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Capitulo 1. Introduccion General

Capitulo 1. Introduccién General

1.1 Introduccién

La determinacion de compuestos fendlicos lleg6 a generar un gran impacto en varias ramas
de la ciencia, principalmente en medio ambiente y medicina, en donde existe un gran
avance tecnoldgico y cientifico en las Ultimas décadas; aunque existen diversas alternativas
para determinar este tipo de compuestos, los métodos electroquimicos ofrecen ventajas
gue se deben de considerar; sobre todo en el &rea de biosensores que, mediante su uso y
aplicacion, se pueden emplear para cuantificar compuestos como la dopamina, importante

neurotransmisor del ser humano.

En electroquimica se utilizan electrodos para la medicién de diferentes indicadores mientras
este sea electroactivo, sin embargo, puede que ocurran diferentes interferencias debido al
potencial de oxidacién de cada compuesto que se encuentra en la microcelda. Para realizar
un analisis selectivo existe la alternativa de utilizar biosensores, que segun la organizaciéon
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) los define como: “Un sensor
electroquimico es un dispositivo autbnomo que es capaz de proveer informacién analitica
especifica cuantitativa o semi cuantitativamente usando un elemento de reconocimiento
biolégico (un receptor bioquimico) que permanece contenido y tiene contacto fisico directo
con un elemento electroquimico transductor”. Al utilizar biosensores, se necesita un medio
de bioreconocimiento, al que llamaremos enzima. Se utilizara tirosinasa como receptor

bioldgico para la determinacion selectiva del sustrato fendlico a utilizar, que es la dopamina.

Al involucrar enzimas en los procesos electroquimicos, la interaccion directa con el

transductor cambia, la especie electroactiva en realidad es un producto de la reaccion
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Capitulo 1. Introduccion General

enzimatica entre tirosinasa y dopamina; la reaccién de oxidacion produce orto — quinonas
las cuales son electroactivas, detectdndose en la medicién electroquimica.

1.2 Justificacion

La mayoria de los métodos que utilizan biosensores para la determinacion de compuestos
fendlicos usan tirosinasa, una enzima encargada de catalizar la oxidacién de estos
compuestos. Sin embargo, es una enzima inestable, y el método de analisis no se puede
practicar in situ, agregando otra importante desventaja es que los sensores amperometricos
para la determinacion de compuestos fendlicos disminuyen su sensibilidad y precision
debido a que comienza a ensuciarse la superficie del electrodo por la polimerizacion de los

radicales formados durante las secuencias de reacciones enzimaticas y electroquimicas.

Asi, como se disminuyen progresivamente estos factores, se plantea utilizar electrodos

desechables cuya superficie es modificada con nanopatrticulas.

1.3 Hipotesis de Investigacion

La sensibilidad de la determinacion de compuestos fendlicos aumentara debido a las
modificaciones estructurales mediante diversos nanomateriales y las ventajas de la

serigrafia en los electrodos desechables.
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Capitulo 1. Introduccién General

1.4 Objetivo de la investigacion

» Desarrollar un método sensible, preciso y selectivo para la determinacion de
dopamina utilizando electrodos serigrafiados desechables modificados con

nanoparticulas.

1.5 Objetivos especificos

» Optimizar el método de inmovilizacién apropiado de la enzima tirosinasa sobre la
superficie de los electrodos desechables.

» Optimizar las condiciones de operacién de la microcelda.

» Realizar una caracterizacion de las propiedades de los electrodos.

» Realizar un analisis de sensibilidad para la cuantificacion de dopamina para cada

uno de los electrodos serigrafiados.

Pagina 3|91
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Capitulo 2. Revision de literatura

2.1 Introduccién

Actualmente se presenta un gran interés en biologia cerebral, entre las areas de
investigacion destacan los neurotransmisores debido a que son responsables de diversas
neuropatias. El estudio de dopamina es de importancia debido a que posee una gran
variedad de funciones, entre ellas estan la influencia en el control del aprendizaje, la
alimentacion, la atencion, el control del estrés y la neurocogniciéon cerebral [1]. También
afecta al sistema cardiovascular y renal, debido a la produccién de dopamina en las
glandulas suprarrenales, afectando a diferentes &rganos tanto positiva como

negativamente [2].

HO NH

HO

Figura 2.1.1 Estructura quimica de la dopamina.

La fluctuacién temporal de la concentracion de dopamina en el cerebro humano tiene
efectos criticos que presentan algunos de los mas severos trastornos neurol6gicos como
lo son la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson [3]. En el proceso de transferencia de
informacion mediante neuronas se usan corrientes eléctricas mientras que la dopamina
actia como una molécula facilitadora de la sinapsis neuronal enlazando al receptor con la
informacion transportada [4]. En este intercambio de respuesta eléctrica y reacciones
bioquimicas pueden existir intervinientes que abusan de la facilitacion que ofrece la
dopamina para el intercambio de informacion; muchos de estos estudios se enfocan en la
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Capitulo 2. Revision de literatura

adiccion que se genera al consumir drogas, provocando adicciones y tienen como caso de

estudio a la dopamina [5].

La deteccion de dopamina tiene por importancia no solo estos casos, también influye en el
rendimiento de atletas porque regula las funciones renales, cardiovasculares, (como el
ritmo cardiaco y la presién sanguinea) tonificacion muscular, procesamiento visual de
imagenes, homeostasis del calcio, sintesis proteica y utilizacion éptima de la alimentacion
[6]. Se ha observado que las acciones periféricas que se reflejan de dopamina estan
relacionadas con la que se activa a nivel cerebral con actividad fisica en animales y
humanos; un perfil diferente en las reacciones enzimaticas en el entrenamiento fisico puede

potenciar la sintesis de dopamina y preservar la integridad estructural de las neuronas [7].

Esas son algunas de las funciones de la dopamina en nuestro cerebro, mostrando la
importancia de tener un método exacto y selectivo para cuantificarla en diferentes tipos de
muestra como muestras celulares o tejidos bioldgicos; algunas de las técnicas que utilizan
los investigadores son microdidlisis, ensayos enzimaticos, cromatografia liquida,
espectrometria de masas, electroforesis capilar [8], siendo las detecciones Opticas o
electroquimicas las principales técnicas que se utilizan actualmente para la cuantificacién

de dopamina en muestras bioldgicas.

Sin embargo, el método mas rapido, eficaz y efectivo con respecto al costo es el uso de
técnicas electroquimicas sensibles para la deteccion de neurotransmisores electroactivos,
incluyendo la dopamina [9]. El desarrollo de sensores electroquimicos se enfoca en mejorar
la sensibilidad y la selectividad de los ensayos, también con el paso del desarrollo cientifico
se han podido miniaturizar los sensores a tal grado que se logra una mejor resolucién

espacial e incluso una deteccién de diversos analitos [10].
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2.2 Reaccion electroquimica

Los métodos electroquimicos han sido ampliamente usados para la deteccion de dopamina
teniendo una gama de ventajas sobre los diversos métodos antes utilizados (cromatografia
de gases, espectrometria de masas); por mencionar algunos ejemplos esta la rapida
respuesta ala deteccion de cambios de corriente con respecto a la concentracion de analito
en la microcelda, reactor o recipiente que contenga la solucion y también el uso
relativamente sencillo de operacion [11], esto debido a que el equipo a utilizar es manejable,
pequenio (si se utilizan microceldas incluso el andlisis se puede realizar con volumenes muy
pequenios, facilitando la manera en que se utiliza la muestra de dopamina, solo un par de

microlitros) y los electrodos son relativamente baratos y su manejo sencillo [12].

Aun con estas cualidades, existen ciertas desventajas de usar estos métodos para la
deteccién electroquimica de dopamina, uno de ellos es el amplio rango de deteccion en el
electrodo de potenciales de oxidacion, de manera que puede detectar otros compuestos
electroactivos e influenciar en el cambio de la corriente eléctrica y voltaje por estos
interferentes [13]; mientras que el otro factor es la formaciéon de radicales fendlicos que
mientras dura la reaccién electroquimica se van polimerizando en la superficie del
electrodo, esto hace un tipo de pasivacién al formar una pelicula muy fina en este, si se
hacen analisis consecutivos de dopamina debido a que esta produce como subproducto

dopamina o-quinona, la cual se polimeriza haciendo esta capa fina [14].
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A + B C
HO HO O

Protonated dopamine (DOP-H) Dopamine (DOP) Dopamine-o-quinone (DQ)
0 HO 0
N N N
0 H HO H (0] H
Dopaminochrome (DCH) 5,6-Dihydroxyindole (DHI) Indo-5,6-quinone (1Q)

Figura 2.2.1 Diferentes productos de la oxidacién de Dopamina (B) como la Dopamina — 0 -quinona

(©)

Existe otro problema que se necesita resolver para esta clase de determinaciones, al
encontrarse con muestras que manejan sistemas biologicos, existen compuestos que
interfieren al habitar junto con la dopamina; estos son el 4cido ascérbico, la epinefrina y el
acido urico; su importancia radica en el potencial de oxidacion de estos compuestos, al ser
muy similares los resultados de la determinacién suelen ser inconclusos, no dando un valor

de la respuesta voltamétrica adecuado [15].

Se observa que los métodos electroquimicos para la determinacién de dopamina necesitan
ser selectivos y sensibles para la determinacién de diversos compuestos; sobre todo los
fendlicos, que son de interés como parte del objetivo encontrar estos parametros en un
método desarrollado con biosensores cuya superficie serigrafiada y compuesta con

nanoparticulas de oro ayuda a aumentar la sensibilidad de la determinacion [16].
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2.3 Interferencias presentes en la deteccién de dopamina

Existen tres compuestos que pueden llegar a ser interferentes en las determinaciones de
dopamina por medio de métodos electroanaliticos, estos son el acido ascorbico, el 4cido
arico y la epinefrina. Estos compuestos presentan un desafio por su similitud en los
potenciales de oxidacion, afladiendo que el acido ascorbico y el acido drico estan en
concentraciones mucho mas grandes que la dopamina en un sistema bioldgico.
Generalmente, la oxidacion de dopamina en la superficie del electrodo ocurre en un
potencial muy cercano al de la oxidacion de &cido ascérbico, produciendo un ensuciamiento
en los electrodos debido a que los productos de estas reacciones se quedan adheridos en
la superficie afectando su sensibilidad [17]. El acido ascérbico y el acido Urico son
interferentes para los ensayos con sensores, pero la epinefrina presenta interferencia en

los biosensores.

A pesar de esto se utilizan diversos tipos de electrodos para combatir esta desventaja en
las técnicas electroanaliticas, sobre todo porque estas presentan ventajas significativas
referentes al costo de los ensayos, sin embargo, la baja sensibilidad que se obtienen al
utilizar electrodos convencionales hace de esto un problema que resolver. La literatura
reporta el uso de diversos tipos de electrodos modificados, como los electrodos de carbono
modificados afiadiendo nanotubos de carbono, grafeno y sus derivados [18] e incluso el
afiadir diversos tipos de nanomateriales, mientras que otros estudios reportan el uso de
electrodos con base polimérica y de liquido iénico [19]. Cada método presenta sus ventajas
con respecto a los demas; es de interés realizar un andlisis selectivo para la deteccién de
dopamina, de manera que se estudiaran los métodos que utilicen enzimas, en especifico
la enzima tirosinasa por su afinidad a la dopamina; al realizar una reaccion enzimética el
ensayo se vuelve selectivo por la afinidad de la enzima con la dopamina, eliminando la

interferencia que se presenta al utilizar un electrodo sencillo [20].
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2.4 Interaccion entre Dopaminay la enzima Tirosinasa

Como se ha mencionado, para poder detectar especificamente a la dopamina, un elemento
de biorreconocimiento es necesario, para ser mas certeros se necesita una enzima que
reconozca a la dopamina como su sustrato fendlico y catalice su reaccién. En este caso la
literatura reporta que la enzima idénea para esta determinacion es la tirosinasa, enzima

cuyo centro activo contiene cobre [21].

La tirosinasa o polifenol oxidasa pertenece a la familia de las oxidasas, las cuales catalizan
la oxidacién de los difenoles a orto quinonas, en presencia de oxigeno molecular como otro
sustrato, el producto final de esta reaccion es un polimero insoluble (melanina) que puede

ser removido facilmente por centrifugacion [22].

