


RESUMEN

En la actualidad el estudio de neurotransmisores se ha vuelto de gran importancia
en el area cientifica, principalmente médica y farmacoldgica, debido a que
desempeiian un papel importante en el funcionamiento del sistema nervioso
central, cardiovascular, renal y hormonal. El estudio de diferentes
neurotransmisores, como dopamina (DA), adrenalina (AD), noradrenalina (NE) y/o
serotonina (5-HT), radica en poder detectar a tiempo, de acuerdo a sus
concentraciones, la aparicion de diferentes enfermedades neurodegenerativas
como esquizofrenia, epilepsia, trastorno hiperactivo, déficit de atencion, depresion,
entre otras.

En este trabajo se realiz6 la determinacion de diferentes concentraciones de
dopamina y serotonina utilizando, como electrolito de apoyo para experimentos
voltamperométricos, una solucion buffer de fosfatos (PBS) a pH 7.0. La
determinacidon de los neurotransmisores se realizé por un método electroquimico
utilizando electrodos modificados en su superficie por materiales nanoparticulados
de NiAl hidroxidos dobles lamiares (LDH) y de PdNIO, con la finalidad de mejorar
propiedades fisicas y quimicas de la superficie del electrodo de carboén vitreo.

Se obtuvieron los perfiles electroquimicos, utilizando una celda convencional de
tres electrodos, de cada material por medio de voltamperometria ciclica (CV) y
voltamperometria de pulso diferencial (DPV) a diferentes concentraciones de
dopamina y serotonina, asi como las curvas de calibracion para cada
neurotransmisor. Una vez realizada la comparacion de los materiales
electroquimicamente se optd por el material NiAl / LDH ya que presento una mejor
sensibilidad en la deteccion de DA y 5-HT. El material NiAl / LDH fue caracterizado
fisicoquimicamente por microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de
rayos-X (XRD) vy fluorescencia de rayos X (XRF).

El desarrollo del dispositivo electroquimico se realizd en base a electrodos
serigrafiados de carbono, modificados con el material seleccionado. Se obtuvieron
curvas de calibracién y con los datos arrojados se realiz6 la programacion de un
dispositivo electronico capaz de detectar concentraciones de serotonina y/o
dopamina en una solucién buffer fosfatos (PBS) pH 7.0 basados en los niveles
encontrados en orina real (0.003mM de DA y 0.001lmM de 5-HT), y de esta
manera diagnosticar si los niveles son altos, bajos o normales.

Los resultados obtenidos de la integracion del dispositivo serviran como base para
el desarrollo de sensores electroquimicos en condiciones reales altamente
sensibles que puedan realizar la deteccion de de estos neurotransmisores en la
orina y realizar diagndsticos oportunos en enfermedades neurodegenerativas.

Palabras Clave: Serotonina, Dopamina, NiAl / LDH, PdNiO, DPV, CV, Dispositivo
electroquimico.



SUMMARY

Nowadays the study of neurotransmitters has gained great importance in the
scientific area, mainly in medical and pharmacological fields, because they play an
important role in the performance of central nervous system, cardiovascular, renal
and hormonal. The study of different neurotransmitters, such as dopamine (AD),
adrenaline (AD), noradrenaline (NE) and / or serotonin (5-HT), lies in being able to
detect on time, according to their concentrations, the appearance of different
Neurodegenerative disorders and diseases such as schizophrenia, epilepsy,
attention deficit, hyperactivity, depression, among others.

In this work the determination of different concentrations of dopamine and
serotonin, as a support electrolyte for voltammetric experiments was carried out
using a phosphate buffer solution (PBS) at pH 7.0. The determination of the
neurotransmitters is performed by electrodes modified on its surface by
nanoparticles of NiAl double lamellar hydroxides (LDH) and PdNIO, in order to
improve the physical and chemical properties of the surface of the vitreous carbon
electrode.

Electrochemical profiles were obtained using a conventional three-electrode cell of
each material by means of cyclic voltammetry (CV) and differential pulse
voltammetry (DPV) at different concentrations of dopamine and serotonin, and
obtaining calibration curves for each Neurotransmitter. Once the comparison of the
materials was done electrochemically the LDH material was chosen because it
presented a better sensitivity in the detection of DA and 5-HT. The LDH material
was characterized physicochemically by scanning electron microscopy (SEM), X-
ray diffraction (XRD) and X-ray fluorescence (XRF).

The development of the electrochemical device was based on screen-printed
carbon electrodes, modified with the selected material. Calibration curves were
obtained and with the data set, an electronic device capable of detecting serotonin
and / or dopamine concentrations in a pH 7.0 buffered phosphate solution (PBS)
was performed based on the levels found in real urine (0.003mM of DA and
0.001mM 5-HT), and in this way to diagnose if the levels are high, low or normal.

The integration of the electronic device plus the obtained results from the would
serve as a basis for the development of electrochemical sensors for real conditions
to perform the detection of these neurotransmitters in the urine and make timely
diagnoses in neurodegenerative diseases.

Keywords: Serotonin, Dopamine, NiAl / LDH, PdNiO, DPV, CV, Electrochemical

device.
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1. INTRODUCCION

Uno de los sistemas biolégicos mas importantes del ser humano es el sistema
nervioso central (SNC) el cual esta formado por una compleja red de
comunicacién compuesta de células o neuronas las cuales se comunican, a traves
de axones, con otras células cercanas o que se encuentran en lugares mas
alejados a través de impulsos eléctricos (Myers, 2005). La generacion y
transmision de dichos impulsos se logra a través de complicados mecanismos
electroquimicos los cuales generan diversas sustancias quimicas conocidas como
neurotransmisores. Un neurotransmisor es una biomolécula liberada por las
neuronas pre-sinapticas al espacio sindptico para después ser captados por
receptores ubicados en la células post-sinapticas y de esta manera producir
sefales (Wilmore & Costill, 2007). Los neurotransmisores son encargados de
transmitir o influir diversas sefiales sobre el cuerpo o célula nerviosa, provocando

de esta forma diferentes respuestas fisiologicas en el ser vivo (Corsi, 2004).

Existen diversos neurotransmisores, entre los mas importantes se encuentran las
monoaminas como serotonina (5-HT) y dopamina (DA). Estos neurotransmisores,
son de gran importancia en el estudio farmacoldgico y médico debido a la relaciéon
que tienen con diversas enfermedades del corazon, el estrés, trastornos
neurolégicos y tumores cancerosos (Tohgi, Abe, Takahashi, Ueno, & Nozaki,
1990) . En niveles normales, estan encargados de regular diversas funciones en el
cuerpo como el pensar, el sentir o influir de manera concreta sobre nuestros
movimientos y emociones. La alteracion en los niveles, es decir, altos o bajos, de
estas sustancias quimicas en el organismo puede ser contribuida a algunos
defectos en la sintesis, la liberacion, degradacion o funcion entre las células
sinapticas, provocando graves alteraciones en el organismo como enfermedades

neuroldgicas, musculares y psiquiatricas (Myers, 2005).

La DA es producida bioquimicamente a partir de fenilalanina y tirosina, una

concentraciéon anormal en los niveles de este neurotransmisor esta relacionado
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con una variedad de enfermedades incluyendo Alzheimer (Liu, y otros, 2011)
(Durstewitz, Kelc, & Gunturkian, 1999), Parkinson (Bosquet, y otros, 2004)
(Vallone, Picetti, & Borrelli, 2000), Esquizofrenia (Rao & Remington, 2013)
(Winterer & Weinberger, 2004) (Cai, Zhu, & Li, 2010) y Epilepsia (Gonon, Buda, &
Pujol, 1984). La 5-hidroxitriptamina (5-HT), también conocida como serotonina, es
derivada del triptéfano y contribuye en el estado de bienestar y felicidad (Young,
2007). Una mala regulacion en los niveles de serotonina en el organismo puede
provocar alteraciones en la alimentacion (Breisch, Zemlan, & Hoebel, 1976) (Saller
& Stricker, 1976), la respiracion (McCall & G., 1979) (Jacobs & Fornal, 1993)
(White, Fung, Jackson, & Imel, 1996), el suefio (Zhong, Zhang, & Wang, Effects of
5-hydroxytryptamine and 5-hydroxytryptamine 2A/2C agonist on the genioglossus
activity and sleep apnea in rats., 2010), la conducta social y sexual (Hull, Lorrain,
Du, & Matuszewich, 1999) (Raleigh, McGuire, Brammer, & Pollak, 1991) (Weiger,
1997), la ansiedad (Roy, Merali, Poulter, & Anisman, 2007) (Zangrossi, Viana,
Zanoveli, & Bueno, 2001), el estado de animo (McMorris, y otros, 2006), entre

otras afecciones

La gran contribucién y los efectos de estos neurotransmisores han generado gran
interés en los investigadores los cuales han realizado estudios sobre las funciones
como biomarcadores clinicos en fluidos biolégicos como el tejido cerebral, plasma,
microdidlisis y orina, para la deteccién de enfermedades fisiol6gicas en una etapa
temprana (Cook, 2008) (Lu, y otros, 2016). El analisis de DA y 5-HT en orina es
ventajoso con respecto al plasma porque la vida biolégica es mayor y porque el
muestreo de orina es menos invasivo (Tohgi, Abe, Takahashi, Ueno, & Nozaki,
1990).

Actualmente existen métodos encargados de la deteccion de niveles de serotonina
y dopamina en el organismo (Davidson, 1987) (Zhou, Wang, Tian, Dong, & Hu,
2007) (Liu, y otros, 2011) (Cai, Zhu, & Li, 2010). En los ultimos afios, los
electrodos modificados quimicamente se utilizan con éxito como meétodos

electrocataliticos debido a los modificadores adsorbidos en las superficies del
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electrodo, utilizando diferentes materiales quimicos o biologicos para la deteccion.,
mejorando la sensibilidad y selectividad del electrodo. (Li & X., Simultaneous
determination of dopamine and serotonin on gold nanocluster/overoxidized
polypyrrole composite modified glassy carbon electrode., 2007) (Rand, y otros, A
carbon nanofiber based biosensor for simultaneous detection of dopamine and
serotonin in the presence of ascorbic acid., 2013) (Mao, Bao, Gan, Li, & Niu, 2011)
(Cesarino, Galesco, & Machado, Determination of serotonin on platinum electrode
modified with carbon nanotubes/polypyrrole/silver nanoparticles nanohybrid., 2014)
(Cun, y otros, 2012) (Jia, Dai, Yuan, Lei, & Xiao, 2011) (Golapan, y otros, 2007).

El presente trabajo se enfoca en el desarrollo de un dispositivo electroquimico
integrado por diferentes elementos: un electrodo de carbdn vitreo con superficie
modificada a partir de materiales nanoestructurados, sensible y selectivo a la
deteccidén de serotonina y dopamina, y dispositivos electrénicos que ayudan a la

transmision de la sefal de forma real.

