráfico, figura 3.24, 

se observó un comportamiento lineal para todo el conjunto de datos. La 

linealidad se cumplió en todo el rango de concentraciones de DNAzima 

ensayado (0,05 a 4,0 µM). La pendiente de esta recta resultó ser 1,57 u.a/µM y 

el coeficiente de correlación (R2) 0,9941. Un valor aceptable para un sistema 

de medición indirecta que es muy dependiente de las variables experimentales 

y del tiempo de reacción. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.24: Relación entre la señal de absorbancia y la concentración de Dz 
en solución. Todos los datos de cinco ensayos independientes unificados. 
  
Por otro lado, se analizó la respuesta obtenida a partir de la medición 

electroquímica. En la figura 3.25 se muestra la relación obtenida para la señal 

de densidad de corriente corregida jp en función de la concentración de Dz 

agregada a la solución en la reacción de peroxidación. Se muestran los 
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resultados de siete ensayos (E-1 a E-7) independientes entre si, y en todos los 

casos se utilizaron electrodos ES7. 
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Figura 3.25: Relación entre la densidad de corriente corregida y la 
concentración de Dz para siete experimentos totalmente independientes.  
 
La tabla 3.3 reúne los resultados obtenidos para cada ensayo individual. Cada 

ensayo se ajustó razonablemente al modelo lineal. Sin embargo, la dispersión 

entre las pendientes obtenidas no fue despreciable siendo el promedio de los 

valores obtenidos para las siete pendientes (0,4µA/mm2 µM) y su desviación 

estándar (0,2 µA/mm2 µM). Si bien cada ensayo individual mostró una 

correlación lineal entre la señal electroquímica obtenida y la concentración de 

Dz, al unificar los valores de todos los ensayos la relación no se mantuvo. Esta 

dispersión podría atribuirse a la variabilidad entre los electrodos que se usaron 

en cada ensayo. También hay que tener en cuenta que las señales que se 

comparan son las corregidas, restando la señal del blanco, y que este 

procedimiento podría estar introduciendo errores y aumentando la 

incertidumbre. 

 

ENSAYO n 
RANGO 

(µM) 
PENDIENTE ORDENADA R2 
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1a 4 0,05 – 1,0 0,20 0,60 0,9327 

2a 4 0,1 – 2,0 0,43 0,95 0,9911 

3a 4 0,05 – 0,80 0,70 0,32 0,9128 

4a 4 0,10 – 1,75 0,51 0,14 0,9549 

5b 4 0,5 – 2,0 0,40 -0,12 0,9965 

6b 4 0,1 – 2,0 0,43 0,82 0,9904 

7b 3 0,1 – 2,0 0,50 0,01 0,9852 

Tabla 3.3: Resultados obtenidos por ensayo individual. Se especifican, la 
cantidad de mediciones por ensayo (n), el rango de concentraciones de Dz 
analizado, la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de regresión 
lineal (R2). aLos ensayos 1 a 4 se dividieron en dos alícuotas sobre una se 
midió absorbancia y sobre la otra electroquímica. b para los ensayos 5 a 7 sólo 
se realizó la medición electroquímica. 
 

Los ensayos 1 a 4 permitieron comparar la respuesta obtenida por ambas 

técnicas. Al igual que lo mostrado al principio de esta sección para los tres 

ensayos individuales la concentración máxima de Dz para la que se obtuvo 

respuesta lineal fue menor para el caso de medición electroquímica que para la 

espectrofotométrica. Para las señales electroquímicas obtenidas a partir de 

concentraciones de Dz mayores a 2 μM se observó perdida de la linealidad. La 

dispersión entre los resultados obtenidos para ensayos independientes resultó 

ser tan grande que no fue posible realizar un análisis conjunto. En estas 

condiciones no fue posible hallar una relación entre la señal electroquímica y la 

concentración de Dz. Para la señal espectrofotométrica sí fue posible hallar una 

relación con la concentración y resultó ser de tipo lineal: 

 

Señal medida = 1,5726 [Dz] + 0,0453 

 

Con un coeficiente de correlación lineal de 0,9941 para el rango de 

concentraciones de Dz entre 0,05 μM y 4,0 μM. 

A partir de todas las observaciones realizadas durante el trabajo experimental, 

puntualmente por el análisis realizado en esta última parte, se concluyó que la 

determinación de la señal electroquímica resultó muy compleja. Fue necesario 

elegir, controlar y lavar los electrodos de modo de poder asegurar perfiles 

electroquímicos similares, aun así, la variabilidad de señales entre ensayos 
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independientes resultó muy grande. Para la medición espectrofotométrica, en 

cambio, si se pudieron optimizar las condiciones de reacción y pudo 

establecerse una relación entre la señal medida y la concentración de Dz. Se 

decidió dejar de lado la medición electroquímica y continuar con el estudio del 

funcionamiento de DNAzima peroxidasa en fase heterogénea y de la 

construcción de una fase de reconocimiento aplicable a genosensores 

utilizando exclusivamente detección espectrofotométrica. 
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Capítulo 4             

DNAzima peroxidasa inmovilizada 
4.1 Introducción 

En el capítulo anterior se analizó la DNAzima peroxidasa de secuencia PW17 

como catalizador en fase homogénea, en este capítulo se presentan los 

resultados del estudio del funcionamiento de esa misma secuencia en fase 

heterogénea, es decir, inmovilizada sobre una superficie sólida, como paso 

previo al estudio de una fase de biorreconocimiento aplicable a genosensores 

(ver capítulo 5). 

La inmovilización de secuencias oligonucleotídicas es un tema bien conocido y 

se utiliza en diferentes aplicaciones. Las secuencias modificadas se 

comercializan con una amplia variedad de grupos funcionales que posibilitan la 

interacción con diferentes superficies. Sin embargo, la inmovilización de la 

DNAzima peroxidasa y el estudio de su funcionamiento son temas de 

investigación novedosos que se encuentran en etapa de ensayo y 

perfeccionamiento1–3.  

Se ha reportado que la inmovilización de secuencias no afecta a la actividad 

catalítica de la DNAzima peroxidasa (siempre y cuando el soporte no sea 

capaz de adsorber hemina). Esta es una de las ventaja que poseen las 

secuencias de ADN frente a las enzimas ya que estas últimas pueden perder 

actividad catalítica al ser inmovilizadas, debido a cambios conformacionales4,5.  

En este trabajo se estudiaron dos tipos de superficies como soporte para la 

inmovilización de DNAzima peroxidasa: partículas magnéticas comerciales 

modificadas superficialmente con estreptavidina y superficies de oro 

policristalino. Para llevar a cabo la inmovilización sobre las partículas 

magnéticas se utilizó la secuencia PW17 modificada con biotina en el extremo 

5´ (B-Dz) (ver Capítulo 2, sección 2.2). La interacción biotina-estreptavidina es 

una de las interacciones biológicas más fuertes, siendo su constante de 

disociación pequeña, aproximadamente 10−14 mol/L6, lo que resulta en una 

unión estable. Para la inmovilización sobre superficies de oro la secuencia 

PW17 fue modificada con disulfuro S-S-C6 en el extremo 5` (T-Dz) (ver 

Capítulo 2, sección 2.2). La inmovilización de secuencias oligonucleotídicas 
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por interacción azufre-oro (S-Au) ha sido muy utilizada y son bien conocidos los 

factores que posibilitan tanto el cubrimiento superficial como su ordenamiento7. 

Las características tanto de las partículas magnéticas como las del oro hacen 

que sean compatibles con el sistema estudiado. Las partículas magnéticas 

permiten tener la secuencia sc-ADN inmovilizada y separarla fácilmente de la 

solución sobrenadante por imantación. Además su tamaño reducido permite 

llevar a cabo la reacción en volúmenes pequeños de suspensión8–12. Las 

superficies de oro son muy resistentes y permiten el armado controlado de 

monocapas bien ordenadas y estables lo que habilita a agregar o quitar 

soluciones sin afectar a la construcción13–15.  

Este trabajo busca aportar conocimiento al estudio del funcionamiento de la 

DNAzima peroxidasa inmovilizada partiendo de la experiencia previa en fase 

homogénea y de las condiciones reportadas en los trabajos publicados hasta el 

momento. Los objetivos específicos desarrollados en este capítulo consisten en 

analizar y optimizar el funcionamiento de la DNAzima peroxidasa en fase 

heterogénea: 

1. inmovilizada sobre partículas magnéticas, e 

2. inmovilizada sobre soportes de oro. 

 

4.2 Secuencia PW17 inmovilizada sobre partículas magnéticas 

Las partículas magnéticas se comercializan para ser utilizadas en técnicas 

rutinarias de biología molecular, con el fin de aislar secuencias de ADN simple 

cadena. Sin embargo, en este caso se utilizaron como superficie de 

inmovilización para llevar a cabo la reacción de peroxidación. En principio se 

siguió el protocolo de inmovilización indicado por los fabricantes, pero fue 

necesario realizar ajustes para los propósitos específicos que requirió este 

trabajo.  En la figura 4.1 se esquematiza la inmovilización seguida de la 

reacción de peroxidación. La inmovilización se llevó a cabo por agregado de 

una solución de B-Dz de concentración conocida sobre un volumen 

determinado de suspensión de partículas magnéticas, teniendo en cuenta la 

cantidad máxima de oligonucleótido que admiten las partículas informada por 

cada fabricante. El exceso de secuencia, no inmovilizada, se eliminó por lavado 

con buffer (según indicación del fabricante) separando las partículas por 

imantación. Para permitir la formación de estructura cuarteto de G y activar la 
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funcionalidad DNAzima se agregó hemina (en medio conteniendo ión K+ y pH 

adecuado) y se repitió el lavado para eliminar el exceso de hemina. La reacción 

de peroxidación se llevó a cabo agregando los reactivos, TMB y H2O2, a la 

suspensión de partículas modificadas con B-Dz y hemina. Finalmente se 

separaron las partículas por imantación y se midió absorbancia a 370 nm. 

 

 

Figura 4.1: Esquema de las etapas de la reacción en fase heterogénea: 
agregado de B-Dz sobre la suspensión de partículas magnéticas, separación 
por imantación y lavado para eliminar B-Dz no inmovilizadas, agregado de 
hemina (activación de funcionalidad DNAzima), separación por imantación y 
lavado para eliminar el exceso de hemina, agregado de reactivos para la 
reacción de peroxidación (TMB y H2O2), separación de las partículas por 
imantación y medición de absorbancia en el sobrenadante a 370 nm. 
 

Como punto de partida para analizar la reacción de peroxidación en fase 

heterogénea sobre partículas magnéticas se ensayaron las mismas 

condiciones experimentales que las utilizadas para llevar a cabo la reacción en 

solución (Capítulo 3). La reacción se llevó a cabo en un medio conteniendo 

buffer H y buffer C (ver Capítulo 2), con la concentración de iones y de 

detergente iónico necesarias para favorecer la formación de estructuras 

cuarteto de G a pH = 5. Para la detección del producto de reacción se 

separaron las partículas por magnetización y se midió absorbancia a 370 nm, 

sin acidificar el medio, respetando las condiciones declaradas que establecen 

un rango de pH entre 5 y 916. Las partículas, por ser de color oscuro, impiden la 

visualización del avance de reacción a simple vista. Para los ensayos 

exploratorios fue necesario separar alícuotas del sobrenadante a distintos 
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tiempos de reacción, lo que permitió observar la intensidad de color y por lo 

tanto estimar el avance de reacción. 