OH OH ﬁ
H
O / 0
PPO PPO
I/2 02 1/2 02
R R R
Monophenol Diphenol Quinone

Figura 2.4.1 Mecanismo de reaccioén de la tirosinasa con monofenoles y difenoles.

Se ha descubierto que el oxigeno tiene que enlazarse con el centro activo de cobre antes
de que el sustrato reaccione con la enzima y quede oxidado a orto quinona [23]. Un
mecanismo de reaccion propuesto para la catdlisis enzimatica de la oxidacién de dopamina

es como el que se describe a continuacion en la figura 2.4.2
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\||/ = PPO
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Figura 2.4.2 Pasos de la oxidacion catalitica de dopamina mediante tirosinasa, siendo A)

Dopamina, B) Dopamina -quinona, C) leucodopaminachroma, D) aminochromas, E) 5,6 —

dihidroxindola, F) indola — 5,6-quinona y G) melanina.
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Se puede apreciar que una manera indirecta para la determinacién de dopamina es por
medio del oxigeno consumido o monitoreando la concentracién de dopamina - quinona, sin
embargo, este compuesto sobrelleva una auto oxidacion que no es catalizada por la enzima
gue lleva al compuesto leucodopaminachroma, por lo que no es un compuesto estable [24]
[25]. Una solucién, por ejemplo, seria la reduccién de dopamina — quinona, para regresarla
a dopamina en una reaccion donde solo se transfieran dos electrones y usar la dopamina
como el sustrato de la enzima en las reacciones subsecuentes, para asi mejorar el
rendimiento de la sefial de deteccidén. La deteccion de melanina puede ser util para la
cuantificacion de dopamina debido a que también es una molécula electroactiva; la
desventaja seria el ensuciamiento de la superficie del electrodo (igual que utilizar dopamina,
solo que la polimerizacion de melanina seria con mayor velocidad) y el bajo rendimiento en

la actividad enzimatica [26].

2.5 Biosensores electroquimicos

Un biosensor electroquimico se puede definir de diversas formas, existen dos clases de
sensores, entre ellos los sensores quimicos y los biosensores, segln la organizaciéon
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define a los biosensores de la
siguiente manera: “Un sensor electroquimico es un dispositivo autbnomo que es capaz de
proveer informacion analitica especifica cuantitativa o semi cuantitativamente usando un
elemento de reconocimiento biolégico (un receptor biogquimico) que permanece contenido
y tiene contacto fisico directo con un elemento electroquimico transductor” [9]; otra
definiciéon utilizada es: “Son dispositivos que transforman informacién bioquimica como lo
es la concentracion de analitos en una sefial analiticamente util como voltaje o corriente”
[27]. Usualmente contienen dos componentes basicos: un elemento de reconocimiento
biolégico (receptor) y un transductor fisico. El propésito del elemento de reconocimiento

biol6gico es para detectar al analito de interés selectivamente en una muestra, mientras
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que el transductor fisico convierte el evento del reconocimiento biolégico a una sefal

eléctrica que puede ser detectada y relacionada con la concentracion del analito.

El biocomponente limita la vida util del biosensor, también su estabilidad y calibracion, a
diferencia del transductor fisico. Los receptores mas comunmente utilizados en los
biosensores electroquimicos son enzimas. Debido a que sus centros activos estan
relativamente escondidos en la molécula, la transferencia directa de electrones entre el sitio
activo y la superficie del transductor (electrodo) no es posible; por lo que se utilizan
mediadores de electrones organicos para ese proposito [28]. Un ejemplo de este
funcionamiento es la enzima oxidorreductasa que consiste en que reconoce el sustrato con
el cual tiene afinidad, después el sitio activo de la enzima oxida al sustrato (también puede
reducirlo, dependiendo del sustrato y la reaccién). La forma oxidada del mediador regenera
(oxida) al sitio activo de la enzima, mientras que la superficie del electrodo (transductor)
regenera (oxida) al mediador de electrones orgénico. Al final la corriente que se utiliza para
la oxidacion del mediador es medida, y relacionada con la cantidad de sustrato en la

solucion de la microcelda.

Biosensor

. - Electrénica

Reconoci- La interaccion | Se procesany
miento quimica se muestran los
molecular | traduce en una datos
especifico | senal eléctrica |
entre el sitio
receptor y
el analito

Analito ‘ ‘

Interferencias

Muestra

Figura 2.5.1 Esquema simple del funcionamiento de un biosensor
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En contraste con los biosensores, muchos sensores quimicos contienen especies no
biolégicas como elementos activos para su determinacion, mostrando una mayor
sensitividad y selectividad para la deteccion de diversos analitos [29]. Los sensores
electroquimicos utilizan electrodos modificados para determinar diversos elementos. Estos
electrodos pueden formarse a base de diversos materiales organicos e inorganicos
caracterizados por una conductividad eléctrica 6ptima o de buen rendimiento y asimismo
ayuda si el material cuenta con propiedades cataliticas para cierto tipo de determinaciones

[30].

En investigaciones recientes, se ha hecho mucho esfuerzo para mejorar el rendimiento de
los sensores electroquimicos sobre todo en sus propiedades cataliticas, en su sensitividad
y selectividad, utilizando materiales a nanoescala como son las nanoparticulas, los
nanotubos y los nanocables [31], o utilizando materiales de membrana (hidrogeles,
membranas lipidicas) para la inmovilizacion de la enzima [32]. Muchos de los biosensores
electroquimicos que se han probado para la determinacion de dopamina en sueros
biol6égicos utilizan tirosinasa, la enzima también conocida como polifenol oxidasa,
caracterizada porque proviene del platano y su sustrato caracteristico son los polifenoles

encontrados en diversos frutos [33].
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Figura 2.5.2 Reaccion catalizada por medio de la enzima Polifenol Oxidasa (Tirosinasa) usando un

sustrato polifendlico a orto — quinona.

La tirosinasa es una enzima multifuncional con una variedad muy amplia de sustratos
fendlicos y polifendlicos, conteniendo un grupo de cobre oxidorreductasa que realizan
mutuamente dos tipos de funciones cataliticas utilizando oxigeno (realizan reacciones de

oxidacion) [34]

1) Realizan una hidroxilacién por medio de la cresolasa, usando como sustrato los
orto-difenoles o los monofenoles.

2) La oxidacion de difenoles a orto quinonas por medio de la enzima catecolasa

Las orto-quinonas resultantes pueden reaccionar consecutivamente en el electrodo
mediante reacciones electroquimicas de reduccién, de esta manera no necesitan un
mediador (un paso atras se uso la enzima tirosinasa para la produccion de orto-quinonas).
Esta reaccion constituye el principal método de deteccién a potenciales negativos en los

ensayos amperométricos para la determinacion de compuestos fendlicos.

La dopamina, que es un compuesto fendlico similar a la familia de los catecoles puede ser
detectado por medio de amperometria con un electrodo modificado con enzima

inmovilizada en su superficie, en este caso la tirosinasa.
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La aplicacion de la tirosinasa como enzima para la determinacién de dopamina incluso
puede favorecer la problematica que ocurre con los interferentes quimicos en los sistemas
biol6gicos, como lo son el &cido ascorbico, el &cido Urico y algunos otros

neurotransmisores.

Disefio de un Biosensor
Se necesitan resolver algunos problemas al momento de disefiar un biosensor para la

deteccién de dopamina:

o Dependencia del oxigeno: la enzima tirosinasa utiliza oxigeno molecular para
regenerarse a su forma activa. Controlar los niveles de oxigeno en diversas
muestras contenidas en una celda electroquimica puede ser dificil, y esto ocasionar
limitaciones a la eficiencia del biosensor.

e Inmovilizacién de la enzima y eliminacion de moléculas interferentes: Es necesario
realizar una inmovilizacién enzimatica estable y mantener su actividad enziméatica
al maximo, de esta manera el método que se elija debe de cumplir con parametros
6ptimos al suspender la enzima en la superficie del electrodo. Se debe realizar un
andlisis para tener en cuenta como se suspendera, sea por absorcion o por
adsorcion, dependiendo de las caracteristicas en los ensayos electroquimicos como
lo es la difusion. Esta variable depende de la inmovilizacion, si se usan polimeros,
suspensiones o incluso absorciones habra obstaculizacion para el transporte de
materia, hablando especificamente de la reaccion enzimética entre dopamina y
tirosinasa, la enzima tardaria mas en salir de su lugar de origen, por lo que se veria
afectada la cinética enzimatica de la reaccion, lo que se busca en un método seria
entonces maximizar la difusividad de la enzima a la solucién de la microcelda. Se
analizaran los diversos métodos de inmovilizacién y se optara por el que mas se

apegue a las necesidades de la investigacion.
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2.6 Electrodos Serigrafiados

Un electrodo es un conductor eléctrico usado para hacer contacto con una pieza no
metalica de un circuito (en el area electroquimica es una solucién electrolitica). En una
celda electroquimica como se ha mencionado anteriormente el inico componente no solo
es un electrodo, adicionalmente se encuentra el transductor y el receptor, en el caso de los
electrodos convencionales de oro, platino o carbono como transductores de sensores o
biosensores viene siendo una practica comun en algunos ensayos a nivel investigativo, sin
embargo no es muy viable utilizarlos a nivel médico debido a que si se usa para algun suero
biol6gico (sangre, orina, liquido cefalorraquideo) invalida al sensor para posteriores
determinaciones por su ensuciamiento, lo que llevaria a la necesidad de emplear electrodos

de este tipo de material de un solo uso teniendo un impacto econémico negativo [35].

Si se utiliza entonces electrodos que incluyen los 3 componentes en un solo instrumento,
mediante la impresion de circuitos por medio de la serigrafia el objeto cambia e incluso se
reduce el impacto econdmico aun siendo de un solo uso. Existen diversas ventajas que se

discutirdn que se discutirdn a continuacion:

1) Su versatilidad en el disefio: Debido a la técnica de serigrafia, cualquier geometria
se puede aplicar al electrodo y de esta manera afectar al disefio de la celda,
electrolitica, modificando los volimenes de solucion e incluso la posicién de este;
por ejemplo, una gota de solucion seria suficiente para tener la celda (dependiendo
del tamafio del electrodo).

2) El proceso de producciéon: De manera que se pueden fabricar muchos a gran escala
ya una vez realizado el disefio de este, en donde todos los componentes como las
tintas de serigrafiado, la produccion de las tarjetas y el circuito impreso quede
completado, se escala reproduciendo geometrias con precision y abaratando

costos.
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3) La variedad de material utilizado para la serigrafia como las tintas permite una
flexibilidad al momento de combinar diversos materiales electrodicos en la
microcelda. De manera que es posible utilizar electrodos con oro, platino, carbono,
plata en la misma celda de acuerdo a las necesidades del transductor del biosensor.

4) El proceso de produccién da versatilidad para utilizar diversos materiales en funcion
de las necesidades concretas, por ejemplo, la tarjeta soporte puede utilizar

materiales poliméricos, plasticos y hasta cerdmicos o metdlicos.

C.E. -
connection Reference
Electrode

conneclion

Figura 2.6.1 Disefio de un electrodo serigrafiado que contiene los 3 electrodos (Electrodo de

trabajo, contraelectrodo y electrodo de referencia)

Considerando el aspecto de la microcelda electroquimica, una de las ventajas principales
reside en el poco volumen para fabricar la celda; por ejemplo, entre sus aplicaciones mas
industrializadas estan los biosensores para la medicion de glucosa, de manera que al dejar

una gota de sangre en el electrodo este puede hacer la medicion de la glucosa [36].
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Esta ventaja nos lleva a la utilizacibn de electrodos serigrafiados para analisis
amperométricos con enzimas inmovilizadas, considerando que el sistema de trabajo
requiere volimenes muy bajos de hasta microlitros o gotas. Dependiendo del tipo de
ensayo es el requerimiento de la solucion electrolitica, en algunas ocasiones se necesitan
concentraciones altas (mililitros) del sustrato que el biosensor reconocera; sin embargo, en
otros ensayos solo se utiliza un mayor volumen para tener visibilidad del campo de trabajo.
De acuerdo a lo anterior, el volumen que se ha de utilizar para un ensayo electroquimico
es tan flexible que incluso se puede usar solo el volumen minimo para cubrir la parte activa

del electrodo.