Justificacion

Desde los afnos 50°'s en que se comenzé a estudiar el aumento de
neurotransmisores en excreciones urinarias (Kagedal & Godstein, 1988) los
métodos para medir monoaminas han ido mejorando en cuanto a la sensibilidad y
especificidad. Estos métodos de andlisis durante muchos afios han servido para
aplicaciones clinicas a gran escala y han sido ampliamente investigados para
determinar los niveles de NT monoaminas en fluidos biol6gicos basados
principalmente en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Mashige, y
otros, 1995) (Vuorensola, Sirén, & Karjalainen, 2003) la cual ha sido acoplada a
diversos detectores como fluorescencia inducida por laser (LIF) (Zhou, Wang,
Tian, Dong, & Hu, 2007), deteccidén fluorimétrica (FD) (Sakaguchi, y otros, 2011)
(lizuka, Ishige, Ohta, & Yajima) (Benedetto, y otros, 2014), espectrometria de
masas (MS) (Wei, y otros, 2014) (Kovac, Somikova, Zika, & Novak, 2014) (Gosetti,

Mazzucco, & Gennaro, 2013) (Moriarty, y otros, 2011) (Carvalho, 2012). Estos
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ensayos presentan una alta sensibilidad en la deteccion de monoaminas ademas
de una aplicaciones clinicas a gran escala (Panholzer, Beyer, & Lichtwald, 1999)
(Westermann, Hubl, Kaiser, & Salewski, 2002) (Kagedal & Godstein, 1988) sin
embargo, presentan algunas limitaciones como el tiempo de andlisis de la muestra
es lento, tiempo de preparacion de la muestra prolongado, los equipos son
altamente costosos y requieren personal capacitado para la preparacion de
muestras y uso del equipo (Greco, Danysz, Zivkovic, Gross, & Stark, 2013).
Avances como el uso de pruebas ELISA (Westermann, Hubl, Kaiser, & Salewski,
2002)y radioinmunoensayo (RIA) (Francis, Pickerodt, Salewski, Boemke, &
Hohne, 2010) han permitido en los laboratorios clinicos un alto rendimiento y que
los costos de andlisis se reduzcan, sin embargo la preparacion de la muestra para
el analisis al igual que la entrega de resultados son tardados, afiadiendo a esto

personal capacitado para la manipulacién del equipo.

La importancia de un continuo mejoramiento y practicidad de estos sistemas
analiticos ha llevado a investigadores al desarrollo de nuevos métodos simples,
econdmicos y de respuesta rapida en la medicion y cuantificacién de Dopamina y
Serotonina en analisis de rutina: el estudio y desarrollo de sensores
electroquimicos basados en electrodos de carbon vitreo. Puesto que el area
electrédica del electrodo de carbon vitreo muestra una baja corriente residual, es
decir, una deteccion de corrientes muy pequefas, permite una excelente
interaccién con diversas sustancias quimicas o biolégicas; modificados en su
superficie resulta una gran opcién para la cuantificacion y deteccion de estas
monoaminas. Los sensores enzimaticos que utilizan enzimas inmovilizadas se han
utilizado para el andlisis cuantitativo y el reconocimiento se han estudiado debido
a su buena selectividad y alta sensibilidad (Zhong, y otros, 2016). Sin embargo, el
uso de enzimas puede limitar la aplicacion debido a su alto coste y a que el
procedimiento de inmovilizacion puede resultar complicado si ocurriera una
desnaturalizacion de la enzima por cambios de temperatura lo que conduce a una

baja bioactividad, baja estabilidad y reproducibilidad (Amit, y otros, 2014), por lo
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que el uso de sensores no enzimaticos es atractivo, seleccionando los materiales

adecuados para la deteccion.

Teniendo en cuenta lo anterior es necesario desarrollar un método electroanalitico
con materiales que permitan hacer la deteccion a un bajo costo, facil operacion,
respuesta rapida y alta selectividad para un diagndstico temprano y oportuno a
partir de un fluido corporal como lo es la orina. Incorporar materiales sintetizados
en los electrodos y elementos electronicos en un dispositivo brindara una solucién
tecnologica muy util, en el diagnostico o medicion de los neurotransmisores como
una herramienta en el control preciso los niveles de serotonina y dopamina en el

organismo.

2. ANTECEDENTES

2.1 Neurotransmisores

En la gran mayoria de vertebrados e invertebrados la comunicacion neuronal
en el sistema nervioso central se realiza mediante transmision quimica.
Generalmente, esta unién quimica ocurre gracias a la liberacion de una sustancia
transmisora en el terminal nervioso pre-sinaptico como se observa en la Figura 1,
donde cada neurona produce diversos tipos de neurotransmisores (Patrick, 2005).
La liberacion de neurotransmisores en la neurona pre-singptica es iniciada, al
parecer en todos los casos, por un aumento transitorio de la concentracion
intracelular de Ca** en la neurona, debido a la activacién de canales de calcio
dependientes de voltaje (VGCC), lo que da lugar a un ingreso de Ca** en el citosol
pre-sinaptico, desencadenando la fusion de las vesiculas sinapticas con la
membrana pre-sinaptica, dando lugar a la segregacién del neurotransmisor
(exocitosis) el cual se fija a un receptor especifico ubicado en la célula post-

sinaptica y de esta forma desencadena una respuesta fisiologica. (Myers, 2005).
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Figura 1. Etapas fundamentales de la neurotransmision: 1, Impulso eléctrico; 2, Sintesis del
neurotransmisor; 3, Almacenamiento del neurotransmisor; 4, Liberacion del neurotransmisor; 5,
Interaccion con el receptor postsinaptico; 6, Sefal emitida por el neurotransmisor; 7, Incorporacion
a la terminacién nerviosa de la célula presinaptica; 8, Inactivacién enzimatica.

(Tomada de: (Martin Velasco & Gonzalez Alvarez, 1988))

La mayoria de las neuronas se comunica entre si de una manera
electroguimica, es decir, debe haber movimiento de iones y, por lo tanto,
corrientes eléctricas y una parte quimica, siendo esta la liberacion del
neurotransmisor, la sustancia que genera una sefal en la neurona post-sinaptica.
Esta transmision de sefiales en el sistema nervioso central (SNC) ocurre en
milésimas de segundos. Existen diversos tipos de neurotransmisores, entre los
mas importantes se encuentran los adrenérgicos como adrenalina, noradrenalina,
dopamina, serotonina, melatonina e histamina; y cada uno de ellos es fundamental

para mantener un funcionamiento apropiado del SNC (Gerrig & Zimbardo, 2005).

2.1.1 Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es una monoamina sintetizada en las
neuronas serotonérgicas del SNC perteneciente la clasificacion de los

adrenérgicos en el grupo de indolaminas. Su estructura quimica formada por dos
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anillos aromaticos, un grupo amino y un grupo hidroxilo principalmente se muestra

en la Figura 2.

NH
HO

N\

N
I

H

Figura 2. Estructura quimica de la 5-Hidroxitriptamina (5-HT, serotonina).
(Tomada de: (Martin Velasco & Gonzalez Alvarez, 1988)).

En la actualidad se sabe que la serotonina es una sustancia, segregada en
los nucleos del Rafe, principalmente en el nhoveno ndcleo del Rafe, que se localiza
entre la linea media del puente y el bulbo raquideo, y actia como neurotransmisor
o como neuromodulador. Esta presente en la mayoria de las especies animales y
vegetales, localizdndose en el caso de los mamiferos, en un 95% en el tracto
gastrointestinal, y el resto en las plaquetas y neuronas triptaminérgicas del sistema
nervioso central y del sistema nervioso entérico (Ahlman, y otros, 1981) (Gronstad,
y otros, 1985) (Gershon, Drakontides, & Ross, Serotonin: synthesis and release
from the myenteric plexus of the mouse intestine, 1965) (Wade, Tamir,
Kirchgessner, & Gershon, 1994).

Como se observa en la Figura 3 la serotonina es producida a partir del
aminoacido triptofano, el cual es transportado a través de la barrera hemato-
encefélica hasta las neuronas. El triptéfano debe competir con estos otros
aminoacidos para el transporte en el cerebro. Por lo tanto, la cantidad de
triptéfano, transportado depende tanto de su concentracion como de la
concentracion de los otros aminoacidos en el cuerpo. A pesar de la importancia y
la diversidad de los mecanismos serotoninérgicos en el sistema nervioso central,

el cerebro contiene muy poca 5-HT en términos relativos, ya que, como hemos
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comentado anteriormente, el 95% de la 5-HT reside en el tracto digestivo y el resto
en el sistema sanguineo y urinario (Salvador, Rodriguez-Yoldi, Alacalde, &
Rodriguez, 1997).

c00u oom
HO CH,—CH
w Hldroxﬂua CH, CH 5-Hidroxitripto- | N
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" H
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N 0 ;
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5—OH—TRIPTOFOL 5_HIAA

Figura 3. Biosintesis y catabolismo de la 5-HT.
(Tomada de: (Martin Velasco & Gonzalez Alvarez, 1988)).

En el tracto digestivo, cuando la serotonina es liberada por las células
enterocromafines, da origen a una gran diversidad de respuestas motoras y
sensoriales a través de neuronas del plexo submucoso y mientérico, y de
absorcién y secrecion, a través del propio epitelio intestinal. Tanto los plexos como
el epitelio intestinal responden a la 5-HT a través de una gran diversidad de
receptores serotoninérgicos, lo cual permite modular la actividad digestiva. De este
modo, la 5-HT inicia respuestas tan diversas como, por un lado, nauseas, vomitos
y secrecion intestinal, desarrollando un papel importante como neurotransmiso y
por otro lado, induce la alteracion de la absorcion intestinal de nutrientes y de la
secrecion de agua y electrolitos, para lo cual desarrolla su actividad como
sustancia endocrina/paracrina (Hardcastle, Hardcastle, Klaren, Taylor, & White,
1999).
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La 5-HT participa de un modo importante en la transduccién sensorial
desde la mucosa intestinal a diversos efectores (Pan & Gershon, 2000). Asi,
cuando hay un incremento de la presion intraluminal, las células enterocromafines
liberan 5-HT se comporta como una molécula o sefial quimica, con el objeto de
estimular terminaciones nerviosas de la pared intestinal para poder iniciar el reflejo
peristaltico (Bulbring & Crema, 1959). Esto se debe a que las neuronas
serotoninérgicas entéricas no se proyectan directamente sobre el masculo u otros

efectores, y la 5-HT actia de modo paracrino (Bertrand, 2004).

