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EDITORIAL

El Centro de Biotecnologia (CB) de la Univer-
sidad Nacional de Loja, se cre6 como una en-
tidad responsable de la investigacion cientifica
aplicada, innovacién biotecnolégica y docencia,
con el objetivo de impulsar la Biotecnologia en
beneficio de la colectividad, con especial én-
fasis en lo productivo y social, por lo tanto el
CB considera las necesidades de los sectores
agricola, ambiental, pecuario, de salud publi-
ca, y apoyo a la investigacién para la vida, el
desarrollo y la legislacion, siendo esta unidad
académica un referente para la region sur vy el
Ecuador, que ofertara alternativas tecnolégicas,
y se proyecta adesarrollar estudios de Posgra-
do y de Maestria en Ciencias Biotecnolégicas
en coordinacion con las Areas Académicas de
la Universidad Nacional de Loja y otras entida-
des publicas y privadas nacionales y externas.

El Centro de Biotecnologia cuenta con instala-
ciones y equipamiento para realizar estudios,
exploracion y manipulacién de genes de anima-
les, plantas, y microorganismos de interés eco-
noémico y ecoldgico, asi como para desarrollar
biotecnologias competitivas, con enfoque multi
e interdisciplinario

La presente publicacién abarca articulos de
revision sobre las tematicas biotecnoldgicas
referentes a los proyectos de investigacién
propuestos a desarrollar en el Centro de Bio-
tecnologia, en los que se proporciona en forma
resumida y analitica el Estado del Arte con la
informacion actualizada generada por centros
e investigadores del mundo cientifico. En la se-
gunda seccién se proporciona un resumen de
los proyectos de generacion biotecnolégica que
han sido formulados y elaborados por el per-
sonal de investigadores del Centro de Biotec-
nologia y se han sometido al analisis de pares
externos y a captacion de financiamiento para
su ejecucion. Finalmente se describe las acti-
vidades vinculadas con la gestion del centro y
cumplidas durante el afio 2011

AUTORIDADES UNIVERSITARIAS:

Dr. Gustavo Villacis Rivas, Mg.Sc.,
RECTOR

Dr. Ernesto Gonzélez Pesantes, Mg.Sc.,
VICERRECTOR

Dr. Rbmulo Chavez Valdiviesp, Ph.D.
DIRECTOR DE INVESTIGACION - UNL

COMITE DIRECTIVO DEL CENTRO
DE BIOTECNOLOGIA: |

Dra. Graciela Yépez’ de Ruiz,
DIRECTORA DEL AREA JURIDICA,
SOCIAL Y ADMINISTRATIVA (E)

Dr. Edgar Benitez Gonzalez, Mg.Sc.,
DIRECTOR DEL AREA AGROPECUARIA Y
DE RECURSOS NATURALES
RENOVABLES

Dr. César Leo6n Aguirre,
DIRECTOR DEL AREA DE LA
EDUCACION, EL ARTE Y LA
COMUNICACION (E)

Dr. Jorge Reyes Jaramillo,
DIRECTOR DEL AREA DE LA SALUD
HUMANA (E)

Ing. José Ochoa Alfaro, .
DIRECTOR DEL AREA DE LA ENERGI'

LAS INDUSTRIAS Y LOS RECURSOS
NATURALES RENOVABLES =

Dr. Tito Mufioz Guarnizo, Mgsc
DIRECTOR DEL CENTRO DE
BIOTECNOLOGIA







w CENTRO BIOTECNOLOGIR B

iy
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RESUMEN

El desarrollo de nuevos métodos de deteccion sigue siendo un tema de investigacion muy activo en
el campo de los biosensores Opticos o electroquimicos. La perspectiva de un analisis rapido requie-
re el procesamiento y manejo de las muestras en pocos pasos; esto unido a una deteccion rapida
permitiria diagndsticos mas economicos y la obtencion de resultados mas rapidamente. El uso de
filmes nanoestructurados en biodeteccion es una herramienta versatil para desarrollar y satisfacer los
requerimientos de tamario de muchas tecnologias lab-on-a-chip. Para lograr este objetivo, se prepard
films de block-copolimeros que contienen espacios cilindricos sobre sustratos de oro, producidos por
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revestimiento por centrifugado, mediante eliminacién de la fase de poli(metil-metacrilato) (PMMA) de
la capa de poli(estireno-b-metilmetacrilato) (PS-b-PMMA), usando el método de degradacion UV y
grabado quimico con acido acético. Las condiciones de la operacion de revestimiento por centrifuga-
cion fueron optimizadas para preparar fimes de 10-20 nm de espesor, medido por reflectometria de
Rayos X. La morfologia de las peliculas fue caracterizada mediante microscopia de fuerza atomica
(AFM) y las tecnicas electroquimicas tales como voltametria ciclica y espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) se usaron para evaluar el comportamiento electroquimico de los electrodos na-
noestructurados resultantes para la fabricacion de sensores electroquimicos de ADN.

Palabras clave: Diblock copolimeros, nanoporos, bisoensores electroquimicos de ADN.