Aplicaciones y ventajas de los electrodos serigrafiados

La investigacién analitica se enfoca a la creacidon de nuevas metodologias que puedan
abarcar diversos aspectos, no solo enfocarse en la linea implicita, si no ser una técnica
trascendente, por ejemplo, el caso de los contaminantes ambientales, es necesario el
desarrollo de métodos que puedan realizar mediciones en tiempo real, previniendo
entonces la entrada de materiales téxicos al ambiente [37]. El progreso en el campo de la
electroquimica analitica nos lleva a la utilizacién de equipos mas compactos y portatiles;
esta estrategia hace que los volimenes de muestra sean considerablemente reducidos

para realizar andlisis con mayor eficiencia.

Una de las ventajas de utilizar este tipo de equipamiento es la reduccion considerable del
tamafio del material, haciendo los protocolos analiticos un tanto sencillos. Asi también
cumple la necesidad de realizar analisis in situ, removiendo la metodologia antigua de

utilizar potenciostatos grandes, electrodos de trabajo y celdas electroquimicas.

La serigrafia ofrece una manera atractiva de disefiar sensores electroquimicos, las tintas
utilizadas para el proceso consisten en particulas, aglutinantes poliméricos entre otros

aditivos que mejoran el proceso de dispersion, impresion y adhesion. La formulacién exacta
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de la composicion de la tinta esta patentada por las diversas compafiias que se encargan
de producir estos materiales, sin embargo, la variacién de su composicién como el tipo o la
carga de particulas influye grandemente en el proceso de transferencia de electrones y

cambian el rendimiento del electrodo serigrafiado disefiado [38].

Los electrodos serigrafiados han sido utilizados como una herramienta para disefiar
sensores electroquimicos desechables y portétiles para el monitoreo del medio ambiente,
como lo son los ensayos de calidad de agua, deteccion de compuestos organicos incluso

hasta la deteccion de metales pesados y contaminantes gaseosos.

En los ensayos de calidad de agua, es de vital importancia monitorear la fuente del agua e
incluso los sistemas acuaticos que pueden ser contaminados por desechos industriales,
por desagles municipales del alcantarillado, los efluentes de plantas de tratamiento de

aguas residuales y el uso de agua en la zona rural.

La serigrafia permite que biomoléculas sean inmovilizadas en la superficie del electrodo,
para asi fabricar un biosensor selectivo con la capacidad de ser desechable. Muchos
biosensores electroquimicos desechables han sido aplicados para monitorear la interaccion
entre biomoléculas y el elemento de biorreconocimiento como anticuerpos, &cidos

nucleicos, enzimas, etc.

La aplicacion mas conocida de la serigrafia para analisis clinicos en el area biomédica es
la medicién de los niveles de glucosa en la sangre para los pacientes con diabetes. Las
estrategias de muchos biosensores han sido a partir de esta aplicacion; muchos de estos
utilizan la enzima glucosa oxidasa. Esta enzima tiene una especificidad e incluso estabilidad
muy elevada, agregando la disponibilidad es una de las enzimas mas utilizadas para el

desarrollo de biosensores electroquimicos basados en la serigrafia [39].
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Enfocandonos en el sensor serigrafiado, al tener todos los componentes necesarios, un
electrodo serigrafiado tiene un buen sistema de transduccion y es util para la construccion
de todo tipo de sensores electroquimicos. Sin embargo, es necesaria la investigacion para
desarrollar nuevos transductores que mejoren las caracteristicas del sensor, como su

sensibilidad y adaptabilidad.

El cambiar el tipo de tecnologia del transductor permite conferir propiedades inherentes a
estos modificando su superficie serigrafiada con nanoparticulas de diversas naturalezas y
fuentes; asi se amplia su campo de aplicacion sin elevar mucho el precio del producto. En
este apartado se hara referencia a los 3 tipos de nanoestructuraciones que se han de utilizar

para los ensayos amperométricos:

1) Electrodos serigrafiados de carbono. (C)

2) Electrodos serigrafiados de carbono modificados con nanotubos de carbono y
nanoparticulas de oro. (CNT)

3) Electrodos serigrafiados de carbono modificados con grafeno y nanoparticulas de

oro. (GPH)

El electrodo serigrafiado de carbono es el mas sencillo, se muestra en la figura 2.6.2.
Contiene una pequefa lamina de carbono dentro del polimero que funciona como
estructura; es versatil y cuenta con todas las funciones de usar los 3 electrodos afiadiendo

las ventajas de la serigrafia.
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Figura 2.6.2. Imagen tomada a un electrodo serigrafiado de carbono desde un SEM (scanning

electron microscope)

Nanoparticulas de oro

En el &mbito de la electroquimica, las nanoparticulas de oro han tenido un atractivo Unico
debido a su oportunidad en el aspecto bioldgico por la biocompatibilidad de las proteinas y
el oro, ademas de sus aplicaciones electroanaliticas como la conductividad eléctrica
aumentan la relacién superficie/volumen que presentan al agregarlas a un electrodo
serigrafiado. Una ventaja importante es la manera de obtener suspensiones coloidales
estables de particulas de oro de tamafio medio con muy poca desviacion ha abierto en la

actualidad un nuevo uso para de estos tipos de ensayos electroquimicos [40].

Existen diversos métodos para recubrir en la superficie del electrodo con nanoparticulas de
oro, uno de ellos es, como se coment0 anteriormente, obtener el coloide de nanoparticulas

de oro cuyo tamafio es favorable para las condiciones de los ensayos y se deja evaporar
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el volumen deseado en la superficie del electrodo serigrafiado de trabajo. Asi se producen

transductores electroquimicos nanoestructurados con oro de bajo costo [16].

Otra manera de generar in situ sobre la propia superficie del electrodo serigrafiado
nanoparticulas de oro de forma mas sencila y barata es usando técnicas de

electrodeposicion para dar lugar a estos transductores nanoestructurados de oro.

Electrodos serigrafiados de carbono modificados con nanotubos de carbono y
nanoparticulas de oro.

Los nanotubos de carbono se pueden considerar un alétropo unidimensional del carbono
que se describe como una cinta o listén de grafeno tomando forma cilindrica. Se pueden
categorizar aun dependiendo del nimero de capas de grafeno que forman el tubo cilindrico.
Las SWCNT (por sus siglas en ingles single walled carbon nanotubes) que solo tienen una
capa de grafeno con configuracion sp?, mientras que las MWCNT (multi walled carbon
nanotubes) consisten en dos o mas capas de hojas de grafeno formando cilindros
concéntricos. Dependiendo del método de sintesis para los SWCNT y los MWCNT tienen
didmetros que varian entre 0.43 — 2.0 nandmetros y hasta mas de 10 nandémetros
respectivamente, con longitudes que van desde cientos de nandmetros hasta cientos de

micras [41].

Mientras los MWCNT tienen propiedades conductoras metélicas, los SWCNT pueden ser
semiconductores o tener propiedades conductoras, también se les considera que tienen
alta elasticidad, dureza, conductividad térmica y estabilidad; todo depende de la quiralidad,
el diametro y la nanoestructuracion que presentan. En los SWCNT las bandas energéticas

varian inversamente con el diametro [42].
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Figura 2.6.3 Nanotubos de carbono y dimensiones de los mismos. A la izquierda SWCNT y a la

derecha MWCNT

Un factor relevante a la hora de escoger este tipo de afiadimiento al electrodo es la
insolubilidad de los nanotubos de carbono en disolventes tanto polares como no polares;
este material tiene caracter hidréfobo en la superficie de los cilindros concéntricos por lo
gue si a la hora de los ensayos electroanaliticos se requiere obtener dispersiones estables
se necesita modificar su superficie afiadiendo surfactantes o peliculas biopoliméricas o bien

funcionalizando su estructura.

Los sensores electroquimicos a base de CNT (carbon nanotubes) han tomado cierto interés
en la dltima década, especialmente los biosensores se benefician de estas estructuras de
carbono debido a que abren la posibilidad de la transferencia directa de electrones entre la
enzima y el electrodo. Ademds, los CNT poseen propiedades favorables para la
construccion y disefio de biosensores electroquimicos, como las propiedades eléctricas,

electroquimicas y el aumento de area especifica de trabajo o area real [43].
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Uno de los factores mas importantes que influyen en el rendimiento del biosensor es el
arreglo espacial entre el electrodo con CNT y la enzima; debido a que la eficiencia de
transferencia de electrones disminuye dramaticamente cuando aumenta la distancia del
centro activo de la enzima y la superficie del electrodo. Es muy importante en este tipo de
electrodo controlar la orientacion o posicion de la enzima en la superficie del electrodo; de
esto surgen diferentes estrategias para preparar electrodos a base de CNT a lo que se les

llama inmovilizacion de enzima en la superficie del electrodo por adsorcion [32].

Una manera para nanoestructurar un electrodo serigrafiado (si no contiene nanotubos de

carbono) que no aumenta mucho el precio del electrodo seria como se describe:

e Preparar una suspensién estable de nanotubos de carbono carboxilados
(MWCNT-COOH) que se agrega a una mezcla de dimetilformamida con agua en
relacion 1:1.

e Recubrir con una gota de la suspension la superficie del electrodo de trabajo,

secandola a temperatura ambiente.

Es una alternativa a comprar con un proveedor el electrodo serigrafiado modificado, si en
dado caso el personal ya cuenta con un electrodo sélo necesitaria agregar los nanotubos

de carbono, haciendo este un proceso sencillo y de gran reproducibilidad [35].
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Figura 2.6.4 Imagen tomada a un electrodo de nanotubos de carbono con nanoparticulas de oro

desde un SEM (scanning electron microscope)

Electrodos serigrafiados de grafeno modificados con nanoparticulas de oro

El grafeno se obtiene a partir de grafito pirolitico, siendo peliculas en 2D en donde los
atomos de carbono estan unidos mediante enlaces covalentes en una red de atomos sp?
otorgandole propiedades fisicas diferentes. Posee caracteristicas Unicas y propiedades
excelentes que son necesarias en los ensayos electroquimicos, por nombrar algunos
ejemplos: la elevada area superficial, alta conductividad térmica, gran movilidad de cargas

y fuerza mecanica de resistencia [44].
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Figura 2.6.5 Estructura espacial del grafeno

El grafeno se ha utilizado para la deteccién de dopamina a bajas concentraciones en
métodos electroanaliticos, ofrece un incremento de la sensibilidad y disminuye las
concentraciones altas de interferencias debido a moléculas como el acido ascorbico y 4cido
arico. Por todas estas caracteristicas este material es prometedor para la construccién e

implementacion en sensores electroquimicos y biosensores [45].

Existe una desventaja al utilizar este tipo de material y es la aglomeracion de las capas de
grafeno por sus interacciones de enlaces pi, alterando la superficie de contacto. Es
importante contrarrestar este efecto para mejorar la eficiencia en los ensayos
electroquimicos; estudios sugieren que utilizar nanomateriales modifica la superficie,
disminuyendo la aglomeraciéon de estas capas de grafeno y facilitando la exposicion del
sitio activo de estas aumentando la actividad catalitica en los ensayos para los biosensores

electroguimicos [46].

El utilizar nanopatrticulas de oro en electrodos serigrafiados de grafeno muestra que en los
ensayos electroquimicos se tiene un limite de deteccion inferior a otros electrodos, una gran

especificidad y cortos tiempos de respuesta en los métodos electroanaliticos [47].
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Figura 2.6.6 Imagen tomada a un electrodo de grafeno con nanoparticulas de oro desde un SEM

(scanning electron microscope)

2.7 Inmovilizacién de la enzima

La inmovilizacion atrapa al bioreceptor a un material inerte, en este caso el biosensor,
haciéndolos insolubles, mejorando sus capacidades de estabilidad y actividad. La
flexibilidad y porosidad de la capa del bioreceptor inmovilizado debe permitir una difusiéon
libre entre los sustratos y productos que a traviese la capa. Los biosensores a base de
enzimas ofrecen algunas ventajas sobre los métodos quimicos, como lo son su
especificidad, su selectividad y la habilidad de operar por condiciones debajo de las

minimas requeridas en estos métodos [48].

Las técnicas de adsorcion son relativamente sencillas de realizar, sin embargo, la adhesion

de la enzima con la superficie del transductor frecuentemente es débil. Los métodos que
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utilizan a usar enlazamiento covalente suelen ser mas tediosos sin contar que los

compuestos involucrados usualmente inactivan o reducen la actividad enzimética [49].

