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GCE: Electrodo de carbon vitreo

CV: Voltamperometria ciclica

DPV: Voltamperometria diferencial de pulso

EC: NUmero de la comision de enzimas

RSD%: Desviacion estandar relativa en porcentaje
H>ARS: Rojo de alizarina S

HsDA™: Dopamina

HDAQ*: Dopaminoquinona

H3LDAC": Leucodopaminocromo

HDAC": Dopaminocromo

HsDHI*: 5,6-dihidroxiindol

HIQ™: 5,6-indolquinona

SCE: Electrodo de referencia de calomel saturado
TB: Tributirina

EDS: Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
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Capitulo I: Introduccion

En la actualidad existe la creciente necesidad de contar con nuevas metodologias analiticas,
que sean simples, robustas, econdmicas y faciles de implementar, que sirvan como
alternativas para la cuantificacion de diversas especies de interés. Para cumplir con esta tarea
los sensores y biosensores electroquimicos surgen como una atractiva alternativa, que
requiere tiempos cortos de analisis.

Para el disefio y funcionamiento de algunos de los sensores y biosensores electroquimicos
que se han desarrollado a lo largo de los afos, el cambio de pH se ha empleado como
principio de transduccion. En este caso, dicho cambio se asocia a una reaccion o evento de
reconocimiento en el cual la especie de interés o analito esta relacionado con un equilibrio
acido-base.

Por otro lado, el pH se ha convertido en uno de los parametros quimicos mas importantes en
cualquier entorno quimico, razén por la cual se han desarrollado diversas metodologias para
su medicidn. En los Gltimos afios los sensores voltamperométricos de pH han surgido como
una alternativa ya que no requieren calibracion, son asequibles, faciles de construir y tienen
un buen desempefio en la medicién de este parametro.

En el presente trabajo se presenta el disefio de una plataforma voltamperométrica de pH,
basada en un electrodo de carbon vitreo con Nafion y polidopamina, como plataforma para
el desarrollo de nuevos sensores electroquimicos para la cuantificacion de triglicéridos y
glucosa.
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Para llevar a cabo la cuantificacion de diversas especies de interés se cuenta con gran
variedad de métodos analiticos como los cromatogréficos, Opticos y espectroscdpicos; los
cuales son de elevado costo, requieren de personal capacitado para su manejo y de un largo
tiempo de anélisis. Entre estos, los sensores electroquimicos destacan como una alternativa
por su simplicidad, bajo costo y requerir tiempos cortos de anélisis (Baranwal et al. 2022;
Vivaldi et al. 2021; Kimmel et al. 2012).

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define a un sensor quimico
como “un dispositivo que convierte datos quimicos, que van desde la concentracion de un
solo componente de la muestra hasta el analisis completo de la composicion, en una sefial
utilizable analiticamente”. Un sensor estd constituido principalmente por dos partes
esenciales: un receptor y un transductor. El receptor interactta con el analito y convierte al
evento de reconocimiento en una sefial de salida, mientras que el transductor convierte la
sefial creada por el receptor en un valor til. Si el receptor es de origen bioldgico (por
ejemplo, enzimas) el dispositivo se denomina como biosensor (Baranwal et al. 2022).

Un sensor electroquimico es un dispositivo que detecta cuantitativamente una especie
quimica a partir de sus propiedades electroquimicas (6xido-reduccidon), donde la informacién
analitica es proveida por una sefial eléctrica producida por la interaccion de la especie de
interés con la de reconocimiento (Miyake 2003; Baranwal et al. 2022).

Uno de los analitos de mayor interés es el pH ya que controla las caracteristicas y
comportamiento de sustancias quimicas, la solubilidad de muchas moléculas y biomoléculas,
la actividad enzimatica y los equilibrios quimicos en organismos vivos (Yuging et al. 2005;
Khan et al. 2017; Ghoneim et al. 2019; Vivaldi et al. 2020).

Debido a lo anteriormente planteado, en este capitulo se hablara acerca del concepto del pH
y los sensores quimicos reportados para su medicion, haciendo énfasis en los electroquimicos
y de estos, particularmente en los voltamperométricos; asi como del uso de sensores
electroquimicos de pH en general como transductores para el desarrollo de biosensores
electroquimicos.

2.1. pH

El pH fue definido por primera vez en 1909 por el bioquimico danés Soren Peer Lauritz
Sorensen, quien lo describié como el logaritmo negativo de la concentracion del ion
hidrégeno (molL™?) (Ec. 1) (Avolio et al. 2022; Chang y Goldsby 2013; Ghoneim et al. 2019;
De Levie 2014).

pH = —log,o[H] Ecuacion 1

Sin embargo, después de un siglo, se ha redefinido en términos de la actividad del ion H*, tal
como la IUPAC recomienda, como el logaritmo negativo de la actividad del ion H* (Ec. 2)
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(Avolio et al. 2022; Chang y Goldsby 2013; Ghoneim et al. 2019; De Levie 2014; Yuging et
al. 2005; Korostynska et al. 2007).

pH = —log,o(ay+) Ecuacion 2

El pH es uno de los pardmetros méas importantes en cualquier entorno quimico. En el caso de
reacciones que involucran H*, los mecanismos, la cinética y la termodinamica estan afectados
por el pH. Inclusive en reacciones donde el pH no esté directamente relacionado, este puede
afectar las propiedades del catalizador o de las sustancias que reaccionan (Michalak et al.
2015) y es til para controlar, optimizar y prevenir reacciones (Yuging et al. 2005). Por otra
parte, es Util para el diagndstico de diversas enfermedades y el manejo de algunas patologias.
El pH en sangre se puede usar para detectar el fallo de 6rganos y como un indicador en
pacientes que sufren desordenes acido-base. En saliva y orina se asocia con la placa
dentobacterial, la salud bucal, infecciones, fatiga renal y sindrome metabdlico (Vivaldi et. al.
2020). Ademas, también afecta los procesos medioambientales y bioldgicos: la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, la especiacion y absorcion de contaminantes como
los metales pesados, la aparicion y distribucidn de organismos vivos, la tasa de calcificacion
de los microorganismos que dependen de carbonato de calcio en los océanos, la expresion
genética en especies microbianas y los bioprocesos enzimaticos y metabdlicos (Vivaldi et.
al. 2020; Avolio et. al. 2022).

Debido a esto la medicion del pH es una de las practicas mas comunes y cruciales en los
diferentes campos cientificos, industriales y académicos (Péller y Schuhmann 2014; Galdino
et. al. 2015). Es aplicada en agricultura, medicina, bioquimica, bioprocesos, en la evaluacion
de la calidad del agua, en el tratamiento de aguas residuales, monitoreo ambiental,
contaminacion, quimica ambiental, en la industria alimentaria, farmacéutica, papel, plasticos,
semiconductores, nuclear, cemento, vidrio y textil (Yuging et. al. 2005; Lu y Compton,
2014a; Galdino et. al. 2015; Dai et. al. 2015; Khan et. al. 2017; Tham et. al. 2019; Vivaldi et.
al. 2020).

2.1.1. Medicion de pH

En la actualidad existen diferentes metodologias para la medicién del pH, se cuenta con
reactivos indicadores, tiras de pH, sensores Opticos, sensores masicos Yy Sensores
electroquimicos, todos estos se describen en la seccion 2.2 (Yuging et al. 2005; Korostynska
et al. 2007; Kimmel et al. 2012; Khan et al. 2017; Vivaldi et al. 2020). De entre todas estas
alternativas para la medicion de pH, el electrodo de pH de vidrio es el mas utilizado alrededor
del mundo, debido a su alta sensibilidad y selectividad, disponibilidad comercial, bajo costo
y respuesta rapida; sin embargo, presenta ciertos inconvenientes, como que su membrana es
fragil y puede degradarse con el tiempo por lo que requiere un manejo cuidadoso, lo que
complica su uso in situ. El dispositivo convencional esta compuesto por dos electrodos con
soluciones de llenado internas acuosas que dificultan su miniaturizacion y su uso en
posiciones que no sean verticales. Las soluciones mal amortiguadas o con baja concentracion
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de electrolitos sufren un largo tiempo de respuesta durante las mediciones de pH. Mas
importante aun, puede sufrir “errores alcalinos”, inestabilidad y deriva o fluctuacion de la
sefial. Debido a estos problemas requiere de una calibracion constante y que la membrana de
vidrio se almacene en solucién, lo que produce que estos electrodos sean poco précticos para
el analisis en campo (Lu y Compton 2014a; Tham et al. 2019; Rabboh y O’Neil 2020).

2.2. Sensores de pH

El primer sensor de pH fue desarrollado por Biilmann en 1921, el cual dependia de la pareja
redox quinona/hidroquinona para medir el pH en un intervalo de 1-8 con algunas
complicaciones: se limitaba a mediciones exactas del pH de no méas de 8, presentaba error
salino a fuerzas iénicas 1-2 M y producia una incertidumbre de 0.1 unidades de pH; ademas,
requeria la ausencia de agentes oxidantes o reductores que pudieran interferir con la fiabilidad
(Galster 1991; Tham et al. 2019).

El electrodo de Biilmann era el instrumento mas utilizado para la determinacion
electroquimica del pH en el laboratorio hasta la introduccion del electrodo de vidrio, el cual
se ha convertido en el sensor mas importante para el analisis del pH (Galster 1991).

El desarrollo del electrodo de vidrio comenzé en 1875, cuando Thomson se percato que el
vidrio es un electrolito solido a través del cual los iones metalicos alcalinos pueden conducir
corriente. Esto permitié a Max Cremer proponer que el vidrio podria servir como una barrera
semipermeable para cationes univalentes, y por primera vez, en 1906, emple6 la membrana
de vidrio para hacer determinaciones electroquimicas. El electrodo de Cremer tenia una
respuesta de 46-50 mV/pH para iones hidrogeno. Tres afios mas tarde, en 1909, Haber y
Klemensiewicz entendieron la importancia de la ecuacion de Nernst y emplearon el electrodo
de vidrio para el seguimiento de curvas de valoracidn y otros propositos; también se dieron
cuenta de la importancia de la hidratacién de la membrana. Finalmente, los electrodos de
vidrio completos se volvieron comercialmente disponibles hasta la década de 1930 (Galster
1991).

A continuacion, se describen algunos de los sensores que se han desarrollado para la
medicion del pH.

2.2.1 Indicadores de pH

Los métodos colorimétricos para determinar el pH fueron muy importantes en la época
anterior al electrodo de vidrio. Los reactivos indicadores de pH son acidos organicos cuyo
cambio de color es el resultado de un rearreglo de la molécula debido a un cambio en el pH.
Se usan en soluciones acuosas o alcohdlicas, en concentraciones 0.01 a 0.05%, donde solo
unas pocas gotas se afiaden a la solucion problema. Los indicadores universales se han
empleado para estimar el valor de pH de manera rapida, en un intervalo de aproximadamente
de 10 unidades de pH. Para esta tarea se requieren de un minimo de cinco indicadores como
azul de timol, amarillo de dimetilo, rojo de metilo, azul de bromotimol y fenolftaleina, los
cuales sirven para detectar el pH en un intervalo de 1 a 11. Sin embargo, no es facil distinguir
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la diversidad de colores de una medicion, lo que puede acarrear errores significativos
(Korostynska et al. 2007; Galster 1991).

2.2.2 Tiras de pH

Las tiras de pH son tiras de papel u otro material con indicadores, que en contacto con una
solucion a un determinado pH muestran un color particular correspondiente al pH de la
solucion. El pH se mide comparando el color obtenido con la escala de color proporcionada
por el fabricante. A pesar de ser un método simple, rapido, portable y que puede trabajar en
un amplio intervalo de pH, no es posible medir el valor del pH con precision; de hecho, se
espera un error de 0.5 unidades de pH, y en ocasiones se tienen errores mayores debido al
escaso contraste entre los colores, una alta concentracion de sales, la temperatura y la
presencia de sustancias organicas. Los indicadores pueden ser impregnados o inmovilizados
qguimicamente en papel o plastico para evitar su rapida disolucion, por lo que generalmente
son unidos covalentemente a la celulosa o copolimerizados con acrilamida o metacrilamida
(Yuging et al. 2005; Khan et al. 2017; Galster 1991).

Si bien los indicadores de pH y las tiras de pH son dispositivos que transforman el pH en una
sefial (cambio de color) que puede usarse, son como tal el receptor de un sensor, en el cual el
traductor es el propio observador pues detecta el cambio de color y decide con base en este.
Considerando el error en la medicion del pH que presentan estos dispositivos, existe la
posibilidad de tomar una decision incorrecta, ya que la solucion podria tener un pH diferente
al que marca el dispositivo.

2.2.3 Sensores opticos de pH

Se basan en especies acido-base con un pka especifico, con un coeficiente de absortividad
elevado y con absorcién y emision en el espectro visible. El indicador se inmoviliza en una
superficie transparente a la radiacion producida por una fuente. Esta radiacion se hace pasar
a través de una fibra conductora de luz hasta llegar al indicador, el cual absorbe e irradia luz
a la segunda fibra que lleva la sefial hasta el detector. La fibra dptica es flexible y puede
modificarse facilmente. El intervalo de pH en el que trabajan los sensores Gpticos se ubica
entre 0 y 10.5. Este tipo de sensores presentan una respuesta rapida, bajo costo, capacidad
para medir continuamente, no requieren condiciones especiales de almacenamiento y pueden
detectar variaciones de pH de hasta 0.01 unidades. Sin embargo, tienen poca estabilidad a
largo plazo, debido a la degradacion del indicador y dependen significativamente de la
temperatura (Khan et al. 2017; Galster 1991; Kimmel et al. 2012; Vivaldi et al. 2021).

2.2.4 Sensores masicos de pH

Los sensores masicos de pH se basan en un cambio reversible de masa, el cual puede
detectarse mediante la frecuencia de resonancia o una deformacion en la superficie del
sensor. Entre los sensores masicos para la medicion del pH se encuentran los cantiléver y los
magnetoelasticos. Los cantilévers se basan en materiales con propiedades piezo-resistivas
que se unen al cantiléver. El pH se detecta por la deformacién del cantiléver (expansion o

contraccion) que se produce por el cambio de pH. Poseen una elevada sensibilidad, bajo
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costo, respuesta rapida y requieren de poco volumen de muestra, sin embargo, la deformacién
puede ser de nandmetros, por lo que se requiere de un equipo especializado para su deteccion.

Los sensores magnetoelasticos se basan en la interconversion de energia magnéticay elastica.
Un campo eléctrico se aplica a una bobina, la cual induce un campo magnético que, a su vez,
hace vibrar un material sensible al pH a una determinada frecuencia. Asi, el cambio de pH
produce un cambio de masa en el material sensible al pH, lo cual produce un cambio en la
frecuencia de vibracion del material que se detecta en una bobina captadora. De esta manera,
el cambio de pH se detecta al relacionarlo con la frecuencia de vibracién. Si la masa aumenta
la frecuencia disminuye y viceversa. Es un método relativamente econémico pero la
frecuencia de vibracién puede verse afectada por la temperatura, lo que afecta su fiabilidad
(Khan et al. 2017).

Bashir y colaboradores desarrollaron un microsensor masico de pH de tipo cantiléver. El
sensor estd formado por un microcantiléver de silicio modificado con un hidrogel
copolimerizado a partir de poli(acido metacrilico) y dimetacrilato de poli(etilenglicol). El
cantiléver se sujeta en uno de sus extremos, a una determinada altura, a una base de silicio,
de tal forma que el otro extremo se encuentra libre a una determinada altura respecto de la
base. Entonces, el cambio de pH produce una deformacion del hidrogel, de tal manera que el
extremo libre se aproxima a la base de silicio. Para medir el pH se relaciona la distancia que
se ha desviado el extremo libre del cantiléver, respecto de su posicion inicial. EI dispositivo
posee un intervalo lineal de pH de 5.9 a 6.5 con una sensibilidad de 18.3 um/pH. La
desviacion del cantiléver se midié con un microscopio optico (Bashir et al. 2002).

Ruan y colaboradores desarrollaron un sensor masico de pH tipo magnetoelastico. El sensor
esta formado por una placa magneto-elastica, con una composicion FesoNisP14Be, en la cual
se coloca un hidrogel de poli(acido acrilico co-.isooctil acrilato). El sensor se coloca dentro
de una solucidn, contenida en un recipiente, entre dos bobinas. Con el aumento del pH la
frecuencia disminuye, pues el hidrogel incrementa su masa y se expande. Entonces, para
medir el pH, este se relaciona con la frecuencia, producida por un cambio de masa, a menor
pH mayor frecuencia. El sensor posee un intervalo de trabajo de 4.4 a 8.5 de pH con una
sensibilidad de 506 Hz/pH (Ruan et al. 2003).

En el caso de los trabajos de Bashir y colaboradores y Ruan y colaboradores, el aumento de
la masay la expansion del hidrogel se debe a que el hidrogel presenta grupos acidos, que con
el aumento del pH se desprotonan y generan un incremento en el namero de cargas, en la
repulsion electrostatica entre las cadenas y en la hidrofilicidad de la red, lo que origina un
aumento en el contenido de contraiones dentro del hidrogel. Mientras que la diminucion del
pH provoca el caso contrario, que disminuya el contenido de contraiones, aumente la
hidrofobicidad y se contraiga el hidrogel (Buenger et al. 2012).
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2.2.5 Sensores electroquimicos de pH

Los sensores electroquimicos poseen un gran nimero de ventajas, tales como alta
sensibilidad y precision, buena reproducibilidad, amplios intervalos de pH de trabajo, buena
estabilidad, fiabilidad a largo plazo, respuesta rapida, simplicidad, bajo costo, selectividad,
facilidad para miniaturizarse y facilidad de construccion (Vivaldi et al. 2021; Kimmel et al.
2012; Baranwal et al. 2022). Estos sensores se describen con mayor profundidad en la seccion
2.3

2.2.6 Sensores de pH como transductores

El electrodo de pH de vidrio se ha empleado como transductor para la cuantificacion de
glucosa, urea, diéxido de carbono y amoniaco. En el caso de los gases como dioxido de
carbono y amoniaco, los sensores estan basados en una membrana permeable a gases y una
solucidn electrolitica en contacto con el electrodo de vidrio. Asi, la solucién se encuentra
contenida entre la membrana permeable a gases y la membrana de vidrio, donde el electrodo
de vidrio detecta el cambio de pH debido a que el gas participa en un equilibrio acido-base
donde la solucién electrolitica estd compuesta por NaHCO3 para el sensor de didxido de
carbono y de NH4Cl para el sensor de amoniaco (Pisoschi 2016; Meyerhoff et al. 1982).

En este mismo sentido, el electrodo de vidrio se ha usado como transductor en biosensores.
Estos se construyen basados en la combinacion de un elemento de bioreconocimiento
(generalmente una enzima) y un transductor, que detecta la variacién de protones u otros
iones, donde la sefial esta correlacionada con la concentracion del analito. El transductor méas
simple desarrollado para biosensores potenciométricos corresponde al electrodo de vidrio.
En este caso, se inmoviliza una enzima en una membrana, que posteriormente se fija en el
bulbo del electrodo de vidrio. La respuesta se obtiene de la reaccién biocatalitica de la
enzima.

En el biosensor para determinar glucosa, la enzima glucosa oxidasa se inmoviliza en una
membrana de celofan, nailon o nitrocelulosa que se fija al bulbo del electrodo de vidrio;
entonces, el electrodo mide la disminucion de pH resultado de la reaccidén enzimatica de la
glucosa oxidasa que transforma la glucosa a acido gluconico (Ec. 3) (Meyerhoff et al. 1982).
En otro biosensor de glucosa se ha inmovilizado la glucosa oxidasa en nanoparticulas de
ferrita de hierro (FezOas)/quitosano sobre un electrodo de vidrio modificado con oro (Khun et
al. 2012). Siguiendo este disefio, el electrodo de vidrio también se ha utilizado como
transductor para la cuantificacion de urea, donde la ureasa, que cataliza la hidrélisis de urea
(Ec. 4), esta inmovilizada en una membrana de PVC carboxilado, y el electrodo de vidrio
detecta el aumento en el valor de pH resultado de la reaccidon enzimatica (Koncki et al. 1994).
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Seki y colaboradores desarrollaron biosensores potenciométricos para la cuantificacion de
urea, penicilina y glucosa, los cuales trabajan bajo el principio de un cambio de pH. Los
biosensores estan basados en un sensor potenciométrico de pH construido con un electrodo
de oxido de silicio modificado con las enzimas ureasa, penicilinasa y glucosa oxidasa
respectivamente, inmovilizadas con glutaraldehido (Seki et al. (1998).

Karyakin y colaboradores desarrollaron un biosensor electroquimico para la cuantificacion
de glucosa, basado en un transductor potenciométrico de pH a partir de un electrodo de
carbdn vitreo modificado con polianilina, y glucosa oxidasa inmovilizada con una membrana
de Nafion (Karyakin et al. 1999a). En el mismo grupo de trabajo también desarrollaron un
biosensor electroquimico para la cuantificacion de urea, basado en un traductor
potenciométrico de pH a partir de un electrodo de carb6n vitreo y electrodos serigrafiados,
modificados con polianilina y la enzima ureasa inmovilizada con una membrana de Nafion
(Karyakin et al. 1999b).

Bardea y colaboradores construyeron biosensores electroquimicos para la cuantificacién de
éster etilico de N-acetil-4-tirosina y urea, empleando las enzimas a-quimotripsina y ureasa
respectivamente. Ambos biosensores estan basados en un transductor voltamperométrico de
pH construido en un electrodo de oro modificado con pirroloquinolina quinona (PQQ) unida
covalentemente a cistamina la cual esta unida covalentemente al oro. En el primer biosensor
la a-quimotripsina cataliza la hidrolisis del éster etilico de N-acetil-4-tirosina para formar el
acido correspondiente el cual disminuye el pH de la solucién y produce un desplazamiento
de la sefial de oxidacién de la pirroloquinolina quinona (PQQ), entonces la cuantificacion se
realiza relacionando el potencial con la concentracion del éster etilico de N-acetil-4-tirosina.
Mientras que, en el segundo biosensor, la ureasa hidroliza la urea a diéxido de carbono y
amoniaco el cual aumenta el pH de la solucion (Ec. 4) y para la cuantificacion se relaciona
el potencial con la concentracion de urea (Bardea et al. 2000).

Stredansky y colaboradores desarrollaron biosensores para la cuantificacion de urea,
penicilina y oxalacetato basados en transductores amperométricos de pH modificados con las
enzimas ureasa, penicilinasa y oxalacetato descarboxilasa, respectivamente. Estos
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transductores estan basados en especies redox: hemateina, lauril galato, poli(o-
fenilendiamina) y azul de metileno y electrodos de platino, oro y grafito. Entonces, estas
enzimas catalizan la hidrdlisis de su respectivo sustrato, el cual se transforma en un &cido
que disminuye el pH y la especie redox presente en el transductor permite monitorear este
cambio pH al relacionar la intensidad de corriente con el pH, al imponer un determinado
potencial que produce la oxidacién o reduccién de la especie redox. Estos biosensores se
describen con mayor detalle a continuacion (Stredansky et al. 2000).