El 5% restante de la serotonina que no va al tracto digestivo, se traslada al
torrente sanguineo y al sistema urinario provenientes de las células
enteroendocrinas cuando son estimuladas por la acetilcolina o noradrenalina, por
aumento de la presion intraluminal del intestino o por aumento del pH intestinal
produciendo activacion entérica y reflejo peristaltico (Tamir, Kupsky, Huang, &
Gershon, 1983)

La serotonina ejerce importante accion en la conducta, movimiento,
apreciacion del dolor, actividad sexual, apetito, secreciones endocrinas, funciones
cardiacas y el ciclo del suefio-vigilia. ElI neurotransmisor también ha sido
implicado en tener un papel en la fisiopatologia de los trastornos. En niveles bajos
de serotonina se presentan padecimientos como alteraciones del apetito,
ansiedad, irritabilidad o depresion y a altos niveles de este neurotransmisor
podemos encontrar trastornos como déficit de atencion e hiperactividad, desorden

de aprendizaje, trastorno del espectro autista (Myers, 2005).

2.1.2 Dopamina
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Perteneciente a la clasificacion de los neurotransmisores adrenérgicos en el
grupo de las catecolaminas, la dopamina es una de las catecolaminas mas
importantes del sistema nervioso central, en los mamiferos, se encuentra ubicada
especificamente en el hipotalamo y sustancia negra. La estructura quimica de la
Dopamina (DA o 3, 4-dihidroxifeniletilamina) como se muestra en la Figura 4 se
encuentra conformada por un anillo aromético, dos grupos hidroxilos y un grupo

amino.

OH
CHE"'C Hg"'NHg

DH‘/

Figura 4. Estructura quimica de la dopamina (3, 4-dihidroxifeniletilamina).
(Tomada de: (Bahena Trujillo, Flores, & Arias Montafio, 2000)).

La sintesis de la dopamina como se observa en la Figura 5 tiene lugar en
las terminales nerviosas dopaminérgicas donde se encuentra en alta
concentracion las enzimas responsables, la tirosina hidroxilasa y la descarboxilasa
(Cooper, Bloom, & Roth, 1996). En estudios previos, se ha demostrado que la
hidroxilacion del aminoacido L-tirosina es el punto de regulacion de la sintesis de
catecolaminas en el sistema nervioso central y a causa de esto la tirosina
hidroxilasa es la enzima limitante de la sintesis de dopamina. Esta enzima utiliza
L-tirosina como sustrato y tetrahidrobiopterina como cofactor para adicionar un
grupo hidroxilo al aminoacido para formar L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina),
gue a partir de la oxidacion de la enzima descarboxilasa produce Dopamina (3, 4-
dihidroxifeniletilamina) (Freund, Powell, & Smith, 1984).
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Figura 5. Sintesis de la Dopamina.

(Tomada de: (Bahena Truijillo, Flores, & Arias Montafio, 2000)).

La dopamina, participa en la regulacion de diversas funciones como la
conducta motora, la emotividad y la afectividad asi como en la comunicacion
neuroendocrina (Liu, y otros, 2011). El equilibrio de los neurotransmisores es
importante para un buen funcionamiento del cuerpo, y al igual que la serotonina, la
dopamina se encuentra en diferentes niveles. Si se desequilibran los niveles de
dopamina, pueden presentarse una serie de padecimientos mentales. A niveles
bajos, podemos encontrarnos con trastornos como rapido aumento de peso,
problemas para concentrarse, Parkinson, y a niveles elevados padecimientos

como alucinaciones, paranoia, Ezquizofrenia (Bosquet, y otros, 2004) (Cai, Zhu, &

Li, 2010) (Rao & Remington, 2013) .
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La importancia en la deteccion de estos dos neurotransmisores hoy en dia
va en aumento debido a la gran importancia de sus efectos en el sistema
fisiolégico humano. Los sensores electroquimicos, son una excelente alternativa
rapida, sensible y selectiva en la deteccion de estas moléculas para diagndsticos

oportunos en enfermedades neurodegenerativas.

2.2 Sensores

En los ultimos afios el interés por realizar analisis de forma sencilla, rapida y
econOmica, asi como por optimizar la produccién mediante analisis en continuo,
ha tomado mucha importancia en el area de investigacion abriendo paso a
métodos analiticos compatibles con las necesidades. Los sensores son
dispositivos que convierten la informacion fisica o quimica en una sefal digital que
puede ser procesada y de este modo estudiada de manera mas fécil, rdpida y sin
necesidad de analisis complejos Estas caracteristicas hacen a los dispositivos de
gran interés para la industria, ya que incorporados a la miniaturizacién en la

fabricacion los vuelve mas econémicos y rentables. (Ristic, 1994)

Los sensores se pueden clasificar en dos clases segun el tipo de informacion
que puedan  proporcionar: Fisicos, encargados de detectar cambios en
parametros fisicos como temperatura, presion, etc., y Quimicos los cuales
detectan cambios como la concentracion, composicion, pH, presencia de
determinados compuestos quimicos, monitorizando la actividad quimica en el

cuerpo por motivos terapéuticos o de diagnaostico, etc., (Soloman, 1998).

En la actualidad, en la industria, la mayor parte de los sensores utilizados
para el control de procesos son fisicos, por lo que para el area de sensores
guimicos aun hay mucho campo por estudiar. No fue hasta principio del siglo XX
que los sensores quimicos comenzaron a tomar relevancia en la produccion
cientifica pero, debido a que la fabricacion en este sector suele ser de manera
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manual, el coste de produccion suele ser muy elevado. Por ello la importancia de
desarrollar dispositivos a partir de nuevos métodos de fabricaciobn que generen
una produccion de sensores quimicos automatizada y de esta forma reducir los

costos de adquisicion y produccion (Gopel & Zemel, 1991).

2.2.1 Sensores quimicos

En los dltimos afos los sensores quimicos se han utilizado en diversas
areas como biomedicina, medioambiente, la industria alimentaria, bioseguridad,
etc., desarrollandose dia con dia de manera exponencial. La definicion clasica de
sensor quimico es la de “pequefo dispositivo que como resultado de una
interaccidn quimica entre el analito gaseoso y el sensor transforma informacion
guimica o bioquimica de tipo cualitativo o cuantitativo en una sefial medible y (util

analiticamente” (Stetter, Penrose, & Yao, 2003).

En los analisis de quimica analitica se utilizan equipos muy sofisticados y
costosos por ejemplo cromatdgrafos, espectrofotometros, ICP-masas, etc., que
requieren de personal altamente capacitados para el manejo e interpretacion de
los resultados, ademas de que no realizan analisis en continuo o pruebas de
campo. Es por ello que los sensores quimicos muestran una amplia alternativa de
produccion, ya que permiten realizar analisis en continuo, pruebas de campo, y su
sensibilidad se puede mejorar con la incorporaciéon de materiales que ayuden a
intensificar las sefiales y ser mas sensible a la deteccion de una muestra (Zagatto
& Sa, 2003).

Un sensor quimico es un dispositivo capaz de traducir la informacion
guimica de una muestra en una sefal analitica util (Ristic, 1994). Los sensores
quimicos constan de dos componentes importantes encargados de la generacion

de una seial, un receptor y un transductor, como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Sensor quimico. a) Elemento reconocimiento (quimico, bioldgico); b) Soporte o Receptor
(Fisicos, Quimicos, Biolégicos); c) Elemento transductor (electroquimico, 6ptico, piezoeléctrico,
térmico); d) Elemento amplificador; €) Programa informético (procesamiento); f) Interfaz fisica.

(Tomada de: (Ristic, 1994)).

El elemento de reconocimiento es la muestra con la que se va a tratar,
puede ser quimico o bioldgico. El receptor reconoce selectivamente la informacion
guimica o biolégica de la muestra convirtiéendola de tal manera que pueda ser
entendida por el transductor. Existen tres tipos de transductores: Fisicos, por
ejemplo materiales pizoeléctricos, termdmetros, galvandémetros, etc., Quimicos,
por ejemplo quelantes, ionoforos, etc., y Bioldgicos, por ejemplo enzimas,

anticuerpos, ADN, células, etc.

Los transductores transforman la informacién primaria que el receptor recibe en
una sefal secundaria procesable facilmente. Los transductores pueden

clasificarse en (Turner, 1987):

- Opticos: Transforman las variaciones producidas en una sefial éptica por la
interaccion de un analito con el receptor.

- Electroquimicos: La sefal transformada se debe a una interaccion
electroquimica entre el analito y el electrodo.

- Piezoeléctricos: Transforman un cambio de masa que se da sobre el

electrodo modificado con materiales con propiedades piezoelectronicas.
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- Teérmicos: Transforman la diferencia de temperatura sobre la superficie del

receptor en una sefal medible.

La investigacion de sensores quimicos ha ido aumentando con el paso del tipo de
forma rapida desde la década de los 90’'s como se observa en la Figura 7
principalmente los sensores electroquimicos debido a su amplio intervalo de
linealidad y tiempo de respuesta muy corta (Janata, Centennial Retrospective on
Chemical Sensors, 2001).
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Figura 7. Publicaciones en sensores quimicos.
(Tomada de: (Janata, Josowicz, & DeVaney, Chemical Sensors, 1994).

2.2.2 Sensores electroquimicos

Durante la pasada década, los sensores basados en transductores
electroquimicos fueron los que mas publicaciones cientificas generaron (Janata,
Centennial Retrospective on Chemical Sensors, 2001). Hecho que estaba
claramente ligado al disefio de que estos dispositivos, su fabricacibn es mas
simple y econdémica que la del resto de transductores, y ademas, poseen un
amplio intervalo de linealidad y tiempos de respuesta muy cortos. Asi mismo, los

equipos necesarios para recoger y procesar la sefial, tales como potenciostatos y
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conductimetros, son econdmicos, de facil mantenimiento, manejo vy
miniaturizacion, y son de uso comdn en la mayoria de laboratorios de andlisis
(Stradiotto, Yamanaka, & Zanoni, 2003).

Existen tres grandes grupos de transductores electroquimicos clasificados
segun la técnica electroquimica utilizada para obtener la informacion de la

muestra; conductimétricos, potenciométricos y amperometricos.

2.2.2.1 Transductores amperométricos

Recientemente han aparecido un nuevo tipo de sensores selectivos de
iones denominados “Sensores Voltamperométricos”. Las curvas intensidad-
potencial generadas proporcionan analiticamente mas informacion que las curvas
de potencial de equilibrio obtenidas bajo condiciones potenciométricas; ademas, el
potencial reversible puede calcularse a partir de datos obtenidos bajo condiciones

dindmicas (Pravda, y otros, 1995).

Este tipo de dispositivos se basan en la aplicaciéon de un potencial fijo
sobre un electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito, respecto a un
electrodo de referencia. Un tercer electrodo, denominado auxiliar, es necesario en
la mayoria de los casos para completar la celda electroquimica. También es
posible realizar andlisis basados en técnicas voltamperométricas, variando el

potencial de trabajo de forma controlada (Thevenot, Toth, Durst, & Wilson, 2001).