El atrapamiento en geles permite la retenciobn de agua en la capa donde permanece el
bioreceptor y promueve la estabilidad a largo plazo de la enzima, sin embargo, las peliculas
resultantes son susceptibles a rompimientos [50]. De los diversos métodos para inmovilizar
la enzima se busca uno que mejore la actividad y estabilidad enzimatica sin comprometer
la transferencia de masa de los analitos a través de la capa del bioreceptor. Adicionalmente
el proceso debe ser practico y barato para permitir una produccion favorable de biosensores

a base de enzimas para andlisis in situ.

La eficiencia de un proceso de inmovilizacion se puede medir con los siguientes criterios:

1) Un porcentaje alto de la enzima que inicialmente se inmovilizo debe permanecer
después del proceso.

2) Las enzimas deben de ser mecanicamente estables y detenidas fisicamente para
evitar que se difundan de nuevo en el sustrato en un momento posterior.

3) Las enzimas deben tener biocompatibilidad con el medio de inmovilizacién.

4) Los fendmenos de transferencia de masa de los analitos a través de la pelicula de

inmovilizacién no deben ser limitados.

Debido a que las enzimas son catalizadores bioldgicos que promueven la velocidad de
reacciéon y no se consumen en las reacciones que participan, puede que sean usadas
repetidas veces mientras ellas permanezcan activas. En la mayoria de los procesos
industriales, ensayos analiticos y procesos clinicos, las enzimas son mezcladas en una
solucién con sustratos y no pueden ser recuperadas después de que se termina su sustrato.

Esto es una desventaja si se considera el costo de las enzimas en el proceso [51].
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La mayoria de los métodos de inmovilizacion pueden clasificarse en cinco categorias:

Adsorcién, microencapsulacion, atrapamiento en matriz, reticulacién y unién covalente.

Adsorption Covalent Bonding
Enzyme

Support
material

Microencapsulation

Entrapment Crosslinking

Figura 2.7.1 Tipos de métodos para inmovilizacion

Adsorcion

La inmovilizacibn por adsorcion es el método mas simple e involucra interacciones
reversibles entre la enzima y el material de soporte. Las fuerzas involucradas son
mayormente electroestaticas, como las fuerzas intermoleculares de Van der Waals, ibnicas
e interacciones de puentes de hidrégeno, siendo débiles todas ellas, pero lo

suficientemente grandes en nimero como para crear una union razonable. La superficie
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existente entre la enzima y el soporte se utiliza para que no se requiero una activacion

quimica que modifique la estructura de la enzima [52].

El proceso consiste en mezclar los juntamente los componentes biologicos y la matriz de
adsorcion por un periodo de incubacién, seguido de lavar extensivamente para remover
cualquier componente biolégico que no se unid. Este proceso ofrece diversas ventajas
como el poco o nulo dafio a la enzima, que es simple, econdémico y rapido, no se presentan
cambios quimicos para fijar la enzima al electrodo y tiene un grado de reversibilidad, de tal

manera que permite una regeneracion de la enzima [53].

Una desventaja de este método de inmovilizacién es la fuga de la enzima a través de la
matriz, al ser la unién poco especifica, se presenta una sobrecarga e incluso el efecto
estérico. Los enlaces poco especificos ocurren si el sustrato, producto o contaminante
residual obtienen una carga eléctrica e interactian con la matriz. Esto puede llevar a
limitaciones en los fendbmenos de transferencia de masa como la difusion y a ciertos
problemas en la cinética de la reaccion. Sobrecargar la matriz conlleva una baja actividad
catalitica por parte de la enzima, pero también la ausencia de un espacio adecuado entre
la molécula de la enzima y la matriz, esto puede producir problemas relacionados con el

efecto estérico [54].

Unién covalente

Este tipo de inmovilizacién involucra un cuidadoso disefio en los enlaces que existen entre
el grupo funcional de la enzima o biomaterial y la matriz de soporte. La metodologia de la
union covalente se basa en la activacion de grupos quimicos del soporte para que
reaccionen con nucledfilos de las proteinas [55]. Esta union normalmente se forma entre
los grupos funcionales presentes en la superficie de la matriz y los grupos funcionales que
pertenecen a los aminoacidos residuales que estan presenten en la superficie de la enzima

[56].
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Uno de los agentes mas comunes para este tipo de inmovilizacion son las llamadas perlas
amoni-epoxidas comerciales (amino-epoxy-Sepabeads®). Este compuesto tiene una
pelicula de etilendiamina que se encarga de realizar la unidn covalente con la matriz de

soporte [57].

Algunas de las propiedades que se adquieren por medio de la inmovilizacién usando este

reactivo son las siguientes:

1) La inmovilizacion tiene una fuerza idnica baja

2) La inmovilizacion suele ser mas rapida que utilizando la matriz de epdxidos
convencionales.

3) La estabilidad de la enzima inmovilizada suele ser mas elevada que utilizado los

métodos tradicionales de epoxidos hidrofobicos.

Microencapsulacién

En la microencapsulacion, la enzima se coloca detréds de la membrana quedando una
estrecha cercania entre este y el transductor. Esta interaccion no afecta a la enzima,
asegurando la confiabilidad, evitando la contaminacién y la biodegradacion. Este método
se basa en el confinamiento del agente de bioreconocimiento o enzima en una membrana
que se coloca sobre la superficie del electrodo [58]. Esta retiene a la enzima en una posicion
fija presentando una porosidad controlada para permitir una difusion libre entre el sustrato
y los productos de la reaccién (una membrana semipermeable). Se han utilizado numerosas
membranas, como el nylon, nitrato de celulosa, acetato de celulosa, resinas epdxicas,

colageno, polisulfonatos, poliacrilatos, policarbonatos, entre otros polimeros [59].

Algunas de las desventajas de este método de inmovilizacion se asocian con los fenébmenos
difusivos de transferencia de masa de los sustratos, los productos de la reaccién enzimatica

y de los inhibidores a través de la membrana; asi como que existe crecimiento microbiano
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en la superficie de esta, provocando una inhibicion de la capa enzimética, como

consecuencia hace que el biosensor se comporte de manera erronea [60].

Atrapamiento

Enzimas inmovilizadas por atrapamiento son libres en la solucién, pero se restringe su
movimiento por la estructura de un gel. Este proceso es sencillo y reproducible, agregando
que no requiere equipo costoso. Se basa en el atrapamiento de la biomolécula en una
matriz polimérica, esto restringe algunos movimientos rotacionales y de despliegue, pero

permite el reconocimiento del sustrato, asi como la accién catalitica [61].

Algunas de las ventajas que posee es la permeabilidad de las matrices poliméricas, que
permiten el transporte de moléculas de bajo peso molecular sin que existan grandes fugas
de las enzimas atrapadas, la porosidad manejable del material, que permite un arreglo de
biomoléculas de diferente tamafio, la posibilidad de modificar quimicamente la matriz,
propiedades dpticas que abre las puertas para hacer analisis de absorbancia como los

fluorométricos y la resistencia a la degradacion térmica, quimica y biolégica [62].

El atrapamiento depende del entrelazamiento de las moléculas y este a su vez depende de
la polimerizacion del polimero, asi como el grado de la formacién de la matriz. Es inevitable
tener fugas de la enzima inmovilizada debido a que gradualmente se difunden hacia afuera
de la matriz, aunque esto depende del tamafio de la malla polimérica [63]. Debido a esto,
se presentan pérdidas en la actividad enzimatica mientras mas tiempo se tenga usando el
biosensor, lo cual hace necesario sustituirlo o remover completamente la matriz y realizar

nuevamente el proceso de inmovilizacion.

El atrapamiento puede lograrse por diversos métodos, como lo es la solidificacion inducida
por temperatura, la polimerizacién orgéanica por medio de una reaccion quimica o

fotoquimica o con una precipitacion por un solvente inmiscible. El tamafio de los poros en
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la superficie del gel y sus propiedades mecanicas son determinadas por la cantidad de

monomeros y su forma de reja en el espacio [64].

Reticulacion

Ocurre cuando se crean enlaces covalentes o idnicos para enlazar un polimero con otro
polimero, en el area bioquimica la interaccion seria polimero — proteina, que nos habla de
un atrapamiento dentro de las cadenas poliméricas ya establecidas [65]. Un ejemplo de
este tipo de reacciones es la utilizacion de glutaraldehido para la reticulacion de enzimas

con el polimero [66].

2.8 Método de inmovilizaciéon

Se busca que el método a emplear durante la inmovilizacion en la superficie del electrodo

cumpla con las siguientes caracteristicas:

1. Que permita una difusion libre del sustrato hacia la enzima.

2. Que exista una fijacion sobre la superficie del electrodo y se eviten las fugas de
enzima.

3. Que sea poca o nula la pérdida de actividad enzimatica.

4. El método debe tener una alta reproducibilidad.

Un aspecto importante que requiere su andlisis individual es la estabilidad de la enzima que
principalmente se determina por su estructura intrinseca en donde depende de varios

factores, que son:

e La cantidad de enlaces que tienen lugar en la matriz.

e El ambiente en donde se localiza la molécula de la enzima.

e La estructura quimica y fisica del agente de inmovilizacion.

e Las propiedades del agente como si esta cargado, si es hidrdfilo, hidrofébico, la

longitud de la matriz, etc.
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Hidrogeles
Las matrices de los hidrogeles contienen una cantidad grande de agua, por lo que proveen
al soporte propiedades elasticas y mecénicas similares a tejidos biolégicos blandos que

permiten la difusién de agua por su permeabilidad, asi como de moléculas significativas.

Se puede utilizar entonces por medio de hidrogeles la inmovilizacién por los grupos PVA
gque han sido utilizados en los Ultimos afios por investigadores para realizar el atrapamiento,
reticulacién e inmovilizacion de enzimas debido a sus propiedades elasticas, su aumento
de volumen cuando esta en una solucién acuosa, nula toxicidad y biocompatibilidad con
diversas proteinas [67]. Estos compuestos al estar en contacto con radiacién ultravioleta
comienzan el proceso de reticulacion de manera que el proceso de polimerizacion es
adecuado para controlar debido a sus variables como la intensidad de la radiacion y el

tiempo de exposicion [68].

Un ejemplo de estos materiales es el PVA-AWP o por sus siglas en inglés “poly(vinyl
alcohol) azide-unit pendant water-soluble photopolymer” o fotopolimero soluble en agua
de alcohol polivinilico con unidad colgante de azida, sin embargo existe otro
fotopolimero que cumple con los requisitos, este es similar y su nombre es PVA-SbQ o

por sus siglas en inglés “poly(vinyl alcohol)-quarternized stilbazole” [69].

Este tipo de peliculas poliméricas se usan para cubrir superficies, hacer acabados, como
control de la difusion de los medicamentos, inmovilizacién de enzimas, etc. En el caso de
utilizar fotopolimeros es importante que las peliculas poliméricas cumplan con el requisito
gue sea adaptable en términos de su morfologia (geometria espacial y dimensional), que
cuenten con una fuerza mecanica y una cohesion, dependiendo del proceso en el que se

ha de utilizar debido a que algunos métodos no son tan demandantes.
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Se compararan estos dos polimeros para la inmovilizacion de la enzima tirosinasa y concluir

el més adecuado a utilizar en los ensayos electroquimicos.

PVA - SbQ

El poly (vynil alcohol)- quaternized stilbazole (PVA — SbQ) es un prepolimero soluble en
agua que, mediante radiacion ultravioleta, forma reticulaciones y genera un atrapamiento
con la enzima que se desea inmovilizar. Este fotopolimero no ha sido utilizado para ser la
matriz de inmovilizacion de enzimas, sin embargo, sus caracteristicas lo hacen un potente
candidato para ser la matriz que hospedara a la enzima en el disefio y desarrollo de

dispositivos analiticos basados en los biosensores para pruebas electroanaliticas [70].
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Figura 2.8.1 Atrapamiento de enzimas por acciéon de PVA — ShQ

OH

Al ser un fotopolimero hidrdéfilo, las condiciones necesarias para su fotopolimerizacion e
inmovilizacién hacen de este un material efectivo para ser el soporte a la inmovilizacion de
proteinas. La reticulacion del polimero se logra mediante radiacion UV, de esta manera las
enzimas pueden ser inmovilizadas en la matriz obteniendo una alta densidad de éarea,
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aunque pueden utilizarse métodos complejos para producir a gran escala utilizando

técnicas como la serigrafia en los electrodos.