Stredansky y colaboradores y Pizzariello y colaboradores desarrollaron un biosensor para la
cuantificacion de penicilina basado en un electrodo de platino modificado con la enzima
penicilinasa cubierta por una membrana de didlisis. La penicilinasa cataliza la hidrolisis de
penicilina a &cido peniciloico el cual disminuye el pH de la solucién (Ec. 5). Entonces el
electrodo modificado se introduce en una solucién de hematina 0.5mM con penicilina, la cual
se cuantifica al relacionar el cambio de corriente producida por el cambio de pH, con la
concentracion de la penicilina al imponer un potencial de 0 V (vs SCE) sobre el electrodo
modificado, iniciando el analisis en un pH de 8.0 (Stredansky et al. 2000; Pizzariello et al.
2001).
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Stredansky y colaboradores construyeron dos biosensores amperométricos para la
cuantificacion de urea, uno basado en un electrodo composite de grafito modificado con lauril
galato y la enzima ureasa, la cual cataliza la hidrélisis de urea a bicarbonato y ion amonio.
La cuantificacion se lleva a cabo relacionando el cambio de la corriente de la reaccion de
oxido-reduccidn del lauril galato producida por el cambio del pH, con la concentracion de
urea al imponer un potencial de 0.2 V (vs SCE), iniciando el analisis en un pH de 7.0. Otro
basado en un electrodo de oro modificado con azul de metileno y ureasa cubierto con una
membrana de dialisis, donde se relaciona el cambio de corriente con la concentracion de urea,
al imponer un potencial de -0.1 V (vs SCE), iniciando en un pH de 7.5 (Stredansky et al.
2000).

Vostiar y colaboradores disefiaron un biosensor amperométrico para la cuantificacion de
urea, basado en un sensor amperomeétrico de pH, a partir de un electrodo de carbén vitreo
modificado con poli-azul de toluidina y al enzima ureasa. La enzima cataliza la hidrdlisis de
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urea, lo que da como resultado un aumento en el pH de la solucion (Ec. 4). La cuantificacion
se debe a que se relaciona la intensidad de corriente con la concentracion de urea, debido al
cambio de pH producido por la accién enzimética, al imponer un potencial de -0.2 V (vs
SCE) (Vostiar et al. 2002).

Zhang y colaboradores desarrollaron un biosensor amperométrico para la cuantificacion de
triglicéridos, basado en un electrodo de 6xido de indio y estafio (ITO), modificado con
nanoparticulas de oro, polidopaminay la enzima lipasa. La cuantificacion se lleva a cabo por
CV bajo un principio de cambio de pH donde este cambio se detecta por un sensor
amperométrico. ElI cambio de pH es producido por la hidrélisis enzimética de la tributirina
que libera &cido butirico. La cuantificacion de tributirina se realiza relacionando la corriente
de oxidacion de la polidopamina con la concentracion de la tributirina. El dispositivo posee
un intervalo de deteccion de 50-300 mgL™, un limite de deteccion de 0.84 mg L y una
sensibilidad de 0.38 pA mg™ Lt cm (Zhang et al. 2014b).

Cruz Aburto desarrollo un biosensor monoenzimatico para la cuantificacion de triglicéridos
basado en un transductor amperométrico de pH. El biosensor estd conformado por un
electrodo de carbdn vitreo, modificado con una membrana de Nafion, poli-verde malaquita
y la enzima lipasa, la cual hidroliza los triglicéridos a acidos grasos y glicerol (Ec. 6).
Entonces la cuantificacion de los triglicéridos se logra relacionado el cambio de corriente,
debido al cambio de pH, con la concentracion de triglicéridos al imponer un potencial de
+0.6 V (Cruz Aburto 2021).

° E R Lipasa f oH
© + SHZO p—> 3 )J\ + Ho\)\/OH 16
HO R Ecuacion 6

Triglicérido Acido graso Glicerol

También se ha reportado el disefio de biosensores potenciométricos para la cuantificacion de
creatinina empleando el principio de un cambio de pH, el cual se detecta por sensores
potenciométricos de pH. El cambio de pH se debe a la generacion de amoniaco producido en
las reacciones enzimaticas que se describen a continuacion. La creatinina iminohidrolasa y
la creatinina deiminasa, hidrolizan a la creatinina para producir N-metilhidantoina y
amoniaco. En otro disefio se emplean varias reacciones enzimaticas: la creatinina se hidroliza
a creatina por accion de la creatinina amidohidrolasa, la creatina se hidroliza a sarcosina y
urea por la reaccion enzimatica de la amidinohidrolasa, entonces la ureasa transforma a la
urea en amoniaco y dioxido de carbono (Koncki 2007; Lad et al. 2008).
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2.3. Sensores electroquimicos de pH

2.3.1. Sensores potenciométricos

Los sensores potenciométricos se basan en la medida del potencial a lo largo de una interfase,
generalmente una membrana a corriente cero (Kimmel et al. 2012). Este tipo de sensores
miden la diferencia de potencial entre el electrodo de referencia y el electrodo de trabajo; en
este caso el potencial del electrodo de trabajo depende de la concentracion del analito en la
solucién (Khan et al. 2017). Desde la década de 1930 los sensores potenciométricos han sido
los sensores mas utilizados debido a su simplicidad y bajo costo (Baranwal et al. 2022). Estos
sensores tienen una rapida respuesta y eficiencia, pueden ser usados casi universalmente y es
uno de los métodos mas sensibles para medir el pH de 0 hasta 14 con buena repetibilidad
(Khan et al. 2017).

Lakard y colaboradores desarrollaron cinco sensores potenciométricos de pH, basados en
electrodos de platino modificados con polipirrol, poliparafenilendiamina, polianilina,
polietilenimina, polipropilenimina, con sensibilidades que van de los 34 a 52 mV/pH con
buena linealidad en un intervalo de pH de 2 a 11 y elevada estabilidad en funcién del tiempo
(Lakard et al. 2005).

Marxer y Schoenfisch disefiaron un sensor potenciométrico de pH, basado en una membrana
sol-gel, con una sensibilidad de 55 mV/pH en un intervalo de pH de 3 a 8 (Marxer y
Schoenfisch 2005).

Shimy colaboradores desarrollaron un sensor potenciométrico de pH, basado en un electrodo
de oro modificado con oxido de rutenio nanoporoso, con una sensibilidad de 55.2 mV/pH
(Shim et al. 2012).

Zuliani y colaboradores construyeron un sensor potenciométrico de pH serigrafiado, basado
en un disco plano de carbon, con una sensibilidad de 51.9 + 0.4 mV/pH en un intervalo de
pH de 3 a 8 (Zuliani et al. (2014).

Kawahara y colaboradores desarrollaron un sensor potenciométrico de pH plano, flexible,
desechable y robusto, basado en papel con grafito proveniente de lapices convencionales de
grafito, donde el grafito se adhiere al papel frotdndolo sobre el papel. El dispositivo posee
una sensibilidad de entre 16.5-26.9 mV/pH en un intervalo de pH de 5 a 9 capaz de realizar
tres mediciones simultaneas (Kawahara et al. 2018).

2.3.2 Sensores amperomeétricos

En este tipo de sensor el potencial se mantiene constante mientras se monitorea el cambio en
la corriente; de esta manera la corriente es proporcional con la concentracion del analito
(Baranwal et al. 2022; Kimmel et al. 2012). En este sentido, se han desarrollado varios
sensores amperométricos de pH. Gao y Song describieron un sensor amperométrico basado

en un electrodo de grafito con polianilina como especie de reconocimiento para la medicion
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de pH de 1.81 a 9.91, donde las mediciones de corriente se realizaron a un potencial de +0.1
V. El sensor posee una sensibilidad de 30.9 mA/pH en el intervalo de 1.81 a 5.46 y de 13.2
mA/pH en el intervalo de 5.46 a 9.91. El dispositivo presentd una elevada selectividad,
sensibilidad y estabilidad, buena precision y un tiempo de medicion corto (5-60 s) (Gao y
Song 2009). Empleando la misma especie de reconocimiento, Shay colaboradores reportaron
un sensor amperométrico basado en un electrodo de carbon vitreo modificado con grafeno y
polianilina para medir el pH en un intervalo de 1-11, al imponer un potencial de -0.1 V. El
sensor presenta una sensibilidad de 50.14 pA/pH en el intervalo de pH de 1 a 5, de 139.2
puA/pH de 7 a 11 y un tiempo de respuesta corto (Sha et al. 2017).

Cruz Aburto y colaboradores desarrollaron un sensor amperométrico de pH basado en un
electrodo de carbon vitreo, una membrana de Nafion y poli-verde malaquita para su uso en
un intervalo de pH de 6.24 a 6.82 con una sensibilidad de 4 pA/pH. El dispositivo funciona
imponiendo un potencial de +0.6 V y detectando la corriente producida (Cruz Aburto et al.
2020).

2.3.3 Sensores voltamperométricos

Los sensores voltamperométricos obtienen informacién de uno o mas analitos mediante la
medicion de la corriente en funcidn del potencial (Kimmel et al. 2012). Estos sensores miden
el pH en funcion de la medicion del potencial de una pareja redox dependiente del pH (Amiri
et al. 2016). Son una alternativa asequible, no requieren calibracion, son de féacil
construccidn, presentan un excelente desempefio analitico comparado con el electrodo de
vidrio, son facilmente miniaturizables e incluso pueden ser desechables (Rabboh y O’Neil
2020; Galdino et al. 2015).

En los dltimos afios se ha desarrollado una gran variedad de sensores voltamperométricos de
pH con electrodos de diversos materiales con diferentes elementos de reconocimiento. En la
tabla 1 se recopilan algunos de los diferentes sensores voltamperométricos de pH reportados
en la literatura.

Los sensores voltamperométricos de pH estan basados en electrodos de alguna forma de
carbén, principalmente carbéon vitreo (Tham et al. 2019; Dai et al. 2015; Amiri et al. 2016;
Luy Compton 2014b), oro (Vivaldi et al. 2020; Péller y Schuhmann 2014; Park y Kim 2013;
Raj et al. 2002), platino (Rubinstein 1984; Aquino-Binag et al. 1996; Gungor et al. 2015) y
diamante dopado con boro (Cobb et al. 2019; Lucio y Macpherson 2020).

En este tipo de sensores la medicion del pH se realiza con diversas especies redox, como
riboflavina (Tham et al. 2019), azul de toluidina (Péller y Schuhmann 2014), acido salicilico,
salicilaldehido (Dai et al. 2015), quinonas (el grupo mas usado) (Lu y Compton 2014a;
Rabboh y O’Neil 2020; Lu y Compton 2014b; Park y Kim 2013; Cobb et al. 2019; Lucio y
Macpherson 2020; Zhu et al. 2020), siringaldazina (Michalak et al. 2015; Glingor et al. 2015)
y polianilina (Rubinstein 1984; Saikrithika y Kumar 2021), por mencionar algunos. Estos
compuestos se han inmovilizado principalmente por absorcion por goteo-evaporacion (Tham
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et al. 2019; Dai et al. 2015; Gungor et al. 2015; Saikrithika y Kumar 2021), cross-linking
(Vivaldi el at. 2020; Poller y Schuhmann 2014), deposicion electroquimica (Péller y
Schuhmann 2014; Rubinstein 1984) y electropolimerizacion (Amiri et al. 2016; Aquino-
Binag et al. 1996; Mandler et al. 1992). En la tabla 1 se resumen las diversas especies
sensibles al pH, asi como el método de inmovilizacion de algunos sensores
voltamperométricos de pH.

Considerando las ideas anteriormente presentadas de que algunos biosensores se basan en el
principio de un cambio de pH, donde este se detecta por medio de un sensor electroquimico,
y de que los sensores voltamperométricos de pH se presentan como una novedosa alternativa
para la medicion del pH. En el presente trabajo se propone el desarrollo de una plataforma
voltamperométrica de pH basada en un electrodo de carbon vitreo con Nafion y polidopamina
para su uso en el disefio de biosensores voltamperométricos monoenzimaticos de triglicéridos
y glucosa.

Para el desarrollo de la plataforma voltamperométrica de pH, como esta requiere de una
especie redox que mida el pH, primero se analizard el compartimento electroquimico en
solucién del rojo de alizarina y la dopamina, lo que permitira identificar la mejor especie
redox para la construccion de la plataforma y obtener informacion sobre su
electropolimerizacion. Posteriormente, una vez construida la plataforma, esta se modificara
con las enzimas lipasa y glucosa oxidasa para la cuantificacién de triglicéridos y glucosa,
respectivamente.
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Tabla 1: Sensores voltamperométricos de pH.

Me?(:?:'?r?)ldiel Elemento de reconocimiento Método de inmovilizacién Intervalo de pH Sensibilidad Referencia
Platino Cloranil Adsorcién por inmersion 3.0-6.0 75.0 mV/pH Rubinstein (1984)
Platino Polianilina Electrodeposicion 3.0-8.0 115.0 mV/pH Rubinstein (1984)

Carbon vitreo Antrgqumona-Z,G— Electropolimerizacion 2.0-9.0 55.0 mV/pH Mandler et al. (1992)

disulfonato
Platino 3-(2,5-dihidroxibenzil)polipirrol Electropolimerizacion 3.0-10.0 46.0 mV/pH Aqum(zilggg;g etal.
Oro 4-mercapto-N-fenilquinonadiimina Adsorcmn_ por Inmersion y 6.1-10.3 56.0 mV/pH Raj et al. (2002)
transformacidn electroguimica
Grafito pirolitico Antraquinona Adsorcién por inmersion 1.0-9.0 58.0 mV/pH | Wildgoose et al. (2003)
Grafito pirolitico Antraceno Adsorcién mecanica 1.0-12.0 57.5 mV/pH Leventis et al. (2004)
Grafito pirolitico 9,10-difenilantraceno Adsorcién mecanica 1.0-12.0 61.6 mV/pH Leventis et al. (2004)
Grafito pirolitico 9,10-fenantraquinona Adsorcién mecanica 1.0-12.0 56.3 mV/pH Leventis et al. (2004)
Grafito pirolitico 9-nitroantraceno Adsorcién mecanica 1.0-12.0 52.8 mV/pH Leventis et al. (2004)
Grafito pirolitico 6-nitrocriseno Adsorcién mecanica 1.0-12.0 53.5 mV/pH Leventis et al. (2004)
Grafito pirolitico 3-nitrofluoranteno Adsorcién mecanica 1.0-12.0 56.4 mV/pH Leventis et al. (2004)
Sal de diazonio Fast Blue RR: Unidn covalente por
Fibra de carbono Cloruro de 4-Benzilamino-2,5- voltamperometria ciclica 6.5-8.0 38.0mV/pH | Makos etal. (2010)
dimetoxibencenodiazonio mediante la quimica de union de
hemi(cloruro de Zinc) sal diazonio
Grafito 9,10—fenantraqumona (entinta de Adsorcion por,goteo— 7375 97.0 mV/pH Musa et al. (2012)
grafito) evaporacion
Oro 0-quinona Adsorcién por inmersion 4.6-10.6 49.3 mV/pH Park y Kim (2013)
Oro Azul de toluidina EIectrodeposm!on_segmda de 3.0-6.0 57.0 mV/pH Péller y Schuhmann
cross-linking (2014)
Grafito pirolitico Quinonas (en la superficie del - 1.0-13.0 57.0mV/pH | Luy Compton (2014a)
electrodo)
Carbén vitreo Quinonas (en la superficie del - 1.0-13.1 59.0mV/pH | Luy Compton (2014b)
electrodo)
Grafito Especies oxigenadas en la superficie - 1.8-13.1 57.0mV/pH | Galdino et al. (2015)
del electrodo
Carbon pirolitico Siringaldazina Adsorcién por inmersion 2.0-12.0 54.0 mV/pH | Michalak et al. (2015)
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Tabla 1: Sensores voltamperométricos de pH

Me?(:?:'?r?)ldiel Elemento de reconocimiento Método de inmovilizacién Intervalo de pH Sensibilidad Referencia
Carbon vitreo Acido salicilico Adsorcion por goteo- 4.0-9.0 62.0 mV/pH Dai et al. (2015)
evaporacion
Carbén vitreo Salicilaldehido Adsorcion por goteo- 2.0-10.0 60.4 mV/pH Dai et al. (2015)
evaporacion
Platino Fructosa Adsorcion por goteo- 3.0-11.0 240 mVIpH | Giingor et al. (2015)
evaporacion
Carbon vitreo Polidopamina Electropolimerizacion 1.0-12.0 58.2 mV/pH Amiri et al. (2016)
. Quinonas (especies oxigenadas en la | Oxidacidn de la fibra de carbono i Chaisiwamongkhol, K.
Fibra de carbono superficie del electrodo) con KMnO4 0.03M 2.0-80 64.0 mV/pH etal. (2017)
Fibra de carbono con
oxido de grafeno Siringaldazina Adsorcién por inmersion 5.7-75 57.0 mV/pH | Munteanu et al. (2018)
reducido
Carbon vitreo Riboflavina Adsorcion pof,g‘“eo‘ 1.0-11.0 53.4 mV/pH Tham et al. (2019)
evaporacion
Diamante dopado con Quinonas (en la superficie del i 4.0-10.0 62.0 MV/pH Cobb et al. (2019)
boro electrodo)
Microdisco de Iridio Oxido de Iridio Electrodeposicion 2.0-8.0 575 mV/pH Cha'sé‘t’vglm(oz“ogl‘g;o" K.
Derivado de indoanilina: 4-((4-
Oro aminofenil)imino)-2,6- Cross-linking con glutaraldehido 2.0-12.0 56.0 mV/pH Vivaldi el at. (2020)
dimetoxiciclohexa-2,5-dien-1-ona
N Quinonas (especies oxigenadas en la L i Rabboh y O’Neil
Grafeno polilactico superficie del electrodo) Impresion 3D 2.0-11.2 60.0 mV/pH (2020)
Diamante dopado con| Quinonas (especies oxigenadas en la i i Lucio y Macpherson
boro superficie del electrodo) 2.0-10.0 63.0 mV/pH (2020)
GUITAR:
. (;arbono amorfo Quinonas (en la superficie del i 0.0-11.0 63.3 MV/pH Zhu et al. (2020)
similar al grafito, de la electrodo)
universidad de ldaho
Carbon vitreo con L oo
Carbono de grafito Polianilina Adsorcion por,QOteo' 2-11 58.0 mV/pH Saikrithika y Kumar
evaporacion (2021)
mesoporoso
Electropolimerizacion de rojo de Gritalva Canales et al
Carbon vitreo Poli-Rojo de alizarina S alizarina S en membrana de 0-9 52.9 mV/pH ) '

Nafion

(2022)
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3.1 Objetivo general

Desarrollar una plataforma voltamperométrica de pH mediante la inmovilizacién de una
especie redox sensible al pH y evaluar su utilidad para la cuantificacion de triglicéridos y
glucosa.

3.2 Objetivos especificos
1.- Evaluar el comportamiento electroquimico en solucidn de especies redox sensibles al pH
(rojo de alizarina y dopamina) por voltamperometria.

2.- Caracterizar el proceso de electropolimerizacion de la dopamina y el comportamiento
electroquimico de la polidopamina por voltamperometria.

3.- Construir una plataforma voltamperométrica de pH con base en un electrodo de carbén
vitreo y polidopamina.

4.- Optimizar la respuesta de la plataforma voltamperométrica de pH mediante el anélisis de
los factores de construccion que afectan su respuesta electroquimica.

5.- Caracterizar la plataforma voltamperométrica de pH mediante voltamperometria,
espectroscopia de impedancia electroquimica, espectroscopia de infrarrojo y microscopia.

6.- Aplicar la plataforma voltamperométrica de pH para la medicién del pH en diversas
bebidas y como transductor para la cuantificacion de triglicéridos y glucosa.
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4.1 Reactivos y materiales

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos comerciales de grado analitico:
dopamina-HCI (>98%), rojo de alizarina S, KH2PO4 (>99%), K2HPO4 (>99.5%), CH3;COOH
glacial (>99.7%), H3BO3 (>99.5%), NaOH (>97.0%), HCI (36.56%), K4[Fe(CN)s] (=99.0%),
Ks[Fe(CN)s] (>99.0%), tributirina (97%), KCI (>99%), goma arabiga, a-D-glucosa
(>99.5%), lipasa de Candida rugosa (EC 3. 1. 1. 3) 5.3 U-mg proteina, glucosa oxidasa de
Aspergillus niger (EC 1.1.3.4) 100 U-mg* proteina (Sigma-Aldrich), Al,Os con un tamafio
de particula de 0.3 micrometros (Alfa Aezar) y Nafion 117 al 5% (mezcla de agua y alcoholes
alifaticos de bajo peso molecular) (Fluka). Todas las soluciones fueron preparadas con agua
desionizada con una resistividad >18MQ-cm.

4.2 Instrumentacion

Todos los estudios voltamperométricos y de impedancia se llevaron a cabo a temperatura
ambiente (aproximadamente 20°C) con un potenciostato Autolab PGSTAT302N Metrohm y
el software NOVA 2.1, mediante una celda conformada por un electrodo de referencia de
Ag/AgCl 4M KCI (0.199 vs NHE), un contraelectrodo de Pt (Basi MF-2013, 1.6 mm de
didmetro), y un electrodo de trabajo de carbén vitreo (GC) (3 mm de didmetro, Basi MF-
2012). La técnica voltamperométrica diferencial de pulso (DPV) se llevo a cabo bajo los
siguientes parametros: 30 s imponiendo el potencial de inicio del barrido, step de 0.005 V,
amplitud de 0.025 V, tiempo de modulacién de 0.05 s y un intervalo de tiempo de 0.5 s. La
espectroscopia de impedancia electroquimica se realizd en el intervalo de frecuencias de 1
MHz a 1 KHz, amplitud de 5 mV, en una solucion 5 mM de Ks[Fe(CN)e], 5 mM de
Ks[Fe(CN)e] y 0.05 M de KCI. Las medidas de pH se realizaron en un potenciémetro pH 510
Series Oakton con un electrodo combinado de pH.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron de un espectrofotobmetro de infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR) Perkin ElImer Sytem 2000 con un barrido de 400 a 4000
cm. Los espectros de IR de la dopamina (en polvo), membrana de Nafion y polidopamina
reducida (presente en la membrana de Nafion) se obtuvieron en pastilla mientras que el de la
polidopamina oxidada se obtuvo cuando esta estaba presente en la membrana de Nafion. El
analisis por microscopia optica se llevé a cabo con un Microscopio digital USB de mano de
alta resolucion Bodelin ProScope ™ HR con lentes de 50x y 400x empleando el programa
ProScope HR v1.2.1. La dispersion de tributirina y las muestras de triglicéridos se llevo a
cabo en un equipo de ultrasonido Cole-Parmer 8890. El secado de la membrana de Nafion se
realizd en una incubadora Boekel Scientific Model 132000. El anélisis por microcopia
electronica de Barrido (SEM) se realizd en un equipo Jeol-1T-300 con el software 1T-300 a
45x y 10000x y para el analisis por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) se empled el
complemento de rayos X Oxford-X-Max con el software Aztec. Para el analisis por SEM se
emplearon electrodos con un diametro de 1.3 cm y 1 cm de altura con una zona de carbén
vitreo con un diametro de 2 mm. Estos electrodos se cubrieron con oro en una bomba de
vacio DENTONVACUUM en un vacio de 5-6X107 Torr.

e —
22




Capitulo IV: Metodologia e

Los valores de pKa empleados para la dopamina (HzDA") se obtuvieron de Sanchez-Rivera
et. al. (2003), los de dopaminoquinona de Young y Babbitt, (1983), mientras que los valores
de pKa de leucodopaminocromo (H3LDAC"), dopaminocromo (HDAC™), 5,6-dihidroxiindol
(HsDHIY) y 5,6-indolquinona (HIQ") (Tabla 2) se obtuvieron del programa disponible en
linea MolGpKa, el cual predice los valores de pka, asi como el sitio de ionizacion al cual
corresponden, a partir de la estructura quimica de las moléculas. MolGpKa es un servidor
web para la prediccion de pKa mediante un modelo de red neuronal convolucional de
gréficos. ElI modelo funciona aprendiendo automaticamente los patrones quimicos
relacionados con el pKay creando predictores fiables con caracteristicas aprendidas. Para el
entrenamiento el modelo se utilizaron datos de las contantes de disociacion &cida (pKa) de
1,6 millones de compuestos de la base de datos ChEMBL, una base de datos de moléculas
bioactivas con propiedades farmacéuticas (Pan et al. 2021).