 

4.2.1 Ensayos exploratorios  

Se analizó el funcionamiento de la DNAzima inmovilizada sobre partículas 

magnéticas de dos marcas comerciales diferentes: “Streptavidin MagneSphere 

Paramagnetic Particles Z5481” Promega (partículas P) y “Dynabeads M-280 

streptavidin” Invitrogen (partículas I) (ver sus características en el Capítulo 2, 

sección 2.2). La composición exacta de las partículas magnéticas recubiertas 

por estreptavidina no fue informada por ninguno de los dos fabricantes por lo 

que no pudo determinarse a priori si alguna presentaba mejores propiedades 

para llevar a cabo la reacción de peroxidación con DNAzima como catalizador 

en fase heterogénea. Para ello se llevó a cabo la reacción sobre ambos tipos 

de partículas y se compararon las señales generadas por la reacción de 

peroxidación catalizada por DNAzima y por controles sin B-Dz pero con 

hemina. Se inmovilizó 0,3 nmol sobre las partículas P y 0,3 nmol sobre las 

partículas I y se agregó 0,3 nmol de hemina para permitir la formación de 

DNAzima. Teniendo en cuenta las posibles interacciones entre la hemina y la 

superficie de las partículas también se realizaron ensayos control; para ello se 

agregó 0,3 nmol de hemina sobre sendas porciones de cada marca de 

partículas magnéticas. Se compararon las señales obtenidas por catálisis 

heterogénea con DNAzima inmovilizada sobre partículas P y sobre partículas I 

con las señales obtenidas por los controles sin DNAzima pero con hemina. Se 

llevó a cabo la reacción, midiendo absorbancia a 370 nm a diferentes tiempos. 

En la figura 4.2 se muestra la señal obtenida para cada ensayo a los 2 minutos 

de reacción.  
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Figura 4. 2: Comparación de la señal obtenida por catálisis heterogénea a los 2 
minutos de reacción para DNAzima inmovilizada sobre partículas I y sobre 
partículas P (blanco) y para los respectivos controles (gris). Las barras de 
dispersión corresponden a duplicados. 
 
Las señales de absorbancia para DNAzima inmovilizada sobre ambos tipos de 

partículas magnéticas resultaron similares. La señal del control resultó menos 

intensa para las partículas I. Esta diferencia de intensidad de señal entre los 

controles de ambas marcas fue decisiva al momento de elegir las partículas 

para los siguientes ensayos. Como los controles solamente contenían 

partículas y hemina una señal más intensa se puede interpretar como que o 

bien las partículas son capaces de catalizar la reacción de peroxidación o bien 

retienen hemina que cataliza la reacción de peroxidación. Cualquiera sea el 

caso cuanto menor sea la señal de los controles menor será la interferencia del 

soporte. 

Por otro lado, al comparar las características físicas de los sistemas se observó 

que, tras ser imantadas, las partículas de I se separaban mejor del 

sobrenadante y se aglomeraban menos que las de P. Por estos motivos se 

decidió realizar los siguientes ensayos utilizando partículas I. 

Una vez elegido el soporte de inmovilización se comparó el funcionamiento de 

la secuencia B-Dz inmovilizada con el de Dz en solución (ya analizado 

Capítulo 3) de modo de tener una referencia conocida. En ambos casos se 

utilizó 0,1 nmol de B-Dz, la reacción de peroxidación se llevó a cabo en un 

volumen final de 100 µL y se midió absorbancia para distintos tiempos de 

reacción. En la figura 4.3 se muestran los resultados obtenidos. 
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Figura 4.3: Señal de absorbancia en función del tiempo de reacción para 0,1 
nmol en un volumen final de 100 μL B-Dz en solución (rombos negros) e 
inmovilizada sobre partículas magnéticas (cuadrado gris). Las barras de 
dispersión corresponden a triplicados. 
 

Para ambos sistemas se obtuvieron señales altas y similares, aunque de menor 

intensidad para la DNAzima inmovilizada. Lo que indica que la DNAzima 

peroxidasa funcionó en fase heterogénea y que las condiciones en que se llevó 

a cabo la reacción fueron adecuadas. En base a estas observaciones se 

decidió continuar los siguientes ensayos en fase heterogénea en las mismas 

condiciones experimentales utilizadas para llevar a cabo la reacción con la 

DNAzima en solución.  

Hay que considerar que el funcionamiento del sistema en fase heterogénea 

presenta una mayor complejidad respecto al del sistema en fase homogénea, y 

que, por lo tanto, depende de una mayor cantidad de parámetros. Además de 

las variables de la reacción de peroxidación se consideraron las posibles 

interacciones entre los diferentes componentes del medio de reacción y la 

superficie de las partículas. En el Capítulo 3 se mostró que la señal de 

absorbancia medida para el blanco de reactivos en solución, aun conteniendo 

hemina, resultó despreciable comparada a la del sistema con DNAzima. Para la 

reacción en fase heterogénea se consideró adicionalmente el aporte de la 

superficie a la señal de absorbancia. Las partículas magnéticas contienen 

hierro en su composición y podrían ser capaces de catalizar la reacción de 

peroxidación8,17. Por otro lado, la hemina agregada a la suspensión para la 

formación de DNAzima, aún después de los lavados podría presentar algún 

tipo de interacción con las partículas magnéticas y catalizar la reacción de 
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peroxidación. Para poder definir controles de reactivos y determinar 

correctamente la señal aportada por catálisis de DNAzima se analizaron las 

señales aportadas por las partículas en el medio de reacción luego de ser 

expuestas a hemina y sin haber sido expuestas. Para ello se realizaron tres 

ensayos sobre tres suspensiones idénticas de partículas magnéticas (0,1 mg): 

una no se modificó, a la otra se le agregó 0,1 nmol hemina (control hemina) y 

se sometió a lavados y sobre la última se inmovilizó 0,1 nmol de secuencia B-

Dz, se agregó 0,1 nmol hemina y se sometió a lavados (ver el protocolo de 

lavado en el Capítulo 2, sección 2.3). Por último, se agregaron los reactivos 

TMB y H2O2 en un volumen final de reacción de 100 µL y se midió absorbancia 

a 370 nm para distintos tiempos de reacción. En la figura 4.4 se comparan las 

intensidades de señal de los tres ensayos: partículas sin modificar, partículas 

expuestas a hemina y partículas con DNAzima inmovilizada, cada ensayo se 

realizó por cuadruplicado. 

 

 

Figura 4.4: Comparación de las señales de absorbancia obtenidas a 370 nm a 
diferentes tiempos de reacción para partículas: con DNAzima inmovilizada 
(rombo negro), expuestas a hemina (cuadrado gris) y sin modificar (circulo 
blanco). Las barras de dispersión corresponden a cuadruplicados.  
 

Los resultados muestran que tanto para las partículas sin modificar como para 

las expuestas a hemina las señales resultaron poco intensas y constantes en 

todo el tiempo de reacción. A tiempos de reacción cortos la intensidad de estas 

señales representó un gran porcentaje respecto a la señal de las de partículas 

con B-Dz. Sin embargo, como la señal de B-Dz aumentó con el tiempo de 
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reacción mientras que las otras dos se mantuvieron constantes fue posible 

diferenciarlas bien a partir de los 200 segundos.  

Son pocos los trabajos publicados que utilizan la interacción biotina-

estreptavidina como estrategia de inmovilización de la secuencia que forma 

DNAzima. Uno de ellos, el de Loic et. al18 reportó una relación entre las 

intensidades de señal a partir de catálisis por DNAzima y hemina muy similar a 

la obtenida en este trabajo de tesis para tiempos de reacción mayores a 200 

segundos. En ambos casos se concluyó que el soporte tanto antes como 

después del agregado de hemina no mostró un aporte significativo a la señal 

generada a partir de la reacción de peroxidación.  

 

4.2.2 Relación entre la cantidad de secuencia B-Dz inmovilizada y la 

intensidad de señal  

Partiendo de los conocimientos y la experiencia adquiridos en el armado y 

medición del sistema en solución y sumando las observaciones para los 

ensayos exploratorios en fase heterogénea que se mostraron anteriormente, se 

buscó establecer una relación entre la señal medida y la cantidad de secuencia 

B-Dz inmovilizada sobre partículas magnéticas.  

Las características del sistema hacen que sea difícil garantizar la cantidad 

exacta de secuencia inmovilizada que se toma. Las partículas se encuentran 

suspendidas en un medio líquido, tomar un volumen conocido de suspensión 

no asegura una cantidad exacta de partículas, sino que puede estimarse una 

masa aproximada. Con el objetivo de conseguir alícuotas de suspensión de 

partículas con cantidades crecientes de secuencia B-Dz inmovilizada, 

minimizando los errores por pérdidas, se agregó la cantidad total de secuencia 

B-Dz a utilizar sobre la totalidad de partículas magnéticas (en una única 

suspensión), se agregó hemina para activar la función DNAzima y luego se 

separó en alícuotas conteniendo cada una la cantidad correspondiente de B-

Dz. Finalmente se agregó TMB y H2O2 para llevar a cabo la reacción de 

peroxidación y se midió la señal.  

En la figura 4.5 se muestra la relación entre la cantidad de B-Dz agregada y la 

señal obtenida por absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reacción a pH = 5. 

Se agregó 0,34 nmol de secuencia B-Dz sobre un volumen de suspensión 

equivalente a 1,7 mg de partículas magnéticas, luego hemina para permitir la 
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activación de la función DNAzima y se separaron alícuotas de suspensión de 

partículas conteniendo respectivamente 0,005 nmol, 0,010 nmol, 0,025 nmol, 

0,050 nmol, 0,10 nmol y 0,15 nmol de DNAzima. Se realizaron dos ensayos 

control en los que se agregaron 0,175 nmol de hemina sobre un volumen de 

suspensión equivalente a 0,87 mg de partículas magnéticas y se separaron en 

dos alícuotas conteniendo 0,025 nmol y 0,15 nmol de hemina respectivamente. 

Cada reacción se llevó a cabo por triplicado y en un volumen final de 100 µL.  
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Figura 4.5: Relación entre la señal de absorbancia a 370 nm y la cantidad de 
B-Dz (rombos negros). Se obtuvo una relación lineal dada por: A: 20,282 
(moles B-Dz) + 0,1223 (R2 = 0,9911). Controles de hemina (cuadrados grises). 
Tiempo de reacción 8 minutos. Las barras de dispersión corresponden a 
triplicados. 
 

La intensidad de señal aumentó linealmente con la cantidad de B-Dz, tal como 

ocurrió para el sistema en solución. La DNAzima inmovilizada funcionó como 

catalizadora de la reacción de peroxidación, al menos en el rango estudiado, 

entre 0,005 nmol y 0,15 nmol. Por otro lado, la intensidad de señal de los 

ensayos control (partículas con hemina) resultó menor que la de los ensayos 

que contenían la menor cantidad de B-Dz.  

En el Capítulo 3, se mostró que a igualdad de condiciones el espectro de 

absorción para TMBox a pH = 1 presentó un máximo a 450 nm cuya intensidad 

resultó mayor que el máximo de absorbancia a 370 nm para TMB+. a pH = 5. 