PVA - AWP

El poly(vinyl alcohol) azide-unit pendant water-soluble photopolymer se ha utilizado para
inmovilizar enzimas como las fosfatasas, lactasas y otras en biosensores para la
determinacion de pesticidas, por nombrar un ejemplo. Los biosensores que utilizan este
fotopolimero muestran un LOD (limite de deteccion) de relativamente bajos dependiendo

de la enzima utilizada y de las condiciones de operacién [71].

OH OH OH OH OH

o] o)

S 7\
(CIHZ)?,NH(.;-(/CH_Cp}

NH
I
0=C—CH=CH N,

Figura 2.8.2 Estructura quimica del hidrogel PVA-AWP

Se encontrd que el PVA-AWP tiene mejor sensibilidad comparado con otros hidrogeles e
incluso que utilizar glutaraldehido para inmovilizar enzimas [72]. El utilizar este fotopolimero
para inmovilizar enzimas tiene como ventaja la retencion de actividad enzimatica
comparado con otros compuestos, también presenta mejor estabilidad mecéanica y una alta
reproducibilidad. Debido a que el atrapamiento de la enzima ocurre mientras el material se

esta formando, existe una baja perdida de proteina por lixiviacion.
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Presentando las caracteristicas de cada uno de los hidrogeles, se opt6 por utilizar PVA —
AWP para la inmovilizacion de la enzima en la superficie de los electrodos, debido a que
presenta una reticulacion mas sencilla, tiene mayor estabilidad y su reproducibilidad en los

ensayos es superior [73].

2.9 Métodos Electroquimicos

Voltametria

El termino voltametria es usado para clasificar una serie de técnicas electroanaliticas en
donde la corriente que fluye dentro de una celda electroquimica es medida en funcién del
potencial aplicado a los electrodos. La informacién se obtiene al ocurrir la polarizacién del
electrodo de trabajo. En los Gltimos afios las técnicas analiticas voltamétricas han mejorado
debido al aumento de la tecnologia en los dispositivos electrénicos. Existen actualmente
nuevas maneras de realizar ensayos donde se evalle la corriente por medio de sefiales
que se comunican con dispositivos digitales. Se discutié la composicién de las celdas
electroquimicas en el capitulo anterior y para funcion de esta investigacion las llamaremos
microceldas debido a que manejan volimenes relativamente pequefios; en esta seccién se
analizara el uso de las técnicas voltamétricas que se habran de utilizar para los ensayos

electroquimicos [74].

Voltametria Ciclica

La voltametria ciclica se utiliza cominmente cuando se desea estudiar el comportamiento
de electrodos hechos con materiales modificados, con analitos que se sospecha que sean
electroactivos. Los materiales comunes que se utilizan en estas microceldas son electrodos
de platino, carbdn vitreo, pasta de carbono, grafito, oro, diamante y nanotubos de carbono;

tecnologia que se ha discutido con anterioridad.
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Su funcionamiento se basa en la percepcion de la sefial de la corriente durante un cambio
lineal del voltaje en el electrodo de trabajo, muy similar al barrido lineal con excepcién de
que en voltametria ciclica el potencial regresa a su valor inicial; en otras palabras, se grafica
la corriente en funcién del cambio del potencial aplicado al electrodo; durante la operacion,
la microcelda no debe llevar agitacién, esto debido a que altera las condiciones normales

difusivas y comienzan a presentarse los fenédmenos difusivos por conveccion.
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Figura 2.9.1. Voltamograma caracteristico de un analisis de voltametria ciclica.

En la figura 2.9.1 se logra apreciar la relacién que existe entre corriente — potencial, de
manera que mientras dura el andlisis se van graficando los cambios que existe en la
intensidad de corriente. Los extremos de voltaje en los cuales ocurre la inversion son
llamados potenciales de cambio. El intervalo de potenciales de cambio que se escoge para
un ensayo depende de la reaccion de oxidacion reduccidn que ocurre por accion de la

difusion de analitos dentro de la microcelda. Es importante mencionar que la voltametria
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ciclica es utilizada principalmente para estudiar la reversibilidad de los procesos del

electrodo y para analisis cinéticos; en algunas ocasiones se utiliza con propdsitos analiticos.

La voltametria ciclica se utiliza para diversos motivos sobre todo para la descripcion el
comportamiento de la cinética de transferencia de electrones en funcion de variables tanto
fisicas como quimicas, descritas por la ecuacion de Randles — Sevcik, que a temperatura

ambiental es:

11 (1)
2V2

3
I, = 2.686 x10°n2AcD2v

Donde Ip es la corriente de pico en amperes, A es el area del electrodo de trabajo en cm?,

D es el coeficiente de difusién en cm?/s, ¢ es la concentraciéon en mol/cm?y v es la velocidad
de barrido en Volts/s. Esta ecuacion se utiliza en los ensayos voltamétricos para la
determinacion del area real del electrodo de trabajo, para el calculo del coeficiente de

difusién del analito a la superficie del electrodo o para las corrientes de los picos.

Amperometria

El analisis amperométrico es distintivo por su objetivo principal: relacionar los cambios de
concentracion de la sustancia electroactiva con los cambios de corriente. Cuando inicia el
ensayo no existe concentracion del componente electroactivo dentro de la microcelda,
mientras avanza el tiempo se agrega una concentracién conocida del analito e
inmediatamente el equipo detecta el cambio de corriente debido al incremento de la especie

electroactiva [75].
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Figura 2.9.3 Amperograma mostrando el comportamiento de un biosensor de CPE (Chlorinated

Polyethylene) con nanoparticulas de SiO,. Agregando 50mg/L de H,O, cada escalon.

En la figura 2.9.3, se aprecia que al inicio de la determinacion amperométrica existe un
estado estable en donde no hay presencia de H>O5, al transcurrir el tiempo de ensayo, se
agrega una concentracion de 50 ppm aproximadamente cada 50 segundos y se presenta
un cambio en la intensidad de corriente en microamperios, este cambio en la corriente es
directamente proporcional a la concentracién de la sustancia electroactiva, de manera que
es un método para cuantificar indirectamente un analito mediante correlaciones de

concentracion — intensidad de corriente [76].
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Capitulo 3. Metodologia

Al realizar el disefio experimental de la investigacion, se opt6 por dividir los métodos en
cinco secciones importantes, de manera que se dividen por objetivos especificos de

acuerdo al andlisis establecido:

1. La optimizacion de la inmovilizacién encontrando la concentracion del prepolimero
(lamémosle asi a la solucion del medio de inmovilizacion, PVA — AWP, que se
prepara al disolverse en agua) adecuada en funcién del coeficiente de difusién y la
pérdida de actividad enziméatica por lixiviacion de la enzima. En otras palabras, se
busca maximizar el coeficiente de difusion D mientras que se minimice la pérdida
de actividad a, se lleva a cabo realizando un analisis voltamétrico ciclico con los
diversos valores de concentracion de PP (prepolimero) y enzima; el calculo de la
pérdida de actividad se us6 un analisis espectrofotométrico en funciéon del cambio
de absorbancia.

2. La optimizacién de las condiciones de la microcelda; para maximizar la actividad
enzimatica, esto se busca al alterar las condiciones de pH y temperatura,
preparando en la microcelda soluciones con PBS (Phosphate Buffered Solution, por
sus siglas en inglés) a diferentes pH y modificando la temperatura del medio. Se
utilizard amperometria para determinar la sensibilidad de los cambios al agregar
alicuotas de dopamina.

3. Determinacion del area real del electrodo y el coeficiente de transferencia de cargas
de cada uno de los 3 electrodos serigrafiados que se discutieron con anterioridad.
El objetivo de estos experimentos es conocer el area real de los electrodos (donde

ocurre las interacciones y los procesos difusivos) y calcular el coeficiente de
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transferencia de cargas. Mientras mas elevados sean estos valores, los electrodos
son mejores para las determinaciones. Los procedimientos son a partir de ensayos
voltamétricos variando la velocidad de barrido, determinando en cada uno los picos
catodicos y anddicos.

4. Determinacibn amperométrica de dopamina utilizando electrodos enziméaticos
serigrafiados, afiadiendo una concentracion conocida de dopamina a la microcelda
cada cierto intervalo de tiempo para conocer las diferentes sensibilidades que
presenta cada uno de los electrodos.

5. Andlisis estadistico de los resultados.

3.1 Optimizacién de la Inmovilizacién

Existen algunas variables que son importantes al momento de optimizar la inmovilizacion,

es de interés agregar en la optimizacion las siguientes:

e Tiempo de polimerizacion(t).
e Concentracion del prepolimero (en viv %).
e Coeficiente de difusion (D).

e Actividad enzimatica (o)

De acuerdo al tiempo se refiere a la exposicién directa a la luz ultravioleta, al existir poco
tiempo de exposicién se presenta un menor grado de polimerizacion, caso contrario si este
es alto. Es importante considerar la cantidad de prepolimero que se usara, los ensayos
involucran concentraciones definidas de acuerdo al disefio experimental y usado por

diversas fuentes reportadas en la literatura.

Debe presentarse una difusion del analito hacia dentro de la matriz de inmovilizacién, sin
embargo, esta no debe ser muy elevada esto provocaria que el analito no pueda difundirse

libremente, ni ser muy baja; para que no exista demasiada lixiviacion de la enzima. Un
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parametro importante para optimizar es la actividad enzimatica. Definiremos actividad

enziméatica como

AA (2)

E=—
At

Donde AA es el cambio de absorbancia que presenta la solucion al agregar una alicuota

de dopamina y At el lapso de tiempo que transcurrié para que la absorbancia cambie. Es

importante notar que el experimento se realiza para medir la actividad de la enzima que se

difundi6 o lixivié de la inmovilizacién, por lo que este parametro se busca minimizar.

Se realiz6 un disefio de experimentos para realizar la optimizacion de la inmovilizacion en
donde se establecieron las variables y que valores se utilizarian, quedando de la siguiente

manera:

e Para el tiempo de polimerizacion se tienen 3 valores, 15, 30 y 60 minutos.

e Para la concentracion de prepolimero se tienen 3 valores, 1.5%, 3.0% y 6.0%

En total son 9 disefios a los que se le calculara coeficiente de difusion y la actividad

enzimatica.

Coeficiente de Difusion

Para el calculo del coeficiente de difusion se tienen que preparar las disoluciones de enzima
y polimero. Se compré PVA — AWP con concentracion de 6%; se hacen disoluciones para
obtener las concentraciones acordadas (1.5, 3.0 y 6%), al tener la solucién del PP se
prepara la mezcla de PP — Enzima, se utilizé albumina como sustituto de tirosinasa para
estos ensayos debido a que no se necesita actividad enzimética, solo una proteina que

produzca la reticulacion deseada al momento de fotopolimerizar. Se inmovilizd6 en un
Pagina 44|91



Capitulo 3. Metodologia

electrodo de grafito tomando 5 pL de enzima y 5 pL de solucién de PP (Con concentracion
deseada) y de esa dilucion se agregaron 5uL a la superficie del electrodo, se dej6é en una
lampara que emite radiacion UV con una potencia de 36 watts el tiempo deseado; se debe
dejar secar por 3 horas para remocion de humedad y estabilizacion de la matriz polimérica.

Asi, se realiza la inmovilizacion para después hacer la prueba de voltametria ciclica.

En la microcelda se afiaden 10 ml de KNOs; como electrolito soporte y 60 pL de KsFe(CN)s
como estandar electroquimico, de electrodo de trabajo se utiliza un electrodo sélido de
grafito con la enzima inmovilizada, un electrodo de referencia de Ag/AgCl y de
contraelectrodo uno de grafito; los 3 se conectan a un potenciostato DY2100 Series Mini
Potentiostat. El experimento tiene por objetivo observar la difusién de KsFe(CN)s a través
de la membrana que inmoviliza a la enzima; este se calcula mediante la ecuacion de
Randles — Sevcik descrita en la ecuacion 1, como resultado se obtiene la corriente del pico

anodico del voltamograma.