4.3 Andlisis del comportamiento electroquimico de especies sensibles al pH

en solucion

Se estudi6 el comportamiento electroquimico de las especies sensibles al pH (Fig. 1): rojo de
alizarina S (H2ARS) y dopamina (HzDA") en solucién a una concentracion 1 mM en buffer
Britton-Robinson 0.05 M a diferentes valores de pH por voltamperometria ciclica en la
ventana de potencial de -1 a +1 V, a una velocidad de barrido de 100 mV/s, durante dos
ciclos, protegiendo las soluciones de dopamina de la luz para maximizar su estabilidad
(Sanchez-Rivera et al. 2003). Debido a que la dopamina es inestable en solucién también se
caracterizo en atmosfera inerte de nitrogeno, burbujeando nitrégeno durante cinco minutos
por cada 10 ml de solucion, antes de disolver la dopamina y manteniendo atmdsfera inerte
durante su estudio, igualmente se protegieron las soluciones de dopamina de la luz.

O  OH
©
OH  Ho NH
O
SOs  Ho
o
@ (b)

Figura 1: Estructura quimica de las especies sensibles al pH estudiadas. a) Rojo de alizarina S
(H2ARS). b) Dopamina (HzDAY).
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4.4 Plataforma voltamperométrica de pH

4.4.1 Preparacion del electrodo de carbon vitreo

El electrodo de carbon vitreo se pulio con una suspension de alimina al 1% hasta un acabado
espejo y se enjuagd con agua desionizada antes de realizar cada experimento y de la
construccioén de cada plataforma voltamperométrica de pH (Fig. 2).

4.4.2 Construccion de la plataforma voltamperométrica de pH
4.4.2.1 Plataforma voltamperométrica de pH

Se preparé la plataforma voltamperométrica de pH basada en polidopamina siguiendo la
metodologia de Amiri et. al. (2016) sin ninguna modificacién. Se introdujo el electrodo en
una solucion 5 mM de dopamina y se realizaron 5 barridos consecutivos por
voltamperometria ciclica (CV) en la ventana de potencial -0.4 V a +1.5 V a una velocidad de
50 mV/s, en buffer de acetatos 0.1 M pH 5, protegiendo la solucion de la luz.

Una vez construida, la plataforma voltamperométrica se evalud realizando mediciones por
CV en la ventana de potencial de -0.3 V a +0.8 V a una velocidad de barrido de 100 mV/s a
diferentes valores de pH en buffer Britton-Robinson 0.05 M.

4.4.2.2 Plataforma voltamperométrica de pH con Nafion

Se depositaron 10 pL de Nafion al 5% sobre la superficie del electrodo de carbon vitreo, se
secd a 40 °C durante 30 minutos y luego se dejo atemperar por cinco minutos. Despues, se
introdujo el electrodo en una solucién 5 mM de dopamina en buffer de fosfatos pH 7 y se
realizaron 5 barridos consecutivos por CV en la ventana de potencial -0.4 V a +1.5 V a una
velocidad de 50 mV/s, protegiendo la solucion de la luz (Fig. 2). Posteriormente, se analiz6
la plataforma voltamperométrica de pH por voltamperometria diferencial de pulso (DPV) en
la ventana de potencial de -0.3 VV a +0.8 V a diferentes valores de pH: 1, 3, 5, 7y 9 en buffer
Britton-Robinson 0.05 M. Antes de cada medicion se dej6 que la membrana se acondicionara
durante un minuto. El cambio al buffer de fosfatos pH 7 se realiz6 para mejorar la estabilidad
y la electropolimerizacion de la dopamina ya que el aumento del pH mejora su
electropolimerizacion y el buffer de acetatos disminuye su estabilidad y afecta negativamente
su electropolimerizacién.
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. Seczldo a Electropolimerizacion de
Pulido con . 40 C dopamina por CV, 50mV/s, en
alimina 1% [\ 30 min PBS 0.1M, pH 7

Figura 2: Construccion de la plataforma voltamperométrica de pH.

4.4.3 Optimizacion de la respuesta de la plataforma voltamperométrica de pH

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad de la plataforma voltamperométrica de pH se
realiz6 una optimizacion de la electropolimerizacion de la dopamina mediante un disefio
Taguchi Lg (3%) (Tabla 2) donde se optimizo la sensibilidad analitica del dispositivo. Los
niveles de cada factor fueron elegidos de tal manera que se encontraran cercanos a las
condiciones previamente reportadas por Amiri et al. (2016) que fueron 5 mM de dopamina,
5ciclos y un intervalo de -0.4 V a +1.5 V. Las curvas se construyeron realizando mediciones
apH1, 3,5, 7,y 9 en buffer Britton-Robinson 0.05 M por DPV.

Tabla 2: Disefio de experimentos Taguchi Lo (3%) para la optimizacion de la plataforma
voltamperométrica de pH.

Factores
Niveles A: Concentracion de dopamina . . C: Intervalo de
B: NUmero de ciclos .
(mM) potencial (V)
1 5 5 [-0.4a+1.3]
2 7.5 10 [-0.4 a +1.4]
3 10 15 [-0.4 a+1.5]

Posteriormente, se determinaron los pardmetros analiticos de la plataforma desarrollada:
intervalo lineal, sensibilidad, repetitividad, reproducibilidad, precision y exactitud
comparando contra un electrodo de vidrio. También se determind su estabilidad y su
reproducibilidad en el proceso de construccion.
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4.4.4 Caracterizacion de la plataforma voltamperométrica de pH

Se caracteriz0 la polidopamina presente en la plataforma voltamperométrica de pH por CV
y DPV en buffer Britton-Robinson 0.05 M a partir de la polidopamina electropolimerizada
en las condiciones Optimas. Se realizaron voltamperogramas ciclicos y diferenciales de pulso
de la polidopamina a diferentes valores de pH en las ventanas de potencial de -0.5a +1.0 V
y de -0.5 a +0.8 V, respectivamente. Posteriormente, la polidopamina se sometio a procesos
de oxidacion a +1.0 V durante 20 minutos y de reduccién a -0.5 V durante 20 minutos a pH
3.

La plataforma voltamperométrica de pH, también se caracterizd por espectroscopia de
infrarrojo, microscopia Optica, microscopia electronica de barrio y espectroscopia de
impedancia electroquimica. La polidopamina y su proceso de 6xido-reduccidn se caracterizd
por IR analizando los espectros de la H3DA*, la membrana de Nafion y la polidopamina
oxidada y reducida presente en la membrana de Nafion. Para obtener los espectros de IR de
la membrana de Nafion; asi como de la polidopamina en su forma reducida y oxidada en la
membrana de Nafion, las membranas se despegaron cuidadosamente de la superficie del
electrodo de carbdn vitreo. Para poder despegar las membranas de manera efectiva sin que
sufrieran roturas o algun otro percance y fueran lo suficientemente resistentes y flexibles para
su manipulacion, estas membranas se prepararon a partir de 90 uL de Nafion al 5% ya que
cuando fueron preparadas con 30 uL y 60 uL no fue posible su adecuado despegue y
manipulacion. La microscopia electronica de barrido se realiz6 a 45x y 10000x.

4.4.5 Aplicacion de la plataforma voltamperométrica de pH
La plataforma voltamperométrica de pH se puso a prueba en la medicién del pH de bebidas
comerciales contrastando contra un electrodo de vidrio.

4.5 Biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos

4.5.1 Construccion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos

La metodologia para la construccion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos se
muestra en la figura 3. Primero se construye la plataforma voltamperométrica de pH en las
condiciones optimizadas. Posteriormente, se depositan 20 puL de un coctel enzimatico
compuesto por la enzima lipasa (EC 3. 1. 1. 3) (Candida rugosa), buffer de fosfatos 1mM
pH 7 y Nafion al 5%, y se deja secar a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C)
durante 20 minutos. En un primer acercamiento a la construccion del biosensor, la plataforma
se construyd en las condiciones Optimas de la sefial C, y el coctel enzimatico estuvo
compuesto por la mezcla de 110 pL de buffer de fosfatos 1 mM, 30 uL de Nafion al 5% y 2
mg de lipasa. Una vez construido el biosensor, este fue evaluado mediante curvas de
calibracion con soluciones estandar de tributirina (Fig. 4).
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La emulsion de tributirina (TB) 0.1 M, se preparo dispersando el reactivo en una solucion de
goma arabica al 4 % (p/v) como emulsionante. La mezcla generada se disperso en un bafio
ultrasénico por 30 minutos.

.

) { Secaﬂdo‘ a Electropolimerizacion de
Pulido con 40°C dopamina por CV, S0mV/s, en

alimina 1% 30 min PBS 0.1M, pH 7 /
enzimatico de lipasa

/
10 pL Nafion 5% E
‘ )

Figura 3: Construccion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos.

Secado a
temperatura
ambicnte
20 min

20 pL de coctel

- A

O 0]

PO N
B

Figura 4: Estructura quimica de la tributirina.

4.5.2 Optimizacion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos

El biosensor monoenzimatico de triglicéridos se optimizé de manera integral tomando en
cuenta los factores de construccion de la plataforma voltamperométrica y del propio
biosensor de triglicéridos, mediante un disefio de experimentos, un disefio Taguchi Lo de
cuatro factores a tres niveles (3%) (Tabla 3). Los factores evaluados fueron la concentracion
de la dopamina, el nimero de ciclos de electropolimerizacion de la dopamina, la cantidad de
enzima, y la cantidad de buffer de fosfatos mas Nafion empleada para preparar el coctel
enzimatico. Una vez construido el biosensor, este fue evaluado mediante curvas de
calibracién con soluciones estandar de tributirina, iniciando el analisis en pH 7.3.

Una vez optimizado el biosensor monoenzimatico de triglicéridos se prosiguio a determinar
sus parametros analiticos de sensibilidad, reproducibilidad, repetitividad e intervalo lineal.
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Tabla 3: Disefio de experimentos Taguchi Lg (3%) para la optimizacién integral del biosensor
monoenzimatico de triglicéridos.

Factores
Niveles Concentracion de No. ciclos Enzima (mg) Nafion + Buffer
Dopamina (mM) ' (uL)
1 5 5 2 20+120
2 10 10 3 30+110
3 15 15 4 40+100

4.5.3 Caracterizacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de
triglicéridos

El biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos en las condiciones 6ptimas
se caracterizd por espectroscopia de impedancia electroquimica y microscopia electrénica de
barrido (SEM) a 45x y 10000x.

4.5.4 Aplicacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos

El biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos en las condiciones 6ptimas
se empled para la cuantificacion de triglicéridos en muestras de aceites comestibles. Para la
preparacion de las muestras se tomaron 200 pL del aceite, los cuales se dispersaron en bafio
ultrasonico durante 50 minutos en goma arabiga 4%(p/v) y se diluyeron a 10 ml en una
solucion de goma arabiga 4%(p/v). La cuantificacion de triglicéridos se realiz6 por adicion
patron, iniciando el analisis en pH 7.3. Se depositaron 100 pL de la solucidn de aceite en 12
ml de una solucion de goma ardbiga 4%(p/v) y posteriormente se realizaron adiciones
sucesivas de 20 pL de tributirina 0.1 M cada 10 minutos.

4.6 Biosensor voltamperométrico monoenzimatico de glucosa

La metodologia para la construccion del biosensor monoenzimatico de glucosa se muestra
en la figura 5. Similar al biosensor de triglicéridos, se construye inicialmente la plataforma
voltamperométrica, se depositan 20 uL de un coctel enzimatico, compuesto por la mezcla de
la enzima glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) (Aspergillus niger), buffer de fosfatos 1 mM pH 7 y
Nafion al 5%, y se deja secar a temperatura ambiente durante 20 minutos (Fig. 5). En un
primer acercamiento al desarrollo del biosensor monoenzimatico de glucosa, este se prepard
con la plataforma construida en las condiciones éptimas, y el coctel enzimético estuvo
compuesto por la mezcla de 110 pL de buffer de fosfatos 1 mM, 30 uL. de Nafion al 5% vy 2
mg de glucosa oxidasa. El biosensor se evalu6 con soluciones estandar de glucosa (Fig. 6).
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Pulido con
alimina 1%

[ Secado a
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20 pL de coctel enzimatico
de glucosa oxidasa

Figura 5: Construccién del biosensor monoenzimatico de glucosa.

CH,OH

OH
OH OH
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Figura 6: Estructura quimica de la glucosa.
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Como se menciono anteriormente, la plataforma voltamperométrica de pH requiere de una especie
redox que detecte el cambio de pH. Por lo que, se analiz6 el comportamiento electroquimico en
solucién del rojo de alizarina y la dopamina. Esto permitio identificar que la dopamina
presenta una mayor sensibilidad e intervalo lineal y obtener informacion acerca de su
electropolimerizacion, ya que su oxidacion conlleva a su electropolimerizacion y la
formacion de la polidopamina. Esto Gltimo, es importante ya que para la construccion de la
plataforma voltamperométrica, la polidopamina se obtuvo por electropolimerizacion de la
dopamina, inmovilizando la especie sensible al pH.

5.1 Comportamiento electroquimico del Rojo de alizarina S en solucion

En la figura 7 se presentan los voltamperogramas ciclicos del rojo de alizarina (H2ARS) a
diferentes valores de pH. Se observan cinco sefiales las cuales se desplazan hacia potenciales
menores y su intensidad disminuye con el aumento del pH y el nimero de ciclos. La sefial |
corresponde a la oxidacién del H.ARS a 3,4,9,10-tetraoxo-3,4,9,10-tetrahidroantraceno-2-
sulfonato (TTS) donde estan involucrados dos protones y dos electrones (Dadpou y
Nematollahi 2016). Se propone que la sefial 11 corresponde a la reduccion de uno de los
grupos carbonilo del TTS a ARS' donde se transfiere un electron y un proton, la sefial 111 a la
reduccion del ARS- a H.ARS donde esta involucrada la transferencia de un electron y un
proton, la sefial IV a la reduccion del H2ARS (la quinona a su forma hidroquinona) a 3,4,9,10-
tetrahidroxiantraceno-2-sulfonato (THS) donde se transfieren dos electrones y dos protones
y la sefial V corresponde a la oxidacion del THS a H2ARS donde estan involucrados dos
electrones y dos protones (Fig. 8). Cabe aclarar que el pico anddico que se observa después
de la sefial 1V, corresponde a la reduccién de oxigeno ya que no se desoxigend el medio.
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Figura 7: Voltamperogramas ciclicos del rojo de alizarina S (H.ARS) 1 mM en buffer Britton-Robinson 0.05 M a
diferentes valores de pH, velocidad de barrido: 100 mV/s, step: 0.01 V.
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Figura 7 (Continuacion): Voltamperogramas ciclicos del rojo de alizarina S (H,ARS) 1 mM en buffer Britton-Robinson 0.05 M a diferentes valores de
pH, velocidad de barrido: 100 mV/s, step: 0.01 V.
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Figura 8: Reacciones de 6xido-reduccion del rojo de alizarina (H-ARS).

La asignacion de las sefiales anteriormente descrita, se basa en que la sefial Ill aparece
unicamente después de que se presenta la sefial | (Fig. 9). Barriendo a partir de potencial de
corriente nula en sentido catddico, en la figura 9a, se observa que en el primer ciclo
unicamente aparecen las sefiales 1V, V, | y II, pero no la Ill, la cual aparece a partir del
segundo ciclo, mientras que en la figura 9b, barriendo a partir de potencial de corriente nula
en sentido anddico aparecen las sefiales 1-V desde el primer ciclo. Por lo que se asocia, que
la sefial de reduccion 11 esté relacionada con la oxidacion de la sefial |.
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Figura 9: Voltamperogramas ciclicos del rojo de alizarina S a partir de potencial de corriente
nula en buffer Britton-Robinson 0.05 M pH 3 (azul: primer ciclo, rojo: segundo ciclo). a) En
sentido catddico. b) En sentido anddico.
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La curva de potencial contra pH de la sefial I (Fig. 10) tiene una sensibilidad de 52 mV/pH
en el intervalo de pH de 1 a 13. Se observan tres secciones lineales con diferente valor de
sensibilidad, una de pH 1 a 5 con una sensibilidad de 66 mV/pH, una segunda seccion de 6 a
10 con una sensibilidad de 45 mV/pH y una tercera de 11 a 12 con sensibilidad de 20 mV/pH.
Para explicar este comportamiento se construyd el diagrama tipo Pourbaix mediante el
Método de Especies y Equilibrios Generalizados (Trejo Cordova et al. 1993; Rojas
Hernandez, 1995) para el par TTS/H2ARS (Fig. 10) a partir de los valores de pKa del H,ARS:
pKa1=5.49 pKa»=10.85 reportados por Zittel y Florence (1967) y el valor del potencial
normal del par TTS/H>ARS de +0.800 + 0.005 V (vs Ag/AgCl) calculado a partir de los
voltamperogramas ciclicos del rojo de alizarina S (Fig.7). Para esto se traza una linea recta
entre el pico de oxidacién y el de reduccion y se toma el valor del potencial donde la linea
cruza en el eje del potencial (valor a corriente cero). Este procedimiento se realiza para cada
uno de los distintos pH. Entonces se grafican estos potenciales contra el pH y a partir de la
regresion lineal se extrapola el valor a pH cero. Este valor de potencial a pH cero es el
potencial normal.

En el diagrama tipo Pourbaix se observa una zona lineal de pH 0 a 5.49 con una sensibilidad
de 59 mV/pH, luego una de 29 mV/pH de 5.49 a 10.85 y luego una con una sensibilidad de
cero. Este comportamiento se debe al efecto de los equilibrios acido-base del H2ARS en el
potencial normal aparente y como se observa en la figura 10 el comportamiento
electroquimico del H2ARS es congruente con el predicho por el diagrama Pourbaix. Las
sefiales II, 111 y V presentan igualmente un comportamiento nernstiano en la curva de
potencial contra pH (Tabla 4), lo que indica la transferencia de un nimero igual de protones
que de electrones. Mientras que la sefial 1V posee una sensibilidad de 85.5 mV/pH que se
atribuye al efecto de la reduccion de agua ya que no se desoxigend el medio. También se
observa que a pH acido la sefial V se desdobla en dos picos cada uno correspondiente a la
oxidacion de un grupo alcohol de la hidroquinona.
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%07 s E (V)= —0.0523pH+0.8482 %0
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Figura 10: a) Curva de calibracion potencial contra pH a partir de la sefial de oxidacién | del
rojo de alizarina (H-ARS). b) Diagrama tipo Pourbaix para el par TTS/H2ARS.
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Tabla 4: Sensibilidad de las sefiales de 6xido-reduccidn del rojo de alizarina S (H,ARS).

Sefal I I i v \%
Sin 523+ 2.2 66.7 + 2.4 64.7 + 2.9 85,5+ 2.7 535+ 3.8
desoxigenacion mV/pH mV/pH mV/pH mV/pH mV/pH

En la literatura se ha reportado que rojo de alizarina S se puede electropolimerizar sobre la
superficie de electrodos de carbdn vitreo para formar poli-rojo de alizarina S (Zhang et al
2014a; Hatefi-Mehrjardi et al. 2014; Mimin et al. 2016; Filik et al. 2017; Dawit et al. 2020;
Farias et al (2021), que las sefiales de poli-rojo de alizarina son sensibles al pH (Reddaiah et
al. 2016) y se ha empleado el poli-rojo de alizarina en el desarrollo de un sensor
voltamperométrico de pH con una sensibilidad de 52.9 mV/pH en un intervalo de 0 a 9
(Grijalva Canales et al. 2022).

5.2 Comportamiento electroquimico de la dopamina en solucién

La dopamina (HsDA") posee tres protones acidos correspondientes al grupo amino y a los
dos grupos fenol. En la figura 11 se muestra la identidad de las especies acido-base
determinada por Corona-Avendario et. al. (2007a) y el diagrama de distribucion de especies
de la dopamina construido a partir de los valores de pka obtenidos experimentalmente por
Sanchez-Rivera et. al. (2003), quienes tomaron en consideracion la estabilidad de la HsDA*
en solucién, ya que es sensible a la luz, al aire y al pH. Se puede notar que la primera
disociacion acida corresponde al grupo amino y que a un pH acido-neutro (<7) la HsDA" se
encuentra totalmente protonada. Este analisis fue Util para identificar a que pH la HsDA" es
mas estable en solucién, la identidad de la especie de HsDA™ que se oxida cuando se analiz6
su comportamiento electroquimico y la especie de HsDA™ que se presenta en las condiciones
de electropolimerizacién, a partir de la cual se propuso un mecanismo de
electropolimerizacion de la HsDA™; ademas de explicar la aparicion de las sefiales
relacionadas con la oxidacion de la HsDA",
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Figura 11: Diagrama de distribucion de especies de la dopamina (H:DA).

5.2.1 Comportamiento electroquimico de la dopamina en solucion sin desoxigenacion
A pH acido (pH<5) la HsDA" presenta una sefial de oxidacion y una de reduccion en el
primero y segundo ciclos (Fig. 12). La sefial | corresponde a la oxidacion de la Hs3DA™ a
dopaminoquinona (HDAQ™) y la sefial Il a la reduccion de HDAQ™ a H3sDA™ (Fig. 13), en
cuyo proceso de 6xido-reduccion se transfieren dos protones y dos electrones (Li et. al. 2006;
Huang et. al. 2012; Ismail et. al. 2016; Muguruma et. al. 2016; Bacil et. al. 2019). También
se observa la sefial de reduccion de oxigeno alrededor de -0.7 V.