Por lo tanto, para los ensayos en solución la curva de concentración se 

determinó en medio muy ácido, pH = 1. Volviendo al ensayo en fase 

heterogénea, se obtuvo una buena correlación entre señal a 370 nm y cantidad 

de DNAzima. No obstante, para evaluar la posibilidad de mejorar la sensibilidad 
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de la respuesta se repitió el ensayo a pH = 1 midiendo absorbancia a 450 nm. 

Si bien la acidificación del medio agrega un paso experimental y aumenta la 

complejidad operativa de la medición, resulta interesante explorar si con esto 

se consigue mejorar la sensibilidad de la respuesta. 

Se repitió el ensayo anterior, pero acidificando cada alícuota justo antes de la 

medición. En la figura 4.6 se muestra la relación entre la cantidad de B-Dz 

inmovilizada y la señal obtenida por absorbancia a 450 nm a los 8 minutos de 

reacción a pH = 1.  

 

 

Figura 4.9: Relación entre la señal de absorbancia a 450 nm y la cantidad de 
B-Dz (rombos negros). Se obtuvo una relación lineal dada por A: 32,604 (moles 
B-Dz) – 0,0392 (R2 = 0,9959). Controles de hemina (cuadrados grises). Tiempo 
de reacción 8 minutos, inmediatamente se acidificó el medio por agregado de 
H2SO4. Las barras de dispersión corresponden a triplicados. 
 

En estas condiciones de medición también se obtuvo una relación lineal entre 

la señal y la cantidad de B-Dz inmovilizada sobre las partículas. En cuanto a 

los controles la intensidad de señal resultó similar independientemente de la 

cantidad de hemina agregada y menor que la de los ensayos que contenían la 

menor cantidad (0,005 nmol) de B-Dz.  

La curva obtenida a partir de la medición en medio fuertemente ácido presentó 

una mayor sensibilidad respecto a la obtenida en medio levemente ácido. Las 

pendientes obtenidas fueron 32,604 u.a./nmol para las señales medidas a 450 

nm pH =1 y 20,282 u.a./nmol para las señales medidas a 370 nm pH = 5. 

Ambas condiciones de medición permiten distinguir entre pequeñas cantidades 

de B-Dz (al menos 0,025 nmol) y los ensayos control. Sin embargo, acidificar el 

medio antes de la medición incrementa la complejidad operativa. 
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Por todo lo anteriormente mencionado se decidió que en los ensayos en que 

fuera posible, la medición se realizó a 370 nm pH = 5 y en los que fuera 

necesaria una mayor sensibilidad, a 450 nm pH =1. 

 

4.2.3 Reuso del sistema 

Una característica deseable para los sensores cuyas capas de reconocimiento 

se encuentran inmovilizadas consiste en que pueden ser re utilizados. Se 

analizó la reproducibilidad de señal luego de usos sucesivos para B-Dz 

inmovilizada sobre partículas magnéticas. Luego del primer uso, es decir tras 

llevar a cabo la reacción de peroxidación en fase heterogénea y registrar la 

señal de absorbancia, las partículas magnéticas se sometieron a lavados y se 

volvió a llevar a cabo la reacción. Un factor que se tuvo en cuenta fue la 

posibilidad de que tras los lavados se desarmara la estructura cuartetos de G, 

perdiéndose hemina y función peroxidasa. Para probarlo, luego del primer uso 

y tras los lavados se llevaron a cabo dos ensayos, a uno se agregó hemina 

antes de llevar a cabo por segunda vez la reacción de peroxidación y al otro no.  

En la figura 4.10 se muestra la señal para 0,1 nmol de B-Dz inmovilizada sobre 

partículas magnéticas en 100 µL de mezcla de reacción en comparación con la 

señal para los controles de partículas con 0,1 nmol de hemina en las mismas 

condiciones de reacción para tres usos consecutivos. Luego de cada uso se 

lavaron las partículas magnéticas y se repitió el ensayo. Tras el primer uso se 

realizaron dos ensayos en paralelo uno con y otro sin agregado de 0,1 nmol de 

hemina, se lavó el sistema, se llevó a cabo la reacción de peroxidación 

midiendo la señal y se repitió el ensayo para analizar el tercer uso con y sin 

agregado de hemina. En todos los casos se midió absorbancia a 370 nm a los 

8 minutos de reacción. 
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Figura 4.10: Señal de absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reacción con 
0,1 nmol de B-Dz (blanco) y control hemina 0,1 nmol (gris) en 100 µL de 
mezcla de reacción para tres usos sucesivos del sistema con y sin agregado de 
hemina entre usos. Las barras de dispersión corresponden a cuadruplicados.  
 

La intensidad de señal para B-Dz disminuyó luego de cada uso mientras que 

para los controles de hemina se obtuvieron señales similares y de baja 

intensidad en todos los ensayos. Al comparar las señales para el primer uso 

respecto del segundo se observó que la pérdida fue menor cuando se agregó 

hemina. La señal disminuyó en un 20 % con agregado y en un 60 % sin 

agregado de hemina para el segundo uso respecto de la del primero. Esto 

indica que se perdió algo de funcionalidad DNAzima luego del primer uso y que 

esta se restituyó parcialmente con el agregado de hemina. Para el tercer uso la 

señal disminuyó en un 77 % respecto del primer uso tanto con cómo sin 

agregado de hemina.  

Cabe aclarar que las partículas magnéticas no fueron diseñadas para re-usos, 

no obstante, al comparar las señales de los controles de hemina, que 

resultaron mantenerse constantes en los ensayos sucesivos se comprobó que 

pueden ser lavadas y vueltas a utilizar sin afectar su funcionalidad. En cuanto 

al sistema con B-Dz inmovilizada este perdió eficiencia con los usos. La 

regeneración con hemina mejoró un poco la señal, pero no se logró 

reestablecer con la misma intensidad que para el primer uso.  

Son pocos los trabajos publicados que reportan re-usos para DNAzima 

inmovilizada por lo que se tienen escasas referencias para comparar con los 

resultados obtenidos. Shi et al. 201519 diseñaron un genosensor electroquímico 

para la detección de una secuencia sc-ADN específica relacionada con el virus 
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de la hepatitis B. El sistema de biorreconocimiento, una secuencia sc-ADN 

sonda capaz de formar DNAzima peroxidasa, se inmovilizó sobre un electrodo 

de carbono vítreo modificado con nanopartículas de oro. Reportaron que tras 

utilizar el electrodo y guardarlo por una semana la señal disminuyó en un 10 % 

respecto de la inicial, al volver a utilizarlo. Sun et al. 201920 diseñaron un 

aptasensor quimioluminiscente para la detección de estreptomicina. El sistema 

de biorreconocimiento estaba formado por dos secuencias sc-ADN: el 

aptámero de estreptomicina y PS2.M (capaz de funcionar como DNAzima 

peroxidasa) e inmovilizado sobre grafeno. Reportaron una disminución del 7,2 

% de la intensidad de señal luego del reuso del sensor. Dellafiore et al. 201521 

analizaron el funcionamiento de la DNAzima peroxidasa inmovilizada sobre 

partículas de poliestireno. Reportaron que luego del primer uso, tras separar el 

sobrenadante por centrifugación y volver a llevar a cabo la reacción de 

peroxidación por agregado de hemina, TMB y H2O2, en el segundo uso la 

intensidad de la señal disminuyó en un 14 % y luego del quinto uso un 33 %. 

En este trabajo la disminución de señal entre el primer y segundo uso resultó 

comparable a la informada en las publicaciones mencionadas. 

 
4.3 Secuencia PW17 inmovilizada sobre oro 

La estrategia de inmovilización de secuencias oligonucleotídicas modificadas 

con grupos tiol sobre superficies de oro es una de las más ampliamente 

utilizada. Los enlaces covalentes entre el azufre y el oro permiten la formación 

de monocapas estables de secuencias sc-ADN22.  

Estas modificaciones se comercializan en su forma oxidada, como disulfuro S-

S-C6. Si bien el disulfuro puede interactuar con la superficie de oro, en la 

mayoría de los casos, para aumentar la eficiencia de inmovilización, se agrega 

un agente reductor que rompe el enlace disulfuro y lo transforma en tiol. De 

esta forma la secuencia expuesta a la superficie queda inmovilizada por una 

interacción S-Au.  

Cabe señalar que una secuencia modificada con S-S-C6 tiene un costo de más 

del doble respecto del de la misma secuencia modificada con biotina. Por este 

motivo fue indispensable minimizar las cantidades utilizadas y en consecuencia 

los volúmenes en los cuales se llevó a cabo la reacción. Para disminuir los 

costos por ensayo se buscó una relación de compromiso donde la cantidad de 
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secuencia T-Dz utilizada fuera la mínima que permitiera obtener señales 

diferenciables respecto de las de los controles.  

Como ensayo preliminar se analizó, cualitativamente, el cambio de color 

resultante luego de llevar a cabo la reacción de peroxidación con DNAzima 

como catalizador inmovilizada sobre diferentes soportes de oro. Se probaron 

superficies de aproximadamente 1 cm2 de diferente conformación y 

construcción: oro depositado sobre vidrio por evaporación, nanopartículas de 

oro de forma y tamaño controlados tanto nanoesferas (de 8 nm y de 19 nm de 

diámetro) como nanobastones (57 nm x 16 nm) inmovilizadas sobre vidrio23 y 

láminas de oro policristalino de alta pureza (99,99 %). En el primer caso, oro 

sobre vidrio, no se observó un cambio de color apreciable al llevar a cabo la 

reacción de peroxidación. En el caso de las nanopartículas inmovilizadas sí se 

observó el viraje de incoloro a celeste para todas las formas y tamaños de 

nanopartículas. En el último caso, oro macizo, se observó un viraje de incoloro 

a azul con una mayor intensidad de señal respecto a los sistemas armados 

sobre las otras superficies. En la figura 4.11 se esquematizan los diferentes 

soportes de oro y la señal colorimétrica obtenida a partir de la reacción en fase 

heterogénea sobre cada uno de ellos.  

 

Figura 4.11: A) Oro depositado sobre vidrio por evaporación. B) Nanopartículas 
de oro depositadas sobre vidrio. C) Lámina de oro policristalino. El color de las 
gotas representa la intensidad del color del producto de la reacción.  
 

En todos los casos, uno de los mayores inconvenientes fue el trabajo con 

soluciones sobre superficies planas. Debido a la composición del medio de 

reacción la tensión superficial no resultó suficiente para mantener una gota 

formada en los tiempos necesarios para inmovilización y reacción perdiéndose 

parte del líquido y tornándose dificultoso recoger alícuotas para cuantificar el 

producto, TMB oxidado. La forma de resolverlo fue modificar las láminas de oro 

macizo generando una concavidad de forma tal que pudieran contener 30 µL 

de solución (Ver Capítulo 2 sección 2.2). Por ser la superficie con la que se 

obtuvieron señales más intensas y en la que mejor contenidas quedaban las 
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soluciones todos los ensayos se realizaron inmovilizando la secuencia T-Dz 

sobre superficies cóncavas de oro policristalino. 