ABSTRACT

The development of new detection methods remains a very active research topic in the field of
optical and electrochemical biosensors. The prospect of a rapid analysis requires processing and
handling of samples in a few steps, and this coupled with rapid screening diagnoses would enable
a more economic and obtain results faster. The use of nanostructured films in biosensing is a ver-
satile tool to develop and meet the re-quirements size of many lab-on-a-chips. To achieve this goal,
we prepared films of block-copolymers containing cylindrical spaces gold substrates produced by
spin coating, by eliminating the phase of poly (methyl methacrylate) (PMMA) layer of poly (styrene-
b-methyl methacrylate) (PS-b-PMMA), using the method of UV degradation and etching with acetic
acid. The conditions of the coating operation by centrifugation were optimized to prepare films of 10-
20 nm thickness, measured by X-ray reflectometry The morphology of the films was characterized
by atomic force microscopy (AFM) and electrochemical techniques such as cyclic voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were used to evaluate the electrochemical behavior
of nanostructured electrodes resulting in the manufacture of electrochemical sensors DNA.

Key words: Diblock copolymers, nanopores, DNA electrochemical bisoensozres.

1. INTRODUCCION

ning optico de campo cercano, haz de iones
focalizados, haz de electrones, dip-pen y na-
no-impresioén [6] para obtener nanoestructu-
ras altamente ordenadas. Sin embargo, estas

La consecucion de patrones nanoscopicos
funcionales regulares y el control de estruc-

turas superficiales a la escala nanométrica
son esenciales para el desarrollo de super-
ficies con propiedades nuevas y utiles[1, 2].
Los filmes porosos han sido usados para la
fabricacion de materiales nanoestructurados
que tienen aplicaciones potenciales en ca-
talisis y nanolitografia, en electronica, éptica
y magnetismo, asi como en biosensores [1,
3-5]. Los materiales nanoestructurados cons-
tituyen nuevas plataformas para la deteccion
biomolecular que pueden proporcionar una
mayor sensibilidad y susceptibilidad a la mi-
niaturizacién [4, 5]. Los nuevos metodos de
modelado basados en “top-down”, incluyen
varios enfoques litograficos que emplean UV,
rayos X, interferencia, zone plane array, scan-

tecnologias siguen siendo caras y con limita-
ciones intrinsecas.

Como alternativa, la auto-organizacion de ma-
cromoléculas es una técnica emergente, pro-
misoria y flexible [2], que se caracteriza por la
formacion espontanea de dominios de escala
nanomeétrica que exhiben un alto grado de or-
denamiento [7]. En este sentido, los block copo-
limeros (BCPs) son materiales ideales debido
a la conectividad de las dos cadenas quimica-
mente distintas en morfologias ordenadas con
una escala de tamaiio limitado por la dimensio-
nes moleculares de las cadenas del polimero.
Ademas, el tamano y forma de los nanodomi-
nios pueden ser convenientemente controlados
simplemente cambiando sus pesos molecula-

Centro de biotecnologia: E-mail: cenrrobiotecno!ogia@unf.edu.ec' 51
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res y su composicion [6, 8)]. Los filmes delga-
dos nanoporosos de BCPs son el centro de una
intense investigacion debido a su alto impacto
para fabricar matrices de alta densidad para el
almacenamiento de datos, la electronica, la se-
paracion molecular, la quimica combinatoria, o
la deteccion de ADN [5, 9-11].

Los blocopolimeros pueden ser considerados
como dos o mas fragmentos quimicamente ho-
mogéneos de polimeros, es decir, cadenas de
homopolimeros, unidas por enlaces covalentes
para formar macromoléculas mas complejas
tales como los copolimeros lineales, di-, tri, o
multibloque, y arquitecturas no lineales como
multibrazo, starblock o graft copolimeros [12].

cubic-packed hexagonal
spheres cylinder

%22 M
ol (T n‘ng f;‘,';

M lamella
hexagonal .

o
micelle

_coaxial

micella®
configurations

Esquema 1. Representacion de varias clases de BCPs
y los nanodominios formados. Adaptado de Lazarri et

al. [12].

Los enfoques para controlar la orientacion de
los microdominios de blocopolimeros incluyen
el uso de vapores de solventes, campos eléctri-
cos, sustratos quimicamente modelados, grafo
epitaxia, cristalizacion epitaxial, control de inte-
racciones interfacial, gradientes térmicos y zone
casting [13]. Una vez fundida, se producira la
separacion de fases entre los distintos blogues
lo que se traduce en la formacion de dominios
laminares o cilindricos como se representa en
el Esquema 1. El espesor del film, el tiempo y
la temperatura de annealing pueden ayudar a
controla la uniformidad y la orientacion del las
peliculas auto-organizadas, mientras que el
peso molecular del polimero y la variacion de
la longitud del bloque controlan el tamario y la
separacion de los diferentes dominios. [7,14].
Para la fabricacion de nanoestructuras, se re-
mueve, posteriormente, uno de los bloques
usando plasma o grabado quimico [15]. Los fil-

mes ultra delgados (<100 nm de espesor) de
nanoelectrodos se prepararon por spin-coating
de una capa de poliestireno-b-polimetil metacri-
lato (PS-b-PMMA) sobre sustratos de oro. Bajo
condiciones optimas, los bloques se auto-orga-
nizan para formar dominios cilindricos perpen-
diculares a la superficie. Los bloques de PMMA
pueden ser grabados por simple exposicion a
luz ultravioleta y acido acético para exponer la
superficie de oro.

La razon principal para el uso de nanoelectro-
dos es el beneficio obtenido por la transferen-
cia de masa mejorada debido al dominio de la
difusion radial, disminucion de las corrientes de
carga y reduccion de los efectos deletéreos de-
bidos a la resistencia de la solucion [16]. Como
el electrodo disminuye en tamario, la difusién
radial se vuelve predominante y dando como
resultado un transporte de masa mas rapido y
mejor sensibilidad, tiempos de respuesta mas
rapidos, y respuestas independientes de con-
veccion en comparacion con los electrodos de
tamano macro. [14, 16,17].