Los transductores amperométricos se fundamentan en la proporcionalidad
existente entre la concentracion de una determinada especie electroactiva y la
corriente eléctrica registrada al oxidarse o reducirse sobre la superficie de un
electrodo polarizado. Esta relacion intensidad-concentracion se comporta segun el

siguiente modelo que proviene de la Ley de Fick,
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6(C0 (0' t))

I = nFADy——
X

Donde A es el area del electrodo de trabajo, Do y Co son el coeficiente de difusion
y la concentracion del analito, respectivamente, y X representa la distancia de la

doble capa.

En el caso de que la solucion esté agitada constantemente, se puede
considerar que x se mantiene constante y se corresponde con el tamafio de la
capa de difusion (8). Asi, la ecuacién anterior puede simplificarse obteniéndose

una relacion lineal entre la intensidad medida y la concentracién del analito,

nFAD,
=———C(,
)
El trabajo con este tipo de sensores electroquimicos ha sido muy variado,
siendo los transductores amperométricos el grupo de dispositivos electroquimicos
mas desarrollados y estudiados durante los Ultimos afios debido a sus

caracteristicas de manipulacién y deteccion (Cano Luna, 2008).

2.3 Técnicas electroquimicas

2.3.1 Celda electroguimica convencional de tres electrodos

El analisis electroquimico ha sido utilizado para resolver diferentes problemas
analiticos y dar informacion sobre la presencia y cantidad de una sustancia en una
muestra. Algunas de las herramientas primordiales para la realizacion de un

analisis electroquimico son:

- La instrumentacién que se utiliza para aplicar y medir corrientes y
potenciales eléctricos
- El sistema de tratamiento de datos utilizando regularmente computadoras

para la interpretacion y analisis.
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- Los electrodos, que son los elementos que se encuentran en contacto con

la disolucion y que pueden ser modificados para una mejor respuesta.

Comunmente se trabaja con sistemas en celda convencional de tres electrodos

como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Sistema de una media celda convencional de tres electrodos.
(Autoria Propia).

El sistema esta compuesto por:

e Una celda, normalmente de vidrio
e Solucion amortiguadora con el analito a analizar.
e Tres electrodos:
v electrodo de trabajo, normalmente de carbén vitreo (GCE),
aungue existen otros materiales como platino, grafito, etc;
v electrodo de referencia, este puede ser: electrodo de hidrégeno
NHE; electrodo saturado de calomelanos (SCE por sus siglas en
inglés); electrodo de plata / cloruro de plata (Ag/AgCl); electrodo

de mercurio / 6xido de mercurio (Hg/HgO, NaOH); electrodo de
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mercurio / sulfato de mercurio (Hg/Hg,SO,4, H»,SO,); o electrodo
de plata / nitrato de plata no acuoso (Ag/AgNO3)
v’ electrodo auxiliar o contraelctrodo, puede ser de grafito, alambre

de platino.

Seleccionados los electrodos, dependiendo los parametros que se tengan
(ventana de potencial, pico de oxidacion), se conectan a una estacion de trabajo
electroguimica (potenciostado) que esta conectada a una computadora la cual
contiene un software previamente cargado (analizador de datos) y en que se
cargan los datos de barrido deseados. Al iniciar el barrido, el potenciostato inyecta
un pulso de voltaje al electrodo de trabajo haciendo que la superficie de este
interactie con la muestra a analizar. El software registra el barrido interpretando
los datos en forma de sefal para que el analista pueda hacer sus conclusiones
(Mantell, 2003).

2.3.2 Electrodos Serigrafiados

Los electrodos serigrafiados, debido a su eficiente caracteristica de
manipulacion, en los ultimos afios han tomado una gran popularidad en el uso
para el andlisis electroquimico, sustituyendo de esta forma a las celdas

convencionales.

Un electrodo serigrafiado es una pequefa tarjeta que consiste en la
integracion de los tres electrodos como se observa en la Figura 9 utilizados en una
media celda, y que, junto a contactos eléctricos permiten una conexion al sistema
de medida. Los primeros trabajos con electrodos serigrafiados aparecieron en la
década de los 90’s, por lo que es una tecnologia relativamente moderna (Yerga,
2012). Actualmente estan siendo utilizados en diversas areas como la industrial,

medioambiental, agroalimentaria y farmaceutica.
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Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo

Electrodo de referencia

Contactos eléctricos

Figura 9. Componentes de un electrodo serigrafiado.
(Tomada de: (Yerga, 2012)).

La fabricacidn de los electrodos serigrafiados consiste en el depdésito de una
tinta sobre un sustrato determinado utilizando una plantilla. Posteriormente, se
procede con una etapa de secado y de curado a cierta temperatura. Por ultimo, se
recubre con un aislante para dejar libre solamente las conexiones y el area de

trabajo del electrodo.

La variedad de las tintas con las que se puede serigrafiar es muy grande
como por ejemplo grafito, oro, platino, plata, nanotubos de carbono, grafeno,
nanoparticulas de oro, etc., como se observa en la Figura 10. Un material puede
ser mas adecuado para el andlisis de una sustancia que otro, y se debe utilizar el

mas conveniente en cada caso (Yerga, 2012).

Las principales ventajas de usar electrodos serigrafiados frente a los sistemas

electroquimicos o quimicos convencionales son las siguientes:

- Bajo costo: El costo es relativamente bajo en comparacion con equipos o
materiales sofisticados. Una vez que se logren producir en masa, la

produccion de estos puede ser muy bajo.
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- Flexibilidad del disefio: La ventaja de ello es que el electrodo puede ser
acondicionado de acuerdo a las necesidades de trabajo, los diferentes
materiales depositados permiten su aplicacion a la solucion de diferentes
problemas analiticos.

- Pequeiio tamafio: Su tamafio tan pequeiio permite que puedan ser
portables y manipulados facil, ademas de que la poca instrumentacion para
el andlisis electroquimico permite llevar acabo analisis via in situ.

- Volumen de muestra bajo: Los volimenes de muestra, alrededor de 50ul o
menos, que necesita el electrodo para su funcionamiento lo hace un
atractivo dispositivo de analisis.

- Desechables: Esta ventaja puede llegar a ahorrar mucho tiempo en un
analisis electroquimico, ya que los electrodos son de usar y tirar.

- Posibles modificaciones en el electrodo de trabajo: La superficie de los
electrodos permite que pueda ser modificada con otro tipo de material o
sustancia para la mejora de sus propiedades o la resolucion de un

problema analitico (Yerga, 2012).

a

Figura 10. Electrodos serigrafiados modificados en la superficie del electrodo de trabajo. (a)
Inmunosensor: electrodo modificado con anticuerpos; (b) Genosensor: electrodo modificado con
ADN; (c) Bimetalico: electrodo modificado con materiales metalicos.

(Tomada de: (Yerga, 2012)).

2.3.3 Voltametria Ciclica

Voltametria ciclica (CV, por sus siglas en inglés cyclic voltammetry) es la
técnica mas utilizada en la obtencién de informacion cualitativa en reacciones
electroquimicas. Una de sus ventajas principales es que puede proporcionar
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informacion rapida acerca de la termodindmica en una reaccion redox, la cinética
de las reacciones de transferencia y las reacciones quimicas acopladas o

procesos de adsorcion.

La voltametria ciclica consiste en escanear linealmente el potencial de
electrodo de trabajo estacionario (en una solucion sin agitar) utilizando una forma
de onda de potencial triangular. Dependiendo de la informacidn buscada, los ciclos
simples o multiples pueden ser utilizados. Durante el barrido de potencial, el
potenciostato mide la corriente resultante sobre el potencial aplicado. La sefal
resultante de la corriente en funcion del potencial se denomina un voltamograma
ciclico. El voltamograma ciclico es una funcion dependiente totalmente del tiempo
y un gran numero de parametros fisicos y quimicos (Ortiz, Martinez, & Hernandez,
2006).

La forma de la sefial es un pico oxidado y uno reducido dicho proceso
ocurre en el catodo y el anodo respectivamente. El pico oxidado aparecera
siempre en potenciales positivos mientras que a potencial con pendiente negativa
se observa la reduccion. A medida que el potencial aplicado se aproxima a la
caracteristica EO para el proceso redox, una corriente catddica comienza a
aumentar, hasta que se alcanza un pico. Después de pasar la regién de potencial
en el que el proceso de reduccion se lleva a cabo, la direccion del barrido de
potencial esta fija. Durante la exploracién inversa, las moléculas R (generadas a la
mitad del ciclo, y acumuladas cerca de la superficie) se reoxidan de nuevo a O y
se producira un pico andédico como se observa en la figura 11. Los picos
caracteristicos en el voltamograma ciclico son causados por la formacion de la
capa de difusion cerca de la superficie del electrodo (Wang, Liu, Mitsui, & Tsurugi,
2001).
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Figura 11. Voltamperograma ciclico tipico reversible en un proceso redox.
(Tomada de: (Wang, Liu, Mitsui, & Tsurugi, 2001)).

2.3.4 Voltametria de Pulso Diferencial

La técnica de voltametria de pulso diferencia (DPV, por sus siglas en inglés
differential pulse voltammetry) esta dirigida a la reduccidon de los limites de
deteccidbn de las mediciones voltamperometricas. La voltametria de pulso
diferencial es una técnica extremadamente util para niveles de trazas de especies
organicas e inorganicas. En esta técnica, la forma de la onda en la sefial de
excitacion, consiste en una serie de pulsos a manera de escalera como se
observa en la figura 12, donde el potencial de base aumenta gradualmente
en pequenos intervalos entre 10 y 100 mV (ancho de pulso= AEs). La amplitud de
pulso AEp, se mantiene constante con respecto al potencial de base. (Ortiz,
Martinez, & Hernandez, 2006).
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Figura 12. Sefial de excitacion aplicada en DPV.
(Tomada de: (Ortiz, Martinez, & Hernandez, 2006)).

Una técnica electroquimica donde la corriente se mide como una funcién
del tiempo y como una funcién del potencial entre los electrodos: indicador y de
referencia. El potencial se varia utilizando pulsos de amplitud creciente y la
corriente se muestrea antes y después de cada pulso de voltaje. Voltametria de
pulso diferencial produce picos de corrientes faradaica en lugar de la forma de
onda sigmoidal obtenidos con corriente continua. Este pulso técnica resulta en la
mejora de la resolucion de mudltiples sistemas de analitos y cuantificacibn mas
conveniente. La corriente resultante del proceso se mide justo antes de la
aplicacion del pulso y al final de la aplicacion del mismo, de esta manera al
graficar la diferencia de corrientes obtenidas en funcion del potencial aplicado se
obtienen respuestas tipicas como la mostrada en la figural3, (Ortiz, Martinez, &
Hernandez, 2006).
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Intensidad de corriente

Potencial

Figura 13. Respuesta tipica en DPV.
(Tomada de: (Ortiz, Martinez, & Hernandez, 2006)).