La formación de monocapas de secuencias T-Dz fue clave para el 

funcionamiento del sistema. Existen diversos factores que pueden influir en el 

proceso de inmovilización y que afectan tanto a la orientación espacial de las 

hebras24 como al grado de cubrimiento superficial25 y a la cinética de formación 

de la monocapa. Para llevar a cabo la reacción de peroxidación, es necesario 

que las hebras se orienten hacia la solución, quedando disponibles para 

interactuar con hemina. Tanto la quimisorción como la interacción repulsiva 

entre cadenas vecinas son factores a tener en cuenta para llevar a cabo la 

inmovilización. La quimisorción está dada por la interacción entre los grupos 

amina de los nucleótidos y la superficie de oro, provoca que las hebras se 

aplanen sobre la superficie y por lo tanto queden menos disponibles hacia la 

solución26. La interacción repulsiva entre cadenas vecinas de ADN, se produce 

por ser polielectrolitos cargados negativamente. Este efecto impide la 

formación de monocapas ordenadas afectando negativamente a la distribución 

superficial. Una forma de mejorar la distribución superficial consiste en 

inmovilizar sobre la superficie de oro una molécula pequeña que actúe como 

agente de bloqueo, por ejemplo 6-mercaptohexanol (MCH). El grupo tiol del 

MCH es capaz de desplazar rápidamente adsorbentes inespecíficos más 

débiles (como las interacciones N-Au), dejando las secuencias sc-ADN unidas 

principalmente a través del extremo tiol. Después del tratamiento con MCH las 

secuencias, inicialmente compactas, adquieren una conformación extendida 

hacia la solución26,27. En la figura 4.12 se esquematiza el armado de una 

monocapa mixta en dos pasos. En un primer paso se inmoviliza la secuencia 

sc-ADN, en concentraciones de orden micromolar, y luego se agrega MCH, en 

concentraciones de orden milimolar.  

 

Figura 4.12: Armado en dos pasos de una monocapa mixta. Inmovilización 
sobre un soporte de oro de la secuencia sc-ADN modificada con tiol seguida 
por la formación del autoensamblado mixto con mercaptohexanol (MCH). 
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La importancia de las concentraciones escogidas radica en que permiten 

controlar la cantidad de oligonucleótido efectivamente inmovilizado28. Este 

proceso de dos pasos para la formación de monocapas mixtas oligonucleótido / 

MCH permite eliminar oligonucleótido adsorbido no específicamente y generar 

monocapas más estables e incrementar la orientación de las secuencias sc-

ADN hacia la solución29 favoreciendo una capa superficial más ordenada7.  

Otro factor que puede afectar a la disponibilidad de las secuencias es el grado 

de cubrimiento superficial. Se ha reportado30 que si la interacción S-Au se 

produce a través de grupos tiol (-S) en vez de disulfuro (-S-S-) la densidad 

superficial podría aumentar hasta el doble. Por otro lado, si la densidad 

superficial es muy grande la repulsión electroestática podría interferir en los 

cambios estructurales para la formación de estructuras secundarias, como por 

ejemplo los cuartetos de G31. Siendo tan importante el grado de cubrimiento 

superficial resultó imprescindible analizar el efecto de la reducción del disulfuro 

a tiol previo a la inmovilización. Para llevar a cabo la reducción se utilizó tris(2-

carboxietil) fosfina (TCEP). Este reductor tiene la ventaja de que no se adsorbe 

sobre la superficie de oro y por lo tanto no es necesario eliminarlo de la 

solución. En la figura 4.13 se esquematiza la reacción de reducción altamente 

selectiva para disulfuros32. 

 

 

Figura 4.13: Reacción de reducción de la modificación disulfuro en el extremo 
5´ de la secuencia T-Dz con TCEP. Como productos se obtienen la secuencia 
sc-ADN modificada con tiol en el extremo 5´ y MCH. 
 

Al igual que lo descrito en el apartado anterior, se realizaron ensayos 

exploratorios para analizar las mejores condiciones tanto para la inmovilización 

como para la activación de la función DNAzima peroxidasa en fase 

heterogénea sobre superficies de oro de la secuencia T-Dz; con el objetivo de 

obtener señales significativas y reproducibles. 
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4.3.1 Ensayos exploratorios 

Se determinó el tiempo de interacción entre la secuencia T-Dz y la superficie de 

oro necesario para la inmovilización. Para ello se pusieron en contacto 

soluciones de T-Dz con las superficies de oro y se dejaron en contacto por 

diferentes periodos de tiempo. En la figura 4.14 se muestra la señal obtenida a 

diferentes tiempos de reacción para tres tiempos de inmovilización: 30, 60 y 

120 minutos repitiendo cada ensayo por duplicado. En el inserto se detalla la 

relación entre las señales obtenidas a los 8 minutos de reacción y el tiempo de 

interacción. Sobre 6 soportes se colocó 20 µL de solución conteniendo 0,12 

nmol de secuencia T-Dz. Luego del tiempo de interacción se lavó el sistema 

para eliminar el exceso de secuencia no inmovilizada y se agregó hemina para 

permitir la formación de DNAzima. Por último, se agregó mezcla de reacción 

conteniendo TMB y H2O2. Se realizó el mismo tratamiento sobre soportes de 

oro en ausencia de secuencia T-Dz, a modo de control. 

 

 

Figura 4.14: Señal de absorbancia a 370 nm en función del tiempo de 
reacción. Obtenido a partir de la interacción entre 0,12 nmol de T-Dz y la 
superficie de oro para cuatro tiempos de inmovilización: 30 minutos (cuadrado 
gris claro), 60 minutos (rombo gris oscuro), 120 minutos (circulo negro), control 
(triángulo blanco). Inserto: señal de absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de 
reacción en función del tiempo de inmovilización. 
 

A mayor tiempo de inmovilización más intensa resultó la señal. Dado que la 

señal observada proviene de la T-DZ inmovilizada, se evidenció la dependencia 

directa entre el cubrimiento superficial y el tiempo de interacción. En el mismo 
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sentido, a mayor tiempo de reacción más intensa resultó la señal medida. Para 

no alargar los tiempos de ensayo se decidió usar tiempo de inmovilización de 

120 minutos y tiempo de reacción de 8 minutos porque en estas condiciones la 

señal en presencia de T-Dz puede diferenciarse bien de la de los controles. 

Como se mencionó anteriormente, una monocapa más estable y ordenada 

podría afectar positivamente al funcionamiento del sistema. Para comprobarlo 

se estudió el efecto de la inmovilización de MCH así como también el de la 

reducción del disulfuro con TCEP previa a la inmovilización. Se analizó el 

efecto de cada factor por separado en pos de hallar las condiciones para las 

cuales la señal de absorbancia resultante de la oxidación de TMB fuera la 

mayor posible. 

Se probó inmovilizar T-DZ directamente sobre oro, inmovilizar T-DZ y luego 

MCH, reducir T-DZ a tiol para luego inmovilizarlo sobre oro y por ultimo reducir 

T-DZ a tiol e inmovilizar y luego agregar MCH. También se realizó un ensayo 

control, en ausencia de secuencia T-Dz. A continuación, se detallan cada uno 

de los cuatro ensayos de inmovilización y el control.  

  

A. Inmovilización directa de la secuencia T-Dz sobre oro (por interacción 

disulfuro-oro). “T-Dz” 

B. Reducción del disulfuro de la secuencia T-Dz a tiol por reacción con 

TCEP en solución. Seguido de la inmovilización (por interacción tiol-oro). 

“TCEP/T-Dz” 

C. Inmovilización directa de la secuencia T-Dz (por interacción disulfuro-

oro). Seguida de la inmovilización de MCH para la formación de una 

monocapa autoensamblada mixta. “T-Dz/MCH” 

D. Reducción del disulfuro de la secuencia T-Dz a tiol por reacción con 

TCEP en solución. Seguido de la inmovilización (por interacción tiol-oro). 

Finalmente, inmovilización de MCH para la formación de una monocapa 

autoensamblada mixta. “TCEP/T-Dz/MCH” 

E. MCH inmovilizado sobre la superficie de oro. “control” 

 

En la figura 4.15 se esquematiza la configuración teórica que adquiriría la 

superficie en cada uno de los ensayos realizados. 

 



Capítulo 4 – DNAzima peroxidasa inmovilizada 
 

129 
 

 

 

Figura 4.15: Esquema de las cuatro condiciones de inmovilización y del control 
(sin secuencia T-Dz). A) secuencia T-Dz, B) secuencia T-Dz luego de la 
reducción del disulfuro TCEP/T-Dz, C) inmovilización T-Dz seguida de MCH T-
Dz/MCH, D) inmovilización T-Dz luego de la reducción del disulfuro y seguida 
de inmovilización de MCH TCEP/T-Dz/MCH y E) ensayo control: inmovilización 
de MCH. 
 

Se tomaron cuatro alícuotas de 20 µL conteniendo 0,12 nmol T-Dz cada una. A 

dos de esas alícuotas se las dejó tal cual y sobre las otras dos se agregó TCEP 

y se llevó a cabo la reducción del disulfuro a tiol. Cada una de las cuatro 

alícuotas se colocó sobre una superficie cóncava de oro por 2 h para llevar a 

cabo la inmovilización. De este modo se obtuvieron dos ensayos donde la 

secuencia T-Dz se inmovilizó sobre oro a través del grupo funcional disulfuro 

(figura 4.15 A) y C)) y otros dos donde la secuencia T-Dz reducida se 

inmovilizó sobre oro a través del grupo funcional tiol (figura 4.15 B) y D)). Se 

lavaron todas las superficies para eliminar el exceso de secuencia no 

inmovilizada. Sobre una de las superficies conteniendo disulfuro-oro (figura 

4.15 C)) y sobre otra tiol-oro (figura 4.15 D)) se agregó MCH de modo de 

permitir la formación del autoensamblado mixto y se dejó inmovilizar por 30 

minutos, luego se lavó para eliminar el exceso. Sobre todas las superficies se 

agregó hemina para activar la funcionalidad DNAzima y se lavó para eliminar el 

exceso. Se agregó la mezcla de reactivos conteniendo TMB y H2O2 y se midió 

la señal de absorbancia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se 

comparó contra controles que se llevaron a cabo de igual forma, pero sin 
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agregado de secuencia T-Dz (figura 4.15 E)). En la figura 4.16 se muestran 

las señales medidas por absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reacción 

para cada una de las condiciones estudiadas. 
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Figura 4.16: Comparación de las señales de absorbancia a 370 nm a los 8 
minutos de reacción para distintas condiciones de inmovilización de 0,12 nmol 
de T-Dz: sobre oro (T-Dz), inmovilización con MCH (T-Dz/MCH) reducción 
previa a la inmovilización (TCEP/T-Dz), reducción previa a la inmovilización y 
posterior inmovilización de MCH (TCEP/T-Dz/MCH). Control sin secuencia T-
Dz. Las barras de dispersión corresponden a triplicados. 
 

La señal del control resultó ser bastante intensa en comparación con las de los 

otros ensayos, de hecho, no pudo diferenciarse de la señal obtenida para los 

ensayos con T-Dz inmovilizada directamente sobre oro. Al agregar MCH la 

señal aumentó muy poco, el ordenamiento de las hebras debido a la capa 

mixta no produjo una mejora importante en las condiciones para la reacción de 

peroxidación. La reducción del disulfuro a tiol (con TCEP) favoreció a la 

reacción, se observó una mayor intensidad de señal. Como se discutió 

previamente la inmovilización a través de grupos tiol en lugar de disulfuro 

aumenta el cubrimiento superficial, al haber más hebras disponibles hay más 

DNAzima disponible y por lo tanto la señal resulta más intensa. Pero la señal 

más intensa se obtuvo para el sistema con T-DZ previamente reducido y con 

inmovilización de MCH. La inmovilización a través de grupos tiol y la formación 

de una monocapa mixta ordenada fueron claves para lograr un incremento de 

la señal. La dispersión de los replicados resultó bastante grande, posiblemente 

debido a la baja uniformidad de las superficies de oro utilizadas sumada a la 
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dispersión de la reacción de peroxidación per se, que resultó aproximadamente 

del 10 % (ver Capítulo 3). 