Actividad enzimatica

Para la obtencion de la actividad se utilizan métodos espectrofotométricos que miden la
absorbancia de la solucion mientras esta reacciona [77], realizando asi un estudio cinético.
Se realizaron disoluciones del PP con tirosinasa, mezclandolo en la misma relacion que el
experimento para calcular el coeficiente de difusiéon, siendo 5 ul de PP (los tres tipos de
concentracion) y 5 uL de Tirosinasa. En 3 tubos se agregan 3 pL de la mezcla a cada uno
colocandolos en la ldampara UV usada en la fotopolimerizacién con el tiempo deseado. Al
terminar el tiempo de polimerizacion se deja secar por 3 horas para después lavar con 100
UL de solucion PBS 0.1 M con pH de 6.5 durante 30 minutos, esto es para que la enzima
se difunda en la solucion PBS y calcular la actividad precisamente a la parte que logré

escaparse.
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Se pasa a una cubeta para introducirse al espectrofotometro; la determinacion tiene una
duracién de 30 minutos en los que se aflade una alicuota de dopamina de 50uM a los 5
minutos. Al afiadir el sustrato se comienza el estudio cinético de la actividad de tirosinasa,
deteniendo la determinacion a los 30 minutos. De los datos obtenidos se necesita
solamente la seccién en donde la relacion entre absorbancia y tiempo es lineal, el estudio
cinético se enfoca en obtener la pendiente de las mediciones, como lo describe la ecuacién

2.

3.2 Optimizacién de las condiciones de la microcelda

Para la oxidacion entre tirosinasa y dopamina se necesita un valor de pH y temperatura
gue maximice los productos de esta reaccién [78], mediante una medicién indirecta por
amperometria y un andlisis escalar se obtienen las diversas curvas de calibracion para cada

una de las condiciones.

Se uso un electrodo de grafito con enzima inmovilizada mediante PVA — AWP depositando
en la superficie 5 pL de la mezcla de 3 pL de enzima (1 mg/mL) y 3 uL del polimero (3%
v/v), polimerizandose en una lampara de luz UV con potencia de 36 Watts con un tiempo
de exposicion a la radiacién de 60 minutos para después dejar estabilizar y secar por 3
horas. Esta deposicion se realiza con una micropipeta para fluidos viscosos; al caer la gota
se esparce uniformemente por la superficie del electrodo, evitando espacios vacios y
contaminar la inmovilizacion. el electrodo de referencia es un electrodo disefiado de
Ag/AgCl y el contraelectrodo es un electrodo de grafito. Los 3 se conectan a un
potenciostato DY2100 Series Mini Potentiostat. Como medio en la celda se utilizé solucién
buffer PBS 0.1 M de pH y Temperatura variable. Al terminar cada ensayo, se debe remover
el polimero con enzima debido al ensuciamiento provocado en este, nuevamente

realizando la inmovilizacion cada vez que se realice un ensayo.
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El disefio nos da 25 ensayos distintos, cada uno con su amperograma correspondiente. La
relacién de corriente — concentracion de dopamina debe notarse al momento de agregar la
alicuota, se deja de agregar dopamina cuando en la grafica no existe cambio de la corriente,

en ese punto se dice que se alcanzé la saturacion.

3.3 Determinacion del Area real del electrodo y la constante de velocidad de
transferencia heterogénea de electrones

De acuerdo con algunas investigaciones, el area real del electrodo es diferente al area
geométrica (espacial) por lo que es de interés conocer el area de los electrodos
serigrafiados y modificados con nanoparticulas [79]. Para determinar estos valores se
utilizaran técnicas voltamétricas en donde el coeficiente de difusion para KsFe(CN)s tiene
un valor reportado en la literatura de 6.210 x10° cm? st [80], utilizando la ecuacién de

Randles — Sevcik despejada para obtener el area del electrodo:

I (3)
A= 4

3 11
2.686 x10°n2AcDzv2

Estos ensayos tienen como objetivo el calculo de los picos anddicos y catddicos para aplicar
la ecuacion descrita con anterioridad, sin embargo, también es importante que en las
determinaciones voltamétricas se estudie la cinética del electrodo, ademas de la
enzimatica. Para efecto del estudio cinético por medio de voltametria ciclica se usara el
tratamiento descrito por Nicholson para la evaluacién de W siendo un parametro cinético

referente a la reaccién electroquimica cuasi — reversible [81]:

1 (4)
2

10 nDnvF
RT
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Donde K° es la constante de velocidad de transferencia heterogénea de electrones, W es
el parametro de transferencia de cargas siendo adimensional, 11 la constante matematica,
D el coeficiente de difusion para KsFe(CN)sen cm?s™, n el nimero de electrones transferidos
en la reaccion de oxidacion — reduccién (para esta reaccion el Fe*® se reduce a Fe*?) siendo
el valor de n=1; v la velocidad de barrido, la cual se variara de 0.02 hasta 0.3 V s?, Fes la
constante de Faraday con un valor de 96 485.332 C mol?, R la constante de los gases con

valor de 8.314 J mol! K1y T es la temperatura en Kelvin.

Existe un inconveniente al utilizar la Ecuacion de Nicholson mostrada en la ecuacioén 4, se
desconocen los valores de la constante de velocidad de transferencia heterogénea de
electrones K° y también el pardmetro de transferencia de cargas W, de manera que se

plantea la siguiente ecuacion empirica para la obtencion de W:

_ —0.6288+ 0.0021X (5)
B 1-0.017X

Donde X es AEp siendo el potencial de la celda calculado mediante los datos obtenidos en
los ensayos voltamétricos usando la diferencia del potencial del pico anddico Epa y el

potencial del pico catédico Epc.

Es importante mencionar el objetivo de estos ensayos, que es obtener el area real o efectiva
y los parametros cinéticos W y K° de los electrodos serigrafiados afiadidos con
nanoparticulas; siendo el electrodo de carbono, el electrodo de nanotubos de carbono con

nanoparticulas de oro y el electrodo de grafeno con nanoparticulas de oro; por lo que no
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se inmovilizara enzima en estos electrodos, solamente es de interés encontrar los
pardmetros del electrodo limpio para usarlos como un valor de referencia a la hora de

plantear la comparacion de los electrodos.

El ensayo se realizar4 por medio de una celda electroquimica que contenga KCI 0.1 M
como electrolito soporte y KsFe(CN)s 1 mM el cual es el compuesto reducido. La técnica
electroanalitica a utilizar es la voltametria ciclica con el objetivo de obtener la corriente del
pico catddico y anddico, asi como el potencial del pico catédico y anddico variando su
velocidad de barrido o scan rate para obtener la tendencia lineal.

1/v1/2

0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
-0.62945

-0.6295

-0.62955

-0.6296 y =-0.001x - 0.6293

R? =0.9949
-0.62965

3  -0.6297
-0.62975
-0.6298
-0.62985
-0.6299

Figura 3.3.1 Ejemplo de una gréafica que relaciona el pardmetro de transferencia de cargas Wy la

raiz cuadrada del inverso de la velocidad de barrido

Como se muestra en la figura 3.3.1, existe una tendencia lineal que relaciona el parametro

de transferencia de cargas W obtenido a partir de la ecuacion 5 y la velocidad de barrido
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usada durante el ensayo voltamétrico; para cada uno de estos electrodos es necesario

determinar estos parametros.

3.4 Determinacion amperométrica de dopamina utilizando electrodos
enzimaticos serigrafiados

Utilizando las dos optimizaciones realizadas en el apartado 3.1 y 3.2, se disefian los
electrodos serigrafiados con la inmovilizacién y los parametros 6ptimos obtenidos; asi se
plantea la determinacion de dopamina utilizando cada uno de los 3 electrodos serigrafiados:
carbono, nanotubos de carbono con nanoparticulas de oro y grafeno con nanoparticulas de

oro.

Se utiliz6 técnica amperométrica para la determinar mediante los amperogramas la
sensibilidad correspondiente al cambio de corriente debido a la formacion de orto —
quinonas por la agregacion de alicuotas de dopamina de 0.05 milimoles, 30 pL. La

determinacion lleva agitaciéon de la solucién de buffer PBS con un volumen de 15 mL.

Se realizaron ensayos de 3 electrodos por cuestiones de tiempo, debido a que desde el
momento de inmovilizar a analizar por amperometria se llevan 5 horas, mas el tiempo
invertido en la amperometria tiende a extenderse; por consecuente se optd por inmovilizar
la enzima en un juego de los electrodos (uno de cada tipo) a la vez, para después realizar

la determinacion amperomeétrica.
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Figura 3.4.1 Electrodos serigrafiados con enzima inmovilizada, de izquierda a derecha: Carbono,

Grafeno con Nanoparticulas de oro, Nanotubos de Carbono con Nanoparticulas de oro.

3.5 Andlisis estadistico de los resultados
Al contar con todos los datos experimentales, se plantea obtener tres parametros a partir

de analisis estadisticos:

LOD (Limite de deteccion) que es la concentracion mas pequefa que se puede determinar
con un nivel de confianza k. En el caso de las determinaciones a usarse en esta
investigacion, la mayoria utiliza curvas de calibracion y asi podemos definir que el limite de
deteccion como la concentraciéon de dopamina que produce una respuesta de corriente

mayor que la desviacion estandar del blanco; se describe con la siguiente ecuacion:
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kab (6)
LOD = —
m

Donde m es la sensibilidad de la calibracion o la pendiente de la recta, k es el factor de

confianza, se utilizara un valor de 3 para k correspondiente a un valor de 98.3% de

confianza, mientras que ob es la desviacion estandar del blanco.

Para el rango lineal o intervalo dinamico lineal de este tipo de determinaciones lo
definiremos como el intervalo de concentracién en el que se puede realizar la determinacién
con una curva de calibracion. Usualmente el punto inferior del rango suele ser el limite de
deteccién, mientras que el superior es el valor que se desvia de su comportamiento lineal
con un cierto grado antes considerado. Se realizara mediante la curva de calibracion,
tomando solo un nivel de confianza de 5% referente a todo aquel valor puntual que se retire

del 5% de la linealidad sera considerado no apto.
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Capitulo 4. Resultados y Discusion

4.1 Coeficiente de difusion y actividad enziméatica

La experimentacion se llevo a cabo planteando los pardmetros descritos en el apartado 3.1;
cada vez que se realizaba un experimento se aseguraba que el electrodo de grafito tuviera
una superficie limpia puliendo esta con una fresadora y papel de lijja. Cada vez que se
depositaba el medio de inmovilizacion PVA — AWP con enzima tirosinasa, se debe cuidar
la forma final del polimero sobre el electrodo para asegurar la méaxima reproducibilidad del
espesor de la capa de inmovilizacion. Para afiadir a la superficie la solucion de PVA — AWP
con tirosinasa, se coloca la micropipeta totalmente vertical para depositar la gota, si existe
una burbuja se repite la preparacion de este; de manera que se esparce con la puntilla de
la micropipeta la gota para homogenizar la distribucién del medio sobre la superficie. Se
realizaron 9 disefios para la inmovilizacion de la enzima, los cuales solamente varia el

tiempo de exposicion y la concentracion del polimero.

Se planted el disefio de experimentos alterando las condiciones de concentracion y de
tiempo de polimerizacién, usando los 9 disefios para calcular los picos anddicos con
voltametria ciclica. Los célculos se realizaron con la ecuacion de Randles — Sevcik
utilizando una hoja de célculo en Excel ®, variando la velocidad de barrido y obteniendo los
picos, a estos datos se les realiz6 un tratamiento para obtener los promedios de las
determinaciones del coeficiente de difusion, teniendo un margen mayor a la hora de analizar

los datos experimentales.
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Figura 4.1.1 Voltamograma del disefio 6 (60 minutos, 3.0% v/v) en donde se aprecia la obtencion

de los picos.

Para el célculo de la actividad enzimatica se necesita realizar el estudio cinético con un
espectrofotdmetro que medira la absorbancia a lo largo del ensayo. Al obtener la grafica de
tiempo vs absorbancia, se logra apreciar que al momento de afiadir la alicuota de dopamina

se crea un comportamiento lineal en esta relacion.

En 30 minutos se toman alrededor de 360 mediciones de absorbancia, cada 0.083 minutos
se realiza una medicion. Como solo nos interesa la parte lineal de la absorbancia se
tomaran los valores de 15 minutos a 25 minutos para todos los experimentos y a partir de

la pendiente de la recta obtendremos la actividad enzimatica.
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Figura 4.1.2 Estudio cinético del disefio 1 (15 minutos de polimerizacién con concentracién de

1.5% (v/v) donde se observa el comportamiento de la curva de absorbancia vs tiempo.