El uso de filmes porosos nanoestrucurados en
biodeteccion aparece como una herramienta
versatil para desarrollar y satisfacer los reque-
rimientos de tamafio de muchas tecnologias
lab-on-a-chip [6]. Los sensores de ADN basa-
dos en nanomateriales pueden detector la pre-
sencia de genes o la mutacién de genes aso-
ciados a enfermedades humanas hereditarias
y pueden usarse directamente para el monito-
reo directo de los eventos de hibridacion [18].
Muchas técnicas que incluyen la fluorescencia,
espectrometria de masa, electroquimica, es-
pectroscopia de resonancia de plasmones de
superficie y microbalanza de cristal de cuarzo,
se han desarrollado para la deteccion de ADN
[19]. Sin embargo, las técnicas electroquimicas
ofrecen grandes ventajas debido a su simpli-
cidad, rapidez, bajo costo y alta sensibilidad.
Muchas metodologia se han propuesto para
el monitoreo electroquimico de la hibridizacion
del ADN [19, 20] de acuerdo a como se haga
la medicion eléctrica, por ejemplo, voltametria,
amperometria/culombimetria, o espectrosco-
pia de impedancia [21, 22].

@' Centro de biotecnologia: Dir.; "L.a Argelia” - PBX: 072547252; Lojo. Ecuador
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La espectroscopia de impedancia (EIS) se usa
ampliamente en el campo de la investigacion
biomédica [23]. El potencial de la EIS se basa
en que la impedancia del sistema puede ser
escaneado en un amplio rango de frecuencias
para determinar las propiedades electronicas
de las varias interfaces que lo componen, por
lo general se describe como un circuito equiva-
lente de las resistencias, los condensadores e
inductores en paralelo o en serie. Los modelos
de los circuitos equivalentes son Utiles para la
interpretacion del espectro de impedancia, y
como tal la EIS es una técnica valiosa para la in-
vestigacion de la cinética y la morfologia de los
electrodos, de polimeros, de semiconductores,
de sensores bioquimicos, de tejidos animales y
vegetales [24]. El principal motivo para el estu-
dio de sensores de impedancia es su capacidad
para realizar detecciones label-free [21, 23, 25].

Esta técnica junto con indicadores electroac-
tivos como el ferrocianuro de potasio, ha sido
usada frecuentemente para caracterizar cade-
nas simples o dobles de ADN [24], para el se-
guimiento de la hibridizacion del ADN [26, 27] y
para la deteccion de polimorfirmos de un solo
nucledtido [28] usando electrodos modificados.

En este trabajo, presentamos los resultados
tras el estudio de superficies de electrodos
de oro modificados con nanoestructuras que
de superficies de nanogaps poliméricos ultra-
delgados preparados mediante auto-organi-
zacion de blocopolimeros de PS-b-PMMA de
longitud de bloque variable para la fabricacion
de matrices de nanoelectrodos.
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Esquema 2. Schematic of (a) surface nanostructure
(top view), (b) effect of hybridisation and de-hybridisa-

tion event on the blocking of the pore structure and (c)
read out of resulting surface impedance variation due
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to hybridisation and blocking of the pore structure.

Estos electrodos se usaron posteriormente
para preparar sensores electroquimicos de
ADN, inmovilizando cortas secuencias de
ADN tiolado dentro de los poros poliméricos y
monitoreando el evento de hibridizacion con
una cadena de ADN complementario utilizan-
do espectroscopia de impedancia electroqui-
mica. La combinacion de EIS y las matrices
de nanoelectrodos podria ofrecer un método
electronico de deteccion simple basado en
el aumento de la resistencia interfacial de la
transferencia de electrones, asociada con el
bloqueo de los poros seguido por la forma-
cién de un aducto de ADN, como se muestra
en el Esquema 2.

La voltametria ciclica junto con la EIS se uso
para monitorear la calidad del graba quimico
de los dominios de PMMA tanto como la de-
teccion de los eventos de hibridizacion des-
pués de la funcionalizacion de los electrodos
con cadenas cortas de ADN, de 20 bases de
longitud. La secuencia Exon 16, presente en
el gen BRCA1 del cancer de mama se uso6
como sistema modelo de ADN. Para carac-
terizar la morfologia y el espesor de los films
nanoporosos se usd Microscopia de Fuerza
Atoémica (AFM) and y reflectometria de ra-
yos-X. El presente trabajo demuestra que las
estructuras de nanoporos permiten al sustra-
to de oro subyacente mantener la actividad
electroquimica y ser usadas en la deteccion
de ADN.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Materiales.

Ferrocianuro de potasio (lll), tetrahidrofura-
no, tolueno y tampon fosfato salino pH 7.4
con Tween 20 (PBS-T) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (Espana), Sodio hexacianofe-
rrato (ll) decahidratado, cloruro de potasio,
acido sulfarico, cloroformo y acetona fueron
adquiridos de Scharlau Chemie (Barcelona,
Espafia), acido acético glacial fue adquiri-
do de Panreac (Barcelona, Espafia). Se uso
agua ultrapura (18 MQ cm) obtenida con un

Ceniro de biotecnologia: E-mail: centrobiotecnologio@unr.edt;.ém
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sistema Milli-Q RG (Barcelona, Espafia). Los
oligonucleétidos fueron comprados a Euro-
gentec (Eurogentec, Espana) y a Biomers.net
GmbH (Ulm, Alemania). Las secuencias de
oligonuclettidos empleadas en este trabajo
se enumeran a continuacion:

DNA-SH target (Exon 16). 5-SH-AG-GGT-
CAT-CAG-AGA-AGA-GG-3'

Sonda complementaria (Exon 16 A): 5-CCT-
CTT-CTC-TGA-TGA-CCC-T-3'

Los blocopolimeros (BCP)
block-metil metacrilato) (PS-
b-PMMA) fueron compra-
dos a Polymers Source Inc.
(Montreal,Canada) y usados
como fueron recibidos. Los
sistema de blocopolime-
ros usados en este trabajos
fueron PS(24 KDa)-b-PM-
MA(11.5 KDa) with Mw/Mn=
1.06, PS(39.8 KDa)-b-PM-
MA(17 KDa) with Mw/Mn=
1.06, PS(68 KDa)-b-PMMA(33.5 KDa) with
Mw/Mn= 1.08, y PS(140 KDa)-b-PMMA(60
KDa) with Mw/Mn= 1.08.

La obleas de silicio de 4" de diametro y 525 um
de espesor, recubiertas con 10 nm de titanio
y 100 nm de oro fueron adquiridos a Platypus
Technologies (Madison, USA), fueron usados
como sustrato a menos que se indique lo con-
trario. Se obtuvo chips de 2 x 2 cm2 usando un
lapiz de diamante a partir de las obleas de silicio
(RS electronics, Michigan,USA), luego lavadas
en agua milipore, acetona y secadas bajo flu-
jo de nitrégeno, y finalmente limpiadas usando
ozono con el sistema PSD-UVT ozone (Novas-
can Technologies, USA) durante 10 minutos.

poli(estireno-

cion de ADN,

2.2. Métodos

2.2.1. Fabricacioén de filmes poliméricos
delgados. Los blocopolimeros PS-b-PMMA
fueron disueltos en THF o tolueno para for-
mar soluciones stock de 1 % wi/v. Los films
delgados fueron preparados por revestimien-
to por centrifugacién en chips de silicio-oro 2
x 2 cm2 centrifugados a velocidades de 4000
rpm y cocidos a 170°C por 72 horas para ob-
tener dominios cilindricos. Los dominios de

Muchas técnicas que incluyen
la fluorescencia, espectrome-
tria de masa, electroquimica,
espectroscopia de resonancia d
plasmones de superficie y micro-
balanza de cristal de cuarzo, se
han desarrollado para la detec-

PMMA se degradaron usando una lampara
UV (350 W) durante 10 min, que consiste en
el entrecruzamiento de la matriz de PS y la
degradacion de los dominios cilindricos de
PMMA. Posteriormente, la degradacion do-
minios de PMMA se elimina por lavado con
acido acético glacial durante 5 min.

2.2.2. Caracterizacion

Medicion del espesor de los films. El es-
pesor de las peliculas de PS-b-PMMA se de-
terminé utilizando reflectometria de rayos-X
(XRR) antes de la radiacion
UV, las mediciones se reali-
zaron con un difractémetro
de rayos-x D-500 (Siemens,
Alemania)

Morfologia de las pelicu-
las poliméricas. Se uso
Microscopia de Fuerza Até-
mica (AFM) para caracteri-
zar la morfologia de los films
preparados. Se us6 un 5400 Scanning Probe
Microscope (SPM)/Atomic Force Microsco-
pe para obtener imagines de microscopia de
fuerza atomica en modo tapping (Agilent Te-
chnologies, USA). Cantiléveres de silicio con
constantes elasticas de resorte entre 5 y 40
N.m-1 y frecuencias de resonancia de 150 y
300 Hz se usaron para obtener las imagenes.
El radio tipico de los tips fue inferior de 10
nm. El analisis de las imagenes de AFM fue
realizado usando el software WSxM (Nanotec
Electronica, Espafia).

Voltametria ciclica y Espectroscopia de Im-
pedancia. Los ensayos de voltametria ciclica
(CV) y Espectroscopia de Impedancia (EIS) se
realizaron usando un potenciostato/galvanos-
tato Autolab PGSTAT controlado con los soft-
wares General Purpose Electrochemical Sys-
tem (GPES) y Frequency Response Analyser
(FRA) (Eco Chemie B.V., Holanda). Las me-
diciones se llevaron a cabo en una sola celda
electroguimica en un arreglo de tres electrodos
que consiste en filmes copoliméricas/DNA como
electrodos de trabajo, un alambre de Ag/AgCl
como electrodo de referencia y un alambre de
Pt como electrodo de conteo. Los electrodos de

B4  centode biotecnologio: Dir.: Lo Argelia" - PBX: 072547252; Loja, Ecuador
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trabajo fueron chips cuadrados (2 cm x 2 cm)
de silicio-oro. El diametro de los electrodos de
trabajo se definié por un agujero circular perfo-
rado en una mascara de plastico adhesivo de 6
mm de diametro. El electrolito usado fue 10 mM
Fe (CN)63-/10mM Fe(CN)64- en solucion acuo-
sa 0,1 M de KCI. Todos los potenciales se regis-
traron con respecto al electrodo de referencia.

2.2.3. Ensayos analiticos

Inmovilizaciéon del AND. La inmovilizacion
de las cadenas sencillas de ADN tiolado (HS-
ssDNA) en la matriz de nanoelectrodos se lo-
gré mediante absorcion quimica [29]. En resu-
men, 50 pL de una solucion 1uM de la sonda
tiolada, recién preparada en 1 pM KH2PO4
se depositd sobre la superficie del electrodo
y se inmovilizé durante toda la noche en una
camara himeda para evitar la evaporacion.
Luego los electrodos fueron lavados en una
solucion de PBS-Tween durante 5 min para
eliminar las sondas no adsorbidas.