A partir de estos resultados se decidió realizar los siguientes ensayos 

reduciendo el disulfuro T-Dz previo a la inmovilización y con agregado de MCH. 

Con estos pasos operativos extra se obtuvieron señales más intensas y 

distinguibles de los controles, aunque con la desventaja de que se incrementó 

el tiempo por ensayo. 

 

4.3.2 Relación entre la cantidad de secuencia T-Dz inmovilizada y la 

intensidad de señal  

Se analizó la intensidad de señal para cantidades crecientes de T-Dz 0,06 

nmol, 0,1 nmol, 0,25 nmol y 0,5 nmol. Se realizó la reducción con TCEP, 

seguida de la inmovilización por 2 h y agregado de MCH para formar la capa 

autoensamblada mixta. Luego de 30 minutos de exposición al MCH se agregó 

hemina y se llevó a cabo la reacción de peroxidación por agregado de TMB y 

H2O2. Se midió absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de reacción.  A los 

controles se les realizó el mismo tratamiento en ausencia de secuencia T-Dz 

pero agregando 0,06 nmol y 0,5 nmol de hemina respectivamente. En la figura 

4.17 se muestra la relación entre la cantidad de T-Dz expuesta a la superficie 

de oro y la señal de absorbancia medida. Cada ensayo se realizó por 

cuadruplicado. 

 

 
Figura 4.17: Relación entre la señal de absorbancia a 370 nm y la cantidad de 
T-Dz (rombos negros). Se obtuvo una relación lineal dada por: A: 3,5512 
(moles T-Dz) + 0,5933 (R2: 0,9840). Controles con 0,06 nmol y 0,5 nmol de 
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hemina respectivamente (cuadrados grises). Tiempo de reacción 8 minutos. 
Las barras de dispersión corresponden a triplicados. 
 
La intensidad de señal resultó proporcional a la cantidad de DNAzima 

agregada. Es decir que, al igual que en el caso de las partículas magnéticas, la 

DNAzima inmovilizada conservó su función como peroxidasa. La intensidad de 

señal correspondiente a los controles de hemina resultó menor que la obtenida 

para igual concentración de T-Dz y la diferencia entre ambas señales se fue 

incrementando al aumentar la concentración de T-Dz.  

Al comparar estos resultados con la curva de concentración de B-Dz se 

observó que, en el caso de la superficie de oro, las señales resultaron menos 

intensas para cantidades agregadas de T-Dz iguales o mayores a las de B-Dz. 

Esto puede explicarse teniendo en cuenta en el cubrimiento superficial. Según 

Steel et al. 2000 y Levicky et al. 1998 el cubrimiento promedio de secuencias 

de sc-ADN de 19 bases modificadas con disulfuro sobre una superficie de oro 

en un tiempo de inmovilización de 2 h y agregado de MCH 1mM resulta en 

aproximadamente 0,02 nmol oligonucleótido/cm2 26,27. Los soportes de oro 

utilizados para llevar a cabo la inmovilización tienen una superficie de 

aproximadamente 1 cm2, por lo tanto, con 0,02 nmol de T-Dz sería suficiente 

para lograr el cubrimiento máximo. Sin embargo en el ensayo anterior se 

agregaron entre 0,06 nmol y 0,5 nmol y se observó un incremento de señal lo 

que sugiere que no se inmovilizó la cantidad total de T-Dz  agregada sino que 

se requiere un exceso respecto de la cantidad teórica necesaria para generar el 

máximo cubrimiento superficial33.  

 

4.3.3 Reuso del sistema 

De la misma forma que para B-Dz inmovilizada sobre partículas magnéticas se 

analizó el reuso de la secuencia T-Dz inmovilizada sobre oro. Se probaron las 

dos condiciones, regenerar el sistema por agregado de hemina para permitir la 

activación de la DNAzima luego de cada uso y no regenerar el sistema 

suponiendo que la estructura cuartetos de G y la funcionalidad DNAzima no se 

vieron afectadas luego del uso.  

Se realizó el primer ensayo en las condiciones mencionadas en el apartado 

4.3.2 sobre alícuotas conteniendo 0,12 nmol T-Dz cada una. Luego de la 

inmovilización de la secuencia reducida se inmovilizó MCH sobre la superficie 
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de oro, se agregó hemina para activar la funcionalidad DNAzima y se lavó para 

eliminar el exceso. Se agregó la mezcla de reactivos conteniendo TMB y H2O2 

y se midió la señal de absorbancia. Este procedimiento se realizó sobre 4 

superficies cóncavas de oro y a cada una se le realizó un control sin agregado 

de T-Dz. Se estudió el re-uso del sistema luego de finalizado el primer ensayo y 

nuevamente luego del segundo ensayo. Luego de medir la señal todas las 

superficies se lavaron, a dos se les agregó hemina y dos se las dejó tal cual. 

Se volvió a llevar a cabo la reacción de peroxidación y medición de la señal. 

Por último, se lavaron las superficies y se volvió a repetir por tercera vez el 

ensayo de reuso. En todos los casos se midió absorbancia a 370 nm a los 8 

minutos de reacción. Los resultados se muestran en la figura 4.18.  
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Figura 4.18: Intensidad señal de absorbancia a 370 nm a los 8 minutos de 
reacción con 0,12 nmol de T-Dz (blanco) y control hemina 0,12 nmol (gris) en 
20 µL de mezcla de reacción para tres usos sucesivos del sistema con y sin 
agregado de hemina entre usos. Las barras de dispersión error corresponden a 
cuadruplicados. 
 
 
Se pudo confirmar la factibilidad del reuso del sistema formado por la 

secuencia T-Dz inmovilizada sobre oro como catalizador de la reacción de 

peroxidación. El agregado de hemina, es decir la reactivación de la DNAzima, 

fue indispensable para recuperar la señal. Esto se evidenció en la señal 

considerablemente mayor respecto a la de los ensayos donde no se agregó 

hemina. Para los ensayos de segundo uso en los se llevó a cabo la 

reactivación la señal resultó ser un 90 % respecto de la inicial en cambio en los 

que no se llevó a cabo la reactivación las señales resultaron aproximadamente 
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de la mitad de las iniciales. Para el tercer uso la señal resultó ser 

aproximadamente la mitad de la inicial a pesar de que también se llevó a cabo 

la reactivación con hemina. En todos los casos la señal pudo distinguirse de la 

de los controles, cabe señalar que la señal de los controles no fue idéntica para 

todos los ensayos, sino que se observó una variabilidad entre ellas. 

 

4.4 Comparación entre ambos soportes 

En esta sección se discuten las principales características de ambos soportes 

en base a los resultados de los ensayos mostrados anteriormente. Se ponderó 

a las más adecuadas para el armado de una capa de biorreconocimiento y para 

el funcionamiento de la DNAzima inmovilizada. 

 Las partículas magnéticas ocupan poco volumen y son fácilmente adaptables 

para el trabajo en recipientes pequeños. La inmovilización de la secuencia B-

Dz resultó sencilla de llevar a cabo y muy estable. La separación magnética fue 

sumamente práctica para realizar los lavados y mediciones de absorbancia. La 

principal desventaja de este soporte radica en que no es posible controlar la 

cantidad de partículas que se toman en cada alícuota de la suspensión. 

También se observó algo de aglomeración de partículas y pérdida de masa tras 

varios lavados sucesivos. Esto, sumado a la variabilidad de la reacción de 

peroxidación ya observada en los ensayos en solución incrementa la dispersión 

de la señal medida. 

El oro policristalino aportó un soporte sencillo, robusto y reutilizable. La 

inmovilización de la secuencia T-Dz, así como los lavados y mediciones de 

absorbancia resultaron sencillos de llevar a cabo. Se comprobó que para 

maximizar la intensidad de señal es necesario reducir el disulfuro de T-Dz 

antes de la inmovilización y agregar MCH para favorecer el orden de la capa 

autoensamblada. Esto favorece a la reacción de peroxidación, pero con la 

desventaja de que se incrementa el tiempo de preparación del soporte. No 

pudo asegurarse homogeneidad entre las superficies utilizadas por ser de 

fabricación rudimentaria, es decir, no pudo asegurarse homogeneidad en el 

tamaño, geometría y rugosidad de las superficies. La dispersión de los 

resultados resultó bastante alta, sin embargo, fue posible comparar entre 

ensayos independientes, realizados sobre diferentes superficies de oro. 
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Otro factor de relevancia para el análisis de las señales fueron los ensayos 

control, aquellos en los que se puso en contacto el soporte con hemina, pero 

en ausencia de secuencia sc-ADN. En ambos casos la señal del control 

representó menos del 20 % respecto a la señal a partir de la reacción de 

peroxidación catalizada con DNAzima inmovilizada y este porcentaje disminuyó 

para tiempos de reacción mayores a 8 minutos. Este valor resultó comparable 

con los publicados en otros trabajos similares con DNAzima inmovilizada sobre 

diferentes materiales4.  

Para ambos soportes la señal aumentó de forma lineal con la concentración de 

Dz agregada, pero en el caso de las partículas magnéticas la curva resultó más 

sensible. La intensidad de señal obtenida a partir de la reacción con T-Dz 

inmovilizada sobre oro resultó menor que la intensidad de señal para la misma 

cantidad de B-Dz inmovilizada sobre partículas magnéticas. La eficiencia de 

inmovilización fue menor sobre oro, fue necesario agregar más cantidad de 

secuencia para tener señales del mismo orden que con B-Dz. 

Respecto al re-uso, para ambos sistemas se observó que la intensidad de 

señal resultó mayor cuando se incorpora una etapa de reactivación de la 

DNAzima por agregado de hemina. En estas condiciones para el sistema 

soportado sobre partículas magnéticas la señal fue del 80 % respecto del 

primer uso y para el sistema soportado sobre oro del 90 % siendo resultados 

comparables con los publicados en bibliografía20. En cuanto al tercer uso para 

ambos sistemas se perdió más del 50 % de la señal tanto con como sin 

reactivación de la DNAzima. La dispersión de los valores de señal medida fue 

de alrededor del 10 %. En cuanto a la dispersión entre las intensidades de 

señal para los controles resultó menor para el sistema inmovilizado sobre 

partículas magnéticas que sobre oro, lo que muestra que este último es un 

sistema menos reproducible. 

Ambos soportes presentaron ventajas y desventajas, y mostraron ser útiles 

para llevar a cabo la reacción de peroxidación catalizada por DNAzima en fase 

heterogénea.  