La técnica de DPV es mucho més sensible que CV. La sensibilidad de esta técnica
puede detectar al analito en concentraciones muy bajas y nos permite observar

gue tan rapido o lento se oxida la molécula.

2.4 Técnicas analiticas convencionales para la deteccion de

neurotransmisores.

Algunas de las investigaciones que se han realizado para detectar serotonina o
dopamina a partir de técnicas analiticas, como por ejemplo cromatografia liquida,

han dado excelentes resultados

e Gunaratna y otros (2006) desarrollaron un método de cromatografia liquida
acoplada con deteccibn electroquimica para la medicion de 5
hidroxitriptamina directa (5-HT, Serotonina) y acido 5 hidroxiindolacético (5-
HIAA) en microdialisis cerebrales de la glandula pineal de ratas. Se

utilizaron muestras a diferentes concentraciones estandar para investigar la
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precision y exactitud del método. Los resultados indican una buena

exactitud y precision.

Bhavik y otros (2005), describieron un método para el andlisis rapido de
neurotransmisores y sus metabolitos utilizando cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplada con deteccion electroquimica. En esta publicacion se
obtuvieron voltamperogramas hidrodinamicos de estados cuasi-
estacionarios (50mVs-1) para serotonina (5-HT), &cido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA), dopamina (DA), é&cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC),
noradrenalina (NA), adrenalina (AD), acido homovanilico (HVA) vy
octopamine (OA) (20y mi-1) en flujo continuo entre el potencial de rango
0.2 - 0.9V. Diversas aminas biogénicas fueron estudiadas y la separacion
Optima de todos los analitos se logré dentro de 15 min. Los tiempos de
retencion de DOPAC, 5 HIAA, NA, AD, DAy 5-HT son 2.6, 2.9, 3.3, 3.8, 5.2
y 8.7 min, respectivamente.

Este corto tiempo de multiples andlisis para neuroquimicos proporciona una
base ideal para un ensayo rapido. Otros informan tiempos de andlisis
tipicamente de ~ 15 min a 40 min. El uso de deteccién electroguimica para
el andlisis de los neuroquimicos permite que sea posible llevar a cabo la

separacion en virtud de un sistema de HPLC.

Yoshitake y otros (2003), realizaron un método en cromatografia liquida en
columna microbore para la determinacion simultanea de la norepinefrina
(NE), la serotonina (5-HT), y Dopamina (DA) en muestras de microdialisis
de cerebro de rata. La deteccion de concentraciones fueron de 135 nmol
(NE), 315 nmol (5HT), y 390 nmol (DA) en volumen de la muestra 15yl. El
meétodo es especialmente adecuado para estudios de microdialisis de la
eficacia antidepresiva de los farmacos que combinan la inhibicion de la
recaptacion de B5HT y NE, antagonistas en auto-presinaptica vy

heterorreceptores, y/o inhibidores de la monoamina oxidasa.
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Sin embargo, a pesar de los resultados de estas investigaciones para la deteccién
de serotonina, esta técnica y algunas otras como espectofotometros, ICP-Masas,
equipo de procesamiento de imagenes, son especialmente costosas, sofisticadas
y requieren especializacién por parte del operario, ademas de que estos equipos

son incompatibles con analisis en continuo, de rutina o pruebas de campo.

2.5 Sensores electroquimicos para la deteccion de dopamina (DA) y

serotonina (5-HT)

Estos hechos han animado a los investigadores a desarrollar técnicas mas
sensibles, rapidas y simples para satisfacer las diversas demandas. Diversos
trabajos se han publicado describiendo la deteccion de dopamina y serotonina en

suero utilizando electrodos modificados quimicamente.

Cesarino y cols. (2014) publicaron una investigacién sobre la deteccion de
serotonina en Acido Ascérbico (AA) y Acido Urico (UA) mediante el desarrollo de
un electrodo de Pt modificado con nanotubos de carbono de pared mudltiple
(MWCNT) / polipirrol (PPy) / nanoparticulas de plata (AgNPs) el cual fue utilizado
para la determinacion de la serotonina en muestras de suero plasméticas. Los
experimentos se llevaron a cabo utilizando voltametria de pulso diferencial (DPV)
con parametros optimizados en soluciones con 0.2 mol L-1 en solucién buffer
fosfato (PBS) (pH 8,0), Se realiz6 la determinacion de serotonina por triplicado,
sin ningun procedimiento de tratamiento y utilizando el método de adicion
estandar. Se observé que, incluso a concentraciones iguales de AA, y serotonina,
no mostré un proceso de solapamiento del pico de oxidacion de la serotonina y los
picos de oxidacion de las sustancias interferentes estudiadas, lo que indic6 que la
sefal analitica no sufri6 interferencia del AA y del UA. Concluyeron que el
electrodo de Pt / MWCNT / PPy / AgNPs es adecuado para ser utilizado con éxito

para la determinacién de la serotonina en presencia de AA y UA en muestras de
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suero plasméticas en las condiciones optimizadas y utilizando el enfoque de
adicion estandar.

Rand y cols. (2013) publicaron el desarrollo de un sensor basado en una
matriz de nanofibras de carbono alineados verticalmente (CNFs) cultivadas por
plasma de deposicidon quimica de vapor encontrando una gran afinidad para la
deteccion simultdnea de dopamina (DA) y serotonina (5-HT) en presencia de
exceso de acido ascorbico (AA). Este desempefio se atribuye a la estructura de
las nanofibras y la presencia de muchos sitios activos a lo largo de la pared lateral.
Realizaron estudios electroquimicos con la técnica analitica voltametria de pulso
diferencial (DPV), observando en una mezcla de DA, 5-HT y AA picos de
oxidacion en 0.13 V, 0.45 V, y 0.70 V respectivamente El electrodo CNF demostré

una sensibilidad con deteccion hasta 50 nM para serotonina.

En 2010 Liu M. y cols., publicaron un nuevo método electroquimico rapido,
conveniente y sensible basado en electrodo serigrafiado con una membrana de
oro coloidal modificado con Nafion (Nafion / CGSPE) para la determinacion de la
serotonina en presencia de alta concentracién de dopamina, acido ascorbico y
acido urico. La respuesta electrocatalitica se evalué mediante voltametria ciclica
(CV). La determinacién individual de DA en el rango de concentracién 0- 3 x 10°
M se llevé a cabo en soluciones que contienen 5-HT a una concentracion fija de 1
x 107 M. Se encontré que 1 x10°® M DA no interfiere con las sefiales de oxidacién
de 5-HT. Ademas el aumento de la concentracién de DA hizo que la corriente de
pico declinara. En este articulo, el electrodo serigrafiado (SPE) se utilizd en primer
lugar para la determinacion de 5-HT en el plasma rico en plaquetas (PRP) y
homogeneizado en el cerebro de los ratones. Una vez modificado, el Nafion /
CGSPE mostro buena sensibilidad, selectividad, reproducibilidad y alta estabilidad.
El Nafion / CGSPE exhibio efectos electrocataliticos notables sobre la oxidacion
de 5-HT por el aumento de sus corrientes de pico de oxidacién. La razén mas
probable para tal aumento en la sensibilidad es la capacidad de oro coloidal como

pequefios centros de conduccion en el polvo de grafito del SPE que hace que los
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sitios activos més cerca de la superficie del electrodo y que aceleran la velocidad
de transferencia de electrones de 5-HT y por lo tanto el aumento de la sensibilidad

Si bien estas investigaciones revelan buenos resultados, la obtencion de
informacion dinamica sobre el proceso de medicion de serotonina, dopamina y
otras monoaminas requiere el desarrollo de nuevos enfoques para medir el perfil

de concentracion de 5-HT.

Es por ello que, debido a que la determinacién electroquimica de serotonina
y dopamina en fluidos biol6gicos es inhibida por la interferencia de otros
neurotransmisores también presentes en tales matrices en altas concentraciones,
en este trabajo se plantea el desarrollo de electrodos enziméaticos funcionalizados
a partir de técnicas avanzadas de procesamiento de sefiales que sean capaces de
reducir tales interferencias sin disminuir la sefial de serotonina permitiendo asi una
mejor selectividad de los niveles de serotonina en un fluido con condiciones

similares a las del cuerpo humano.

Las técnicas electroquimicas proporcionan una plataforma para
determinaciones de DA y 5-HT que son preferibles a otros métodos analiticos
(Ejaz, Joo, & Jeon, 2017) y han demostrado sus grandes ventajas sobre otros en
simplicidad, respuesta rapida, bajo costo, buena sensibilidad y alta selectividad
(Zhao, Zhu, & Zhou, 2012). En los ultimos afios, los electrodos modificados
guimicamente se utilizaron con éxito como elctrocatalizadores debido a
modificadores adsorbidos en las superficies de electrodo (Anithaa, Asokan, &
Sekar, Highly sensitive and selective serotonin sensor based on gamma ray
irradiated tungsten trioxide nanoparticles., 2017), utilizando diferentes materiales

para la deteccion.

2.6 Materiales modificadores de la superficie del electrodo

Una modificacién en superficie de los electrodos puede ser la forma mas
comun practicada por investigadores para la deteccion, la separacion o eliminar de

picos de oxidacion de DA y 5-HT.
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Recientemente, el desarrollo de materiales versatiles para modificar la
superficie del electrodo ha sido objeto de numerosas investigaciones en el andlisis
biolégico y ambiental mediante métodos electroquimicos. En la mayoria de los
casos, esta modificacibn aumenta la sensibilidad, selectividad, y Ila
reproducibilidad en comparacion con los electrodos convencionales. Se han
estudiado una gran variedad de materiales para modificar la superficie de un
electrodo y llegar o aumentar estas caracteristicas, tales como mediadores redox
organicos (Kalimuthu & A., 2009), polimeros (Ensafi, Taei, Khayamian, &
Arabzadeh, 2010) (Yao, Sun, Lin, Tang, & Huang, 2007), nanoparticulas (Liu,
Huang, Hou, & You, 2008) (Kannan & John, 2009) y complejos metalicos (Hu, Ma,
Guo, & Shao, 2008) (Shahrokhian & Zare-Mehrjardi, 2007).

La combinacién de nanoparticulas metalicas o nanoparticulas de metales
nobles han atraido la atencién de los investigadores en electrocatélisis debido a
sus altas actividades electrocataliticas (Chen, y otros, 2015) (Singh, Laffir,

McCormac, & Dempsey, 2010)..