A partir de pH 6 se observan la aparicion de las sefiales Il y IV (Fig. 12). La sefial 111
corresponde a la reduccién de dopaminocromo (HDAC™) a leucodopaminocromo
(HsLDAC™) y la sefial IV a la oxidacion de H3LDAC™ a HDAC, en la cuales se transfieren
dos protones y dos electrones (Fig. 13) (Li et. al. 2006; Ismail et. al. 2016; Muguruma et. al.
2016; Bacil et. al. 2019, Young y Babbitt, 1983). La aparicion de estas sefiales se debe a que
conforme se oxida la H3DA"™ a HDAQ®, la HDAQ™ se desprotona parcialmente a DAQ
(pKa=9.85) (Young y Babbitt, 1983) y sufre una ciclacion intramolecular por medio de la
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adicion 1,4 de Michael para formar leucodopaminocromo (HsLDAC™) (Fig. 13). Este proceso
se ve favorecido con el aumento del pH (Li et al. 2006). EI HsLDAC™ al estar a un potencial
mayor al de su oxidacion (Fig. 16d), se oxida a dopaminocromo (HDAC™) (Fig. 13) (Ismail
et. al. 2016). Asi, la reduccién de HDAC™ a HsLDAC™ da lugar a la sefial 111 y la oxidacion
de H3LDAC" aHDAC™ a la sefial IV, en la cuales se transfieren dos protones y dos electrones
(Fig. 13) (Li et. al. 2006; Ismail et. al. 2016; Muguruma et. al. 2016; Bacil et. al. 2019, Young
y Babbitt, 1983).

En el primer ciclo se observan las sefiales I, 11 y 111 (Fig. 12). La sefial I, que corresponde a
la oxidacion de HsDA* a HDAQ™, también tiene contribucion de la oxidacién de H3LDAC*
a HDAC™ (Fig. 13). Una vez formados la HDAQ" y HDAC" en la sefal I, la sefal Il
corresponde a la reduccion de la HDAQ™ (que no se transformo quimicamente) a HsDA™ y
la sefial 111 a la reduccion de HDAC* (que se formo en 1) a HsLDAC™. Una vez formado el
HsLDAC" en el primer ciclo, en el segundo ciclo se observa la sefial 1V de oxidacion de
HsLDAC" a HDAC". La sefial 11l (reduccion de HDAC™ a HsLDAC™) sirve de evidencia de
la formacion de HsLDAC* y HDAC™ en la sefial I. También se puede observar que la
intensidad de las sefiales I y 11 disminuyen con el aumento en el nimero de ciclos ya que la
Hi:DA" y HDAQ" se transforman en especies descritas con anterioridad. Es importante
sefialar que si bien el valor de pka de la HDAQ" es mayor a los pH mostrados (6-9), por
principio de Le Chatelier el equilibro &cido-base esta desplazado hacia productos, pues el
DAQ se transforma quimicamente a HsLDAC".

A partir de pH 8 se observa la aparicién de la sefial V en el segundo ciclo (Fig. 12). Esta sefial
corresponde a la oxidacion del 5,6-dihidroxindol (HsDHI") a 5,6-indolquinona (HIQ™) (Fig.
13), donde estan involucrada la trasferencia de dos protones y dos electrones (Young y
Babbitt 1983, Muguruma et. al. 2016). Esto se debe a que el HDAC™ que se formé en la sefial
IV se isomeriza a H3DHI", y este se oxida a HIQ" (Fig. 13). A partir de pH 7 también se
observa la aparicion de otras sefiales de oxidacion relacionadas con la HsDA* que aiin no han
sido identificadas, pero se reportan en Li et al. (2019).

En la figura 12 se observa que las cinco sefiales son sensibles al pH, se desplazan a
potenciales menores con el aumento del pH. Las sefiales | a IV presentan un comportamiento
nernstiano (Tabla 6) como se reporta en (Li et. al. 2006).
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Figura 12: Voltamperogramas ciclicos de la dopamina (HsDA*) 1mM en buffer Britton-Robinson 0.05 M a
diferentes valores de pH, velocidad de barrido: 100 mV/s, step: 0.01 V, sin desoxigenacion.

n n
L

<
Lo

[
L

'
W
L

1 Primer ciclo

-1 08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl

Primer ciclo 1

)|

Corriente (pA)

Corriente (LA)

45 -
35

25

Segundo ciclo

|

-l -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1

Potencial (V) vs Ag/AgCl

] Segundo ciclo I

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl

4 Primer ciclo 1

11

-1 -0.8-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl

] Primer ciclo 1

|11

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl

| Primer ciclo I

1

-1 08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl

40

Corriente (nA)

Corriente (LA)

Corriente (nA)

60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 4

-10 A
20 4
30 A
-40 4

-50

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1

Potencial (V) vs Ag/AgCl

{ Segundo ciclo I

1

-l -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1

Potencial (V) vs Ag/AgCl

1 Segundo ciclo 1

1

1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl

Segundo ciclo I

11

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1

Potencial (V) vs Ag/AgCl




Capitulo V: Andlisis del comportamiento electroquimico de especies sensibles al pH en solucién

401 Primer ciclo [I\ 407 Segundo ciclo I 80 1 Primer ciclo 601 Segundo ciclo
30 [\ 30 - \ 50
/ / 40
20 - ‘ \ . 20 A NG -
Z ! A % 50 g
< 10 [ — Z 10 A /s /f— b e
= / = 1\% £ 20 H
pH6 o, o M pH 10 @ I :
(3 '//-/ TN, fﬁ 6 — ST / L‘é) 10 E
10 f—— ‘ A0 T
e | A L—
20 \J 20 4 fI 10 A i
=30 . . . T T II‘ . . . \ =30 T T . . . T . . - \ 20 . . ‘[‘[‘[, T T . . . T \ =20 T ‘III‘ . . T . . . y
-1 08-06-04-02 0 0204 06 08 1 -1 08 -06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 08 06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgC] Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCL Potencial (V) vs Ag/AgCl
. . . 60 15 . . 50 1 .
45 { Primer ciclo 1 45 { Segundo ciclo Primer ciclo Segundo ciclo
50 | i
35 1 35 1 1 0 40
~ - -~ ~ 30 4
El E < 30 4 3
z 4 = = 20
g 15 4 3 15 4 2 o
2 = £ 20 1 E
pH7 & . 5] v pH11 : £ 0] !
£ § - 8101 s v V
] 5 _/—/ L] 5] &) 0. v o 0
15 4 11 RER 1 B ,// -10 |
11 I 10 Tt I
B B e e e e e e T & i e S T R Ea e 204  WA—m—————————
-1 0.8 -06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 0.8 -0.6-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 -08 0.6-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl
35 e . 35 4 . 50 - . . 50 .
3o | Primer ciclo 30 | Segundo ciclo Primer ciclo Segundo ciclo
55 | 25 | 40 40 4
gZU- ~ 201 1 230 1 §30—
15 1 15 4 z
10 1 3 10 1 3 20 3 20 1
pHS8 g 54 g 51 vV pH12 £ o] 2 0 |
& 04 2 04 s v 8 vV
] 5 7/—/ i o 5 4 i1 ) 0 7/ o0
-10 - -10 A
s i 15 11 1049 T 109 1
-20 T T T T T T T T T | -20 T T T T T T T T T ! -20 r T T T T T T T T ) =20 T T T T T T T T T |
-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 08-06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl
40 1 pos . 40 . 50 9 5. . 50 - .
35 | Primer ciclo 35 | Segundo ciclo Primer ciclo | Segundo ciclo
30 | 30 | 40 4 40
225- i25- ign, 230‘ 1
= 20 A 20 4 3
g 15 1 ERER 3 201 3 201
pH9 £ 101 E 104 I pH 13 3 w4 810
S 5 5 54 v E .V g vy
&} 0| o 0 |0% ] 0 S o]
sy o " 0w e m
-15 — I.H ——— -15 — III —_— 20 — 20—
-1 0.8 -06-04-02 0 02 04 06 08 1 -l -0.8-0.6-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 0.8-06-04-02 0 02 04 06 08 1 -1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08 1
Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl Potencial (V) vs Ag/AgCl

Figura 12 (Continuacién): Voltamperogramas ciclicos de la dopamina (HsDA*) 1mM en buffer Britton-Robinson 0.05 M a diferentes valores de pH,
velocidad de barrido: 100 mV/s, step: 0.01 V, sin desoxigenacion.
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Figura 13: Reacciones involucradas en la oxidacién de la dopamina (H;DA").

5.2.2 Comportamiento electroquimico de la dopamina en solucion con desoxigenacion
En la figura 14 se presentan los voltamperogramas ciclicos de la Hs3DA* en solucién a
diferentes valores de pH en condiciones desoxigenadas. Se observa la aparicion de las
mismas cinco sefiales que se observaron en condiciones oxigenadas. A pH acido (< 5) se
observan las sefiales | y Il (Fig. 14) correspondientes a la reaccion de oxido-reduccion de
HsDA*/dopaminoquinona (HDAQ") (Fig. 13), en la cual estan involucrados dos protones y
dos electrones (Li et al. 2006; Huang et al. 2012; Ismail et al. 2016; Muguruma et al. 2016;
Bacil et al. 2019). A partir de pH 6 se observan la aparicion de las sefiales 111y IV (Fig. 14)
relacionadas con el proceso de Oxido-reduccién de leucodopaminocromo
(HsLDAC")/dopaminocromo (HDAC™) en el cual estan involucrados dos protones y dos
electrones (Fig. 13) (Li et al. 2006; Ismail et al. 2016; Muguruma et al. 2016; Bacil et al.
2019, Young y Babbitt 1983). A partir de pH 7 se observa la aparicion de la sefial V en el
segundo ciclo (Fig. 14) que corresponde a la oxidacion del 5,6-dihidroxindol (HsDHI*) a 5,6-
indolquinona (HIQ") (Fig. 13), donde esta involucrada la trasferencia de dos protones y dos
electrones (Young y Babbitt 1983; Ismail et al. 2016; Muguruma et al. 2016).
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Figura 14: Voltamperogramas ciclicos de la dopamina (HsDA*) 1mM en buffer Britton-Robinson 0.05 M a
diferentes valores de pH, velocidad de barrido: 100 mV/s, step: 0.01 V, en condiciones desoxigenadas.
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Figura 14 (Continuacién): Voltamperogramas ciclicos de la dopamina (HsDA*) 1mM en buffer Britton-Robinson 0.05 M a diferentes valores de pH,
velocidad de barrido: 100 mV/s, step: 0.01 V, en condiciones desoxigenadas.
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Las cinco sefiales son sensibles al pH, se desplazan a potenciales menores y su intensidad
disminuye con el aumento del pH. También se observa que con el aumento del pH y el
namero de ciclos las sefiales | y Il disminuyen de intensidad pues la HsDA* y HDAQ™ se
estan transformando. Las sefiales | a IV presentan un comportamiento nernstiano (Tabla 5)
como se reporta en (Li et. al. 2006). Igual que en el caso de las condiciones con oxigeno a
partir de pH 7 a potencial mayor a +0.5 V se observan sefiales relacionadas con la oxidacion
de la dopamina pero que adn no han sido identificadas, pero se reportan en Li et al. (2019).

Tabla 5: Sensibilidad de las sefiales de 6xido-reduccién de la dopamina (HsDAY).

Sefal I I " v \%
Proceso HsDA*— HDAQ*— HDAC*— HLDAC"— HDHI*—
HDAQ* HsDA* HLDAC* HDAC* HIQ*
Sin desoxigenacion 57.7+16 | 556+6.5 570+ 1.7 66.6 + 3.1 67.0+ 18.2
mV/pH mV/pH mV/pH mV/pH mV/pH
Con 656+ 18 | 639485 66.6 +2.4 72.1+3.7 71.0+ 116
desoxigenacion mV/pH mV/pH mV/pH mV/pH mV/pH

Comparando los voltamperogramas ciclicos en ambas condiciones, se observa que las sefiales
obtenidas en las condiciones desoxigenadas son mas intensas y mejor definidas. También, en
condiciones desoxigenadas a pH 7 ya se logro observar la sefial V (Fig. 14), mientras que en
condiciones sin desoxigenar esta solo aparece a partir de pH 8 (Fig. 12), esto se atribuye a
que el oxigeno ya no interfiere (Salomaki et al. 2018).

Como ya se ha mencionado anteriormente, en ambas condiciones, las sefiales I a IV presentan
un compartimento nernstiano (Tabla 5). En la figura 15 se presentan las curvas de potencial
contra pH construidas a partir de los potenciales de oxidacién de la dopamina (sefial 1) en
ambas condiciones. Se observa que la sefial | posee un comportamiento nernstiano con buena
linealidad en un amplio intervalo de pH de 1 a 13, como se ha reportado previamente en L.i
et. al. (2006) y Huang et al. (2012). Un analisis estadistico t de student para la comparacién
de pendientes (p<0.05) mostro que las sensibilidades de la sefial 1 en condiciones sin
desoxigenar y desoxigenadas son estadisticamente diferentes.
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Figura 15: Curva de potencial contra pH para la sefial de oxidacion de la dopamina (HsDAY).
a) Sistema sin desoxigenar. b) Sistema desoxigenado.

Para poder corroborar este compartimento se construyeron los diagramas Tipo Pourbaix (Fig.
16), para los tres pares involucrados en la oxidacion de la dopamina, mediante el Método de
Especies y Equilibrios Generalizados (Trejo Cordova et al. 1993; Rojas Hernandez 1995).
Para construir el diagrama se emplearon los valores de pKa reportados para la dopamina y
dopaminocromo y los estimados por el programa en linea Molgpka para las demas especies
involucradas en la oxidacion de la dopamina (Tabla 2) y se calcularon los potenciales
normales para los tres pares a partir de los voltamperogramas ciclos en ambas condiciones
(Tabla 6) mediante la metodologia mencionada con anterioridad, en la cual se traza una linea
recta entre el pico de oxidacion y el de reduccion y se toma el valor del potencial donde la
linea cruza en el eje de potencial (valor a corriente cero) para cada uno de los pH. Entonces
se grafican estos potenciales contra el pH y a partir de la regresion lineal se extrapola el valor
a pH cero, donde este potencial a pH cero es el potencial normal.

Tabla 6: Potenciales normales (V) de los pares involucrados en la oxidacion de la dopamina
(HsDA") (vs Ag/AgCl) obtenidos a partir de los voltamperogramas ciclicos de la dopamina

(HsDAM).
Condiciones Pares
HDAQ*/H;DA* HDAC*/H;LDAC* HIQ*/HsDHI*
Sin desoxigenacion 0.558 + 0.044 0.287 + 0.020 0.431+0.194
Con desoxigenacion 0.560 + 0.052 0.300 + 0.023 0.430 + 0.119

En la tabla 6 se puede notar que el par HDAQ*/H3DA", presenta el potencial normal mas
grande, mientras que el par HDAC*/H3LDAC™ presenta el menor y que el potencial de
HIQ*/H3DHI* se encuentra entre estos dos valores. Estos datos presentan la misma tendencia
en ambas condiciones lo que nos habla que proteger la solucién de la HsDA" de la luz es
suficiente para mantenerla estable. El valor del potencial del par HDAQ'/H3sDA" es
congruente con el presentando en Lin et al. (2017).
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En la figura 16 se presentan los diagramas tipo Pourbaix para los tres pares, en los que se
observa principalmente una zona lineal con una sensibilidad de 59 mV/pHdepHOa9ya
pH > 9 se observan zonas lineales con sensibilidades de diferente valor, sin embargo, en las
curvas potencial contra pH de las sefiales I, II, 11l 'y IV a pH > 9 no se observa este
comportamiento debido a que las zonas lineales son reducidas y el analisis se realizé con
incrementos de una unidad de pH, de tal manera que no se pueden detectar estas regiones
mediante el procedimiento realizado.
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Figura 16: Diagramas tipo Pourbaix E° contra pH. a) Par HDAQ"/ HsDA". b) Par
HDAC*/HsLDAC*. c) Par HIQ*/Hs;DHI*. d) Los diagramas combinados.

Para terminar de identificar las sefiales que aparecen a potenciales mayores a +0.5 V a pH
> 7 en los voltamperogramas ciclicos de la HsDA™, las cuales atin no han sido identificadas,
pero si reportadas en Li et al. (2019), se realizd un analisis electroquimico de la solucién de
H3DA™ en funcion del tiempo a pH 6 y 11 por voltamperometria ciclica durante dos ciclos,
sin proteger la solucion de la luz. En la figura 17 se observan los voltamperogramas ciclicos
de la H3DA" con el tiempo. A ambos pH se observan las sefiales caracteristicas de la HsDA*
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en solucién descritas con anterioridad. A pH 6 se observa un cambio discreto en los
voltamperogramas y no se observd ningun cambio de color en la solucion, lo que nos indica
la buena estabilidad de tiene la H3DA™ a pH acido como se sefiala en Sanchez-Rivera et al.
(2003). Se siguen observando las cuatro sefiales caracteristicas de este pH, las sefiales Il y
IV aumentan de intensidad con el tiempo pues se esta oxidando y electropolimerizando mas
HsDA™ y desde un inicio aparece una sefial cerca de +1.0 V.

Por otro lado, a pH 11 si se observo un cambio en los voltamperogramas y en el color de la
solucion. Con el paso del tiempo la solucion cambio de color amarillo, naranja y finalmente
a un café oscuro. En los voltamperogramas ciclicos a pH 11 (Fig. 17b) se observa la
disminucion de la intensidad de las sefiales I, 111, 1V, V' y de las sefiales ubicadas a potenciales
mayores a +0.5 V, asi como la aparicién una sefial muy poco intensa cerca de +0.3 V. Esto
se atribuye a que la H3DA" se transforma a productos de descomposicion no identificados,
los cuales parecen presentar un coeficiente de absortividad elevado ya que se observa una
transicion de color en la solucion, de un color translucido a un café oscuro muy intenso.
Dichos productos no se pueden detectar por voltamperométrica ciclica, lo que se atribuye, a
que se generan en cantidades pequefias en tiempos cortos o0 bien debido a que no son
electroactivos.

Las sefiales de Oxido-reduccién a potenciales mayores a +0.5 V a partir de pH 6, estan
relacionadas directamente con la oxidacion de la H3DA®. Una posible idea para explicar la
presencia de las sefiales a potenciales mayores a +0.5 V es el proceso de dxido-reduccion del
grupo amino a imino, en alguno de los siguientes compuestos durante la oxidacién de la
HisDA": HsLDAC*, HDAC*, HsDHI", HIQ", ya que poseen un grupo amino secundario
ubicado en la posicion de un oxigeno en una quinona, el cual se puede oxidar y reducir
electroquimicamente (Vivaldi et al. 2020).
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Figura 17: Voltamperogramas ciclicos de la dopamina (HsDA®) en solucion sin proteccion de
laluz. a) ApH6.b) ApH 11.
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Se eligi6 a la dopamina (H3DA") para el desarrollo de la plataforma voltamperométrica de
pH, debido que posee una mayor sensibilidad de 57.7 mV/pH en la curva de potencial contra
pH, en un amplio intervalo de pH de 1 a 13 con buena linealidad (r?=0.99) (Fig. 15) en
comparacion con el rojo de alizarina que posee una sensibilidad de 52.3 mV/pH en el
intervalo de 1 a 13 con una linealidad menor a la de la dopamina (r>=0.98) (Fig. 10). También
se eligio a la dopamina pues la polidopamina, polimero derivado de la dopamina, presenta
una mayor sensibilidad de 58.2 mV/pH en un intervalo mas amplio de 1 a 12 (Amiri et al.
2016) en comparacion con el poli-rojo de alizarina S, polimero derivado del rojo de alizarina
S, que tiene una sensibilidad de 52.9 mV/pH en un intervalo de 0 a 9 (Grijalva Canales et al.
2022).

5.3 Mecanismo integral de electropolimerizacion de la dopamina

A partir de nuestros resultados experimentales del andlisis en solucion de la dopamina y su
electropolimerizacion en condiciones oxigenadas y desoxigenadas, asi como de diversos
trabajos en la literatura, se propone el siguiente mecanismo integral de electropolimerizacion
de la dopamina (H3DA') basado en un proceso electroquimico-quimico-quimico-
electroquimico-quimico-electroquimico-quimico (ECCECEC) (E: electroguimico; C:
quimico) donde todas las especies involucradas se encuentran protonadas al pH de
electropolimerizacion (pH=7) (Fig. 18 y 19): laH3sDA" se oxida a HDAQ", que se desprotona
a DAQ, el DAQ se cicla mediante una adicion 1,4 de Michael para formar HsLDAC, el
H3LDAC" se oxida a HDAC™, el HDAC™ se isomeriza a Hz3DHI", el cual se oxida a HIQ" y
a partir de la oxidacion de H3:DHI" a HIQ" se forme la polidopamina por medio de un
mecanismo de radicales libres donde los radicales se ubican en las posiciones 4y 704y 2
de la HIQ* (Fig. 18 y 20), para formar diversas estructuras como se muestra en la figura 22,
donde se pueden tener secciones lineales (a), ramificadas (c) o la combinacion de ambas (b)
(Chen et al. 2017).

Esta propuesta se fundamenta en nuestros resultados experimentales y trabajos repotados que
se describen a continuacion. Jiang et al. (2022) analizaron la electropolimerizacion de la
dopamina (H3sDA") por espectroscopia de masas de reionizacion neutro-electroquimica (EC-
NR-MS) e identificaron que las especies presentes durante este proceso fueron la H;DA®,
HDAQ", HsLDAC*, HDAC" y HzDHI". Por otra parte, Zhang et al. (2020b) analizaron la
electrooxidacién de la dopamina por espectroscopia electroguimica de resonancia magnética
nuclear (EC-NMR) y encontraron que las especies presentes durante la electropolimerizacion
de la dopamina fueron HsDA*, HDAQ®, HDAC® y HsDHI*, cuyas concentraciones
dependian del voltaje de oxidacion impuesto y del pH, coincidiendo con Jiang et al. (2022)
excepto por HsLDAC". Ismail et al. (2016), con base en sus calculos quimicos cuanticos,
confirman la secuencia de reacciones en que se lleva a cabo la electropolimerizacién de la
HsDA™ y muestran la importancia de la desprotonacién de la amina de la HDAQ™ para que
se lleve a cabo la electropolimerizacion. Chen et al. (2017) igualmente con base en sus
calculos tedricos de teoria de funcionales de la densidad y simulaciones de dinamicas
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moleculares, determinaron que las posiciones de los radicales en la HIQ* son mas probables
en las posiciones 2, 4y 7,y que partir de estas posiciones se forman los dimeros, trimeros y
tetrameros de la polidopamina, donde se prefiere que las unidades de la polidopamina se unan

de forma mixta y ramificada (Fig. 21).
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Figura 18: Mecanismo integral propuesto de la electropolimerizacion de la dopamina
(HsDA").
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Figura 19: Identidad acido base de las especies involucradas en la electropolimerizacion de la
dopamina (HsDA").