Hibridizacion. La hibridacién se llevo a cabo
a través de la adicion de 50 pL (100 nM) de
la sonda complementaria. El la secuencia de
ADN blanco, Exon 16, se aiadi6é a la super-
ficie del electrodo de trabajo, seguido por un
periodo de incubacion de al menos una hora
en una camara humeda, el electrodo fue la-
vado con PBS Tween por 5 minutos para re-
mover cualquier secuencia no hibridada. La
regeneracion de los electrodos se logré por
lavados con una solucion acuosa de 20 mM
Nao durante 5 min, seguido por enjuague con
PBS 600 por 10 min, y finalmente con agua
Milli-Q. Los procesos de hibridizacion fueron
realizados dos veces. Los niveles de inmovi-
lizacién, hibridizacion, y deshibridizacion fue-
ron medidos usando voltametria ciclica y EIS.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Morfologia de los films delgados di-block-
copoliméricos por Microscopia de Fuerza
Atomica.

Se realizaron una serie de experimentos en
los cuales se varié sistematicamente los pa-
rametros de procesamiento (temperatura de
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annealing y tiempo de grabado) con el fin de
optimizar el proceso de auto-organizacion.
Para caracterizar la morfologia de los fiims
resultantes, se analizd la distribucion de pe-
rimetros de poros observados por de AFM,
como una medida indirecta de la distribucion
del tamano del poro.

Efecto del espesor del film

Todas las peliculas de block-copolimero en
los sustratos de oro se prepararon por re-
cubrimiento por rotacion a diferentes veloci-
dades de giro. Utilizando Reflectometria de
Rayos-X (XRR), se estimé el espesor de las
peliculas fabricadas a velocidades de 2000,
3000 y 4000 rpm se estimo su espesor en 49,
36 y 16 nm, respectivamente.

log{Intensity)

OAST 081 1372 1M29 2208 2743 32 3888 4115 4572
6[°]

Figura 1. Espectros de reflectometria de rayos X

(XRR) utilizados en la determinacion del espesor de

peliculas delgadas de blocopolimeros recubiertos por
centrifugacion a 4000 rpm.

En la determinacion del espesor (Figura 1),
el angulo de incidencia del haz de rayos X
utilizado es mayor que el angulo critico 6.
La medida resultante consiste en un patron
de interferencia entre el haz incidente y el
haz reflejado, que consta de un patron pe-
riodico de fase lo que puede estar relacio-
nado con el espesor total de la capa de en
cuestion. El espesor se determiné usando
la ecuacion 1.
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donde d es el espesor de la pelicula del-
gada, A es la longitud de onda del rayo-x,
y 6., - 6, es la diferencia entre el angulo
de incidencia de dos maximos y minimos
cercanos [30].

El auto-ensamblaje de las plantillas ordena-
das depende en gran medida del espesor pe-
liculas de polimeros, como se muestra en la
Figura 2. Esta bien establecido que la morfo-
logia de las peliculas de blocopolimeros de-
pende en gran medida el grosor de la super-
ficie debido a las interacciones tienen lugar
dentro de las peliculas [15].

Figura 2. Analisis del efecto del espesor de PS-b-PMMA
en el procesamiento de peliculas delgadas. Imagenes de
altura y fase, y distribucion del perimetro de los poros de
la PS (39.8kDa)-b-PMMA (17kDa) 1% (w/ v) en THF, a-c)

girar a 2000 rpm,. d-f) 3000 rpm, y g i) 4.000 rpm.

La pelicula mas gruesa, de 49 nm centrifu-
gada a 2000 rpm demostrd una distribucion
ordenada y homogénea del tamafo de poro
(Fig. 2a-c). Las peliculas mas delgadas de
36 nm y 16 mostraron grandes distribucio-
nes de tamano de los poros con muy poco
orden (Fig. 2d-i). Todas las peliculas se
prepararon a una temperatura fija (165 ° C)
durante 48 horas, que fue suficiente para
asegurar la formacion de una estructura
equilibrada y mostraron una morfologia que
consta de poros redondeados y una orien-
tacion perpendicular. Las figuras 2c, 2f y 2i,

muestran la distribucion del perimetro de
los poros. Se puede observar que el valor
medio de los poros fue de aproximadamen-
te 20 nm, suponiendo poros circulares, y la
distancia entre poros mas cercanos fue de
34 nm. Sin embargo, frente a la fabricacion
de peliculas delgadas como plataformas
para el desarrollo de sensores de ADN, se
prefirio las superficies ordenadas entre 10
y 20 nm de espesor a fin de evitar la limita-
cion de la difusion del ADN presente en la
muestra a través de los huecos en el ADN
inmovilizado. Por tanto, se seleccion6 una
velocidad de revestimiento por centrifugado
de 4000 rpm para el trabajo futuro.

Efecto de la naturaleza del sustrato

Las interacciones interfaciales entre los blo-
ques de polimero determinan tanto el sustrato
y las interfaces de superficie y, en consecuen-
cia, la orientacién de los microdominios den-
tro de la pelicula [31].