2.6.1 Hidréxido doble laminar de Aluminio y Niquel

Los hidroxidos dobles laminares (por sus siglas en inglés LDHs) son
compuestos de arcillas sintéticas formados por laminas de hidroxidos metélicos
cargadas positivamente y estables con aniones intercambiables. La existencia de
grupos hidroxilo sobre la superficie de las laminas y los aniones intercambiables,
como se observa en la figura 14, los hacen compuestos ideales para la obtencién

de nuevos materiales en escala nanométrica (Martinez & Carbajal, 2012).
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Figura 14. Representacion estructural de los HDLs.
(Tomada de: (Martinez & Carbajal, 2012)).

La férmula general de los LDH es [M** 1, M**, (OH)2]*" (A™)yn - mH,0, donde
M%* es un catién divalente (Ca?*, Mg?*, zn**, Co?**, Ni?*, Cu®**, Mn*"), M** es un
cation trivalente (A**, Cr**, Fe**, Co®, Ni**, Mn®*"), A" es un anién (CI', NO3, ClO,,
CO5%, SO42).

Recientemente, el interés se ha puesto en las nanoparticulas de metales
transicion debido a sus multiples estados de oxidacion para los procesos de
transferencia de electrones. Especialmente, las nanoparticulas de Niquel (Ni)y
Aluminio (Al) se han estado utilizando por si solas o en combinaciéon con otros
metales debido a su actividad electrocalalitica inherente para reacciones de
oxidacion, asi como su buena estabilidad, resistencia mecénica, rapido transporte
de electrones y bajo costo (Shervedani, Karevan, & Amini, 2014) (Yu, y otros,
2014) (Lu, y otros, 2009).

Las nanoparticulas de Ni son inestables y facilmente oxidables en el aire y en
soluciones que contengan agua, sin embargo el niquel en forma de hidréxido u

oxido es relativamente estable debido a su pequefio tamafio cristalino que muestra
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un alto coeficiente de difusion de protones, lo que conduce a excelentes
resultados electroquimicos (Babaei & Taheri, 2013).

Utilizando Ni?* como catién divalente, AI** como catién trivalente y CO3*
como anion para la formacion de hidroxidos dobles laminares de Aluminio y Niquel

se planted de la siguiente forma:
NigAl2(OH)16(CO3,0H) - 4H,0

Coordinados con grupos OH permiten una mejor interaccion con los grupos OH de
la serotonina y dopamina permitiendo una mejor oxidacién e interaccion de

electrones.

Gracias a la presencia de grupos hidroxilo en las superficies de sus laminas y
los aniones intercambiables, los hidroxidos dobles laminares de aluminio y niquel

permiten un excelente intercambio electronico con moléculas orgéanicas.

2.6.2 Nanoparticulas de Paladio en combinacién con Oxido de Niquel

El paladio (Pd) ha ganado mucha atencion debido a su actividad catalitica
favorable y coste bajo comparado a otros metales nobles, con muchas
aplicaciones como material del catalizador en los campos de la produccion del
hidrogeno, de las celdas de combustible de baja temperatura y de los sensores
quimicos. Las nanoparticulas, especialmente los 6xidos metalicos de transicion,
como el Oxido de Niquel (NiO), aumentan su area superficial, mejoran el
transporte de masa y mantienen una buena interaccibn con compuestos
organicos, las nanoparticulas metalicas pueden ser usadas como modificacion

para sensores (Uzunoglu, Scherbath, & Stanciu, 2015).
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El proposito de este trabajo es el disefio de un dispositivo electroquimico
basado, primeramente, en un electrodo de carbdn vitreo y, posteriormente, en
electrodos serigrafiados de carbono, ambos modificados en su superficie con la
finalidad de mejorar sus propiedades para la deteccion de DA y 5-HT, y que pueda
sustituir un equipo sofisticado mejorando el tiempo de analisis, la sensibilidad y el

andlisis de forma continua.

3. HIPOTESIS
El desarrollo de un dispositivo electroquimico basado en electrodos
modificados en su superficie para la deteccion sensible y selectiva de serotonina y
dopamina podré contribuir a futuras investigaciones para la deteccion temprana de

estos neurotransmisores.

4. OJETIVOS

4.1 Objetivo General

Desarrollar un dispositivo electroquimico con un material sensible y selectivo
que permita la deteccién de serotonina y dopamina, y a partir de una integracion

electrénica obtener una respuesta confiable.

4.2 Objetivos particulares

v Evaluar a partir de técnicas electroquimicas los materiales
nanoestructurados NiAl / LDH y PdNIiO para determinar que material es

mas sensible y selectivo en la deteccion de serotonina y dopamina.

v" Adquirir las sefiales de oxidacion de serotonina y dopamina (diferentes

concentraciones).

v Seleccionar el material que mejor respuesta electroquimica nos proporcioné

y evaluarlo fisicoquimicamente.
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v Estudiado el material fisicoquimica y electroquimicamente, detectar DA y 5-
HT con electrodos serigrafiados de carbono modificados en su superficie

v' Evaluar las sefales adquiridas a partir de los electrodos serigrafiados en

un dispositivo electrénico.

5. METODOLOGIA
5.1 Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Clorhidrato de dopamina (DA),
Clorhidrato de serotonina hidro (5-HT), Nitrato de Aluminio nonahidratado (AIN3Og
* 9H,0), Nitrato de Niquel (II) hexahidratado (N2NiOg * 6H,0) y (Na,PdCl,, 99.8%)
fueron adquiridos por Sigma-Aldrich. (NiSO4, 99.9%), NaOH (80%) y el alcohol
isopropilico se adquirieron de J. T. Baker. Fosfato de Potasio dibasico trihidratado
(KH2PO4 * 3H,0) y fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) fueron adquiridos de
Macron. La solucién de Nafion®5 % es de marca Electrochem Inc. El Carbén
Vulcan es de marca Cabot®. Todas las soluciones se prepararon con agua
doblemente desionizada tipo 1, libre de materia organica, obtenida a partir de.
Water High Purity®.

5.2 Pre-tratamiento del electrodo de carbén vitreo

Para los experimentos en media celda convencional, el electrodo de carbdn
vitreo se pulié utilizando alimina (0.05um) durante 5 min., después se lavé con
agua desionizada para retirarle el exceso de alimina. Posteriormente, fue
sometido a una limpieza electroquimica empleando voltametria ciclica, 25 ciclos a
una velocidad de barrido de 100 mV s™ en un rango de potencial de -0.3 a 0.8 V

en agua desionizada.
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5.3 Sintesis de Nanomateriales
5.3.1 Sintesis de nanoparticulas NiAl hidroxidos dobles laminares.

La sintesis del material NiAI-LDH publicada por Abdolmohammad-Zadeh
(2011) se llevo a cabo por el método de coprecipitacidn que permitié controlar los
principales factores que influyen en el disefio de las ldminas como la temperatura,

el pH y el tratamiento hidrotérmico.

La sintesis consiste en la adicién de 0.581g de N,NiOg * 6H,0 y 0.375¢g de
AIN3Og « 9H,O en 30 mL de agua desionizada, bajo agitacion a temperatura
ambiente. Posteriormente se ajustd el pH por medio de una titulacion con NaOH
1M. Continu6 la reaccién por 30 min bajo una atmésfera de nitrogeno, y a
continuacion se llevo a cabo el tratamiento hidrotérmico a una temperatura de 90
°C por 24 h. Se separ6 el producto obtenido por centrifugacion a 6000 rpm por
10min realizadndose tres lavados con agua desionizada. Para finalizar se llevé a
secado en mufla a 60 °C durante 6 h para eliminar los residuos de agua en el

material.

5.3.2 Sintesis de nanoparticulas de PdNiO

Las nanoparticulas de PdNIO fueron sintetizadas a partir del método presentado
por Lopez-Rico (2007) a temperatura ambiente utilizando Na,PdCl,; y NiSO4 como
precursores los cuales se colocaron en un vial que contenia 10mL de liquido
ionico proético (PIL, por sus siglas en inglés) previamente sintetizado como se
muestra en el Anexo 1, para luego ser dispersados por tratamiento con ultrasonido
durante 2 h. Después de los tiempos de reaccion se agreg6 carbén vulcan y se
mantuvo en sonicacion durante 30 min. Posteriormente se mantuvieron los viales
en refrigeracibn a una temperatura de -18° C durante 24 h para asegurar la
reduccion completa de los precursores métalicos. Posteriormente se centrifugaron
a 4000 rpm y se realizaron varios lavados con agua desionizada. Por ultimo, el

material resultante se sec6 en una mufla durante una noche a 80° C.
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5.4 Preparacion de tintas cataliticas

La preparacion de tintas cataliticas para la modificion de la superficie del

electrodo de carbon vitreo se llevaron acabo de la siguiente manera.

5.4.1 Preparacion de tinta catalitica con NiAl / LDH

Para la preparacion de la tinta catalitica NiAl / LDH, se afiadié en un tubo
eppendorf 2mg de material sintetizado NiAl / LDH correspondiente a un 30% (es el
porcentaje Optimo para la preparacién de una tinta catalitica), 70% de carbdén
vulcan con respecto al porcentaje afiadido de material sintetizado dando como
resultado mg.

Xmg -------- 70% X =4.66 mg

Por cada miligramo de material total (2mg material sintetizado + 4.66mg
carbon vulcan = 6.66mg) se afiadieron 63uL de alcohol isopropilico y 7uL de
nafion, por tanto se afiadieron 419.58uL y 46.62uL respectivamente.
Posteriormente se sonicd durante 10 minutos para su uso en la modificacion del

electrodo de carboén vitreo.

5.4.2 Preparacion de tinta catalitica con PdNiO

La tinta catalitica de PdNiO se preparé afiadiendo en un tubo eppendorf 7mg
de material sintetizado PdNiO correspondiente a un 100% puesto que en la
sintesis se afiadid el carbon vulcan. Se afiadieron por cada miligramo de material
total (7mg) 63uL de alcohol isopropilico y 7uL de nafidn, por tanto se afadieron
441l y 49uL respectivamente. Posteriormente se sonicO durante 10 minutos para

después ser depositado en el electrodo de carbén vitreo.
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5.5 Modificacion de la superficie del electrodo de carbdn vitreo.

Se realizaron dos depdsitos sobre la superficie al electrodo de carbdén vitreo
pre-tratado para modifircar sus propiedades. Un depdsito se hizd con la tinta
catalitica NiAl / LDH y otro con la tinta catalitica PdNiO, cada uno por separado. La
cantidad de material depositado fue de 4uL respectivamente. Posteriormente se

dejaron secar a temperatura ambiente.

5.6 Preparacion de soluciéon electrolitica para los experimentos

electroquimicos.