Debido a que en la literatura no existia ninguna propuesta que mostrara como se lleva a cabo
la formacion de la polidopamina a partir de un monomero inicial, en la figura 20 se propone
un mecanismo de radicales libres para la formacion de la polidopamina, donde se plantea que
los radicales se forman en los oxigenos de HsDHI™ y que el primero se forme en el hidroxilo
con menor pka. Se observa que en la iniciacion se oxida la molécula y se forma el radical en
el hidroxilo con menor pka (recuadro azul), que este radical se deslocaliza en el anillo
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aromatico pudiendo colocarse en las posiciones 2 y 7 del anillo de indol y que, una vez se
oxida el otro hidroxilo, el radical termina en la otra posicion posible, la 4 (Chen et al. 2017).
Este mecanismo muestra la selectividad que se presenta para la formacion de la
polidopamina. Finalmente, en la terminacion se produce la reduccion que regenera la

aromaticidad, para dar lugar a la estructura que se propone para la polidopamina a partir de
este mecanismo (Fig. 21).
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Figura 20: Propuesta de la formacion de la polidopamina mediante un mecanismo de
radicales libres a partir de la 5,6-indolquinona. Elaboracién propia.
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(@) (b) (©)
Figura 21: Propuesta de las posibles estructuras de la polidopamina obtenida por
electropolimerizacion. a) Lineal. b) Mixta. ¢) Ramificada.

En la figura 22 se presentan los voltamperogramas ciclos de electropolimerizacién de la
HsDA" en condiciones sin desoxigenar y desoxigenadas. En ambas condiciones se presentan
las mismas sefiales descritas en el analisis de la HsDA™ en solucion. Se observa que, en las
condiciones desoxigenadas, las intensidades de las sefiales son mayores que en las
condiciones sin desoxigenar y, en ambos casos, que la intensidad de las sefiales disminuye
debido a que la superficie del electrodo se pasiva por la formacion de la polidopamina.

La polidopamina electropolimerizada en condiciones desoxigenadas mostrd un
compartimento electroquimico similar al de la polidopamina preparada en condiciones sin
desoxigenar. En ambas condiciones se observéd que las sefiales se desplazan a potenciales
menores con el aumento del pH con la diferencia de que la polidopamina en condiciones
desoxigenadas presenta mas de las tres sefiales que posee la polidopamina en condiciones sin
desoxigenar (ver seccion 6.4.1y Fig. 29). Esto se atribuye a que el oxigeno ya no interfiere
con la formacién de otras estructuras de la polidopamina que dan origen a la aparicién de
mas sefales electroquimicas. Por otro lado, no se observo un incremento significativo en la
intensidad de las sefiales en las condiciones desoxigenadas respecto de las de sin desoxigenar.

Ademaés, cuando se disminuyo el intervalo de electropolimerizacion a -0.4 a +1.1 V en
condiciones sin desoxigenar, se observé el mismo comportamiento electroquimico de la
polidopamina, aunqgue la linealidad disminuyo en la curva de potencial contra pH.

Tomando en consideracion gue no se obtuvo una mejoria importante en la respuesta de la
plataforma en las condiciones desoxigenadas, se decidié continuar con la preparacion de la
polidopamina en las condiciones sin desoxigenar. Esto representa una gran ventaja ya que es
un método mas sencillo, asequible, econémico y facil de implementar.
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Figura 22: Voltamperogramas ciclicos de la electropolimerizacion de la dopamina en buffer
de fosfatos (PBS) 0.1M pH 7, 5 ciclos, 50 mV/s. a) En condiciones con oxigeno. b) En
condiciones desoxigenadas.

Como hemos visto, se evalu6 el comportamiento electroquimico del H2ARS y la HsDA* en
soluciéon por CV. Ambas especies presentan cinco sefiales. La H3DA™ en condiciones
desoxigenadas presento el mismo comportamiento electroquimico que en condiciones. sin
desoxigenar. A partir de este analisis, se obtuvieron los potenciales normales de los pares:
TTS/H2ARS, HDAQ'/H3;DA*, HDAC*/HsLDAC*, HIQ*/H3DHI*, que fueron usados para
construir los respectivos diagramas Pourbaix que confirman el compartimento observado.

A partir de nuestros resultados experimentales y de informacion reportada en la literatura se
propuso un mecanismo integral de electropolimerizacién de la HsDA®, que va desde la
oxidacion de HsDA™ hasta la formacién de la polidopamina, donde la polidopamina se forma
por medio de un mecanismo de radicales libres a partir de la HIQ™:

E C Cc E Cc E Cc
H:DA"™->HDAQ"-»DAQ—-HLDAC"-»HDAC*->HDHI*"-HIQ*—polidopamina. Con este
mecanismo Sse propuso una estructura para la polidopamina obtenida por
electropolimerizacion.

Se eligié a la H3DA" para la construccion de la plataforma voltamperométrica de pH ya que
presentaba una mayor sensibilidad en un intervalo de pH mas amplio con mejor linealidad
que el H2ARS.

Para la construccion de la plataforma voltamperométrica se decidié electropolimerizar la
dopamina en condiciones sin desoxigenar ya que la polidopamina preparada en condiciones
desoxigenadas no mostré ninguna mejoria importante que en condiciones sin desoxigenar.
Esto representa una ventaja debido a que la construccion de la plataforma se vuelve mas
sencilla, econémica y facil de realizar.
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Capitulo VI: Plataforma
voltamperometrica de pH
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6.1 Construccion de la plataforma voltamperométrica de pH

Inicialmente, se prepard la plataforma electropolimerizando la H3DA" en las condiciones de
Amiri et. al. (2016). En la figura 23a se presentan los voltamperogramas ciclicos durante la
electropolimerizacion de la HsDA™, en el cual se observan las cuatro sefiales caracteristicas
de la electropolimerizacion de la dopamina descritas con anterioridad. En la figura 23b se
muestran los voltamperogramas ciclicos de la polidopamina depositada en la superficie del
electrodo a diferentes pH. Se observan tres sefiales, dos sefiales de reduccion Ay B y una
sefial de oxidacion C. Estas sefiales se desplazan hacia potenciales menores y su intensidad
disminuye con el aumento del pH. Debido a que la sefial C es la mas intensa de las tres se
decidio seguir esta sefial para el desarrollo de la plataforma voltamperométrica de pH. En la
curva de potencial contra pH de la sefial C de la polidopamina (Fig. 23c), se aprecia que la
plataforma posee buena linealidad en el intervalo de pH de 1 a 11 y un comportamiento
nernstiano de 62.1 mV/pH, el cual sugiere la transferencia de igual nimero de protones que
de electrones, en este caso dos electrones y dos protones, lo que concuerda con lo reportado
por Amiri et. al. (2016).
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Figura 23: Plataforma voltamperométrica de pH sin Nafion. a) Electropolimerizacion de la
dopamina (H3DA™) sobre la superficie de carboén vitreo. b) Voltamperogramas ciclicos de la
polidopamina. c) Curva de calibracion potencial contra pH a partir de los potenciales de
oxidacion de la polidopamina.
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Como las condiciones de electropolimerizacion de la dopamina mencionadas con
anterioridad no eran las mejores se realizaron los siguientes cambios en las condiciones de
electropolimerizacion:

Primero, debido a que la polidopamina era pobremente retenida sobre la superficie del
electrodo de carbdn vitreo, lo que ocasiona que el polimero se pierda con facilidad en
solucidén y, por ende, solo pueda ser Util para pocas mediciones de pH, se decidié mejorar su
retencion mediante el uso de una membrana de Nafion debido a su elevada estabilidad, su
baja conductividad eléctrica y su uso exitoso en la modificacion para recubrir electrodos (Ma
et al. 2009). La plataforma voltamperométrica de pH se preparé con Nafion para aumentar la
retencion de la polidopamina sobre la superficie del electrodo. Se probaron 5, 7.3y 10 uL de
Nafion al 5%. Se observo que entre mayor era la cantidad de Nafion, se retenia mejor la
polidopamina ya que las sefiales eran mas intensas. Por lo que, se decidié emplear 10 pL de
Nafion para mejorar la retencion de la polidopamina y poder cubrir por completo la superficie
del electrodo. Al adicionar la membrana de Nafion a la plataforma, esta obtuvo una mayor
estabilidad pues mantuvo a la polidopamina retenida sobre la superficie del electrodo de
carbdn vitreo por cinco dias.

Segundo, se cambio6 el pH y la identidad del buffer. Se cambié de pH 5 a 7 ya que la
electropolimerizacion de la dopamina se favorece con el aumento del pH (Li et al. 2006),
pero no mayor a 7 para que la dopamina se mantuviera estable en solucién ya que a pH 7 alin
se mantiene totalmente protonada (Sanchez-Rivera et al. 2003). Se cambi6 la identidad del
buffer de acetatos a fosfatos ya que los acetatos inhiben la electropolimerizacion de la HsDA*
(Li et al. 2006) y disminuyen su estabilidad ya que después de aproximadamente 10 minutos
la solucién se tornaba de un color amarillo rojizo indicando la descomposicion de la
dopamina, mientras que este cambio de color en el buffer de fosfatos comenzaba a hacerse
presente después de varias horas sin la proteccion de la luz.

Tercero, también se cambiaron las condiciones de medicion de la plataforma
voltamperométrica de pH. A partir de este punto también se decidié cambiar la técnica de
medicion de la plataforma voltamperométrica, de voltamperometria ciclica por
voltamperometria diferencial de pulsos ya que la Gltima es una técnica con una mayor
sensibilidad y una mejor resolucién de las sefiales que la primera (Muguruma et al 2016).
También se evaluo el efecto del acondicionamiento de la membrana en la linealidad de la
curva de potencial contra pH. Se observo que, a mayor tiempo en contacto con la solucion,
la plataforma mejora la linealidad: 30 segundos (r>=0.97), 1 minutos (r?=0.99), y 5 minutos
(r?=0.999), pero para mantener tiempos de analisis cortos se decidio dejar la plataforma en
contacto con la solucién un tiempo minimo de 1 minuto antes de cada medicion.
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6.2 Plataforma voltamperométrica de pH con Nafion
A partir de la informacion anteriormente mencionada se preparé la plataforma
voltamperométrica de pH de la siguiente manera:

Se depositaron 10 pL. de Nafion al 5% sobre la superficie del electrodo de carbon vitreo, se
secd a 40 °C durante 30 minutos y luego se dejo atemperar por cinco minutos. Después, se
introdujo el electrodo en una solucion 5 mM de dopamina en buffer de fosfatos pH 7 y se
realizaron 5 barridos consecutivos por CV en la ventana de potencial -0.4 V a +1.5 V a una
velocidad de 50 mV/s, protegiendo la solucion de la luz (Fig. 24a). Posteriormente, se analiz6
la plataforma voltamperométrica de pH por voltamperometria diferencial de pulso (DPV) en
la ventana de potencial de -0.3 V a +0.8 V a diferentes valores de pH: 1, 3, 5, 7, y 9 en buffer
Britton-Robinson 0.05 M. Antes de cada medicion se acondiciono la membrana durante un

minuto.
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Figura 24: Plataforma voltamperométrica de polidopamina con Nafion. a)
Electropolimerizacion de la dopamina sobre la superficie de carbon vitreo con Nafion. b)
Voltamperogramas diferenciales de pulso de la polidopamina. c) Curva de calibrado potencial
contra pH.
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La plataforma voltamperométrica de pH con Nafion se presenta en la figura 24. Los
voltamperogramas diferenciales de pulso (Fig. 24b) muestran que las sefiales de la
polidopamina se desplazan hacia potenciales menores y disminuye su intensidad de corriente
con el aumento de pH. A partir de los potenciales de oxidacién de la polidopamina se
construyd la curva de calibracién potencial contra pH (Fig. 24c), en la cual se observa una
buena linealidad en el intervalo de pH de 3 a 9 con una sensibilidad de 34.4 mV/pH.
Igualmente, en los voltamperogramas diferenciales de pulso se observan tres sefiales que se
describiran con mas detalle en la seccion 6.4.1.

6.3 Optimizacion de la plataforma voltamperométrica de pH

Debido a que la sensibilidad de la plataforma voltamperométrica de pH era baja en la curva
de potencial contra pH, se buscd6 maximizarla por medio de un disefio de experimentos
Taguchi Lo de tres factores a tres niveles (Tabla 7). En la tabla 7 se muestra el disefio
experimental y la respuesta obtenida por cada experimento. Las condiciones éptimas para
obtener la méxima sensibilidad fueron los niveles mas bajos de cada factor, una
concentracion de dopamina de 5 mM, cinco ciclos y un intervalo de electropolimerizacién
de -0.4 V a +1.3 V. Se observo que a menor cantidad de ciclos la sensibilidad aumenta,
mientras que el aumento en la concentracion de dopamina aumenta la intensidad de las
sefiales, pero disminuye el valor de la sensibilidad. Esto se atribuye a que con una menor
concentracion de dopaminay un menor nimero de ciclos se forma una capa de polidopamina
mas delgada, lo que permite una mejor oxidacién de la polidopamina. El factor que mas
afecta la sensibilidad es el namero de ciclos de electropolimerizacion (Fig. 25).

Tabla 7: Resultados del disefio de experimentos Taguchi Lo (3%) para optimizacion de la
plataforma voltamperométrica de pH.

Factores Respuesta
Experimento A: Concentracion de | B: Nimero de C: Intervalo de Sensibilidad

dopamina (mM) ciclos potencial (mV/pH)
2 5 5 -0.4a+1.3V 47.7
4 5 10 -0.4a+1.4V 36.0
8 5 15 -04a+15V 45.8
5 7.5 5 -0.4a+1.4V 46.8
9 7.5 10 -0.4a+15V 315
7 7.5 15 -04a+1.3V 36.5
1 10 5 -04a+15V 39.0
6 10 10 -04a+1.3V 36.7
3 10 15 -0.4a+1.4V 37.2
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Medias de datos

Dopamina
16 [Dop ]

Ciclos

Intervalo potencial

44

42

40

38 -

Medias de medias

36 -

—_

34 . .
1 2

3

1 2

3

1 2 3

Figura 25: Efectos principales para medias del disefio Taguchi Lo (3%) para la optimizacion de
la plataforma voltamperométrica de pH.

En las condiciones dptimas, el sensor exhibe una mayor sensibilidad, mientras que se
mantiene la buena linealidad y el comportamiento de los potenciales en funcion del pH como
se observa en la figura 26.
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Figura 26: Comportamiento electroquimico de la polidopamina. a) VVoltamperogramas
diferenciales de pulso de la polidopamina a diferentes pH. b) Curva de calibracion potencial
contra pH para la polidopamina.

En la figura 27a se presentan los voltamperogramas ciclicos de la plataforma
voltamperometria de pH construida en las condiciones Optimas. Al igual que antes de
optimizar, se observan las sefiales A, By C, las cuales se desplazan hacia potenciales menores
y su intensidad disminuye con el aumento del pH. En la figura 27b se muestra la curva de
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calibracion potencial contra pH para la sefial C, en la cual se observa una pendiente nernstiana

en un amplio intervalo de pH de 1 a 13 con buena linealidad. A partir de estos
voltamperogramas ciclicos se obtuvo un valor de potencial normal para la polidopamina de
0.380 + 0.035 V (vs Ag/AgCl).
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Figura 27: Comportamiento electroquimico de la polidopamina. a) VVoltamperogramas
diferenciales de pulso de la polidopamina a diferentes pH. b) Curva de calibracion potencial
contra pH para la polidopamina.

En la figura 28 se presenta la plataforma voltamperométrica de pH construida en las
condiciones Optimas y su analisis a lo largo de la escala de pH para determinar el intervalo
lineal en el que es funcional. En la figura 28a se muestran los voltamperogramas ciclicos de
la electropolimerizacion de la dopamina, en los cuales, se observan sus cuatro sefiales
caracteristicas. En la figura 28b se presentan los voltamperogramas diferenciales de pulso de
la polidopamina en funcién del pH. Se observa que la sefial C se desplaza hacia potenciales
menores y su intensidad disminuye con el aumento del pH. En la figura 28c se observa que
la plataforma posee una excelente sensibilidad en un amplio intervalo de pH de 0.5 a 13 con
buena linealidad.

La plataforma voltamperométrica de pH presenta un comportamiento nernstiano de 61.0
mV/pH £ 1.6 mV/pH, con buena linealidad en un amplio intervalo lineal de pH de 0.5 a 13.
Posee una excelente repetitividad y reproducibilidad y una elevada estabilidad (Tabla 8).
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Figura 28: Plataforma voltamperométrica de pH de polidopamina con Nafion en las
condiciones Optimas. a) Electropolimerizacién de la dopamina sobre la superficie de carbén
vitreo con Nafion en condiciones optimizadas. b) Voltamperogramas diferenciales de pulso de
la polidopamina a diferentes valores de pH. ¢) Curva de calibracion potencial contra pH a partir
de los potenciales de oxidacion de la polidopamina.

Tabla 8: Parametros analiticos de la plataforma voltamperométrica de pH.

Sensibilidad

61.0 mV/pH = 1.6 mV/pH

Intervalo lineal

pHde0.5a13

Repetitividad (3 dispositivos diferentes, mismo
dia)

RSD de 1.90% (60.8 + 1.2 mV/pH)

Reproducibilidad (3 dispositivos diferentes,
diferentes dias)

RSD de 3.78% (61.2 + 2.3 mV/pH)

Repetitividad (3 curvas un mismo dia; mismo
dispositivo).

RSD de 3.35% (61.9 + 2.1 mV/pH)

Reproducibilidad (curvas en 3 diferentes dias;
mismo dispositivo

RSD de 4.02% (63.4 + 4.0 mV/pH)

Reproducibilidad en el proceso de construccion
(15 dispositivos diferentes)

RSD de 3.35% (61.1 + 2.0 mV/pH)
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Algo importante de mencionar, es que los valores de la sensibilidad de los 15 dispositivos
(Tabla 8) fueron obtenidos de diferentes plataformas, las cuales fueron evaluadas con
diferentes numeros de puntos en diferentes intervalos de pH, y nos confirma la buena
reproducibilidad que posee la plataforma.

Se obtuvo una excelente estabilidad de la plataforma voltamperométrica en almacenamiento
ya que después de 26 dias sin uso la plataforma mantuvo su respuesta analitica para la
medicién de pH. Un analisis estadistico de comparacién de medias t de student (p< 0.05) de
la sensibilidad del dia cero (45.8 + 1.3 mV/pH) y del dia 26 (46.6 + 1.2 mV/pH) mostré que
las sensibilidades son estadisticamente equivalentes, por lo que se concluye que después de
un largo periodo de tiempo en almacenamiento, la plataforma sigue siendo atil para la
medicién del pH. El valor subnernstiano de las pendientes se atribuye a un efecto memoria
que presenta el dispositivo debido a que se requiere que el pH dentro de la membrana se
equilibre o iguale con el pH de la solucion. Entonces, como las curvas de calibrado se
realizaron Unicamente con tres puntos (pH 1, 5y 9) para asegurar el funcionamiento del
dispositivo durante todo el analisis, el tiempo de acondicionamiento que se le dio al sensor
no fue suficiente para equilibrar el pH de la membrana pues en cambios grandes de pH (4 a
5 unidades de pH) se observa que el dispositivo requiere de un tiempo mayor de
acondicionamiento. También se observd que después del tiempo en almacenamiento, la
intensidad de las sefiales disminuy6 considerablemente, mas del 95% de las sefiales
originales, como en Vivaldi et al. (2020), lo que se atribuye a una encapsulacion deficiente
de la especie redox (Vivaldi et al. 2020).

6.4 Caracterizacion de la plataforma voltamperométrica de pH

6.4.1 Caracterizacion electroguimica de la plataforma voltamperométrica de pH

Como se menciond anteriormente, la polidopamina presenta tres sefiales electroquimicas, dos
de reduccion Ay By una de oxidacion C (Fig. 29). Las tres sefiales son dependientes de pH,
se desplazan a potenciales menores con el aumento del pH. Por voltamperometria ciclica las
sefiales A 'y B se muestran mas definidas a pH 7, mientras que las tres sefiales se separan
mejor por voltamperometria diferencial de pulso.
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Figura 29: Sefales electroquimicas de la polidopamina. a) Por voltamperométrica ciclica. b)
Por voltamperométrica diferencial de pulso.

En la figura 30 se observa que las sefiales de la polidopamina (A, B y C) son sensibles al pH
en un amplio intervalo de 1 a 13. Se observan como los potenciales méaximos se desplazan a
potenciales menores con el aumento del pH. En las curvas de potencial contra pH, cada una
de las sefiales posee una pendiente nernstiana con buena linealidad en un amplio intervalo de
pH de 1 a hasta 13, lo que indica que en cada proceso esta involucrado un mismo ndmero de

protones que de electrones.
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Figura 30: Voltamperogramas diferenciales de pulso de las sefiales de la polidopamina y su
respectiva curva de potencial contra pH (se muestra Unicamente los picos maximos de las
sefiales para mejor claridad). A) Voltamperogramas diferenciales de pulso de la sefial A. b)
Curva de calibracion potencial contra pH a partir de los potenciales de la sefial A. c)
Voltamperogramas diferenciales de pulso de la sefial B. d) Curva de calibracion potencial
contra pH a partir de los potenciales de la sefial B. e) Voltamperogramas diferenciales de pulso
de la sefial C. f). Curva de calibracion potencial contra pH a partir de los potenciales de la sefial

C.
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Para determinar si el proceso de 6xido-reduccion de la polidopamina es quimicamente
reversible. La polidopamina se someti6 a un proceso de oxidacion y reduccion
electroquimica. Como se observa en la figura 31, una vez que se oxida electroquimicamente
a la polidopamina durante 20 minutos a +1 V' y se barre hacia oxidacion (Fig. 31a) se observa
como la sefial C desaparece en el primer ciclo y una vez que se reduce esta vuelve a estar
presente. De igual manera, una vez que la polidopamina se reduce electroquimicamente a
+0.5 V durante 20 minutos y se barre a potenciales de reduccién no se observan las sefiales
Ay B, pero al oxidarse aparece solo una sefial de reduccién (Fig. 31b). A partir de esto se
concluye que el proceso de 0xido-reduccién de la polidopamina es quimicamente reversible,
es decir, si se oxida se puede reducir y viceversa. En la seccion 6.4.3 se presenta la
caracterizacion de este proceso por espectroscopia de infrarrojo.
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Figura 31: Identificacidn de sefiales por voltamperometria ciclica (CV) (azul: primer ciclo;
naranja: segundo ciclo) y diferencial de pulsos (DPV). a) Después de oxidacion. b) Después de
reduccion.