Figura 3. Analisis del efecto de la interaccion de la
superficie de silicio nativo y obleas de silicio con re-
cubrimiento de oro, en peliculas delgadas de PS-b-
PMMA. Imagenes de altura y fase, y de distribucion
del perimetro de los poros de PS (39.8kDa)-b-PM-
MA (17kDa) 1% en THF centrifugado a 2000 rpm,
10 min exposicion UV y 2 min ataque quimico con
acido acético glacial. a-b) imagenes de topografia y
fase en la obleas recubiertas de oro, d-e) imagenes
de topografia y fase en obleas de Si nativo, y c-f)
distribucién de perimetros de poro sobre el oro y Si,
respectivamente.

Como tal, ya que la mayoria de los infor-
mes de peliculas delgadas de copolimeros
en bloque patrén se han desarrollan en sus-
tratos de silicio, se investigé también la in-
fluencia de los sustratos, es decir, en obleas
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de silicio con recubrimiento de de oro y
obleas de silicio nativo, sobre la morfologia
y orientacion de las estructuras porosas.
Las imagenes AFM de la figura 3 presentan
la morfologia de las peliculas sobre los dos
sustratos. Las peliculas de las soluciones
de PS (39.8kDa)-b-PMMA (17) fueron re-
vestidas por centrifugado a 2.000 rpm, y co-
cidas a 165 ° C durante 48 h. Se puede ob-
servar que, esencialmente, la morfologia en
ambos sustratos es la misma, debido a las
similares interacciones polimero-sustrato.
Sin embargo, se puede observar patrones
ligeramente mas ordenados en las pelicu-
las centrifugadas sobre sustratos de Si nati-
vo. La relacion del area- perimetro y la dis-
tancia de primer vecino, que representan el
diametro de poro y el espaciamiento de los
poros [7], fueron de 34,5 nm y 3,6 nm para
peliculas sobre sustratos de silicio y 38 nm
y 5,4 nm para las peliculas en Au. Estos re-
sultados sugieren una mejor distribucion de
los poros, una mejora en el espaciamiento
y poros mas grandes.

Efecto de las condiciones de post proce-
samiento

Figura 4. Analisis del efecto del tiempo de grabado
usando acido acético glacial, en peliculas delgadas de
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PS-b-PMMA. Las imagenes de altura y fase, y distri-
bucién del perimetro de los poros de PS (39.8kDa)-b-
PMMA (17kDa) 1% en THF centrifugado a 4000 rpm.
a-b) 3 minutos de tiempo de grabado, c-d) 5 minutos,
y e-f) distribucion de perimetros de poros de 3 min y 5

min, respectivamente.

Se investigo también la evolucion de la morfo-
logia de los poros como una funcién del tiem-
po de grabado. La figura 4 muestra las ima-
genes de AFM de las peliculas después de 3
y 5 minutos de grabado usando acido acético
glacial seguido por cocido térmico a 165 ° C
durante 48 horas.

Para todos los tiempos de grabado utilizados,
las superficies observadas fueron consisten-
tes con una orientacion perpendicular cilindri-
ca. La morfologia resultante no mostré dife-
rencias entre 3 y 5 minutos, y, en general la
distribucion de los poros son iguales con un
valor medio del perimetro de los poros de 50
nm, aproximadamente 16 nm de tamafio de
poro. Ademas, se observé que los tiempos de
grabado mas cortos de 2 minutos no son su-
ficientes para completar la eliminacion de los
microdominios de PMMA.

El efecto del campo externo también fue uti-
lizado en un intento de alinear microdomi-
nios de los blocopolimeros siguiendo varios
informes de Thurn-Albrecht et al. [8, 32],
que afirman que un campo eléctrico podria
orientar peliculas de hasta 1pm de espesor.

El cocido del diblock-copolimero se llevo a
cabo durante 14 horas a 165 ° C, por enci-
ma de la temperatura de transicion vitrea de
los dos componentes (105° C para el PSy
115 ° C durante PMMA) bajo la aplicacion
de un campo eléctrico [32].

El tiempo de recocido se extendié a 48 ho-
ras sin detectar cambios en la morfologia
y la orientacion como se puede observar
en la Figura 5, que presenta las imagenes
topograficas y de fase posteriores a la ex-
posicion ultravioleta y la eliminacion de los
dominios de PMMA degradado por lavado
con acido acetico.
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Figura 5. Imagenes de AFM de la orientacion de pe-
liculas delgadas aplicando un campo eléctrico. PS
(39.8kDa)-b-de PMMA (17kDa) 1% en tolueno, centri-
fugadas a 2000 rpm. a) Topografia y b) imagenes de
fase.
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Efecto del Tiempo de annealing en atmos-
fera de solvente.

En el proceso de solvent-annealing, la mo-
vilidad de las cadenas de copolimeros se
ve reforzada por la presencia del disolvente
y la reorganizacion del copolimero, condu-
ciendo a la recuperacion de estructuras or-
denadas cilindricas [33].

Tras la exposicion a vapor saturado de clo-
roformo en una camara sellada a tempera-
tura ambiente durante diferentes periodos
de tiempo, las muestras de peliculas delga-
das de recubiertos con PS (39.8kDa)-b-de
PMMA (17kDa) fueron llevadas a atmosfera
ambiente y secadas rapidamente.

El efecto del tiempo de recocido disolvente
se presenta en |la Figura 6. Después de 24 h
(Figura 6), la pelicula muestra una estructu-
ra muy desordenada con senales de sepa-
racion de las microfase.

La exposicion prolongada al vapor saturado
de cloroformo (48 h, en la figura 6b) condu-
ce a una estructura ordenada porosa con
una relacion area-perimetro de aproxima-
damente 6 nm y la distancia de primer veci-
no de 35 nm.