Se mostraran las rectas de todos los 9 experimentos para definir lo que se considerara

como lineal al momento de analizar las pendientes de las gréficas y con ello el andlisis de

la actividad enzimatica.
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Para obtener la actividad enzimatica se usa la ecuacion 7 para definir actividad, pero ahora

se define como:

A4 0,001 (7)
At 1min

Los resultados obtenidos se mostraran en la Tabla 4.1.1, de acuerdo a lo obtenido en la
experimentacion, todos los datos se trataron en una hoja de cdlculo para realizar
operaciones aritméticas y algebraicas de una manera sencilla, obteniendo la siguiente

informacion:
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Tabla 4.1.1 Concentrado de resultados obtenidos en la experimentacién para optimizar el disefio

de la inmovilizacion.

Numero de Tiempo de Concentracién del  Coeficiente de Actividad
disefio polimerizacién Prepolimero Difusion D enzimatica E
(min) (% viv) (x10%cm?s™) (V)
1 15 1.5% 8.61 29.88
2 30 1.5% 5.557 20.1
3 60 1.5% 3.405 26.16
4 15 3.0% 2.223 5.63
5 30 3.0% 1.451 4.70
6 60 3.0% 1.29 2.78
7 15 6.0% 0.554 1.89
8 30 6.0% 0.542 1.79
9 60 6.0% 0.389 1.128

Se aprecia la relacion existente entre D y E, mientras una es mayor otra también lo es; es

necesario observar este comportamiento para inferir las siguientes conclusiones:

No es igual de representativa la variable tiempo de polimerizacién respecto a la
concentracion del prepolimero, se puede apreciar con los datos de la tabla que los
valores son muy similares en los bloques de 3. En los datos de actividad se aprecia
que los cambios de 15 minutos a 30 minutos son muy pocos, caso contrario cuando
se avanza a 60 minutos muestra que es significativo.

Se necesita utilizar un método para optimizar las variables y decidir que disefio se

utilizara para los electrodos serigrafiados.
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Al obtener los valores se concluye que la difusion debe maximizarse para facilitar el paso
del analito a través de la membrana, mientras que la absorbancia debe ser minima,

haciendo del método un medio éptimo para evitar la lixiviacion de enzima.

Se utilizar4 un acercamiento heuristico tomando en cuenta la relacién difusion sobre la
totalidad de la difusién mas la actividad enzimética, siendo el porcentaje correspondiente a
la difusion [82]; se busca maximizar esta expresion. Esta relacion se presenta en funcion al
coeficiente de difusion debido a que es mas significativo este parametro que la actividad

enzimatica del lixiviado. Se trataron los datos mediante Excel® y se obtuvo lo siguiente:
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Tabla 4.1.2 Concentrado de resultados obtenidos y normalizados para obtener el disefio

optimizado.

Numero  Coeficiente de Actividad Normalizacién Normalizacién Relacion con

de Difusion enzimatica E de D de E respecto aD
disefio Dx10%(cm?s) (V)

1 8.61 29.88 1 1 0.5

2 5.557 20.1 0.64 0.97 0.39

3 3.405 26.16 0.39 0.87 0.31

4 2.223 5.63 0.25 0.18 0.57

5 1.451 4.70 0.16 0.15 0.51

6 1.29 2.78 0.14 0.09 0.61

7 0.554 1.89 0.06 0.06 0.50

8 0.542 1.79 0.06 0.05 0.51

9 0.389 1.128 0.04 0.03 0.54

El disefio 6 es el que presenta un maximo en la relacion con respecto al coeficiente de
difusién, por lo que se tomard como el disefio 6ptimo de inmovilizacién para la

determinacion de dopamina en los siguientes ensayos.

4.2 pH 6ptimo y temperatura 6ptima

Se utilizé6 para las determinaciones un electrodo de grafito utilizando el método de
inmovilizacibn que mostrd Optimas condiciones. El disefio experimental consistié en 5
valores de temperatura (20, 25, 30, 35y 40) y pH (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0). Se mantuvo la
temperatura de operacion con una parrilla eléctrica durante el ensayo amperométrico y el
pH se modificé con soluciones buffer PBS 0.1 M para cada valor. Durante la determinaciéon

se agregan alicuotas de 20 pL de dopamina con concentracion de 50 puM cada 200
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segundos. En la microcelda se afiaden 10 mL de soluciéon buffer correspondiente al
experimento; no se afiadira dopamina hasta que pase 30 segundos al inicio del
experimento; es necesario que exista una tendencia estable al inicio de las mediciones para
observar, cuando al momento de afiadir dopamina, el cambio de la corriente con respecto
a esa cantidad de sustrato. Se debe mantener la temperatura de operacion a lo largo del

experimento.

Es importante definir el objetivo de los ensayos; estos son para obtener la relacion corriente
— concentracion de las gréficas. Estos datos se tratan con el método de escalamiento, que
es realizar una medicion de cada aumento de la corriente correspondiendo la cantidad de
moles presentes en la solucién, tiene una tendencia lineal y se realiza una segunda grafica
gue nos muestra este comportamiento. La pendiente de la grafica resultante del
escalamiento se le llamara coeficiente de sensibilidad, definiéndolo como la sensibilidad
gue presenta la enzima al reaccionar con el sustrato presentando condiciones especificas

de pH y temperatura en la microcelda.

pH 6.5
20°C
5
pH 6.0
<4
=2
[} 3 pH 7.0
[
Qo
5} H7.5
S, p
pH 8.0
1
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Dopamina (mM L)

Figura 4.2.1 Curvas de pH para los ensayos a 20°C
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Corriente, (LA)

Corriente, (nA)

10

10

25°C

pH 6.5

pH 6.0

pH 7.0

pH 7.5

/ pH 8.0

0.1 0.2 0.3 0.4

30°C

Dopamina (mM L1)

Figura 4.2.2 Curvas de pH para los ensayos a 25°C

///

0.1

0.2 0.3 0.4 0.5
Dopamina (mM L-1)

Figura 4.2.3 Curvas de pH para los ensayos a 30°C
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35°C pH 6.5
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Figura 4.2.4 Curvas de pH para los ensayos a 35°C
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Figura 4.2.5 Curvas de pH para los ensayos a 40°C
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Las curvas anteriores son construidas a partir del método de escalamiento descrito en este

capitulo; en el amperograma se tiene los pasos de cada momento en el que se agregé una

alicuota de dopamina, estos escalones nos dan la relacion lineal descritas por las gréaficas.

6.00E-04
5.50E-04
5.00E-04
4.50E-04
4.00E-04
3.50E-04
3.00E-04
2.50E-04
2.00E-04
1.50E-04

Corriente (A)

200

400

600 800

Tiempo (s)

1000

1200 1400 1600

Figura 4.2.6 Amperograma correspondiente a una temperatura de 25°C y pH 7.5

La pendiente de todas las curvas a distintas temperaturas sera el coeficiente de sensibilidad

K, el cual concentraremos en la Tabla 4.2.1.

Tabla 4.2.1 Concentrado de los resultados del coeficiente de sensibilidad K

Temperatura (°C)

pH 20 25 30 35 40
6 10.258 12.627 14.034 8.3765 6.5622
6.5 12.591 18.788 18.138 14.364 11.143
7 7.0167 7.4332 7.8596 3.2667 2.0667
7.5 5.2718 4.4941 3.8034 2.1843 1.338
8 3.2621 2.8891 2.0347 1.184 1.2019
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Figura 4.2.7 Curvas de Sensibilidad vs Temperatura al fijar el pH

Al observar los resultados se aprecia que el valor mas alto esta en el experimento que se
realizé con pH de 6.5 y una temperatura de 25°C, sin embargo, se necesita saber con
certeza si las condiciones no presentan variabilidad al momento de que existen cambios
ligeros de temperatura. Al ser una funcion de dos variables presenta un comportamiento
diferente, por lo que no se puede asumir un comportamiento lineal. Se opt6 por utilizar un
método numérico para optimizar y calcular de manera computarizada los valores reales que
presentan un maximo en la funcién, siendo este maximo el punto en donde la enzima tiene
una actividad maxima, porque se presenta mas sensibilidad a la dopamina en estas

condiciones de pH y temperatura.

El tratamiento de los datos se realiz6 en MATLAB® usando los resultados descritos en la
Tabla 4.2.1. Como se menciond, no se puede realizar una regresion lineal por minimos

cuadrados, pero si una regresion polinomial multivariable. Se utiliz6 una regresion
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polinomial de orden cubico de acuerdo a la R? obtenida de cada grado, resultando en
0.8924. La funcién obtenida se le llamara ecuacion de sobrevivencia, se puede graficar

para obtener la superficie donde se relacionan las 3 variables.

K(pH,T) = —1608 + 510.39pH + 43.31T — 61.11pH? — 4.598pH * T — 0.9506T%  (8)
+ 2.35pH3 + 0.3047pH% * T + 0.006112pH * TZ + 0.009944T3

Figura 4.2.8 Superficie graficada de la funcién K (pH, T)

Se trataron los datos experimentales con MATLAB® para maximizar mediante algoritmos
genéticos, que es un método que utiliza algoritmos complejos basados en la seleccién
natural de las especies [83]; de esta manera converge y da como resultado el valor puntual
de (6.64, 23.302), lo que nos da una confianza para utilizar los valores de pH de 6.5y 25°C

de temperatura.

Este andlisis cumplié con el objetivo de optimizar los parametros 6ptimos en la celda

electroquimica que lleva a cabo la reaccion enzimatica tirosinasa — dopamina, siendo
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importante para conocer los valores en donde la actividad enzimatica es méaxima. Al
completar la optimizacién de la funcién de sobrevivencia, con una R? de 0.8924 nos da una
confianza para realizar ensayos electroquimicos con estos valores de pH y Temperatura,
asi, las determinaciones de dopamina mediante biosensores tienen sus parametros
Optimos y se puede continuar con los analisis selectivos para la determinacién de

dopamina.

4.3 Constante de velocidad de transferencia heterogénea de electrones y
areareal del electrodo

Otro parametro discutido con anterioridad es el coeficiente de transferencia de cargas; se
experimenté con los electrodos serigrafiados de carbono, nanotubos de carbono con

nanoparticulas de oro y grafeno con nanoparticulas de oro sin enzima inmovilizada, debido

a que el parametro cinético es propio del electrodo y su composicion fisicoquimica.

Se usaron las velocidades de barrido de 0.02, 0.03, 0.05, 0.1, 0.2y 0.3 V s teniendo como
objetivo encontrar los valores del pico anddico, pico catddico, potencial del pico anddico y

potencial del pico catédico.
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Tabla 4.3.1 Resultados concentrados de los ensayos con el electrodo de Carbono.

Scan Rate
(Vs?) lpe lpa Epc Epa
0.02 7.938 x10°® -7.027 x10° 0.067 0.202
0.03 9.38 x10° -8.772 x10° 0.063 0.210
0.05 1.140 x10° -9.925 x10° 0.052 0.220
0.1 1.35 x10° -1.311 x10° 0.045 0.227
0.2 1.613 x10° -1.325 x10° 0.011 0.260
0.3 2.451 x10° -2.124 x10° 0.009 0.2813

con nanopatrticulas de oro.

Tabla 4.3.2 Resultados concentrados de los ensayos con el electrodo de Nanotubos de carbono

Scan Rate
(Vs? loc lpa Epc Epa
0.02 1.438 x10° -1.327 x10° 0.070 0.179
0.03 1.748 x10° -1.681 x10° 0.069 0.185
0.05 2.211 x10° -2.116 x10° 0.064 0.191
0.1 2.535 x10°® -2.282 x10° 0.031 0.187
0.2 3.548 x10° -3.583 x10° 0.041 0.220
0.3 4.024 x10° -4.113 x10° 0.033 0.228

Pagina 68|91



Capitulo 4. Resultados y Discusion

Tabla 4.3.3 Resultados concentrados de los ensayos con el electrodo de Grafeno con

nanoparticulas de oro.