Con toda la informacidn anteriormente mencionada se concluye que las sefiales Ay B de la
polidopamina son sefiales de reduccion y la sefial C de oxidacion, todas presentan un
comportamiento nernstiano en un amplio intervalo de pH de 1 a 13 con buena linealidad, que
en este caso corresponden a las reacciones de Oxido-reduccion mostradas en la figura 32,
donde se transfieren dos protones y dos electrones por unidad de dopamina en la
polidopamina. En este punto, se propone que la aparicion de las sefiales A y B, que luego
solo se observan en una sola sefial, se debe a las condiciones experimentales de medicion,
que permiten observar las sefiales A y B de manera separada. También que la sefiales Ay B
se deben a que las unidades de dopamina se encuentran unidas de dos maneras diferentes
(como se propuso en la seccion 5.3), lo que produce que aparezcan dos sefiales. Entonces en
la sefial C se debe a la oxidacion de las unidades de dopamina en la polidopamina sin importar
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su forma de unidn, mientras que la sefial A y B se deben a la reduccion de las unidades de
dopamina que se unen de dos formas diferentes, una sefial por cada tipo de union. En la
reaccion de Oxido-reduccion de las unidades de dopamina en la polidopamina, sin importar
su ambiente quimico, estan involucrados dos protones y dos electrones (Fig. 32).

C
N N N +2H" +2e”
HO N o N
HO C o)
+2H' +2¢
A\ n B A\ .
HO N o N

Figura 32: Reacciones de 6xido-reduccién de la polidopamina.

El analisis de histéresis mostro que los potenciales a pH 3 de la sefial C medidos por triplicado
antes (480+5 mV) y despues de medir pH 7 (460+5 mV) son estadisticamente diferentes (t
student comparacién de medias p<0.05). Sin embargo, es necesario notar que la diferencia
entre las medias fue de 20 mV, lo que indica que realmente el potencial no cambia de manera
importante. Mientras que para la sefial A igualmente la comparacion de medias (t student,
p<0.05), antes (27+5 mV) y después de medir pH 7 (39+3 mV), indicd que son
estadisticamente diferentes pero la diferencia entre las medias fue de 12 mV, menor a la de
la sefial C. Considerando esto, la sefial A se eligié para el desarrollo de los biosensores.

En la figura 33 se presenta la estabilidad del potencial en funcion del nimero de mediciones.
Se observa que los potenciales de la sefial C son mas estables en pH acido. El potencial a pH
3 tuvo una RDS% de 2.94%, pH 7 de 20% y pH 11 de 54.3%. Con el nimero de mediciones
laintensidad de las sefiales disminuyd considerablemente, a pH 3 la sefial disminuyo un 95%,
a pH 7 un 85%, a pH 11 un 98% después de 50 mediciones sucesivas. Se observa que los
potenciales de la sefial C requieren de varias mediciones para que el potencial se estabilice.
Se observa que la sefial A a pH 7 es la mas estable de todas con un RDS% de 2.03% despueés
de 50 mediciones, pero durante las primeras 10 mediciones tiene un RDS de 0.46%, lo que
indica que el potencial es muy estable. Ademas, tuvo una diminucion de la intensidad de
sefial de un 90%.
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Figura 33: Estabilidad del potencial de la plataforma voltamperométrica de pH.

A partir de lo visto con anterioridad relacionado con la sefial A y a que su potencial a pH 7
se encuentra cercano a 7, se decidié emplear esta sefial para el desarrollo de los biosensores
que se mostraran en las secciones siguientes.

Las sefiales de la plataforma voltamperométrica de pH (polidopamina) se pueden recuperar
después de gue han disminuido considerablemente debido al proceso de medicion, para ello
se debe de oxidar o reducir la polidopamina electroquimicamente durante un cierto periodo
de tiempo, unos pocos minutos dependiendo de la sefial que se esté ocupando. Si es la de
oxidacion se debe de reducir y si es una de reduccion se debe de oxidar.

Durante la caracterizacion de la reversibilidad del proceso de Oxido-reduccion de la
polidopamina (Fig. 31) después de la oxidacion y perder completamente la sefial C (de
oxidacion), esta se recuperd un 40% de la sefial original al realizar el primer ciclo y ver la
sefial de reduccion. Mientras que para la sefial A y B (de reduccion) después de perderlas
completamente por la reduccion se recuperaron un 70% de la sefial original, al realizar el
primer ciclo y ver la sefial de oxidacion. Es importante notar que estos ciclos duran
aproximadamente un minuto por lo que para recuperar la sefial no se requiere de un tiempo
largo. Cuando se realizaron 10 mediciones sucesivas a pH 3 por DPV y se redujo la
polidopamina durante 10 minutos para recuperar la sefial de oxidacion, la sefial se recuperd
un 15%. Esto se debe a que como el barrido por DPV es lento durante el barrido ya se esta
oxidando la polidopamina lo que no permite ver mas intensa la sefial recuperada. Esta idea
para la recuperacion de las sefiales de la polidopamina se emple6 para el funcionamiento del
biosensor.
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Durante la realizacion de la caracterizacion electroquimica de la plataforma
voltamperométrica de pH de la polidopamina se observo que la polidopamina se puede usar
también para el desarrollo de un sensor potenciométrico de pH, ya que cuando se construy6
la curva de calibracion potencial contra pH a partir del potencial de corriente nula de la
polidopamina a diferentes valores de pH se obtuvo un comportamiento nernstiano de 54.8
mV/pH con buena linealidad en el intervalo de 1 a 13 de pH (Fig. 34).
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Figura 34: Curva de calibracion potencial contra pH a partir del potencial de corriente nula
de la plataforma voltamperométrica.

En la figura 35 se presenta el estudio de impedancia de la plataforma voltamperométrica,
donde se puede observar el comportamiento de cada una de las modificaciones que se le
realizaron al electrodo de carbon vitreo para la construccion de la plataforma. El carbéon vitreo
tuvo una resistencia de 150.8 Q, mientras que su modificacion con la membrana de Nafion
tuvo una resistencia de 160.7 Q. De esto, se puede notar que 1a membrana de Nafion hizo al
dispositivo mas resistivo, tal como se ha reportado previamente en Zhao et al. (2011) y Li et
al. (2016), pues es muy poco conductora (Affoune et al. 2005; Napoli et al. 2014), pero no
se observa un gran cambio en la resistividad, lo que nos habla de que el Nafion no tiene un
efecto importante sobre la conductividad del dispositivo. Una vez que se afiade la
polidopamina, la resistencia del dispositivo disminuye a 151.5 Q, de tal manera que se
recupera casi completamente la conductividad del carbdn vitreo. Esto se puede atribuir a que
la polidopamina posee cierta conductividad eléctrica, mayor a la de Nafion y cercana a la del
carbon vitreo.
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Figura 35: Impedancia electroquimica: Diagrama de Nyquist para la plataforma

voltamperomeétrica, en el intervalo de frecuencias de 1 MHz a 1 KHz en solucion 5 mM de
K4[Fe(CN)e], 5 mM de K;[Fe(CN)g] y 0.05 M de KCI.

6.4.2 Caracterizacion de la plataforma voltamperométrica de pH por microscopia
En la figura 36 se presenta la caracterizaron éptica de la plataforma voltamperométrica. En
las figuras 36a y 36b se observa el electrodo de carbdn vitreo limpio con un acabado espejo
y, la membrana de Nafion translucida, que cubre completamente el area del carbén vitreo y
presenta una superficie bastante heterogénea como se reporta en Affoune et al. (2005) y
O’Dea et al. (2013); asimismo, una vez que se afiade la polidopamina, se observa un cambio
de color sobre la superficie del carbén vitreo relacionado con la presencia de la polidopamina.
Por otra parte, a 400X, no se observa diferencia de distribucion del material modificante entre
el electrodo con Nafion y el electrodo con Nafion con polidopamina (Fig. 36c), lo que se
atribuye a que la dopamina, debido a la membrana de Nafion, solo puede aproximarse al
electrodo desde una direccion; caso contrario de los electrodos de carbon vitreo sin modificar,
donde los polimeros se forman en mayor cantidad en la frontera del carbon vitreo y menor
cantidad en su centro, ya que las moléculas a ser electropolimerizadas pueden aproximarse

desde varias direcciones.
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Figura 36: Caracterizacion optica de la plataforma voltamperométrica. a) Mediante cAmara
de un celular convencional. b) Por microscopia dptica de 50x. ¢) Por microscopia éptica de

400x.
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La membrana de Nafion permite retener a la polidopamina en la plataforma
voltamperométrica ya que funciona como un enrejado o enmallado cuando se prepara a partir
de agua con alcoholes (Ma et al. 2009). Sin embargo, a pesar de contar con la membrana de
Nafion, la polidopamina aun se lixivia, lo que es algo comun en los sensores
voltamperométricos, aunque en menor medida que si no se tuviera la membrana de Nafion.

De hecho, se observd que entre mayor es el pH la polidopamina se pierde con mayor
facilidad. Una posible idea para explicar esto es que el Nafion, al tener grupos sulfonatos,
estara cargado negativamente en toda la escala de pH, mientras que la polidopamina,
considerando los valores de pKa de las especies precursoras, esta cargada positivamente por
la protonacion del grupo amino a pH &cido, por lo que, la atraccion electrostatica a pH acido
entre la polidopamina y el Nafion (cargas opuestas) puede aumentar la retencion de la
polidopamina principalmente a pH acido, mientras que a pH neutro y béasico la polidopamina
al no estar cargada o estar cargada negativamente es mucho mas facil que se difunda en la
solucion.

En la figura 37 se presentan los electrodos de carbon vitreo que se empelaron para el analisis
de microscopia electronica de barrido (SEM). Se observa que la membrana de Nafion es
completamente translucida y la polidopamina le da una coloracion oscura a la membrana
(Fig. 37a). En la figura 37b se muestran los electrodos recubiertos de oro para el analisis de
SEM.

De las figuras 38-40 se presenta la caracterizacion de la plataforma voltamperometria por
microscopia electronica de barrido. En 38 se observa el electrodo de carbon vitreo
completamente limpio con una superficie lisa. En el espectro de EDS se muestra Gnicamente
la presencia del carbono por el carbon vitreo y oro debido a que los electrodos fueron
recubiertos con este metal. En la figura 39 se presenta la modificacién del electrodo con
Nafion, el cual cubre completamente al carbdn vitreo y le proporciona una superficie
heterogénea pues se observan diferentes irregularidades. En el espectro de EDS se constata
la presencia del Nafion por los &tomos de flGor, oxigeno y azufre. Una vez que se adiciona
la polidopamina, se observa una superficie mucho mas homogenea, lo que se atribuye a que
la polidopamina se forma sobre la superficie del Nafion y recubre toda la superficie, llenando
las cavidades (Fig. 40). En el EDS se observa que la composicion que la membrana cambio
ya que se observa un aumento del porcentaje de carbono concerniente con la presencia de la
polidopamina y una disminucién de F, O y S (Fig. 40); sin embargo, no se observa la
presencia del nitrégeno ya que su relacién de peso en cada unidad de la polidopamina es
menor al 10% y aun menor en proporcion en toda la superficie; ademas de ser un elemento
de bajo numero atdbmico que produce rayos X de baja energia (Gazulla et al. 2013). También
se presenta un pequefio porcentaje de K, el cual se debe a que la electropolimerizacion de la
dopamina se lleva a cabo en buffer de fosfatos de potasio.
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(@) ) (b)
Figura 37: Fotografias de los electrodos modificados para Microscopia Electronica de Barrido
(SEM). a) Electrodos modificados. b) Electrodos modificados recubiertos de oro.
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Figura 38: Caracterizacion del electrodo de carbén vitreo de la plataforma
voltamperométrica de pH por Microcopia electrénica de barrido (SEM). a) A 45x. b) A
10000x. ¢) Espectro de EDS.
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Figura 39: Caracterizacion de la membrana de Nafion sobre el electrodo de carbén vitreo de
plataforma voltamperométrica de pH por Microcopia electronica de barrido (SEM). a) A 45x.
b) A 10000x. c) Espectro de EDS.

En las figuras 41 a 43 se muestra el mapeo de elementos del analisis EDS de la plataforma
voltamperométrica. Se observa que la distribucién de los elementos en el electrodo de carbon
vitreo, la membrana de Nafion y el electrodo modificado con Nafion y polidopamina es
homogénea. También se observa que hay un aumento en la presencia de carbono y oxigeno
(Fig. 43) de la plataforma voltamperométrica en comparacion con la membrana de Nafion
(Fig. 42) debido a la presencia de la polidopamina, es decir, que como la polidopamina se
electropolimeriza sobre la membrana de Nafion, habra una mayor presencia de estos dos
elementos en la plataforma como se menciond con anterioridad.
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Figura 40: Caracterizacion de la plataforma voltamperométrica de pH por Microcopia
electronica de barrido (SEM). Electrodo modificado con polidopamina y la membrana de
Nafion. a) A 45x. b) A 10000x. c) Espectro de EDS.
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Figura 41: Mapeo de elementos del electrodo de carbon vitreo por EDS
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Figura 42: Mapeo de elementos del electrodo de carbdn vitreo modificado con Nafion por
EDS.
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Figura 43: Mapeo de elementos del electrodo de carbdn vitreo modificado con Nafion y
polidopamina por EDS.

76



Capitulo VI: Plataforma voltamperométrica de pH

6.4.3 Caracterizacion de la plataforma voltamperomeétrica de pH por espectroscopia
de infrarrojo.

Se caracteriz0 la plataforma voltamperométrica desarrollada por espectroscopia de infrarrojo
analizando los espectros del material de partida, dopamina, la membrana de Nafion y la
dopamina presente en la membrana de Nafion. En la figura 44 se muestran las fotografias de
las membranas Nafion con polidopamina que se prepararon para el andlisis por IR. En la
figura 44a se muestra Unicamente a la membrana de Nafion, la cual es completamente
translucida y dificil de ver. En la figura 44b se observa a la polidopamina (en su forma
reducida) sobre la membrana de Nafion con su color negro caracteristico (Chen et al. 2017).
Finalmente, en la figura 44c se observa a la polidopamina después de ser oxidada en la zona
circular central de la membrana con un color amarrillo que indica que sufri6 una
transformacion, mientras que en el resto de la membrana ain se observa la polidopamina
reducida pues aun se observa un color ligeramente oscuro.

(@) (b) (©)
Figura 44: Fotografias de las membranas para el anélisis de IR. a) Membrana de Nafion. b)
Membrana de Nafion con polidopamina en su forma reducida. ¢) Membrana de Nafion con
polidopamina en su forma oxidada.

IR Dopamina: En la figura 45a se presenta el espectro de infrarrojo de la dopamina: Se
observan las bandas caracteristicas: v O-H banda ancha centrada en 3200 cm™, v N-H 3334
cmty 3207 cm™ de amina primaria, v C-H aromatico a 3024 cm™, v C-H 2995 cm™, v C=C
1618 cm™ y 1501 cm™ de aromitico, v C-O a 1287 cm™ y o y © C-H aromatico 1, 2, 4-
trisustituido a 877 cm™ y 815 cm™* (Carter et al. 1982).

IR Membrana de Nafion: En la figura 45b se aprecian las bandas caracteristicas de la
membrana de Nafion: vas y vs C-F de -CF2- en 1261 cm™ y 1138 cm™ respectivamente, la de
v S=0 de SO3H en 1059 cm™, la banda vs C-F de CFRCF3 a 983 cm™ y un hombro en esta
sefial a 970 cm™ de v C-O-C (Liang et al. 2004). También se observa una banda ancha en
3422 cm™ y otra banda en 1623 cm™ ambas relacionadas con la presencia de agua en la
membrana de Nafion como se sefiala Ludvigsson et. al. (2000) y Gruger, et. al. (2001).
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Figura 45: Espectros de IR. a) Dopamina. b) Membrana de Nafion. ¢) Polidopamina en su
forma reducida. d) Polidopamina en su forma oxidada.

IR Polidopamina reducida/Nafion: En la figura 45c se presenta el espectro de IR de la
polidopamina en su forma reducida. Se observan las bandas de la polidopamina: v O-H 3614
cmt, v N-H 3211 cm™, v C-H de -CH2- en 2981 cm, y las bandas de v C=C de aromético
en 1632 cm™ y 1521 cm™, consistentes con una estructura de indol (Dreyer et al. 2012).
Ademas, en el espectro se presentan tres bandas anchas alrededor de 3200 cm™, 1200 cm? y
650 cm™ caracteristicas de la polidopamina (Dreyer et al. 2012). También se muestran las
bandas de Nafion: vas y vs C-F de -CF2- en 1219 cm™ y 1149 cm, respectivamente, la de v
S=0 de SOsH en 1060 cm™, 1a banda vs C-F de CFRCF3 a 983 cm™ y un hombro en esta
sefial a 975 cm™ de v C-O-C (Liang et al. 2004).

IR Polidopamina oxidada/Nafion: En la figura 45d se presenta el espectro de IR de la
polidopamina oxidada electroquimicamente. Se observan las sefiales caracteristicas de la
polidopamina: v N-H alrededor de 3255 cm™, v C-H de -CH2- en 2976 cm™ y 2933 cm™, las
bandas de v C=C de aromatico en 1627 cm™ y 1526 cm™ y la banda de C=0 en 1714 cm™?,
asi como las senales de la membrana de Nafion vas y vs C-F de -CF»- alrededor de 1200 cm”
! la de v S=O de SO3H en 1057 cm™, la banda vs C-F de CFRCF3 en 975 cm™ que se
encuentra sobrepuesta con la banda v C-O-C (Liang et al. 2004). Este espectro es congruente
con el reportado por Dreyer et al. (2012) para la polidopamina oxidada con NaOCI.
Comparando los espectros de IR de la dopamina reducida y oxidada se observan que la gran
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diferencia corresponde a la aparicion de la sefial de carbonilo en 1714 cm™. La aparicion de
esta banda se debe a la oxidacion electroquimica de los grupos alcohol de la polidopamina a
grupos carbonilo, lo que confirma que el proceso de oxidacién electroquimica de la
polidopamina se lleva a cabo. La banda v O-H 3506 cm™ se atribuye a la presencia de agua
en la membrana.

6.5 Aplicacion de la plataforma voltamperométrica de pH

La plataforma voltamperométrica de pH se puso a prueba en la medicion del pH de soluciones
comerciales. En la tabla 9 se recopilan los promedios de mediciones por triplicado del pH en
bebidas comerciales con la plataforma desarrollada y un electrodo de vidrio. Un analisis de
comparacion de medias t de Student (p<0.05) revela que no existen diferencias significativas
entre el pH promedio obtenido con el transductor voltamperométrico en comparacién con el
electrodo de vidrio para las muestras de jugo de manzana, bebida rehidratante, suero
rehidratante y bebida probidtica, mientras que si existe una diferencia significativa para las
demés muestras analizadas. Esto se atribuye a que las muestras con diferencias presentan
especies electroactivos que afectan la medicion del pH y para la muestra de hipoclorito de
sodio se debe a que su pH se encuentra fuera del intervalo lineal de la polidopamina y a que
al ser electroactivo y un agente oxidante oxida toda la polidopamina por lo que no se observa
la sefial de oxidacion de la polidopamina. La precision del sensor en las mediciones por
triplicado tuvo una RSD menor al 55% y menor al 4% en las muestras con pH
estadisticamente iguales al pH del electrodo de vidrio.

Tabla 9: Analisis de pH de muestras comerciales.

Muestra pH de electrodo de vidrio Plataforma voltamperometrica
de pH desarrollada

Jugo de limén natural 1.84+ 0.02 3.66:+ 0.20
concentrado

Jugo de manzana 3.02 £ 0.02 2.93 + 0.06

Bebida rehidratante 3.49 +0.03 3.40+0.10

Suero rehidratante 3.98 +0.01 410+ 0.10

Bebida probidtica 3.35+0.02 3.48 +0.13

Café 4.82 +0.02 520+ 0.12

Agua de sabor manzana 3.17 £ 0.02 400+ 0.11

Enjuague bucal sin alcohol 4.01 +0.03 532+ 0.28

Jugo de tomate 3.77 £ 0.02 3.13+0.04

Leche entera 6.55 + 0.02 5.17 £ 0.09

Leche de magnesia 10.20 £+ 0.02 10.50 + 0.04

Solucién de NaOCI comercial 13.72 4 0.02 Sin sefial electroguimica
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La plataforma voltamperométrica de pH se construy6 a partir de un electrodo de carbon
vitreo, Nafion y polidopamina ya que la polidopamina era pobremente retenida sobre la
superficie del electrodo y al adicionar la membrana de Nafion esta permitio retener a la
polidopamina.

La polidopamina presenta tres sefiales, una de oxidacion (sefial C) y dos de reduccidn (sefiales
A'y B) que presentan un comportamiento nernstiano en un amplio intervalo de pH de 1 a 13.
Debido a que la sefial C es la més intensa de las tres se eligié para la medicion del pH.
Mientras que la sefial A por ser la segunda en intensidad, la mas estable y encontrarse cercana
a un potencial de 0 V a pH 7 se eligi6 para el desarrollo de los biosensores que se presentan
en los capitulos siguientes.

La plataforma voltamperométrica presenta una sensibilidad de 61.0 mV/pH £ 1.6 mV/pH,
con buena linealidad en un amplio intervalo lineal de pH de 0.5 a 13 y posee una excelente
repetitividad y reproducibilidad y una elevada estabilidad. Ademas, es simple, econdmica,
de fécil construccion y (til para la medicion del pH.

También, se propone que la polidopamina se puede emplear para el desarrollo de un sensor
potenciométrico de pH, ya que existe una relacion nernstiana del potencial a corriente nula
con el pH.

Se caracteriz6 la plataforma voltamperométrica de pH por voltamperometria, impedancia
electroquimica es espectroscopia de infrarrojo y microscopia electrénica de barrido.

Se observd que el proceso de Oxido-reduccion de la polidopamina en quimicamente
reversible y se caracteriz6 por espectroscopia de infrarrojo. Al oxidar electroquimicamente a
la polidopamina en el espectro de IR se hace visible la sefial correspondiente al carbonilo,
producida por la oxidacion de los grupos alcohol a carbonilo.

La modificacion con Nafion del electrodo hizo al dispositivo mas resistivo, pero no de
manera importante. Al adicionar la polidopamina se recuperé casi en totalidad la
conductividad del carbon vitreo.

En el analisis por microscopia oOptica se observa que la superficie de la plataforma es
homogénea. En los espectros de EDS se confirma la presencia del Nafion y polidopaminay
en los mapeos se observa que se depositan de manera homogénea.
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7.1 Funcionamiento del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de
triglicéridos

El principio de funcionamiento empleado para el disefio de este biosensor se basa en un
cambio de pH. En este caso, la lipasa hidroliza los triglicéridos para formar una molécula de
glicerol y liberar tres &cidos carboxilicos (Fig. 46 y 47), los cuales disminuyen el pH de la
solucidn, de esta manera a mayor concentracion de triglicéridos se produce una disminucion
mucho mayor del pH. El transductor voltamperométrico detecta este cambio de pH debido a
que los potenciales de oxidacion de la polidopamina se desplazan hacia potenciales mayores
con el aumento de la concentracidon de triglicéridos debido a la disminucién del pH y entonces
al relacionar estos potenciales con la concentracion de tributirina, es posible cuantificar
indirectamente los triglicéridos (Fig. 47).

o}

R% o}
© >¥R Lipasa i oH
3H,0O ————
}O T 2 3 )J\ + HO\)\/OH
o HO R
R~<
O
Triglicérido Acido graso Glicerol

Figura 46: Hidrdlisis enzimatica de triglicéridos.