La ampliacion de la duracién del disolvente
tratamiento de vapor (> 72 horas, la figura
6c¢, d), dio lugar a franjas y morfologia lami-
nar, de acuerdo con Xuan et al, 2004 [10].
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Figura 6. Analisis del efecto del tiempo de solvent an-
nealing utilizando cloroformo. Altura y distribucién del
perimetro de los poros de PS (39.8kDa)-b-de PMMA
(17kDa) 1% en THF centrifugadas a 2000 rpm. a) 24
h, b} 48, c) 72, d) 92 h y e) distribucion del perimetro

sobre sustratos de oro.

Caracterizacion electroquimica de los fil-
mes delgados de matrices de nanoelectro-
dos por Voltametria Ciclica

En la caracterizacion de la profundidad de los
poros por AFM, las incertidumbres en las me-
diciones son demasiado grandes para la con-
clusion definitiva de que los poros de penetrar
la pelicula por completo. Los métodos electro-
quimicos constituyen una forma sencilla para
la caracterizacion de electrodos nanoporosos.
Los informes anteriores han demostrado que
los nanoelectrodos presentan una dependen-
cia scan-rate [14], como se ve en la Figura 7.,
los voltamogramas ciclicos fueron tomados a
velocidades de barrido diferentes (Figura 7),
y las intensidades de los picos se representa
en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad
de barrido (Figura 7b). Una relacion lineal en-
tre la corriente y la raiz cuadrada de las tasas
de exploracion muestran que el proceso elec-
troquimico esta limitado sélo por la difusion
habitual de las especies electroactivas en la
proximidad del electrodo [1]. Sin embargo, a
velocidades de barrido bajas, los voltamogra-
mas de la sonda de ferricianuro de potasio
redox presenta un pico de forma sigmoidea,
caracteristica de un perfil de difusion radial de
la sonda redox para los dominios nano-poros,
mientras que las tasas de exploracion se in-
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crementan, los voltamogramas se vuelven
mas sinusoidales, caracteristica de la difusion
esencialmente no lineal. Estas observaciones
indican que la nanoelectrodos se comportan
casi de forma independiente el uno del otro,
aunque a velocidades de barrido mayor sus
perfiles de difusion se superponen [14].
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos a velocidades de
barrido (10, 50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 mV / s)
de Fe (CN) 63 -/ Fe (CN) 64 - en sustratos de oro des-
pués de cubrir con pelicula delgada de PS (39.8kDa)-
b-PMMA(17kDa). Recuadro: Relacion lineal entre la
intensidad de pico v la raiz cuadrada de la velocidad

de exploracion.

Un analisis cuantitativo de los datos de la ci-
nética facilito la estimacion de la superficie
real del oro subyacente utilizando la ecuacion
de Randles-Sevcik [34]:

o = (2.69'105n%2AD™2CV12  Eq. 2

donde: i, es la corriente maxima (A), A es
el area de los electrodos (cm?), D es el co-
eficiente de difusion (cm2 s'), C es la con-
centracion (mol cm?) y v es la velocidad de
barrido (V s7). El coeficiente de difusion del
ferricianuro potasico se determind primero
utilizando un electrodo de area conocida, A.
Los voltamogramas fueron adquiridos a ve-
locidades de barrido diferentes (10, 25, 50,
75, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400 y 500
mV/s), y la i  resultante se graficé contra
v'2, El coeficiente de difusion se calculo a
partir de la pendiente de la recta resultante
como

m

2
[ ]
(2.68 7 X 105 )n'quC

Eq. 3
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Los datos de la figura 7 se extrajeron para es-
timar la superficie real en un 2.16 x 107 cm2,
es decir, aproximadamente tres o6rdenes de
magnitud menor que la geometria real del
electrodo.

Prueba de concepto del sensor electroqui-
mico de ADN por voltametria ciclica y espec-
troscopia de impedancia electroquimica.

Las peliculas nanoporosas de blocopolimeros
sobre sustratos de oro, y la electroactividad
de las sales de ferri/ferrocianuro de potasio
(Fe(CN).*/Fe(CN).*) se probaron utilizando
voltametria ciclica después de la inmoviliza-
cion de las sondas de ADN tiolado, la hibri-
dacion con la secuencia complementaria y
la regeneracion de los electrodos, es decir,
dehibridacion (Esquema 2). Un ejemplo tipi-
co se presenta en la Figura 8. La intensidad
de la sefial es proporcional a la concentracion
de las moléculas que sufren oxidacion/reduc-
cion, y la diferencia entre el potencial maximo
esta relacionado con la cinética del proceso
electroquimico [1].
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos a una velocidad de
barrido de 100 mV/s de la Fe (CN).° - / Fe (CN)64 -
en sustratos de oro después del recubrimiento con
PS (39.8kDa)-b-PMMA (17kD). a) Pelicula delgada, b)
después de la inmovilizacion, c) después de la hibri-
dacion, d) regeneracion (dehibridizacion) y e) segunda
hibridacion.