Scan Rate
(Vs? lpc lpa Epc Epa
0.02 1.585 x10° -1.477 x10° 0.080 0.159
0.03 1.956 x10° -1.879 x10° 0.087 0.170
0.05 2.452 x10° -2.421 x10° 0.088 0.177
0.1 2.929 x10°® -2.859 x10° 0.059 0.161
0.2 4,219 x10° -4.545 x10° 0.076 0.189
0.3 4.987 x10° -5.486 x10° 0.071 0.197

Con los datos obtenidos durante los ensayos voltamétricos se puede calcular el area real
del electrodo mediante la ecuacion de Randles — Sevcik usando el potencial del pico y
también la constante de transferencia heterogénea de electrones. Se utilizé Excel® para el
tratamiento de los resultados, creando una grafica de V vs Ip (velocidad de barrido contra
potencial del pico) de tendencia lineal, la pendiente de esta curva permite obtener el area

real.
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Tabla 4.3.4 Resultados de los calculos para la obtencion del area real y la constante de velocidad

de transferencia heterogénea de electrones k°

Constante de velocidad de

Electrodo Area real R? transferencia heterogénea de R?
serigrafiado (mm?) electrones k° (cm s™)
Carbono 7.25 0.986 3.665x102 0.995

Nanotubos de
carbono con
nanoparticulas 14.1 0.988 5.594 x10-3 0.992
de oro

Grafeno con
nanoparticulas 16.2 0.9943 14.91 x103 0.998
de oro

Mediante el tratamiento de los datos se puede apreciar que nos da una confianza
estadistica por medio de un coeficiente de correlacion alto, para los casos del area nos
arroj6 una R? arriba de 0.98 mientras para la constante de transferencia heterogénea de
electrones k° las R? son arriba de 0.99, siendo estos valores aproximados a los que reporta

la literatura [79].

Con estos valores se confirma que las maodificaciones hechas afiadiendo nanoparticulas de
oro en la superficie de los electrodos serigrafiados influye significativamente en su
intercambio de electrones, asi como en su sensibilidad; de modo que solamente con estos
parametros se puede suponer que el electrodo de grafeno con nanopatrticulas de oro realiza

mayor intercambio de electrones que el electrodo de carbono y de nanotubos de carbono.
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Estas modificaciones provocan que exista mejor actividad electrocatalitica y una mayor

superficie de contacto mostrado en las determinaciones con un buen nivel de confianza.

4.4 Determinacion de dopamina

Al obtener todas las optimizaciones, tanto de la inmovilizacién como de las condiciones de
la celda electroquimica, se determiné mediante amperometria la sensibilidad que presenta
cada electrodo serigrafiado con enzima inmovilizada a la presencia de dopamina; con
sensibilidad se refiere a la razén del cambio de la corriente con respecto a la concentracion

de dopamina afiadida cada alicuota, similar a lo que se realizé en el apartado 4.2.

1.20E-05
1.10E-05
1.00E-05
9.00E-06
8.00E-06
7.00E-06

6.00E-06

Corriente (A)

5.00E-06 NT
4.00E-06 GPH
3.00E-06
2.00E-06
1.00E-06

0.00E+00
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tiempo (s)

Figura 4.4.1 Andlisis amperométrico de los tres electrodos serigrafiados siendo: C de carbono,
CNT de nanotubos de carbono con nanoparticulas de oro y GPH de grafeno con nanoparticulas de

oro.
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De acuerdo a la figura 4.4.1 se puede observar que el electrodo de grafeno tiene una mayor
sensibilidad a los cambios de concentracion en la solucién de la celda electroquimica, sin

embargo, es necesario realizar un analisis de sensibilidad para corroborar esta hipétesis.

1.20E-05

1.00E-05

8.00E-06

6.00E-06 ——C

Corriente (A)

CNT
GPH

4.00E-06

2.00E-06

0.00E+00
0 100 200 300 400

Alicuota (umoles)

Figura 4.4.2 Curvas de calibracién de los tres electrodos serigrafiados siendo: C de carbono, CNT

de nanotubos de carbono con nanoparticulas de oro y GPH de grafeno con nanoparticulas de oro.
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El andlisis se realizar4 con el mismo método que se utilizé para la optimizacion del pH y
temperatura, usando el escalamiento de la relacién lineal entre corriente — concentracion,
utilizando la region lineal de las curvas de calibracion, la pendiente obtenida serd nuestro

coeficiente de sensibilidad.

Para realizar el andlisis numérico se realizé la regresion mediante MATLAB®, usando una

regresion de primer orden.
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Figura 4.4.3 Ajuste de las curvas de calibracion para obtener la sensibilidad de cada uno de los

electrodos.
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A base de la figura 4.4.3 se obtienen las respectivas pendientes que muestran la

sensibilidad de los electrodos.

Tabla 4.4.1 Ajuste de las curvas de calibracién para obtener la sensibilidad de cada uno de los

electrodos.

Sensibilidad (WA L

Electrodo serigrafiado cm2 mmol?) R?

Carbono 9.83 0.9853

Nanotubos de carbono con

nanoparticulas de oro 19.04 0.9872

Grafeno con nanoparticulas de

oro 38.61 0.989

Como lo muestra la tabla 4.4.1, se corrobora mediante el coeficiente de sensibilidad que el
electrodo de grafeno con nanoparticulas de oro es el mas sensible a los cambios de
concentracion de dopamina debido a la reaccién electroquimica que ocurre en la
microcelda; siguiendo el electrodo de nanotubos de carbono con nanoparticulas de oro y al

final el de carbono.
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4.5 Limite de deteccion e intervalo dinamico lineal

Se realizaron los célculos de estos valores mediante herramientas estadisticas de Excel ®,
primeramente, determinando la desviacion estandar del blanco para después aplicar la
formula mencionada en el apartado 3.5 con el objetivo de la obtencion del limite de
deteccién; que menciona el valor mas pequefio que se puede detectar con ese electrodo

por medio de amperometria.
Los valores obtenidos se concentraran en la tabla 4.5.1.

Tabla 4.5.1. Intervalo dinamico lineal y limite de deteccion para cada uno de los electrodos

serigrafiados
Intervalo dinamico LOD
Electrodo lineal (umol L) R? (umol L)
serigrafiado
Carbono 0.5-400 0.9901 0.5
Nanotubos de
carbono con 0.35-300 0.9909 0.35
nanoparticulas de oro
Grafeno con
nanoparticulas de oro 0.25- 150 0.992 0.25
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Conclusiones

Los resultados obtenidos mediante los electrodos serigrafiados con la enzima tirosinasa
inmovilizada mediante PVA — AWP para la determinacion de dopamina fueron favorables,
mostrado mediante diversos parametros como el coeficiente de transferencia heterogénea
de electrones, el area real efectiva de los electrodos serigrafiados y la sensibilidad que
presentan los electrodos modificados. Se les atribuyen estas ventajas a las modificaciones
presentadas en la superficie de cada uno, claramente el aumento del area influye en la
actividad electrocatalitica y sus propiedades, siendo un método que muestra una
sensibilidad apreciable con una gran aplicacién; mostrando un limite de deteccion de 0.5
umol L* para el electrodo de carbono, 0.35 pumol L para el de nanotubos de carbono con

nanoparticulas de oro y de 0.25 umol L para el de grafeno con nanoparticulas de oro.

Se cumplié con el objetivo de desarrollar un método de inmovilizacion de la enzima
mediante el medio PVA — AWP sobre los electrodos serigrafiados modificados con
nanoparticulas para utilizacion en biosensores; aplicandolo en la determinacion de
dopamina. Al obtener el pH 6ptimo y la temperatura 6ptima se proponen las condiciones
Optimas para las determinaciones de dopamina con tirosinasa inmovilizada en la superficie

de los electrodos.

La hipétesis de investigacion planteada se cumple, haciendo de este método una
innovacion a las determinaciones convencionales de compuestos fenélicos; resultando en

una determinacion practica, sencilla, de bajo costo y con equipo sencillo.
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Recomendaciones

Como recomendacion queda realizar la determinacion del espesor de la capa de
inmovilizado; es un factor que influye en el coeficiente de difusidn, siendo un obstaculo para
la difusion libre mientras mas espesor tenga. Existen diversos métodos para la
determinacion de la medida del espesor, siendo uno sencillo sumergir el electrodo en un
aceite mineral para realizar un contraste 6ptico, se utilizan imagenes digitales donde se
estima el espesor de la capa utilizando el diametro del cuerpo del electrodo, en el caso de

los electrodos utilizados aqui, al espesor de la capa de plastico como referencia.

Figura 5.1 Vista lateral de un electrodo con una capa de quitosano como medio de inmovilizacion,

su espesor es de 125 micrémetros.

El analisis no se pudo realizar debido a la falta del equipo para la toma de la imagen digital,
sin embargo, queda presente para investigaciones futuras y un mejor acercamiento a la

optimizacion de la inmovilizacion.

Un ensayo sugerente para futuras investigaciones para la determinacién de dopamina es
realizarlo en presencia de acido ascorbico y acido urico; observando como la interferencia
disminuye por utilizar un método selectivo al usar un biosensor para sustituir al ensayo

electroquimico convencional.
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PVA-AWP/tyrosinase functionalized screen-printed
electrodes for dopamine determinationt

Ciibe this: Anal Mathook, 2006, B, 5157
M. Stoytcheva ™ R. Ziatev,” F. F. Gonzalez Mavarro,” Z. Velkova,”™ V. Gochev,”
G. Monters,” A. G. Ayala Bautista” and L. Toscano-Palomar®

The dewelopment of highly sensithe amperometric biogensors for dopamine determination using
commercially avalable SPEs in combination with the PVA-AWP photopolymer as the erzyme
immobilization matrx 5 described in this work. This research focuses on [ the optimization of the
conditions for SPE biofunctionalzation by tyrosinase entrapment in PVA-AWP and of the waorking
conditions for dopamine determination by mathematical model application, and (il the evaluation of the
analytical performances of the PVA-AW P/ tyrosinase functionglized SPEs. Dopamine determination under
optimum conditions for electrode bicfunctionalization [PVA-AWP 3K, 60 min UV light exposure] and
under optimum working conditions [pH 6.5, 25 °C) was performed in the dynamic concentration range
of 0.89-500 pmol L7, 02—400 pmal L% and 0.03-150 pmal L%, using respectively C SPE. MWCNT-
GMP/C SPE, and graphens-GNPC SPE. The LOD was found to be 300 nmol L, 60 nmal L%, and a=s
low a5 10 nmol L™, comespandingly. The excellent analytical performances of the graphene GNP C SPE
and MWCNT-GNP C SPE were associsted with their large active area (19.72 mm® and 153 mm®) and
enhanced electrocatalytic properties (I = A1 x 10~* cm s~ and 4.4 x 10~* cm 57*) compared with the
bare C SPE [12.47 mm® and & = 30 = 107° cm s~4 The developed biosensors were stable,
reproducible, and more sensitive than maost of the known biosensors for dopamine determination. They
were successfully applied for dopamine detarmination in injections. Taking into consideration the fact
that the selected enzyme immobilzation approach using 3 water-soluble photopoymer opens the
possibility of SPE bisfunctionalization by photolithography, the developed biosensors are promising for
fast, simple, sensitive, selective, and cost effective analysis of dopamine.
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disorders such as Parkinson's disease and drug addiction.*
Furthermore, dopamine activity alteration implicates schizo-

Introduction

Dopamine [DA) is a naturally occurring chemical substance
synthesized by some plants, multicellular animals, and human
beings. Its IUPAC name, 4-[2-aminoethyl)benzene-1,2-diol,
derived from its chemieal strueture, demonstrates that it could
be classified as a catecholamine, but also as a substituted
phenethylamine. Like other members of these groups of
compounds, dopamine acts as a neurotransmitter and could be
used as a psychoactive drog. It is typically involved in the motor
control, the reward-motivated behaviour, and the related
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phrenia and attention deficit hyperactivity disorder.* Dopamine
is also responsible for the cardiovasoular, renal, and hormonal
regulation and it is used in the treatment of severe low blood
pressure, slow heart rate, cardiac arrest, and renal failure?
Thus, the dinical and therapeutic importance of dopamine
motivated the development of a number of analytical methods
for its determination, with prevalence of electrochemical
methods over chromatographic [HPLC and GC), electropho-
retic, and fluorometric methods* The attraction of electro-
chemical methods resides in the facts that they are more rapid
and less expensie compared to the other techniques
mentioned above. Additionally, they could be applied forin situ
and in vive real-time measurements.' Owing to its electro-
activity, DA could be directly detected by registering its oxida-
tion current. Mevertheless, the determination suffers from
& lack of selectivity in the presence, primarily, of ascorbic and/or
uric acid. On the other hand, DA could be quantified without
such interferences by using electrochemical biosensors, as DA
is an enzyme (rosinase or laccase) substrate. The dopamine
o-quinone obtained, as a product of the enzyme catalyzed DA
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