Se eligio a la sefial A de la polidopamina para el desarrollo del biosensor voltamperométrico
monoenzimatico de triglicéridos por varias razones. La sefial C no fue funcional en el
biosensor mientras que la sefial A si lo fue. La sefial A es la segunda més intensa de las tres
sefiales de la polidopamina y su uso adiciona una mayor selectividad al biosensor, pues al
estar en potenciales menores pero cercanos a cero a pH 7 y desplazarse hacia potencial cero
por la disminucion de pH, se evitan potenciales donde diversas especies se puedan oxidar o
reducir. Ademas, la sefial A tiene una mayor intensidad en pH cercano a 7 que a otros pH.

Un punto importante durante la preparacion del coctel enzimatico, en la construccion del
biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos, es que primero se debe de
disolver la enzima en el buffer de fosfatos para que la enzima se disuelva completamente y
luego agregar el Nafion porque si se hace en orden contrario se afecta el disefio del dispositivo
al grado de no ser funcional. Esto se atribuye a que los alcoholes en los cuales esta disuelto
el Nafion pueden desnaturalizar a la lipasa.
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Figura 47: Representacion del funcionamiento del biosensor voltamperométrico
monoenzimatico de triglicéridos. a) Funcionamiento del biosensor. b) Desplazamiento de los
potenciales de oxidacién de la polidopamina hacia potenciales mayores con el aumento de la

concentracion de triglicéridos. ¢) Curva potencial contra concentracién de triglicéridos.

7.2 Acercamiento al desarrollo del biosensor voltamperométrico
monoenzimatico de triglicéridos

El biosensor desarrollado fue evaluado mediante curvas de calibracion con soluciones
estandar de tributirina. En la figura 48a se observa que con el aumento de la concentracion
de tributirina hay un desplazamiento de la sefial A hacia potenciales mayores, lo que indica
que se produce una disminucién del pH. En la figura 48b se presenta la curva de calibracion
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potencial contra concentracion de tributirina en la cual se observa una buena linealidad en un
intervalo de concentracion de 0.17 a 1.32 mM. A partir de la construccion y uso de 4
biosensores se obtuvo una sensibilidad de 84.1 mV/[TB] + 1.8 mV/[TB] y una excelente
reproducibilidad en el valor de la sensibilidad con una desviacion estandar relativa (RSD) de
1.4% a pH = 7.5 en buffer de fosfatos con goma arébiga al 4% (4 biosensores diferentes,
diferentes dias).

0.5 - | -0.02
Disminucionde pH | T .004 | E(V)=00836[TB]—0.1462 .+
R / 017 mM % 0.06 | 1=0.9978
T 033mM <
2 o.s0mm = 008 1 -
g = :
& 0.66 mM 0.1 A ..
S —0.83 mM g 012 4
0.99 mM 8
—tismm & 0141
03 T T T 1 _132 mM ‘016 T T T T T T 1
-0.3 -0.2 0.1 0 0.1 0 02 04 06 08 1 1.2 14
Potencial (V) vs Ag/AgCl Concentracion de Tributirina (mM)
€Y (b)

Figura 48: Evaluacidn del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos con
tributirina. a) Voltamperogramas diferenciales de pulso a diferentes concentraciones de
tributirina. b) Curva de calibracion potencial contra concentracion de tributirina.

En este punto, es importante mencionar que, debido a que el primer acercamiento al
desarrollo del biosensor de triglicéridos se realiz6 en verano, mientras que su optimizacion
se llevd a cabo en invierno, se observé que la temperatura tiene un efecto importante en la
sensibilidad del biosensor. Antes de realizar su optimizacion, el biosensor se construyo y
probd nuevamente bajo las condiciones del primer acercamiento, lo que se denominé como
un segundo acercamiento. En este segundo acercamiento, el biosensor tuvo una sensibilidad
de 41.6 mV/[TB] (Fig. 49), lo que corresponde a una disminucion de cerca del 50% de la
sensibilidad respecto del primer acercamiento.

Entonces, una vez que se realizd la optimizacion del biosensor (ver seccién 7.3) se obtuvo
un incremento en la sensibilidad del 77% respecto del segundo acercamiento, por lo que, se
concluyd que la optimizacién mejord de manera sustancial la sensibilidad del biosensor.
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Figura 49: Evaluacién del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos con
tributirina en época de frio. a) Voltamperogramas diferenciales de pulso a diferentes
concentraciones de tributirina. b) Curva de calibracién potencial contra concentracion de
tributirina.

7.3 Optimizacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de
triglicéridos

Inicialmente se optd por optimizar la plataforma voltamperométrica de pH y el biosensor por
separado. La optimizacion de la plataforma (Sefial A) se reporta en el Anexo 1.2. Sin
embargo, esta aproximacion no fue funcional, debido a que las mejores condiciones de la
plataforma no necesariamente seran las mejores del biosensor, por lo que se decidi6 optimizar
la plataforma voltamperométrica de pH y el biosensor de manera conjunta.

Los resultados de la optimizacion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos se presentan
en latabla 10. En esta ocasion el intervalo de electropolimerizacién de la dopamina se cambio
de -04 a +1.3 V a -04 a +1.4 V, ya que en la optimizacion de la plataforma
voltamperométrica de pH (sefial A) empleando concentraciones mayores a 5 mM de
dopamina, este intervalo maximizaba la sensibilidad (Anexo 1.3). Las mejores condiciones
para maximizar la sensibilidad son: una concentracion 15 mM de dopamina, cinco ciclos, 2
mg de enzima disuelta en una mezcla de 100 pL de Buffer de fosfatos 1 mM pH 7 mas 40
uL de Nafion al 5% (Fig. 50). Al igual que en el caso de la plataforma, un menor nimero de
ciclos maximiza la sensibilidad. Caso contrario, una mayor concentracion de dopamina
mejora la sensibilidad, esto se atribuye a que se forma una capa de polidopamina de mayor
tamano, lo que permite una mejor deteccion del cambio de pH.

Es importante sefialar en las primeras aproximaciones, el disefio del biosensor ya se
encontraba cerca de las condiciones Optimas pues unicamente cambio la concentracion de
dopaminade 5a 15 mMy la cantidad de Nafion + Buffer de 30 + 110 a 40 + 100 puL, mientras
gue mantuvo el mismo namero de ciclos y los dos miligramos de enzima.

85




Capitulo VII: Biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos

Tabla 10: Resultados del disefio de experimentos Taguchi Lo (3%) de la optimizacion del
biosensor monoenzimatico de triglicéridos.

Figura 50: Gréfico de efectos principales para medias del disefio Taguchi para la optimizacion

integral del biosensor enzimatico de triglicéridos.

orcence | . Fcores ____ Respuesta
andlisis Experimento | [Dopamina] No. Enzima | Nafion+Buffer | Sensibilidad
(mM) Ciclos (mg) (uL) (mV/mM)
4 1 5 5 2 20+120 51.3
5 2 5 10 3 30+110 21.8
2 3 5 15 4 40+100 48.7
3 4 10 5 3 40+100 58.3
7 5 10 10 4 20+120 33.1
1 6 10 15 2 30+110 39.2
6 7 15 5 4 30+110 69.6
9 8 15 10 2 40+100 61.8
8 9 15 15 3 20+120 60.0
Media de datos
65 [Dopamina] Ciclos Enzima Nafion+Buffer
L 60 -
S
B 55 1
=
250 1
S 45 -
= 40 -
35 - . - . . : . . . : . .
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

En la figura 51 se presenta la evaluacion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos
construido en las condiciones dptimas. Se observa que con el aumento de la concentracion

de tributirina hay un desplazamiento de la sefial A hacia potenciales mayores, lo que indica

una disminucion del pH debido a la formacion de los acidos grasos, y que el biosensor es
funcional. Se obtuvo una mayor sensibilidad en la curva potencial contra concentracion de
tributirina (73.5 mV/[tributirina (mM)]) como indicé el disefio de experimentos.
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Figura 51: Biosensor monoenzimatico de triglicéridos en las condiciones ¢ptimas. a)
Voltamperogramas diferenciales de pulso. b) Curva de potencial contra concentracion de
tributirina.

En la tabla 11 se presentan los parametros analiticos del biosensor voltamperométrico
monoenziméatico de triglicéridos. EI biosensor posee excelente repetitividad y
reproducibilidad de su sensibilidad y su construcciéon es igualmente muy reproducible.
Ademas, el biosensor es muy estable pues se lograron realizar tres curvas de calibrado con
un mismo biosensor.

La repetitividad con un mismo biosensor se llevo a cabo realizando tres curvas de calibrado
con el mismo biosensor, y una vez que la sefial A disminuyd de intensidad, esta se recupero
mediante la oxidacién electroquimica la polidopamina a +0.2 V durante dos minutos. Esta
oxidacion se llevo a cabo antes de realizar cada una de las dos Gltimas curvas de calibrado.
La oxidacion mejoré la intensidad y la calidad de la sefial de reduccién de la polidopamina
(sefial A). En la primera oxidacion la sefial se recuper6 un 28%, por lo que este proceso
permite regenerar la sefial electroquimica del biosensor y por ende aumentar el nimero de
mediciones que se pueden realizar con el mismo biosensor, de lo cual se obtuvo que un
mismo biosensor es capaz de realizar mas de 18 mediciones. Este hecho resalta la importancia
de haber caracterizado que el proceso de oOxido-reduccion de la polidopamina es
quimicamente reversible, ya que sirvio para mejorar las caracteristicas de medicion del
biosensor y como veremos méas adelante un mismo biosensor permitio realizar la medicion
de una misma muestra por triplicado.

En la tabla 12 se compara el biosensor voltamperométrico enzimatico disefiado en este
trabajo con algunos biosensores electroquimicos de triglicéridos reportados en la literatura.
Se puede notar que el dispositivo desarrollado es competitivo con los biosensores reportados.
Entre las ventajas que posee se encuentra su bajo costo y facil construccion en comparacion
con los reportados pues no requiere de componentes de elevado valor como las
nanoparticulas de oro, la polidopamina es facil de electropolimerizar a partir de la dopamina,
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emplea un electrodo de carbdn vitreo y la modificacion de este, como se menciond en la
metodologia, es rapida y sencilla.

Tabla 11: Parametros analiticos del biosensor monoenzimatico de triglicéridos.

Sensibilidad 70.6 £2.9 mV/[TB]
Intervalo lineal 0.16a1.29 mM de TB
Repetitividad (3 biosensores diferentes, mismo

dia) RSD de 1.76% (72.5 + 1.3 mV/[TB])

Reproducibilidad (3 biosensores diferentes,
diferentes dias)
Repetitividad (un m_ismo bjosensor, tres curvas RSD de 4.60% (65.3 + 3.0 mV/[TB])
mismo dia)
Reproducibilidad en proceso de construccion RSD de 5.10% (70.2+ 3.6 mV/[TB])
(7 biosensores diferentes)

RSD de 3.74% (69.6 + 2.6 mV/[TB])

Tabla 12: Biosensores electroquimicos para la cuantificacion de triglicéridos basados en un

cambio de pH.
Tipo de biosensor Composicién Intervalo lineal Referencia
L Lipasa/Nanoparticulas de i Vijayalakshmi et
Potenciometrico NiFe,04/ISFET 5-30mM al. (2008)
Potenciométrico |  Lipasa/SisN/Si-SiO,/EISCAP 17 mM Fer”?;‘gg;)et al.
L Lipasa/Nanoparticulas de ) Solanki et al
Potenciométrico CeO,/ITO 0.17-1.65 mM (2009)
Amperométrico Lipasa/NPG/GCE 0.17-0.83 mM Wu et al. (2014)
Amperométrico Lipasa/GNps/Polidopamina/ITO 0.17-0.99 mM ngg%jé)al'
I . . 0.200 a 0.596 Cruz Aburto
Amperométrico Lipasa/Nafion/PVM/GCE mM (2021)
Voltamperométrico | Lipasa/Nafion/Polidopamina/GCE | 0.16 a 1.29 mM Este trabajo

GCE: Electrodo de carbon vitreo; EISCAP: Electrolyte—insulator—semiconductor capacitor; NPG:
oro nanoposoro; GNps; nanoparticulas de oro; PVM: poli-verde malaquita.

7.4 Caracterizacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de
triglicéridos

7.4.1 Caracterizacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos
por espectroscopia de impedancia electroquimica

En la figura 52 se presenta el estudio de impedancia en donde se muestra que el biosensor en
las condiciones optimas es menos conductor que la plataforma voltamperométrica con una
resistencia de 166.9 Q; sin embargo, no se observa un aumento importante de la resistividad
del dispositivo.
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Figura 52: Impedancia electroquimica: Diagrama de Nyquist para el biosensor

voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos, en el intervalo de frecuencias de 1X10°6 a
1X10% Hz en solucion 5 mM de K4[Fe(CN)s], 5 mM de Ks[Fe(CN)e] y 0.05 M de KCI.

7.4.2 Caracterizacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos

por Microcopia electrdnica de barrido
Retomando la figura 373, en la que se presentan los electrodos modificados para el analisis

por SEM, se observa que la adicion de la enzima torna la membrana de un color amarrillo
(electrodo superior). En la figura 53 se presenta la caracterizacion por Microscopia
electrénica de barrido del biosensor enzimatico de triglicéridos. En la figura 53a se observa
que la superficie del biosensor es irregular y bastante heterogénea con surcos, grietas,
deformaciones y zonas lisas, donde la membrana cubre completamente la superficie del
carbdn vitreo. También se observan unos puntos blancos que corresponden a la presencia de
la enzima lipasa. En la figura 53b se observan una superficie amorfa con secciones blancas
debido a la presencia de la enzima lipasa. En el EDS se observa que los porcentajes de los
elementos respecto de la plataforma voltamperométrica cambiaron debido a la adicién del
coctel enzimatico. Se observa el F, Oy S por la membrana de Nafion y C de la polidopamina
y de la enzima. También se muestra la presencia de K y P, los cuales se deben a que para
disolver la enzima se uso un buffer de fosfatos de potasio.
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Figura 53: Caracterizacion del biosensor monoenzimatico de triglicéridos por microscopia
electronica de Barrido (SEM). a) A 45x. b) A 10000x. ¢) Espectro de EDS.

En la figura 54 se presenta el mapeo elemental de EDS, en el cual se observa una distribucion
homogénea de los elementos y que hay una mayor presencia de azufre y oxigeno en
comparacion con la plataforma voltamperométrica (Fig. 43), ya que, para la preparacion del
biosensor, a la plataforma se le agrega el coctel enzimatico que contiene Nafion, por ende, la
presencia de azufre y oxigeno sobre el electrodo aumenta.
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Figura 54: Mapeo de elementos del biosensor enzimatico de triglicéridos

7.5 Aplicacion del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de
triglicéridos

El biosensor de triglicéridos se prob6 en la cuantificacion de triglicéridos en muestras
comerciales de aceites de canola, oliva, soya, maiz y cartamo, ya que son los aceites
comestibles mas consumidos en México (Consumidor 2010), mediante adicién patron,
empleando tributirina como solucién estandar y los célculos presentados en el Anexo 2.
Después de cada adicion de la muestra o del estandar, se agitd la solucion durante 30
segundos y se esperd 10 minutos adicionales antes de realizar cada medicion para que se
produjera un cambio de pH.

Como ejemplo representativo en la figura 55 se presenta el analisis para el aceite de canola.
En la figura 55a se observa de la sefial se desplaza hacia potenciales mayores con la adicion
de la muestra y el estandar, mientras que en la figura 55b se observa la curva de adicion
patrén, potencial contra concentracion de tributirina. Finalmente, en la tabla 13 se muestran
las concentraciones encontradas con el biosensor desarrollado para los diferentes aceites. Las
concentraciones de triglicéridos encontradas fueron congruentes con lo esperado para cada
aceite. También se observa que el biosensor posee buena precisién para la cuantificacién de
triglicéridos principalmente en los aceites de canola, oliva y soya.
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Figura 55: Analisis del aceite de Canola. (a) Voltamperogramas diferenciales de pulso. (b)
Curva de adicién patrén potencial contra concentracion de tributirina.

Las concentraciones de triglicéridos encontradas fueron congruentes con lo esperado ya que
los aceites vegetales son muestras bastantes complejas y a que su composicién de
triglicéridos representa entre el 95 y 98% de la composicién total del aceite (Indelicato et al.
2017). Es importante notar que cada aceite se midid por triplicado con un mismo biosensor,
gracias a la recuperacion de la sefial al oxidar la polidopamina durante un minuto a +0.2 V.
Inclusive se observo que debido al tiempo de analisis el oxigeno presente en la solucion era
suficiente para regenerar la sefial de la polidopamina ya que la sefial se mantuvo con buenas
caracteristicas y la oxidacion de la polidopamina por accion del oxigeno produjo un flujo de
corriente. El biosensor monoenzimatico de triglicéridos desarrollado presenta una buena
precision principalmente en las muestras de aceite de canola, oliva y soya.

Tabla 13: Concentracion de triglicéridos en aceites comerciales.

Muestra Concentracion de triglicéridos (M) RDS%
Aceite de canola 0.94 +0.04 4.40%
Aceite de oliva 0.98 £ 0.07 7.20%
Aceite de Soya 0.96 £ 0.07 6.99%
Aceite de maiz 1.00+0.17 17.00%
Aceite de cartamo 0.96 +0.18 19.41%
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La plataforma voltamperométrica de pH se emple6 con éxito para el desarrollo del biosensor
voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos. El biosensor presenta una sensibilidad
de 70.6 £ 2.9 mV/[TB] en un intervalo de 0.16 a 1.29 mM de TB, excelente repetitividad y
reproducibilidad y reproducibilidad en el proceso de construccion. Ademas, es bastante
estable y es (til en la cuantificacion de triglicéridos en muestras de aceites.

El biosensor, construido a partir de la plataforma voltamperométrica de pH en sus
condiciones éptimas o en las condiciones Optimas para el biosensor, fue util para la
cuantificacion de triglicéridos. De esto, se tiene que la plataforma es funcional para el
desarrollo de nuevos sensores electroquimicos.

El biosensor de triglicéridos desarrollado es competitivo contra los reportados previamente
en la literatura que cuantifican por un cambio de pH. Presenta un intervalo lineal similar al
de trabajos reportados, sin embargo, su facilidad de construccion y su bajo costo lo sitdan
como una excelente alternativa para la cuantificacion de triglicéridos.

El biosensor se caracterizd por impedancia electroguimica y microscopia electronica de
barrido. El biosensor es mas resistivo que la plataforma voltamperométrica, sin embargo, este
efecto no es importante. En el analisis por microscopia electronica de barrido se observé que
la superficie del biosensor es bastante heterogénea y se logran ver cimulos de la enzima
lipasa.
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8.1 Funcionamiento del biosensor voltamperométrico monoenzimatico de

glucosa

Al igual que en caso del biosensor de triglicéridos, el cambio de pH se empled como principio

de transduccidn para el biosensor monoenzimatico de glucosa. La glucosa oxidasa oxida a la

D-glucosa para formar D-gluconolactona y H202 y la D-gluconolactona se hidroliza a acido

D-gluconico (Bankar et al. 2009) el cual disminuye el pH de la solucion (Fig. 56 y 57). A

partir de este cambio de pH se puede cuantificar la glucosa ya que la disminucion del pH
desplaza las sefiales de la polidopamina hacia potenciales mayores y se obtiene una relacion
entre la concentracion de glucosa y los valores de potencial de las sefiales desplazadas (Fig.
57). Igual que en caso del biosensor de triglicéridos, se eligio a la sefial A para el disefio de

biosensor de glucosa ya que demostro ser funcional en el biosensor de triglicéridos y mejora
la selectividad del dispositivo por estar a un potencial cercano a cero a pH 7.
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OH + O, r
OH OH
OH
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(@
CH,OH
(0]
H,0
OH o
OH
OH
D-gluconolactona
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on + mo + o0, T
OH OH
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(©)
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(0] OH OH
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OH OH
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HOW\/ + »,0,
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Figura 56: Reacciones involucradas en el funcionamiento del biosensor voltamperométrico
monoenzimatico de glucosa. a) Reaccion enzimatica de la glucosa oxidasa. b) Hidrolisis de D-
gluconolactona. ¢) Reaccion general.
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Biosensor
voltamperométrico
monoenzimatico
de glucosa

OH
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Figura 57: Representacion del funcionamiento del biosensor voltamperométrico

monoenzimatico de glucosa. a) Funcionamiento del biosensor. b) Desplazamiento de los
potenciales de la sefial A de la polidopamina hacia potenciales mayores con el aumento de la

concentracion de glucosa. ¢) Curva de potencial contra concentracion de glucosa.

8.2 Desarrollo del biosensor voltamperomeétrico monoenzimatico de
glucosa
En un primer acercamiento a la construccion del biosensor monoenzimaético de glucosa, este
se construyé de igual manera que el biosensor monoenzimatico de triglicéridos. Se prepard
inicialmente la plataforma voltamperométrica de pH en las condiciones Optimas; una
concentracion de dopamina de 15 mM y 5 ciclos. Después se le agregaron 20 pL. de un coctel
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enzimatico, preparado con 100 uL de buffer de fosfatos 1 mM pH 7, 40 uL de Nafiony 10
mg de la enzima glucosa oxidasa debido a que esta se encontraba muy poco activa, el coctel
se dejo secar a temperatura ambiente. El biosensor desarrollado fue evaluado mediante curvas
de calibracion con soluciones estandar de glucosa haciendo adiciones sucesivas de 30 uL de
glucosa 0.1 M con un tiempo de espera de 10 minutos entre cada adicion. En la figura 58a se
observa que con el aumento de la concentracion de glucosa hay un desplazamiento de la sefial
hacia potenciales mayores, lo que indica que se produce una disminucion del pH y el
biosensor es funcional. En la figura 58b se presenta la curva de calibracion potencial contra
concentracion de glucosa en la cual se observa una sensibilidad de 36.3 mV/[glucosa(mM)]
y buena linealidad en un intervalo de concentracion de 0.25 a 1.96 mM.

0.43 - -0.04 -
041 0 mM %-0-06 1 E(V)=0.0363 [Glucosa] - 0.1612
] 2
039 ] 0.95 mM ;»3:)-0.08 N *=0.9766
<:CL 0.5 mM 2 0.1 -
5 0.37 A 074mM <
2 2012 -
5 035 4 —0.99 mM =
=h 123mM 2 -0.14 4
&) 033 4 Disminucion de pH — 1 48 mM % 0.16 4
L4/ Concentracion de glucosa —1.72mM T
0.3] T T T T T 1 _1,96 mM '0.18 1 T T T T T T T T T T 1
-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0 02040608 1 12141618 2 22
Potencial (V) vs Ag/AgCl Concentracion de Glucosa (mM)
(@) (b)

Figura 58: Biosensor monoenzimatico de glucosa. a) Voltamperogramas diferenciales de pulso
del biosensor. b) Curva de potencial contra concentracion de glucosa.