La solucion buffer fosfatos (PBS, 0.05 M, pH 7) fue preparada con Fosfato de
Potasio dibasico trihidratado (KH,PO,4 * 3H,0) y fosfato de potasio monobasico
(KH2PO,4) como solucién electrolitica para los experimentos electroquimicos. Se
afiadieron en 1L de agua desionizada 6.8045gr de fosfato monobésico y 11.412gr
de fosfato dibasico, posteriormente se mantuvo en agitacion durante 5min y se
midié el pH a 7.0. Si la solucién pasa por arriba del pH 7.0, se afiadia fosfato
monobasico hasta bajar el pH a 7.0. Si pasaba por debajo del pH 7.0 se agregaba

fosfato dibasico hasta alcanzar el pH neutro.

5.7 Preparacion de solucién con neurotransmisores

Con la solucion electrolitica se prepararon dos soluciones una con Dopamina
y otra con Serotonina a diferentes concentraciones para el analisis de oxidacién de
cada neurotransmisor con los materiales NiAl / LDH y PdNIiO. Todos los
experimentos electroquimicos se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con el
fin de obtener resultados mas precisos, se sometieron a una atmoésfera de

nitrdgeno de alta pureza (99,9%) durante 10 min.
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5.8 Caracterizacion y medicion electroquimica en celda convencional de

tres electrodos.

Las mediciones electroquimicas se realizaron en una estacion de trabajo
electroquimico Epsilon. En todos los experimentos fue empleada una celda de
vidrio de 25mL como media celda utilizando un sistema convencional de tres
electrodos como se mostr6 en la Figura 8, un electrodo de referencia (Ag/AgCl),
cuyo potencial se mantiene constante; un electrodo de trabajo de carboén vitreo,
(GCE, @4.0 mm, de CH Instrumento, Texas, EE.UU), modificado con el material

depositado y un alambre de platino como contra-electrodo o auxiliar.
5.8.1 Mediciones por Voltametria Ciclica (CV)

Para evaluar la oxidacion y reduccion de dopamina y serotonina,
respectivamente, sobre la superficie del electrodo de trabajo, se realiz6 con CV en
un rango de potencial de -0.1V a 0.4 V vs Ag/AgCl a una velocidad de barrido de
50mV s™ Se utilizaron dos soluciones con buffer fosfatos pH 7.0 una con DA y otra
con 5-HT ambas a 0.1mM. Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura

ambiente.
5.8.2 Mediciones por Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)

Se utilizé la técnica DPV para evaluar unicamente la oxidacion de dopamina
o serotonina en la superficie del electrodo de trabajo, para ello se consideraron las
siguientes condiciones instrumentales: velocidad de barrido de 20mVs-1, amplitud

de impulso de 50mV, anchura de pulso de 50 ms y tiempo de pulso de 200 ms.

5.9 Caracterizacion fisicoquimica del material seleccionado

Una vez analizadas y obtenidas las seflales a partir de pruebas
electroquimicas, se eligio el material que mejor sensibilidad y selectividad nos
resultdé en la deteccion de dopamina y serotonina, en este caso NiAl / LDH, y se

realizaron pruebas fisicoquimicas para observar las caracteristicas superficiales
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que permitieron al material una mejor transferencia de electrones con estas

moléculas organicas.

5.9.1 Microscopio Electronico de Barrido

El microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés
Scanning Electron Microscopy) permite generar imagenes de una superficie, con
una resolucion alta y una apariencia tridimensional dentro de un intervalo amplio
de aumentos lo cual facilita el estudio topogréafico de un material. Otra funcion que
permite realizar el SEM es microanalisis para determinar la presencia cualitativa

y/o cuantitativa de elementos en detalles microscopicos.

Para generar la imagen, el SEM utiliza electrones en lugar de luz. De manera
general, para lograrlo, el equipo cuenta con un dispositivo (filamento) que genera
un haz de electrones para iluminar la muestra y con diferentes detectores se
recogen como se observa de manera mas detallada en la figura 15. Después los
electrones generados de la interaccién con la superficie de la misma para crear
una imagen que refleja las caracteristicas superficiales de la misma, pudiendo
proporcionar informacién de las formas, texturas y composicion quimica de sus

constituyentes (Hernandez-Albafil & Espejo-Mora, 2002).
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Figura 15. Detectores de sefiales emitidas por una muestra al recibir el haz.
(Tomada de: (Hernandez-Albafiil & Espejo-Mora, 2002)).

Las sefales producidas por cada uno de los puntos de la muestra son
transducidas y amplificadas, para modular el brillo del punto correspondiente de la
imagen en la pantalla del monitor, creando una imagen del espécimen. Los rayos
X del equipo, dan informacién cuantificable y graficable mediante su tratamiento

por una computadora (Hernandez-Albaiiil & Espejo-Mora, 2002).

Para el uso de la técnica SEM se utilizé el microscopio electrénico de barrido
con el que cuenta la Universidad Autonoma de Querétaro marca JEOL modelo
JSM-7200F. Para el analisis del material en el SEM, Unicamente se colocd unos
miligramos de material sobre una cinta conductora de carbdn. Se coloco en el

portamuestras y se analizo.

5.9.2 Difraccion de Rayos X
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La difraccion de Rayos X (XRD, pos sus siglas en inglés Diffraction Ray-X)
es una técnica experimental para el estudio y andlisis de materiales, basada en el
fendbmeno de difraccion de los rayos X por sdlidos en estado cristalino. Los rayos
X son una forma de radiacion electromagnética que tiene elevada energia y corta
longitud de onda: del orden de los espacios interatébmicos de los sélidos. Cuando
un haz de rayos X incide en un material solido, parte de este haz se dispersa en
todas direcciones a causa de los electrones asociados a los &tomos o iones que
encuentra en el trayecto como se observa en el principio base de la figura 16,
(Callister-D, 2007).

Esta técnica nos proporciona intensidades de las figuras de difraccion,
siendo posible construir un esquema detallado de los entornos de los 4tomos. Los
meétodos de difraccidon de rayos X constituyen un instrumento muy util del que se
dispone para el estudio de la estructura interna de las moléculas cristalinas,
otorgando resultados de compuestos estructurales a la quimica, mineralogia y
biologia, debido a que puede construir entornos de moléculas tan complejas como
las proteinas. Luego de determinar el orden interno del medio cristalino se
establece la geometria de la celda unidad, mediante difraccibn de rayos X,
obteniendo las dimensiones de la celda, el tipo de reticulo, el sistema cristalino y

los posibles grupos espaciales (Cortes-H., Martinez-Yepes, & Valencia, 2006).
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Figura 16. Principio base de una difraccion de rayos X.
(Tomada de: (Callister-D, 2007)).

Para el uso de la técnica XRD se utilizé el equipo de difraccién de rayos X con

el que cuenta la Universidad Autbnoma de Querétaro.

5.9.3 Espectroscopia de Fluorescencia de Rayos X

La espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF, por sus siglas en inglés)
consiste en la emision de rayos X secundarios o fluorescentes, como se observa
en la figura 17, que son caracteristicos de un material que ha sido ya excitado por
otra radiacion X de alta energia o rayos gamma (Albella, Cintas, Miranda, &
Serratosa, 1993).
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Figura 17. Produccion del espectro caracteristico de Fluorescencia de Rayos X. (A) Excitacién por
bombardeo con fotones de rayoa X (excitaciébn secundaria). (B) Emision del espectro caracteristico
de rayos X (Radiacion X secundaria o radiacién de Fluorescencia).

(Tomada de: (Albella, Cintas, Miranda, & Serratosa, 1993)).

Esta técnica ha sido ampliamente empleada para la evaluacion de la
composicién de la superficie de los materiales. Aunque es en gran parte un
analisis cualitativo, y una estimacion de la concentracion, teniendo desventajas,
incluyendo irregularidades de la superficie y geometria de medicién, asi como
diferencias elementales provocando ciertos errores. La fluorescencia de rayos X
andlisis es bien conocido como una herramienta poderosa para el analisis
elemental no destructivo de pequefias regiones de muestras en varios campos,

incluyendo muestras biolégicas (Milazzo, 2004).

Para el uso de la técnica XRF se utilizd un espectrometro de Fluorescencia de
Rayos X con el que cuenta la Universidad Autbnoma de Querétaro marca Bruker
modelo S2 KODIAK. Se colocé en un vial 1mg de material NiAl / LDH con 970uL
de alcohol isopropilico y 10uL de material estandar, en este caso se utilizd
Selenio (Se). Se sonic6 durante 1h y posteriormente se colocd en un vortex por un
minuto para homogenizar la mezcla. Una vez homogenizada la muestra, se
tomaron 10uL de la solucion y se colocaron en un portamuestras del XRF para ser

analizada.
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5.10 Caracterizacién electoquimica con electrodos serigrafiados
modificados en su superficie por NiAl / LDH

En base a los resultados del material NiAl / LDH en las pruebas
electroquimicas, se evalué electroquimicamente la deteccion de Dopamina y
Serotonina en electrodos serigrafiados de carbono modificados en la superficie
con NiAl / LDH. Estos resultados fueron la base para desarrollo del dispositivo

electroquimico.

5.10.1 Modificacion de la superficie del electrodo serigrafiado de carbono

Realizado el analisis de materiales se seleccion6 el material NiAl / LDH por
tener una gran vinculacion con la oxidacion de materia organica. Los electrodos
serigrafiados o lenglietas (Dropsens) no requieren de ningun pretratamiento de
limpieza, se utilizan y dependiendo de la muestra analizar se puede reutilizar por
un par de veces o bien se desecha. Para la modificacion del electrodo de trabajo
se depositaron 4pL del material NiAl / LDH sobre la superficie.

5.10.2 Evaluacién electroquimica con electrodos serigrafiados

Al no existir en el mercado electrodos serigrafiados con electrodo de trabajo
de carbon vitreo se eligio un material dentro de la misma linea del carbon,
electrodos serigrafiados de carbono. Se realizé una evaluacién electroquimica por
medio de la técnica Voltametria de Pulso Diferencial (VPD). Los electrodos
serigrafiados tienen impresos los tres electrodos utilizados en una media celda
convencional, el electrodo adquirido cuenta con: electrodo de referencia de Ag,
contra electrodo de carbono y electrodo de trabajo de carbono. Los electrodos

serigrafiados representan un gran ahorro de tiempo, reactivos y espacio .
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Las mediciones electroquimicas con los electrodos serigrafiados se
realizaron usando un potenciostato Epsilon adaptado a un lector especial para la
lectura de las lengletas. Se coloc6 una muestra de 50uL con solucion buffer

fosfatos (PBS, pH 7.0) que contenia concentraciones de DA o 5-HT.