Tanto las partículas magnéticas como el oro policristalino podrían funcionar 

como soporte para la fase de reconocimiento con DNAzima como generadora 

de señal aplicable a genosensores. El sistema inmovilizado sobre partículas 

magnéticas demostró una menor variabilidad en la señal, mayor versatilidad, 
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mayor sensibilidad de la curva de concentración y menor tiempo por ensayo, 

además la secuencia B-Dz resulta menos costosa que T-Dz, por lo que se 

eligieron las partículas magnéticas como soporte para continuar con el análisis 

de funcionamiento de la capa de biorreconocimiento. 
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Capítulo 5 

Sistema de biorreconocimiento  
5.1 Introducción 

En este capitulo se analiza el funcionamiento de una capa de 

biorreconocimiento aplicable a genosensores con detección colorimétrica.  La 

misma consiste en una secuencia sc-ADN “sonda” capaz de reconocer 

específicamente, por afinidad, a la secuencia sc-ADN “analito”. La secuencia 

de la sonda incluye al segmento PW17 que se activa como DNAzima 

peroxidasa al producirse el evento de reconocimiento. 

Los genosensores que utilizan DNAzima como generadora de señal son 

relativamente novedosos, comenzaron a desarrollarse hace menos de 15 años, 

y aún se encuentran en etapa de investigación1,2. Su principio de 

funcionamiento está inspirado en los ensayos de tipo ELISA y en algunos 

inmunosensores, en particular aquellos que utilizan anticuerpos acoplados a la 

enzima horseradish peroxidasa (HRP) como elemento de señalización3–5, 

(Capítulo 1). A diferencia de las proteínas, la DNAzima puede estar incluida 

dentro de la secuencia sonda. Es decir, el elemento de biorreconocimiento se 

encuentra en la misma sonda, sin necesidad de acoplarlo en un paso previo. 

Esto es una ventaja porque simplifica y da versatilidad al diseño del sensor 6,7. 

En bibliografía se describen dos estrategias para la generación de señal en 

genosensores que utilizan DNAzima peroxidasa. Ambas estrategias, 

esquematizadas en la figura 5.1, buscan evitar la formación de estructuras 

cuartetos de G en ausencia de secuencia analito. La primera, figura 5.1 A, 

consiste en comenzar el ensayo con la secuencia sonda en estructura 

horquilla, tras el reconocimiento del analito (segmento verde) la secuencia 

sonda sufre un cambio conformacional permitiendo la formación de cuartetos 

de G (formados entre los segmentos azul y marrón) y dando lugar a la reacción 

de peroxidación1,8–12. La segunda estrategia, figura 5.1 B, consiste en dividir la 

secuencia sonda en dos fragmentos (segmentos rojo y gris). Estos fragmentos 

tienen la particularidad de que al acoplarse dan lugar a la secuencia PW17 con 

alta afinidad por hemina. Con los fragmentos separados resulta poco favorable 

la formación de cuartetos de G13. Tras el reconocimiento del analito (segmento 
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negro), por interacción entre zonas complementarias, se obtiene una 

configuración que favorece la formación de la estructura cuartetos de G y la 

reacción de peroxidación14–16.  

 

Figura 5.1: Esquema de las estrategias utilizadas para favorecer la reacción de 
peroxidación en presencia de secuencia analito. A) Inicialmente la sonda se 
encuentra en estructura horquilla. Al reconocer al analito (segmento verde) se 
produce un cambio conformacional dejando expuesto el segmento de la sonda 
de secuencia PW17 que da lugar a la formación de cuarteto de G (segmentos 
azul y marrón) y a la reacción de peroxidación10. B) El analito (segmento negro) 
es complementario de dos fragmentos sonda independientes (segmentos rojo y 
gris). Luego del reconocimiento estos fragmentos forman estructura cuartetos 
de G que da lugar a la reacción de peroxidación13.  
 

Esta tesis doctoral se basó en la primera estrategia. La secuencia utilizada 

como analito consta de un segmento de 30 bases perteneciente a la secuencia 

oligonucleotídica de 99 bases que codifica α2-gliadina17, una proteína de trigo 

que afecta la salud de las personas celiacas18. La elección de este segmento 

no responde a un problema analítico en particular, sino que se tomó a modo de 

prueba de funcionamiento del sistema. La sonda consta de 59 bases con dos 

segmentos de 8 bases autocomplementarias. En la figura 5.2 se esquematiza 

la sonda y su funcionamiento. En ausencia de analito la sonda adquiere 

estructura de horquilla (stem-loop) sin actividad peroxidasa. En contacto con el 

analito (segmento verde) se produce la hibridación con el segmento de 30 

A 

B 

 
Figura inspirada en el trabajo de Xiao et al. (2004)  
(2004)(2004) 

Figura inspirada en el trabajo de Li et al. (2007) 
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bases de sonda complementario (en rojo), desplazando por diferencia de 

afinidad a la estructura horquilla y dando lugar a la formación de estructura 

cuartetos de G. En presencia de hemina, peróxido de hidrógeno y TMB, se 

produce la reacción de peroxidación generándose una señal colorimétrica.  

 

 

 

Figura 5.2: Esquema del reconocimiento sonda-analito. En ausencia de 
secuencia analito la sonda adquiere estructura horquilla, sin actividad 
peroxidasa. Al producirse el reconocimiento sonda-analito ocurre un cambio 
conformacional en la sonda que permite la activación de la funcionalidad 
peroxidasa y la generación de señal. Se detalla la composición de las 
secuencias sonda y analito. 
 
En la secuencia sonda se distinguen distintos segmentos. Los dos subrayados 

y en azul y gris respectivamente (que constan de 8 bases) son 

complementarios entre sí y permiten la formación de la estructura horquilla. El 

segmento central, de color rojo, (30 bases) es complementario a la secuencia 

analito. El segmento de 17 bases más cercano al extremo 3´, en color gris, es 

la secuencia PW17, generadora de señal. 
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Adicionalmente la sonda tiene una modificación biotina en el extremo 5´ lo que 

permite realizar ensayos tanto en solución como en fase heterogénea, 

inmovilizada sobre partículas magnéticas recubiertas con estreptavidina.  

Los objetivos específicos desarrollados en este capitulo consisten en analizar el 

funcionamiento de la secuencia sonda como elemento de biorreconocimiento a 

partir de la señal obtenida tanto en ausencia como en presencia de diferentes 

concentraciones de secuencia analito:  

1. en fase homogénea (en solución), y 

2. en fase heterogénea, inmovilizada sobre partículas magnéticas.  

 

5.2 Resultados obtenidos para el biorreconocimiento en fase homogénea 

En los capítulos anteriores se analizaron diferentes variables que afectan a la 

reacción de peroxidación catalizada por la DNAzima de secuencia PW17 tanto 

en solución como inmovilizada. Los resultados obtenidos permitieron 

determinar condiciones adecuadas para llevar a cabo esta reacción. Tomando 

como base dichos resultados, en esta sección se describe el análisis de las 

condiciones para el reconocimiento sonda-analito y la generación de señal. Se 

decidió comenzar por el reconocimiento en fase homogénea, por ser un 

sistema menos complejo que no involucra superficies, de forma de disminuir la 

cantidad de factores que pudieran afectar tanto al reconocimiento como a la 

generación de señal. Como ensayo exploratorio del funcionamiento de la 

reacción de biorreconocimiento en fase homogénea se llevó a cabo la reacción 

de peroxidación para: sonda en ausencia de secuencia analito, mezcla de 

secuencias sonda-analito, incubadas en proporciones 1:1 y 1:10, secuencia 

PW17 (Dz) (sin ser parte de la secuencia sonda) y hemina libre. Estos dos 

últimos ensayos (Dz sin ser parte de la sonda y hemina libre) se realizaron 

como referencia y a modo de control por ser ya conocida su respuesta (ver 

Capítulo 3). 

En la figura 5.3 se muestran las señales obtenidas para los distintos sistemas 

analizados: hemina libre 1 µM, sonda 1 µM en ausencia de secuencia analito, 

sonda 1 µM incubada con soluciones 1 µM y 10 µM de analito respectivamente 

y Dz 1 µM. La incubación se llevó a cabo por 48 h a temperatura ambiente con 

concentración de Mg+2 10 mM19. En todos los casos se agregó hemina, TMB y 
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H2O2, se llevó a cabo la reacción de peroxidación y a los 10 minutos se 

determinó la absorbancia a 370 nm. 
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Dz: 5´- GGG TAG GGC GGG TTG GG- 3´ 

Secuencia analito (a): 5´- CCG CAA CTA CCA TAT CCG CAG CCG CAA CTA - 3´  

Secuencia sonda (s): 5´-CCG CCC TAT AGT TGC GGC TGC GGA TAT GGT AGT TGC GGT TTT GGG TAG                                                
GGC GGG TTG GG - 3´  
 

Figura 5.3: Comparación de la señal de peroxidación a los 10 minutos de 
reacción para distintos sistemas. Hemina libre 1 µM (control Hm), sonda en 
ausencia de analito (s), sonda 1 µM en presencia de analito 1 µM relación s-a 
(1:1), sonda 1 µM en presencia de analito 10 µM relación s-a (1:10), DNAzima 
1 µM en solución (Dz). 
 
 
La baja intensidad de señal obtenida a partir del control hemina respecto de las 

de las otras construcciones (10 % respecto de la señal de DNAzima en 

solución) ratifica las observaciones discutidas en el Capítulo 3, la catálisis por 

hemina libre no afecta significativamente a la señal obtenida con DNAzima. El 

ensayo con Dz, es decir la secuencia PW17 en presencia de hemina, dio la 

señal mas intensa, lo que era de esperar por ser catalizador de la reacción de 

peroxidación.  

Para el funcionamiento de un biosensor es deseable que la intensidad de señal 

aumente con la concentración de analito y sea lo mas baja posible en ausencia 

del mismo. En la figura 5.3 se puede observar el incremento de intensidad de 

señal al aumentar la concentración de analito de 1 µM a 10 µM, sugiriendo que 

en presencia de analito la sonda es capaz de reconocerlo, desarmar la 

estructura horquilla y formar estructura DNAzima. Sin embargo, la señal en 

ausencia de analito (sistema sonda) resultó ser mayor de lo esperado, 
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alrededor del 60 % respecto de la señal del sistema Dz, lo que evidencia que 

no toda la secuencia formó estructura horquilla, sino que una parte sufrió un 

cambio conformacional adquiriendo estructura cuarteto de G y activando la 

funcionalidad DNAzima. Este es un problema común en las construcciones con 

DNAzima peroxidasa. Se han reportado diferentes estrategias para disminuir la 

señal del sistema en ausencia de analito como, por ejemplo: el rediseño de las 

secuencias, de forma de bloquear la formación de la DNAzima, o el agregado 

de reactivos supresores de la actividad de la hemina8,15,20. Esto último no aplica 

al sistema discutido ya que, como se mencionó antes, la señal obtenida a partir 

de hemina libre resultó muy poco intensa. En cuanto al rediseño de la 

secuencia, implica altos costos y mayores tiempos porque habría que comprar 

las nuevas secuencias y realizar los ensayos de prueba de funcionamiento. Por 

estos motivos es que no se optó por rediseñar la sonda, quedando como 

pendiente para futuros trabajos. En este trabajo se buscó maximizar la señal de 

reconocimiento sonda-analito minimizando la señal en ausencia de analito a 

partir de las condiciones de reacción, tales como tiempo de reacción de 

peroxidación, tiempo de incubación, concentración de ion magnesio (Mg+2) y 

temperatura de incubación. 