Debido a que la enzima que se usé para el primer acercamiento al biosensor monoenzimatico
de glucosa se encontraba muy inactiva, se decidié emplear una enzima nueva para el
desarrollo del biosensor de glucosa. Sin embargo, esto causo otros problemas. Se observo
que la enzima glucosa oxidasa al entrar en contacto con el Nafion se comenzaba a agrupar
de manera irregular, lo que puede atribuirse a que la enzima se desnaturaliza por los alcoholes
en los que esta disuelto el Nafion y la enzima no se logré inmovilizar completamente sobre
la superficie de la plataforma voltamperométrica o del electrodo. A continuacion, se
presentan las diversas estrategias que se realizaron para la construccion del biosensor
monoenzimatico de glucosa.

Plataforma (GCE/Nafion/Polidopamina)/Enzima en Nafion: Al comienzo, se construyd
el biosensor monoenzimatico de glucosa de la misma forma que el de triglicéridos. Se
depositaron 10 pl de Nafion sobre el electrodo de carbon vitreo, y se dej6 secar a 40 °C por
30 minutos. Posteriormente se electropolimerizé la dopamina a una concentracion 5 mM, 5
ciclos en el intervalo de -0.4 a +1.3 V. Luego se depositaron 20 ul del coctel enzimatico
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preparado con 2 mg de la enzima glucosa oxidasa, 110 ul de buffer de fosfatos pH 7 y 30 pl
de Nafion al 5% y se dejo secar a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se observo que
durante el secado la membrana del coctel enzimatico se deforma, de tal forma que la parte
externa se despega del electrodo. Una vez en solucién esta parte despegada se rompia y se
dispersaba en la solucidn al igual que toda la membrana de la enzima. Posteriormente, se
preparo el biosensor con 1mg de enzima. Sin embargo, la membrana se seguia despegando
en el secado y se rompia en solucién y toda la membrana con la enzima pasaba a solucién.

GCE/Nafion/Polidopamina/Enzima: En otra opcion evaluada, una vez preparada la
plataforma voltamperométrica se depositaron 20 uL del coctel enziméatico preparado
unicamente disolviendo la enzima en el buffer de fosfatos y se dejé secar a temperatura
ambiente. Esta opcion fijé de mejor manera la enzima en el secado, pero en solucién al
minimo contacto fisico la enzima se despegaba completamente del electrodo.

GCE/Enzima en Nafion/Polidopamina: Debido a que la enzima no se fijaba
adecuadamente sobre la plataforma se decidid construir el biosensor adicionando primero el
coctel enzimético sobre la superficie del electrodo de carbén vitreo y luego
electropolimerizando la dopamina sobre la membrana enzimética. En esta ocasion la enzima
se mantuvo fija sobre la superficie del electrodo, sin embrago en solucion la sefial
electroquimica se desplazaba a potenciales menores y con el paso del tiempo se observaba
qgue la enzima se difundia completamente a la solucion. De manera similar, en otra
aproximacion se depositaron 20 pl del coctel enzimatico con Nafion sobre la superficie del
electrodo de carbon vitreo y después 10 ml de Nafion adicionales, posteriormente se
electropolimeriz6 la dopamina. La enzima se retuvo de mejor manera, pero se requirié de
unos 30 minutos de hidratacion. Si bien, el biosensor funcion6 pues el pH disminuyd de 7.29
a 6.95 después de 5 adiciones sucesivas de 20 pL glucosa 0.1 M, la sefial se mantuvo
constante en las primeras adiciones, pero después se desplazaba de manera incorrecta a
potenciales menores y la enzima se seguia perdiendo en solucién.

GCE/Enzima/Nafion/Polidopamina: En otro intento, el biosensor se construyo
depositando 20 pL de la enzima disuelta unicamente en buffer de fosfatos sobre la superficie
del electrodo de carbodn vitreo y dejando secar, posteriormente se depositaron los 10 uL de la
membrana de Nafion y se electropolimerizé la dopamina, igualmente la enzima se fijo mejor
durante el secado pero con el paso del tiempo la enzima se seguia difundiendo a la solucién
y la sefial electroquimica de la polidopamina se desplazaba a potenciales menores debido a
la perdida de la enzima.

GCE/Nafion/Polidopamina/Enzima/Nafion: Con una idea similar a la anterior, el
biosensor se prepar0 a partir de la plataforma voltamperométrica de pH, a la cual se le
depositaron 20 uL del coctel enzimatico, preparado Gnicamente con 1 mg de enzima en 100
uL del buffer de fosfatos, posteriormente se depositaron 20 pl de Nafion y se dejo secar. Esta
aproximacion mantuvo mejor fijada a la enzima, sin embargo, requirié de un largo tiempo de
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hidratacién de la membrana mayor a una hora, por lo que no es plausible su uso. La sefial de
la polidopamina en las primeras dos adiciones se desplazé a potenciales mayores, la enzima
se perdi6 nuevamente en solucién y el pH paso de 7.35 a 6.95 después de 5 adiciones
sucesivas de 20 pL glucosa 0.1 M.

GCE/Nafion/Polidopamina/Enzima/Nafion: Finalmente, el biosensor se prepard a partir
de la plataforma voltamperomeétrica, a la cual se le depositaron 20 uL del coctel compuesto
por 1 mg de la enzima disuelta en 100 uL del buffer de fosfatos, se dejé secar y
posteriormente se adicionaron 10 ml de Nafion. Esta vez la enzima se retuvo y el tiempo de
hidratacion de la membrana disminuyé a unos 15 minutos, sin embargo, con el paso del
tiempo una vez mas la enzima se pierde en la solucion, pero el biosensor como tal si fue
funcional, ya que con 5 adiciones sucesivas cada cinco minutos de 20 pl de una solucion 0.1
M de glucosa el pH cambio de 7.48 a 7.17, pero la sefial se seguia desplazando
incorrectamente hacia potenciales menores.

De las diferentes propuestas para el disefio del biosensor voltamperométrico monoenzimatico
de glucosa, la mejor fue aquella en la cual a la plataforma se le agrega la enzima y
posteriormente el Nafion. El biosensor fue funcional ya que la enzima glucosa oxidasa
transforma la glucosa en acido gluconico, el cual disminuye el pH de la solucion y la
polidopamina detecta este cambio de pH. El biosensor es til para tiempos de analisis cortos,
sin embargo, en analisis largos tiene el inconveniente de que la enzima se puede perder en
solucion.

La plataforma voltamperomeétrica de pH fue util para el desarrollo del biosensor
voltamperométrico monoenzimatico de glucosa. El biosensor es funcional.

De igual manera que en el biosensor de triglicéridos, la plataforma voltamperométrica
construida en las dos condiciones Optimas (plataforma y biosensor de triglicéridos) fue
funcional para el desarrollo del biosensor de glucosa. A partir de esto, se puede notar que la
idea de construir una plataforma que, con pequefias modificaciones adicionales, sirva para la
cuantificacion de diversos analitos es funcional. Ademas, no se requiere que el nuevo sensor
a desarrollar se optimice, aunque si se desea hacerlo, las condiciones de construccion de la
plataforma nos brindan informacion para elegir las condiciones a optimizar.

Como se ha visto, se realizaron diferentes configuraciones para la construccion del biosensor
voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos, algunas resultaron ser mas efectivas y
funcionales que otras, principalmente el que se construye a partir de la plataforma que se
modifica con la enzima glucosa oxidasa y posteriormente se le adiciona la membrana de
Nafion.
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Se evalud el compartimento electroquimico del rojo de alizarina S y la dopamina en solucién,
encontrdndose que la dopamina presenta las mejores caracteristicas de respuesta, por lo que
fue elegida para el desarrollo de la plataforma voltamperométrica de pH

A partir de estos resultados experimentales e informacién reportada en la literatura fue
posible proponer un mecanismo integral y consistente de electropolimerizacion de la

E Cc Cc E C E Cc
dopamina: HsDA*->HDAQ*-DAQ—-HLDAC*->HDAC*—-HDHI"->HIQ"—polidopamina.

Se logré construir y optimizar una plataforma voltamperométrica de pH basada en un
electrodo de carbon vitreo con una membrana de Nafion con polidopamina. Las condiciones
Optimas de construccion fueron una concentracién de dopamina 5 mM, 5 ciclos en un
intervalo de -0.4 ay +1.3 V en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.

La plataforma voltamperométrica de pH es funcional para la medicién del pH. Posee una
sensibilidad de 61.0 mV/pH = 1.6 mV/pH en un amplio intervalo de pH de 0.5 a 13 con
excelente repetitividad y reproducibilidad.

Se caracterizo la plataforma voltamperométrica de pH por voltamperometria, impedancia
electroquimica, microscopia Optica, microscopia electronica de barrido y espectroscopia de
infrarrojo. La polidopamina presenta tres sefiales electroquimicas, dos de reduccién y una de
oxidacion, las cuales poseen un comportamiento nernstiano en un amplio intervalo de pH de
1 a 13. La modificacion del electrodo de carb6n vitreo con Nafion genera una superficie
heterogénea pero una vez electropolimerizada la dopamina la superficie es homogénea. La
plataforma presenta una resistencia cercana a la del electrodo de carbén vitreo. La oxidacion
electroquimica de la polidopamina se caracteriz6 por la aparicion de la sefial de carbonilo en
el espectro de infrarrojo.

La plataforma voltamperométrica de pH se empled con éxito como transductor para
demostrar que es posible el desarrollo de un biosensor voltamperométrico monoenzimatico
de triglicéridos y un biosensor voltamperométrico monoenzimatico de glucosa y que la
plataforma es funcional para el desarrollo de nuevos sensores electroquimicos.

El biosensor voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos demostré ser funcional
para la cuantificacion de triglicéridos en muestras de aceites comestibles. Es sencillo,
asequible, econdmico y de facil construccion.
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Para el desarrollo del biosensor monoenzimatico de glucosa se debe de buscar una estrategia
para retener a la enzima glucosa oxidasa sobre la superficie del electrodo, para que este pueda
ser empleado eficientemente en la cuantificacion de glucosa. Se propone emplear
glutaraldehido como agente entrecruzaste para entrelazar las unidades de la glucosa oxidasa.

Considerando que la plataforma tuvo éxito en ser la base para el desarrollo del biosensor
voltamperométrico monoenzimatico de triglicéridos, se puede extender su uso para otros
analitos, como la urea, incorporando para una muestra en particular los respectivos estudios
de interferencias.
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9.1 Anexo 1: Valores de pKa de las especies involucradas en la oxidacion

de la H:DA"
En la tabla Al.1 se presentan los valores de pka de las especies involucradas en la
oxidacion de la HsDA*.

Tabla Al.1: Valores de pKa de las especies involucradas en la oxidacién de la HsDA®.

Ka Especies

P H:DA* | HDAQ" HLDAC* HDAC" HsDHI* HIQ"
pKas 9.05 9.58 9.9 10.2 9.7 8.5
pKa; 10.58 10.0 9.8
pKas 12.07 12.9 13.3

Sanchez-

. . Youngy .
Referencia | Rivera et. . Obtenidos empleando el programa Molgpka
al. (2003) Babbitt, (1983)

HsDA™: Dopamina; HDAQ™: Dopaminoquinona; HsLDAC™: Leucodopaminocromo; HDAC*:
Dopaminocromo; HsDHI*: 5,6-dihidroxiindol; HIQ*: 5,6-indolquinona.

9.2 Anexo 2: Optimizacion de la plataforma voltamperométrica

Anexo 2.1: Optimizacion de la sefial C en niveles bajos de los factores de construccion
de la plataforma voltamperométrica

En la tabla A2.1 se presenta el disefio de experimentos para la optimizacion de la plataforma
voltamperométrica de pH (electropolimerizacion de dopamina) y en la tabla A2.2 se muestran
los resultados, donde las mejores condiciones para obtener la mayor sensibilidad en la curva
de potencial contra pH son: 3 mM Dopamina, 3 ciclos, en el intervalo de -0.4 a +1.3 V (Fig.
A2.1a).

Estas condiciones no se emplearon para la construccion de la plataforma voltamperométrica
ya que la sefial C se desdoblaba en dos sefiales (Fig. A2.1b) lo que hace dificil la medicién
del pH y la linealidad en la curva potencial contra pH disminuyd (Fig. A2.1c).

Tabla A2.1 Disefio de experimentos Taguchi L (3°) para la optimizacién de la sefial C en
niveles bajos

Factores
Niveles A: Concentracion de o . C: Intervalo de potencial
. B: Namero de ciclos
dopamina (mM) V)
1 1 3 [-0.4a+1.3]
2 3 4 [-0.4a+1.4]
3 5 5 [-0.4a+15]
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sefial C en niveles bajos

Factores Respuesta
Experimento A: Concentracion de B: NUmero de C: Intervalo de Sensibilidad
dopamina (mM) ciclos potencial (V) (mV/pH)
3 1 3 -0.4a+1.3V 62.2
7 1 4 -0.4a+1.4Vv 54.6
5 1 5 -0.4a+15V 54.5
8 3 3 -04a+1.4V 59.9
1 3 4 -0.4a+15V 59.6
9 3 5 -0.4a+1.3V 60.3
6 5 3 -0.4a+1.5V 59.6
2 5 4 -0.4a+1.3V 58.7
4 5 5 -0.4a+1.4V 59.1
Medias de datos
61 [Dopamina] Ciclos Intervalo potencial
% 60
g
2 59
g
g 58 -
57 T . . .
1 2 3 1 2 1 2 3
(a)
2 A | | 0.7
- _ E (V)= — 0.0597pH + 0.6578
/ 5061 12=0.8908
=15 meS e
E —oa S, ; .
o] | \ %‘0% 204
5 i 3.0 5
§ /, \ <04 E0.3
O0.5 FA_) S \ 7 %0'2 . }
T T e 201 -
0 T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T 1
0.3 -0.1 01 03 05 0.7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Potencial (V) vs Ag/AgCl pH
(b) (©)

Figura A2.1 Optimizacién de la sefial C en niveles bajos. a) Grafica de efectos principales para medias.
b) Voltamperogramas diferenciales de pulso en las condiciones 6ptimas. ¢) Curva de calibrado potencial
contra pH en las condiciones 6ptimas.

Anexo 2.2: Optimizacion de la sefial A en niveles bajos de los factores de construccion

de la plataforma voltamperométrica

En la tabla A2.3 se presenta el disefio de experimentos para la optimizacion de la sefial A,
mientras que en la tabla A2.4 se presentan los resultados de este disefio. Las mejores
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condiciones para obtener una mayor sensibilidad en la curva potencial contra pH son:
dopamina 1 mM, 3 ciclos y un intervalo de -0.4 V a +1.5 V (Fig. A2.2a), en las cuales se
observd una mejoria en el valor de la sensibilidad (Fig. A2.2b).

Tabla A2.3 Disefio de experimentos Taguchi Lo (3°) para la optimizacién de la sefial A en
niveles bajos

Factores
Niveles A: Concentracion de s . C: Intervalo de potencial
. B: NUmero de ciclos
dopamina (mM) V)
1 1 3 [-0.4 a+1.3]
3 4 [-0.4a+1.4]
5 5 [-0.4 a +1.5]

Tabla A2.4 Resultados del disefio de experimentos Taguchi Ly (3%) para la optimizacion de la
sefial A en niveles bajos

. _ Factores Sensibilidad
Experimento A: Concentracion B: NUmero de C: Intervalo de (MV/pH)
de dopamina (mM) ciclos potencial
3 1 3 -04a+1.3V 75.4
7 1 4 -0.4a+1.4V 74.9
5 1 5 -04a+15V 77.0
8 3 3 -0.4a+1.4V 74.4
1 3 4 -04a+15V 75.9
9 3 5 -04a+1.3V 71.3
6 5 3 -04a+15V 74.8
2 5 4 -04a+1.3V 72.3
4 5 5 -04a+14V 75.2
Medias de datos _ 0.3 -
[Dopamina] Ciclos Intervalo potencial Ln)n 024 E (V)= —0.0781pH + 0.2552
76 5 01 - r=0.9751
< g .
& 75 - g .
b=t —-0.1 -
oé \/. ;_0 5 .
3 74 A = ¢
P 5-0.3 -
5 2.04 T el .
73 - o
g n-‘ '05 T T T T T T T T T 1
7 . 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 2 3 1 2 3 1 2 3 pH

@) (b)
Figura A2.2 Optimizacidén de la sefial A en niveles bajos. a) Gréfica de efectos principales para medias.
b) Curva de calibracion de potencial contra pH para la sefial A en las condiciones optimizadas.
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de la plataforma voltamperométrica

En la tabla A2.5 se presenta el disefio de experimentos para la optimizacion de la sefial A, en
niveles altos mientras que en la tabla A2.6 se presentan los resultados de este disefio. Las
mejores condiciones para obtener la mayor sensibilidad en la curva potencial contra pH son:

dopamina 10 mM, 15 ciclos de -0.4 a +1.4 V (Fig. A2.3a), en las cuales se observé una
mejoria en el valor de la sensibilidad (Fig. A2.3b).

Tabla A2.5 Disefio de experimentos Taguchi L (3%) para la optimizacién de la sefial A en

niveles altos.
Factores
Niveles A: Concentracién de o . C: Intervalo de potencial
. B: NUmero de ciclos
dopamina (mM) (V)
1 5 5 [-0.4a+1.3]
2 75 10 [-0.4 a+1.4]
3 10 15 [-0.4 a +1.5]

Tabla A2.6 Resultados del disefio de experimentos Taguchi Lg (3°) para la optimizacion de la

sefial A en niveles altos.

Factores Respuesta
Experimento A: Concentracion de B: Numero de C: Intervalo de Sensibilidad

dopamina (mM) ciclos potencial (V) (mV/pH)
2 5 5 -04a+1.3V 12.7
4 5 10 -04a+1.4V 72.1
8 5 15 -04a+15V 75.5
5 7.5 5 -04a+1.4V 75.2
9 7.5 10 -04a+15V 72.9
7 7.5 15 -04a+13V 71.0
1 10 5 -04a+15V 77.6
6 10 10 -04a+1.3V 69.8
3 10 15 -04a+1.4V 97.0
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Medias de datos 0249
- - - Q014 . E(V)=-0.097pH +0.2601
22 [Dopamina] Ciclos Intervalo potencial :ED o4 2209541
)
» 80 A ; _g; 4
278 1 2021
o 78 $03 -
8 76 1 =04
@ 5}
-_g 74 A £ -0.5 A . )
%’ E -0.6
72 i _07 T T T T T T T T T 1
70 . . T T T T . . . o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
12 3 1 2 3 1 2 3 pH
(a) (b)

Figura A2.3 Optimizacion de la sefial A en niveles altos. a) Grafica de efectos principales para medias.
b) Curva de calibracién de potencial contra pH para la sefial A en las condiciones optimizadas.

9.3 Anexo 3: Célculos para la cuantificacion de triglicéridos

Para la cuantificacion de triglicéridos es importante contar con el voltamperograma base
antes de afiadir la muestra y realizar la curva de adicion patron. Para la cuantificacion se
realizaron 4 adiciones del estandar después de la adicion de la muestra (Tabla A3.1). Para
cuantificar los triglicéridos se requiere de graficar el potencial (P”) contra la propiedad X’.

Tabla A3.1 Datos obtenidos en la cuantificacién de triglicéridos

Concentracion del estandar
Tributirina (M)

Adicion Potencial (V)

(Sin adicion) Potencial base -
Muestra Potencial muestra 0.0000

1 Potencial adicion 1 0.1650
2 Potencial adicion 2 0.3289
3 Potencial adicion 3 0.4910
4 Potencial adicion 4 0.6504

Para trazar la grafica P’ contra la propiedad X’. Primero se calcula el factor de concentracion
FC:

FC = (VO +Vp + VS)
Vo + Vp
Donde: FC=Factor de concentracion
Vo= Volumen inicial (ml)
Vp= Volumen agregado de muestra (ml)
V.= Volumen agregado del estandar (ml)
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base (sin adicion) (Tabla A3.2). Este potencial ajustado se denota con la letra P. Para obtener
P’ se multiplica P por el FC para cada adicion:

Vo + Ve + V.
P'=P(O P S)
Vo + Vp
P' = P(FC)

Donde: P = potencial ajustado
Vo= Volumen inicial (ml)
Vp= Volumen agregado de muestra (ml)
V.= Volumen agregado del estandar (ml)

Tabla A3.2 Célculos para la cuantificacion de triglicéridos

Concentracion Volumen Factor de Potencial
Adicion del_esta_m_dar ad|0|9 nado del Concentracion ajustado P’ X’
Tributirina estandar Vg (FC) ®)
(M) (ml)
Muestra ) 5
(0.1ml) 0.0000 0 FC: P, P’y X’
1 0.1650 0.02 FC, P, P’ X2
2 0.3289 0.04 FCs Ps P’3 X3
3 0.4910 0.06 FCs P4 P’y X4
4 0.6504 0.08 FCs Ps P’s X’s
Para obtener a X’ se sigue lo siguiente:
P’ =k(C'

Donde C' es:

Se sustituye C’' en P’ = k('

-
d

_ k(VaCp) | k(VsCy)

P’ =

Pl

VoCp + VSCS>

Vo +Vp

Vo + Vp

NZEADNZEAD)

Reordenando para tener la forma ecuacion de la recta
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k(VsCs) | k(VpCp)

P' = +
Vo+Ve) (Vo +Vp)
y= mx + b
N (/100 R 10

T WtV Y T WtV

Donde: V,= Volumen inicial (ml)
Vp= Volumen agregado de muestra (ml)
V.= Volumen agregado del estandar (ml)
Cs= Concentracion del estandar (tributirina) (M)
Cp= Concentracion de triglicéridos (M)

Una vez calculados los valores de P’ y X’ se traza la curva P’ contra X’

P’ .

A 4

Figura A3.1. Gréfica P’ contra X’ para la cuantificacion de triglicéridos.

Para calcular la concentracién de triglicéridos (M) en el volumen agregado de muestra se
calcula Cp:

_ b(Vy +Vp)
P mVp
Donde: m es la pendiente y b es la ordenada al origen de la curva P’ contra X’.
Vo= Volumen inicial (ml)
Vp=Volumen agregado de muestra (ml)
V.= Volumen agregado del estandar (ml)

Debido a que los 200 pL de aceite que se tomaron de muestra se diluyeron a 10 ml se realiza
un célculo de dilucion para tener la concentracion de triglicéridos en el aceite.
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_ GoVp)

CTrigliceridos enaceite — v
A

Donde: Cp= Concentracion de triglicéridos obtenida en el analisis (M)
Vp=Volumen de dilucion (ml)
V,=Volumen de aceite tomado (ml)
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