Tras la inmovilizacion, la corriente maxima
medida aumento considerablemente de 1,15
nA para la matriz de electrodos desnudos
hasta 4,22 nA. Tras la hibridacion, la corriente
aumento, ademas, a 5,38 nA y disminuyo a
5,26 nA después de la hibridacion. Este com-
portamiento es muy diferente de los senso-
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res de ADN electroquimico preparados sobre
electrodos de oro puro, donde por lo general,
el ADN monocapa forma corrientes de pico
que disminuyen debido a la obstruccion par-
cial de los sitios de los electrodos activos. Sin
embargo, en la hibridacion, la corriente puede
aumentar [36] o disminuir [37] dependiendo
de la configuracion de los electrodos y mono-
capas inmovilizadas. En todos los casos, tras
la re-generacion, la sefnal del sensor se volvio
a la registrada antes de |a hibridacion. A raiz
de los resultados reportados por los grupos
de investigacion de Gooding et al. y Barton et
al., se puede sugerir que a la inmovilizacion
y la hibridacion o la transduccion de carga a
traves del ADN ocurrido o que de iones de
puertas abiertas [37, 38]. Las graficas de EIS
después de cada derivatizacion etapas brin-
dan una visidn mas clara de los resultados
obtenidos [21]. Como se indica en los diagra-
mas de Nyquist en la Figura 9, la impedancia
total del sistema en gran medida el aumento
de 3.200Q a mas de 12.000Q en la inmovili-
zacion siguiente.

14000 + a) Pore surface
= b) immobilzation
12000 sy AN + ¢) First Hybridization
s® faaa, + d) Dehybridization
. “», * e)Second Hybridization

-2"/Ohm

RN

o** o .,
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.. » "’ . .
0 10000 20000 30000 40000 50000

Figura 9. a) Resultados de impedancia electrogquimi-
ca sobre sustratos de oro después del recubrimiento
con pelicula delgada PS(39.8kDa)-b-PMMA(17kDa).
b) Después de la inmovilizacion, ¢) después de la hibri-
dacion, d) regeneracion (dehibridizacion) y e) segunda
hibridacion.

Sin embargo, en la hibridacion la resisten-
cia a la transferencia de carga disminuye a
aproximadamente 20.000Q. Después de la
hibridacion, la resistencia a la transferencia
de carga casi volvio a su valor inicial, aunque
se observa la contribuciéon de un componente
capacitivo. A partir de estos resultados existe
cierta preocupacion de que el ADN inmovili-

zado podria haber removido de la superficie.
Sin embargo, después de una segunda hi-
bridacion, la impedancia aumenté hasta un
valor similar a la medida después de la pri-
mera hibridacion, es decir, un aumento de la
impedancia de aproximadamente 6 veces, lo
que confirma la presencia de sondas de ADN
inmovilizado y la funcionalidad del sensor.

La inmovilizacién del ADN vy los eventos hibri-
dacion aumentan la carga global negativa de
la superficie del electrodo debido a las cargas
negativas presentes en el esqueleto de fosfa-
to del ADN, y limitan aun mas la difusion del
ferricianuro con carga negativa a la superficie
del electrodo, lo que resulta en un aumento
de la impedancia. La impedancia inicialmente
alta después de la inmovilizacién por tanto,
podria atribuirse a la interaccion no especifica
del ADN tiolada con los patrones de poliesti-
reno, la mayoria de los cuales se lavo des-
pues de la hibridacion y la regeneracion con
hidroxido de sodio [21].

La inmovilizacion de la sonda de ADN tiolada
en la superficie de oro con una densidad opti-
ma, el radio y el espaciamiento 6ptimo para la
hibridacion eventual son técnicas claves para
mejorar la eficiencia de deteccion de ADN.
Todos estos parametros se puede mejorar
mediante el desarrollo de una plataforma po-
rosos bien ordenada que permita una inmovi-
lizacion tiolada ADN facil y bien orientada.

5. CONCLUSIONES

En conclusion, hemos analizado la calidad de
auto-ensamblado de las peliculas delgadas
de blocopolimero, se caracterizo la uniformi-
dad y el grado de orden mediante microsco-
pia de fuerza atomica, y se extrajo informa-
cion sobre la distribuciéon de los poros y el
parametro de distancia poro a poro (distancia
al primer vecino) . Hemos demostrado mane-
ras convenientes de ordenar peliculas de blo-
copolimeros, cambiando las condiciones de
elaboracion y el uso de diferentes enfoques,
tales como thermal annealing, campos eléc-
tricos y solvent annealing. Otros enfoques de
proceso también fueron considerados, tales
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como recubrimiento por inmersién, pero el
mejor resultado se logra mediante spin-coa-
ting.

Los experimentos se realizaron usando dos
solventes diferentes, tolueno y tetrahidrofura-
no, y se encontré un incremento ligero en el
ordenamiento usando el primer solvente, de-
bido a una mayor reactividad del solvente en
la formacion de los puentes de hidrogeno.
Las mejores ordenadas basadas en pelicu-
las delgadas de blocopolimeros se lograron
usando solvent y thermal annealing, mien-
tras que el espesor de las peliculas pudo ser
controlado variando la velocidad de centrifu-
gacion. Mostramos que usando solvent an-
nealing se puede conseguir microdominios
cilindricos porosos, ordenados y orientados
en las peliculas, y que su morfologia se man-
tiene estable después del annealing.
Ademas, la caracterizacion de las superficies
por espectroscopia de impedancia y volta-
metria ciclica mostraron que, el ADN tiolado
puede ser inmovilizado en oro desnudo den-
tro de los poros y el sensor de ADN resultante
puede usarse para detectar la unién del ADN
complementario mediante la medicion de los
cambios en la impedancia. Estos resultados
prometedores de la funcionalizacion inicial,
indican el potencial de las matrices de nano-
electrodos porosos para la deteccion de ADN.
Sin embargo, se requieren trabajos adiciona-
les para controlar el tamafo de los poros y
su distribucion como requisitos cruciales para
estudiar de forma fiable y mejorar el rendi-
miento del sensor, en parametros como se-
lectividad, sensibilidad, limite de deteccion y
la reproducibilidad.
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