 

5.2.1 Tiempo de reacción de peroxidación 

Tanto para el reconocimiento sonda-analito, como para sonda en ausencia de 

analito se llevó a cabo la reacción de peroxidación midiendo absorbancia a 370 

nm a los 2, 5 ,10 y 15 minutos. Como control se repitió el ensayo en ausencia 

de sonda y de analito. En la figura 5.4 se muestra la evolución de la señal de 

peroxidación para el sistema sonda 1 µM en ausencia de analito, para el 

sistema sonda 1 µM en presencia de analito 10 µM “s-a” (1:10) y para el control 

con hemina 1 µM. La incubación se llevó a cabo por 48 h a temperatura 

ambiente con concentración de Mg+2 10 mM (los tres ensayos fueron 

mostrados en la figura 5.3). 
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Figura 5.4: Evolución de la señal con el tiempo de peroxidación para los 
sistemas sonda en ausencia de analito 1 µM, sonda-analito 1 µM:10 µM (s-a 
1:10) y control hemina, en ausencia de sonda y analito. 
 

El control con hemina presentó una señal de intensidad baja y constante en el 

tiempo de reacción. Para la sonda tanto en presencia como en ausencia de 

analito las señales aumentaron con el tiempo de reacción, siendo más intensas 

para el primer caso. Se buscaron las condiciones en las que fuera posible 

detectar analito en el menor tiempo de ensayo posible. A tiempos cortos, 

menores a 5 minutos, las diferencias entre las señales de sonda-analito con la 

de sonda resultaron muy pequeñas. A partir de los 5 minutos de reacción esta 

diferencia se incrementó, pero muy gradualmente. A partir de estos resultados 

se decidió realizar las mediciones posteriores a tiempos de reacción entre 5 y 

10 minutos. 

 

5.2.2 Tiempo de incubación 

Para los ensayos preliminares el tiempo de incubación sonda-analito fue de 48 

h, lo cual es demasiado para una capa de biorreconocimiento compatible con 

un genosensor. De todas maneras, se utilizó este tiempo para realizar análisis 

exploratorios de modo de asegurar que ocurrieran todos los cambios 

conformacionales necesarios, por tratarse de un sistema más complejo que en 

los ensayos anteriores (Capítulos 3 y 4). Luego se analizaron las señales 

obtenidas para tiempos de incubación más cortos de forma de determinar 

cuánto es posible reducir el tiempo de incubación. Los resultados de este 

ensayo se muestran en la figura 5.5, donde se comparan tres tiempos de 

incubación 1, 24 y 48 h. Cada ensayo se llevó a cabo de manera independiente 
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por triplicado utilizando una concentración de ion Mg+2 10 mM. Se utilizaron 

concentraciones de las secuencias sonda y analito 1 µM y 1 µM (s:a 1:1) 

respectivamente y se realizaron paralelamente ensayos control con sonda 1 µM 

(s) en ausencia de analito. Se llevó a cabo la reacción de peroxidación y se 

determinó la señal a los 10 minutos de reacción. 

Para tener independencia de la variabilidad de la señal de sonda en ausencia 

de analito se calculó la “señal corregida” como la resta entre la absorbancia a 

370 nm de sonda en presencia de analito (A(s:a) 1:1) y la absorbancia a 370 

nm de sonda (A(s)) dividido por la absorbancia a 370 nm de la sonda (A(s)). 

 

 

Figura 5.5: Señal corregida para distintos tiempos de incubación 1, 24 y 48 h 
respectivamente. Las barras de dispersión corresponden a triplicados  
 

Los resultados mostrados en la figura 5.5 sugieren que el tiempo de 

incubación afecta a la intensidad de señal, a mayor tiempo de incubación 

mayor resultó la señal corregida. También se observó que la dispersión en los 

resultados para cada ensayo es muy grande.  

Con 1 h de incubación se obtuvieron diferencias de señal bastante menores, 

alrededor del 50 % respecto de los ensayos con 24 h de incubación. A pesar de 

esto y de la gran variabilidad de los resultados fue posible distinguir la 

presencia o ausencia de sonda.  

Dado que los tiempos largos de ensayo son inaceptables para el 

funcionamiento de una capa de biorreconocimiento (potencialmente aplicable a 

situaciones reales), se optó por realizar las incubaciones por 1 h. De esta forma 

se buscó acotar el tiempo total de ensayo.  
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En los siguientes ensayos se analizaron distintas condiciones de reacción con 

el objetivo de establecer aquellas en que se favorezca el aumento de señal en 

presencia de analito y se desfavorezca en ausencia del mismo. 

 

5.2.3 Concentración de ion magnesio (Mg+2) 

Como se discutió en capítulos anteriores la composición del medio de reacción 

es uno de los factores más relevantes para el funcionamiento de la DNAzima 

peroxidasa, siendo particularmente importante la concentración de ion potasio 

(K+)21. Para los sistemas estudiados en este capítulo hay que tener en cuenta 

que también son importantes la formación de la estructura horquilla y el 

reconocimiento sonda-analito. En este contexto cobra relevancia la 

concentración de catión magnesio (Mg+2). Se ha reportado que este ión es 

fundamental en la solución de incubación para la formación de estructuras ADN 

doble cadena22,23.   

Se analizó el efecto de la concentración de Mg+2 en la reacción de 

reconocimiento sonda-analito incubada por 1 h a temperatura ambiente. Se 

realizaron 7 ensayos por triplicado. En cada uno se incubó sonda con analito 

en relación 1:1 (1 μM) y se comparó con sonda en ausencia de analito en 

idénticas condiciones. Las concentraciones de Mg+2 ensayadas fueron 0,1, 5, 

20, 30, 50 y 100 mM. Luego de la incubación se llevó a cabo la reacción de 

peroxidación por 10 minutos por agregado de hemina, TMB y H2O2 y se 

compararon las señales independizándolas de las señales de sonda. Los 

resultados se muestran en la figura 5.6. 
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Figura 5.6: Señal corregida para distintas concentraciones de ion magnesio 
0,1,5, 20, 30, 50 y 100 mM. Las barras de dispersión corresponden a triplicados 
de cada ensayo. 
 
Los resultados confirmaron que la señal se ve afectada por la concentración de 

Mg+2. El reconocimiento sonda-analito se vio mas favorecido con Mg+2 30 mM, 

se obtuvo mayor intensidad de señal aún teniendo en cuenta la gran dispersión 

entre los triplicados. Los siguientes ensayos se llevaron a cabo con esa 

concentración. 

 

5.2.4 Temperatura de incubación 

La temperatura de incubación adecuada para llevar a cabo la hibridación de un 

duplex de oligonucleótidos, por ejemplo, para la técnica de PCR (polymerase 

chain reaction), se determina a partir del cálculo de melting temperature (Tm). 

La Tm es un parámetro que indica la temperatura a la cual un duplex de 

oligonucleótidos se encuentra 50 % como simple cadena y el otro 50 % 

formando doble cadena. Para obtener el valor de Tm se tienen en cuenta 

parámetros termodinámicos calculados para la secuencia y los publicados para 

el vecino más cercano. La metodología de cálculo esta optimizada para 

secuencias lineales24. 

En el caso de este trabajo fue necesario hallar una temperatura de hibridación 

tal que en ausencia de analito los dos segmentos de ocho bases 

complementarias hibridicen para formar la estructura horquilla pero que en 

ausencia del mismo se favorezca la hibridación con la secuencia sonda de 
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treinta bases. Para calcular las Tm para los oligonucleótidos de ocho bases y 

treinta bases respectivamente se utilizó la herramienta “OligoAnalyzerTM” 25. 

Los resultados obtenidos fueron 43,4°C para la secuencia de ocho bases y 

76,7°C para la de 30 bases, si bien estas temperaturas son aproximaciones 

calculadas para secuencias lineales libres (y no para segmentos dentro de una 

secuencia) sirven como referencia para estimar el rango donde debería 

hallarse la temperatura de incubación óptima que es intermedia entre esas dos.  

Teniendo los valores calculados como referencia, se realizaron ensayos para 

determinar la temperatura de hibridación más adecuada en función del objetivo 

propuesto. Se realizaron cinco ensayos a diferentes temperaturas de 

incubación: temperatura ambiente (sin control), 40, 50, 60 y 70°C. Para cada 

temperatura de incubación se calculó la señal corregida. Cada ensayo se 

realizó por triplicado.  La incubación se llevó a cabo controlando la temperatura 

elegida mediante un termociclador con concentración de Mg+2 30 mM durante 1 

h. Luego se agregó hemina, se llevó a cabo la reacción de peroxidación con 

TMB y H2O2 y se midió absorbancia a 370 nm. Los resultados se muestran en 

la figura 5.7. 
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Figura 5.7: Señal corregida para distintas temperaturas de incubación: 
temperatura ambiente (sin ninguna regulación) 40, 50, 60 y 70°C, las barras de 
dispersión corresponden a triplicados de cada ensayo. 
 
Los resultados confirmaron que la temperatura de incubación afecta a la 

intensidad de señal medida. Se eligió 50°C como temperatura de incubación 
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para los siguientes ensayos por ser la que dio mayor diferencia de señal para 

sonda-analito respecto de analito. 

Todos estos ensayos sirvieron para definir las condiciones de reacción que 

maximizan la diferencia de señal para sonda en presencia de analito respecto a 

sonda en ausencia de analito a la vez que controlan el tiempo por ensayo para 

que no se torne demasiado largo. Los ensayos posteriores se llevaron a cabo 

utilizando las mejores condiciones obtenidas: tiempo de reacción 5-10 minutos, 

tiempo de incubación de 1 h, concentración de ión Mg+2 30 mM y temperatura 

de incubación 50°C.  

El estudio de funcionamiento de la capa de biorreconocimiento se completó con 

el análisis de la relación entre la señal medida y la cantidad de analito presente 

en la muestra26. 

Para poder establecer esta relación se realizó una curva de concentración de 

analito. La reacción de peroxidación se llevó a cabo por 5 minutos y se 

determinó la señal de absorbancia a 370 nm. Cada ensayo se llevó a cabo por 

triplicado. En la figura 5.8 se muestra la intensidad de la señal para las 

distintas concentraciones de analito ensayadas: ausencia de analito, 0,1 μM, 

0,5 μM, 1 μM, 2 μM, 10 μM. 
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Figura 5.8: Intensidad de señal obtenida para las diferentes concentraciones 
de secuencia analito: 0 μM (ausencia de analito), 0,1 μM, 0,5 μM, 1 μM, 2 μM, 
10 μM incubada con “sonda” 1 µM. Las barras de dispersión corresponden a 
triplicados de cada ensayo. 
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En el análisis de los ensayos preliminares (ver figura 5.3) se observó el 

aumento de la señal con la concentración de analito. Sin embargo, ese análisis 

contaba con pocos datos. La curva de concentración mostrada en la figura 5.8 

amplió el número de replicados y agregó diferentes concentraciones de analito. 

En este caso se observó una variabilidad de señal muy alta. La diferencia de 

señal entre ensayos resultó muy pequeña en comparación con la dispersión de 

los resultados. En este contexto no fue posible diferenciar la presencia o 

ausencia de analito. Por lo tanto, tampoco fue posible establecer una relación 

entre la intensidad de señal y la concentración de analito. 

A partir de estos resultados se pudo concluir que el sistema tal cual está 

planteado no responde adecuadamente como capa de biorreconocimiento. Es 

necesario volver a diseñar la secuencia para favorecer la formación de 

estructura horquilla en ausencia de analito y el reconocimiento del mismo, que 

de lugar a la formación de DNAzima peroxidasa, cuando esté presente en la 

muestra. 

Aún así se continuó con los ensayos para analizar el comportamiento de la 

sonda inmovilizada sobre partículas magnéticas. 

 

5.3 Biorreconocimiento en fase heterogénea 

Para la inmovilización se utilizaron las partículas magnéticas funcionalizadas 

con estreptavidina, por ser la superficie que mejor funcionó para la reacción de 

peroxidación catalizada por DNAzima en fase heterogénea, descrito en el 

Capítulo 4.  

Las condiciones de incubación elegidas fueron las mismas que para los 

ensayos en fase homogénea 1 h a 50°C y concentración de ion Mg+2 30 mM. 

En cada ensayo se comparó la señal obtenida para sonda inmovilizada en 

contacto con analito (en relación 1:1) con la obtenida para sonda inmovilizada 

como control de reacción. En la figura 5.9 se esquematiza la reacción de 

peroxidación en fase heterogénea junto con el ensayo control. Tanto al ensayo 

con analito en solución (2 µM) como al control se agregó sonda (concentración 

final 2 µM) y se incubó por 1 h a 50°C, luego se agregó hemina para permitir la 

formación de DNAzima. Se mezcló con partículas magnéticas recubiertas con 

estreptavidina para llevar a cabo la inmovilización. Por último, se llevó a cabo la 
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reacción de peroxidación por agregado de TMB y H2O2 y se determinó la señal 

de absorbancia.  

 

 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.9: Esquema de reconocimiento sonda-analito señalizada a través de 
la reacción de peroxidación en fase heterogénea. Ensayos control y con 
secuencia analito en paralelo. 1) Agregado de sonda y de hemina para formar 
DNAzima. 2) Inmovilización sobre partículas magnéticas. 3) Reacción de 
peroxidación por agregado de TMB y H2O2. 
 

En la figura 5.10 se muestran los resultados obtenidos para el ensayo en fase 

heterogénea. Sonda en comparación con sonda-analito, ensayo por triplicado.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.10: Ensayo de reconocimiento sonda-analito señalizada a través de la 
reacción de peroxidación en fase heterogénea. Se compara la intensidad del 
ensayo control con el que contiene analito (sonda-analito en proporción 1:1). 
Las barras de dispersión corresponden a triplicados. 
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No se observaron diferencias significativas entre los dos ensayos por lo que no 

fue posible distinguir la presencia de analito. Esto mismo ocurrió para los 

ensayos en fase homogénea, aunque en ese caso las señales de los ensayos 

control fueron un poco menores. En la figura 5.11 se comparan los ensayos en 

fase homogénea y heterogénea para la sonda en presencia de analito en 

relación 1:1 y para el control en ausencia de analito. Se observó que el 

incremento de la señal en presencia de analito fue mayor en fase homogénea, 

aunque no suficiente para poder asegurar presencia de analito debido a la alta 

dispersión de las señales medidas. 
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Figura 5.11: Incremento de señal para el ensayo de reconocimiento sonda-
analito (1:1) (gris) respecto de la señal del ensayo control, con sonda sola 
(blanco). Comparación de resultados en fase homogénea y heterogénea. Las 
barras de dispersión corresponden a triplicados. 
 

A pesar de haber realizado los ensayos con las condiciones optimizadas no fue 

posible diferenciar la señal en presencia o ausencia de analito. Los resultados 

fueron más desfavorables que los obtenidos en fase homogénea confirmando 

que es necesario realizar ajustes sobre el diseño de la secuencia sonda. 

A partir de las respuestas obtenidas se concluyó que la sonda puede ser 

utilizada como generadora de señal a partir de la reacción de peroxidación. Sin 

embargo, el sistema de biorreconocimiento no funcionó como se esperaba. Es 

necesario re diseñar la sonda de forma de minimizar la señal en ausencia de 

analito, favoreciendo la formación de horquilla, pero cuidando a la vez que 

pueda ser desarmada en presencia del mismo. 
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La aparición de señales no despreciables en ausencia de analito es un 

problema común para estos sistemas. Se han reportaron estrategias para 

mejorar la relación señal en presencia/ señal en ausencia de analito aunque en 

ningún caso se obtuvo señal nula en ausencia de analito10,12,13. Algunas 

estrategias fueron aumentar la cantidad de bases autocomplementarias para 

formar estructura horquilla a 9 en lugar de 818. En otros casos con 5 bases 

complementarias fue suficiente para detectar presencia de analito1. En algunos 

trabajos, como en este, la secuencia PW17 se encuentra cercana al extremo 3´ 

de la sonda7,8 pero en otros plantean un mejor funcionamiento del sistema si 

PW17 se encuentra cercana al extremo 5´ de la secuencia sonda27.  

La aplicación de los sistemas con sondas de ADN que incorporan la secuencia 

PW17 como generadora de señal se encuentra en una etapa inicial. Se 

evidencia que es necesario analizar diferentes configuraciones de sonda y una 

vez elegida la más adecuada considerar y ajustar numerosas variables para 

optimizar su funcionamiento. 
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Capítulo 6 

Conclusiones y proyecciones a futuro 
6.1 Conclusiones 

En este trabajo se planteó, como hipótesis inicial, que la DNAzima peroxidasa 

podría ser utilizada como elemento de señalización aplicable en genosensores. 

Para probarla se realizó un análisis progresivo del funcionamiento de la DNAzima, 

estudiando individualmente las variables que modulan su comportamiento. Se 

estudió el funcionamiento de la DNAzima peroxidasa libre en solución, en fase 

heterogénea e incluida en una secuencia sc-ADN (sonda) que actúa como 

elemento de biorreconocimiento. 

La DNAzima efectivamente funcionó como catalizador, tanto en solución como 

inmovilizada. Se demostró que la composición del medio es de suma importancia 

para incrementar la eficiencia de la reacción de peroxidación y también para 

reducir la catálisis intrínseca de la hemina. En las condiciones de reacción 

seleccionadas, la señal generada por la hemina resultó despreciable frente a la de 

la DNAzima. El sustrato elegido, TMB, permitió señalizar la reacción de 

peroxidación por un método óptico, empleando espectrofotometría y por un 

método electroquímico, empleando voltametría de onda cuadrada. Para ambos 

métodos, la detección se realizó sobre pequeños volúmenes de solución, 

utilizando poca cantidad de oligonucleótido, del orden de nanomoles, lo que redujo 

el costo por ensayo. El tiempo de reacción necesario para el desarrollo de la 

señal, dos minutos, resultó lo suficientemente corto para que sea aplicable al 

funcionamiento de un sensor. 

El procedimiento para llevar a cabo la determinación de la señal de absorbancia 

resultó sencillo y no presentó mayores dificultades. Por el contrario, la señal 

electroquímica se vio afectada por diversos factores como: la interacción entre los 

componentes de la muestra y la superficie del electrodo, la variabilidad del perfil 

electroquímico entre electrodos, la limpieza superficial de los electrodos entre 

mediciones y la definición del blanco de reactivos. Todos estos factores fueron 
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analizados y se hallaron las condiciones de trabajo que permitieron obtener 

perfiles electroquímicos similares tanto para electrodos diferentes como para el 

mismo electrodo reutilizado y lavado. Aun así, la dispersión entre las corrientes 

medidas no disminuyó del 10 %. Los blancos de reacción, que contenía hemina en 

ausencia de DNAzima dieron señales de corriente del mismo orden que las 

reacciones que si contenían DNAzima. Contrariamente, la señal de absorbancia 

para el mismo blanco resultó nula. Esto sugiere que el origen de esa señal es la 

oxidación electroquímica y no la catálisis. 

Para ambas técnicas de medición (electroquímica y óptica) se obtuvieron señales 

proporcionales a la concentración de la DNAzima. Para las señales de 

absorbancia se halló una relación lineal en el rango de concentraciones de la 

DNAzima de entre 0,05 μM y 4,0 μM. Para la medición electroquímica la señal 

medida resultó ser proporcional a la concentración de la DNAzima para cada uno 

de los ensayos, sin embargo, no pudo establecerse una relación señal-

concentración de DNAzima debido a la gran dispersión entre ensayos 

independientes.  

En cuanto a la DNAzima inmovilizada, se estudiaron las condiciones de reacción 

con el objetivo de maximizar la respuesta a partir de la reacción de peroxidación 

en fase heterogénea sobre dos superficies diferentes: partículas magnéticas 

recubiertas con estreptavidina y láminas de oro. Se optimizaron las condiciones de 

reacción que permitieron obtener señales intensas, para tiempos cortos de 

reacción. Al igual que en solución, se obtuvo una relación lineal entre las señales 

medidas por absorbancia y la cantidad de DNAzima agregada para ambas 

superficies. Las partículas magnéticas mostraron características más adecuadas 

para una superficie de inmovilización: menor variabilidad de la señal, mayor 

versatilidad, mayor sensibilidad de la curva de concentración y menor tiempo de 

preparación de ensayo. Por lo que se eligieron las partículas magnéticas como 

soporte para continuar con el análisis de funcionamiento de la capa de 

biorreconocimiento. 
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Para estudiar el funcionamiento de la DNAzima como elemento de 

biorreconocimiento se analizó la reacción de peroxidación al ser incluida la 

DNAzima en una secuencia sc-ADN, es decir como parte de una sonda. Se 

estudiaron las condiciones de funcionamiento de esta secuencia sonda bajo la 

hipótesis de que en presencia de secuencia analito ocurriría la reacción de 

peroxidación generándose señal, pero en ausencia de la misma la señal resultaría 

muy poco intensa o despreciable. Esta hipótesis pudo comprobarse en parte, ya 

que, efectivamente se obtuvo señal en presencia del analito. Sin embargo, en 

ausencia del analito también se observó una señal importante, aunque de menor 

intensidad.  Para verificar o rechazar la hipótesis será necesario realizar más 

ensayos con sondas de diferentes secuencias, poniendo el foco en reducir la señal 

en ausencia de analito. 

6.2 Proyecciones a futuro 

Para darle continuidad a este trabajo, y sobre la base de las condiciones 

optimizadas en el capítulo 5, queda por analizar el funcionamiento de distintas 

secuencias sonda. Con el objetivo de hallar una configuración tal que se favorezca 

la formación de estructura horquilla evitando la generación de señal en ausencia 

de analito. Para ello se proponen dos estrategias de diseño de la sonda. Por un 

lado, que la DNAzima se encuentre más cercana al extremo 5´ de la sonda en 

lugar de estar en el extremo 3´. Por otro lado, aumentar la cantidad de bases 

autocomplementarias en la secuencia sonda, para darle mayor estabilidad a la 

estructura de horquilla, aunque procurando que la misma pueda reorganizarse en 

presencia de secuencia analito, dando lugar a que adquiera funcionalidad 

DNAzima. 

Por otro lado, un desafío a seguir desarrollando, es la implementación de la 

detección electroquímica. Es necesario hallar las condiciones de trabajo en las 

cuales disminuya la variabilidad entre señales, así como también la señal del 

blanco de reactivos.  

También resulta de interés el análisis de superficies de bajo costo, para el armado 

del sensor por inmovilización de la sonda modificada con biotina. Una superficie 
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adecuada sería un pocillo de unos 50 µL de capacidad recubierto con 

estreptavidina. Sobre el cual se pueda llevar a cabo la inmovilización de la sonda y 

la reacción de peroxidación. 