5.11 Integracion de los electrodos serigrafiados con electronica

La incorporacion de electrodos serigrafiados modificados en un dispositivo
electrénico, como se observa en la Figura 18, nos permitid la evaluacion de las
sefales a partir de un cédigo de programacion que nos permitird identificar de
manera real las sefiales en una muestra con dopamina y / o serotonina colocada

en el electrodo serigrafiado.

id setupl) { o
;?.lmfdiu;, OUTPUT); Pfog?ama De;:gs:‘t(:o c::e_@}? /
\}foid loop() { superficie del
digitalWrite{13, HIGH); electrodo
delay(1000);
digitalWrite[13, LOW);
delay(1000); ate ,,‘Q,
]
& " Electrodo
~ serigrafiado
4
/N 2 | $h \
A LQ T 4
= 1% ;’ N
g v
Convertidor
Corriente-Volitaje

Figura 18. Esquema de dispositivo electrénico.
(Autoria propia).
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Se utilizaron como elementos electrénicos un Arduino modelo Uno,
conversor analégico digital (DAC, por sus siglas en inglés. Texas Instrument) y un

conversor Corriente-Voltaje, ademas de resistencias, capacitores, transistores.

Se realizé un programa en la interface de Arduino que nos permitio crear un
tren de pulsos, este tren condujo a la activacion del electrodo serigrafiado para
comenzar el intercambio electrénico con las muestras. El tren de pulsos pasa a
través del DAC para aumentar la resolucion del mismo. Una vez activado el pulso,
la solucion colocada en el electrodo de trabajo reacciona produciendo un
intercambio de electrones dando como resultado una salida de corriente. Dicha
corriente pasa por un conversor |-V el cual, como su nombre lo dice, converti6 la
corriente en voltaje para poder ser leido por el Arduino y de esta manera analizar

los datos en un software e interpretarlos de manera gréfica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion electroquimica en celda convencional de tres

electrodos.
6.1.1 Voltametria Ciclica (CV)

6.1.1.1 Oxidacion electrocatalitica de Dopamina comparando su

comportamiento en los electrodos modificados.

La actividad electrocatalitica del electrodo de carbdn vitreo modificado con
NiAl / LDH se llevé a cabo en PBS pH 7.0 que contiene 0.1mM de DA por medio
de voltametria ciclica usando una velocidad de barrido de 50mV s™ en una
ventana de potencial de -0.2 a 0.5 V vs Ag/AgCI como se muestra en la Figura 19
A. En la figura 19 A se observa la dependencia de la respuesta de la DA al
electrodo. Como era de esperarse, no se definen picos de oxidacion-reduccion en
la solucion blanco. Después de la adicion de DA se observan picos redox
reversibles bien definidos localizados entres los potenciales 0.1 V y 0.2 V vs
Ag/AgCl en correspondencia con lo reportado por El y cols. (2016), quienes
detectaron DA en una solucion buffer de fosfatos 0.1M (PBS, pH 7.0) a partir de la
oxidacion con un electrodo de carbon vitreo modificado con nanoparticulas de Ni
soportado sobre carbono (Ni / C), por medio de voltametria ciclica (CV) a una
velocidad de barrido de 50 mV s, utilizando un GCE como electrodo de trabajo,
un electrodo de referencia Ag/AgCIl saturado y un alambre de platino como
contraelectrodo. Observaron un comportamiento redox con un potencial en el pico
anodico por el electrodo Ni / C / GCE de 0.27V vs Ag/AgCl. Este trabajo
demuestra que el material NiAl / LDH presenta una buena actividad
electrocatalitica hacia la oxidacion de DA basado en publicaciones de otros
autores (Numan, Mehmood, Omar, Ramesh, & Ramesh, 2017) (Meenakshi, Devi,
Pandian, Devendiran, & Selvaraj, 2016) que indican que el pico de oxidacion se
encuentra dentro del limite de potencial al que se detecta la transferencia de

electrones de DA.
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El electrodo de carbon vitreo previamente tratado y depositado ahora con
PdNIO, como se detalla en la metodologia, fue colocado en una celda
convencional bajo las mismas condiciones de concentracion (0.1mM de DA)y pH
(PBS, 0.05 M, pH 7). La presencia de DA en la superficie del electrodo modificado
con PdNIO se verifico por voltamperometria ciclica (CV) a una velocidad de
barrido de 50 mVs™ en una ventana de potencial de -0.2 a 0.5 V vs Ag/AgCl como
se observa en la Figura 19 B donde se puede observar un cambio significativo en
comparacion con la solucion del blanco (OmM) que no presenta ningun salto de

corriente en la oxidacion con DA.
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Figura 19. (A) Voltametria ciclica del electrodo NiAl / LDH en PBS (pH7.0) que contiene 0.1mM de
DA. (B) Voltametria ciclica del electrodo modificado con PdNiO en PBS (pH 7.0) que contiene
0.1mM de DA.
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Las voltametrias ciclicas (CVs) de los diferentes electrodos modificados en PBS
(pH 7.0) que contienen 0.1mM de DA se observan en la figura 20.
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Figura 20. Voltamperogramas ciclicos tanto del electrodo modificado con NiAl / LDH como del
electrodo modificado con PdNiO en PBS (pH 7.0) que contiene 0.1mM de DA.

Como se observa en la figura 20, la corriente del pico anddico de DA en
electrodo modificado con NiAl / LDH presenta un mayor aumento con respecto al
pico anddico del electrodo modificado con PdNIO. El electrodo de PdNiO mostro
un pico muy definido de oxidacion (0.2 V vs Ag/AgCl) mientras que el pico de
reduccion (0.17 V vs Ag/AgCl) se muestra poco definido. Por otro lado el electrodo
de NiAl / LDH mostré el pico de oxidacion en 0.21 V vs Ag/AgCl y reduccién en
0.17 V vs Ag/AgCI al igual que el material PdNiIO, unicamente con la diferencia de
que el material NiAl / LDH muestra un par de picos redox bien definidos. Con lo ya

publicado por Xu y cols., 2016 y Li y cols., 2007, quienes utilizaron diferentes
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materiales como nanoparticulas de oro, polipirrol, grafeno dopado con nitrégeno,
nanocompuestos de niquel con flalocianina tetrasulfonados, entre otros, se pudo
observar que el desplazamiento del pico de oxidacion se debe a la oxidacion
electrocatalitica de DA en la superficie del material que se utilice en la
modificacion del electrodo. Las propiedades en estructura del material y la

atraccién a moléculas organicas.

6.1.1.2 Oxidacion electrocatalitica de Serotonina comparando su

comportamiento en los electrodos modificados.

Los voltamperogramas obtenidos con los electrodos modificados con NiAl /
LDH (figura 21 A) y PdNIO (figura 21 A) en una solucién amortiguadora PBS (pH
7.0) con 0.1mM de 5-HT, con una velocidad de barrido de 50 mVs™® en una
ventana de potencial de -0.2 a 0.6 V vs Ag/AgCl para ambos materiales. Se puede
observar una nula presencia de picos redox en la soluciéon blanco. En ambos
voltamperogramas se presenta un incremento en la corriente al modificar la
superficie del electrodo con un material ajeno, en este caso NiAl / LDH y PdNiO
respectivamente. Asi mismo se observé al adicionar 5-HT Unicamente la presencia
de picos de oxidacion irreversibles, es decir, no se redujo la misma cantidad que
se oxido y en este caso la reduccion fue tan poca que no se alcanza a detectar.
Los potenciales en los cuales se oxido el material fueron 0.38 V vs Ag/AgCl para
NiAl / LDH y 0.42 V para PdNiO que coinciden con los potenciales reportados por
otros autores, Li y cols., 2007 y Cesarino y cols, 2014. Li y cols., por medio la
técnica de Voltametria Ciclica a una velocidad de barrido de 50mV s™ reportan una
corriente de pico anddico a 0.37 V vs Ag/AgCl y un pequefio pico catddico a 0.32
V vs Ag/AgCI utilizando un GCE modificado con nano particulas de oro con
polipirrol oxidado (nano-Au / PPyox) en un solucion amortiguadora de fosfatos 0.1
M (PBS, pH 7.0). Por el contrario, Cesarino y cols., reportaron la dependencia de
DA en un electrodo de platino modificado con Nanotubos de Carbono de pared

multiple, poipirrol y nanoparticulas de plata coloidal por medio de experimentos de
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Voltametia Ciclica usando una velocidad de barrido de 50mV s™ observando un
pico de oxidacioén irreversible en un potencial bien definido a un valor de potencial
de 0.42 V vs Ag/AgCI.
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Figura 21. (A) Voltametria ciclica del electrodo NiAl / LDH en PBS (pH7.0) que contiene 0.1mM de
5-HT. (B) Voltametria ciclica del electrodo modificado con PdNIiO en PBS (pH 7.0) que contiene
0.1mM de 5-HT.
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Los picos de oxidacion irreversibles de ambos materiales sobre 0.1mM de
5-.HT en una solucion PBS (pH 7.0) se atribuyen al grupo hidroxilo presente en el
anillo aroméatico de las especies que forman cetonas en serotonina y se pueden
apreciar con mayor claridad en la figura 22. Se muestra que existe una mayor
dependencia de la respuesta de 5-HT al electrodo modificado con NiAl / LDH que
al electrodo modificado con PdNiO. Esto se debe a los hidroxidos dobles
laminares de NiIAl que cuentan con grupos hidroxilo en las superficies de sus
laminas y los aniones intercambiables permitiendo un excelente intercambio

electronico con moléculas organicas.
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Figura 22. Actividad electrocatalitica de 0.1mM de 5-HT sobre los electrodos modificados con NiAl
/ LDH y PdNIO en solucién buffer fosfatos (PBS, pH 7.0).
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Como lo reportan otros autores (Xue, y otros, 2014) (Babaei & Taheri,
2013) (Kim, Kim, & Jeon, 2012) (Abbaspour & Noori, 2011), la variacion de
materiales como nanoparticulas de trioxido de tungsteno, nanoparticulas de oro,
nanofibras de carbono, Nafion, hidréxido de niquel, entre otros., sobre la superficie

del GCE, puede modificar el potencial de oxidacion de 5-HT

6.1.2 Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)

Se realizaron pruebas de oxidacion de los neurotransmisores 5-HT y DA
utilizando como técnica Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) con los diferentes
materiales NiAl / LDH y PdNIO. En la figura 23 se observa la oxidacion en la
superficie del electrodo de carbdn vitreo modificado y el producto de cada uno de

los neurotransmisores al ser oxidados.
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Figura 23. Oxidacién de Dopamina y Serotonina en la superficie del electrodo.
(Autoria Propia).
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6.1.2.1 Oxidacion electroquimica de Dopamina en el electrodo modificado
con PdNiO y NiAl / LDH

La oxidacion de DA en la superficie del electrodo de carbon vitreo
previamente tratado y depositado con PdNiO como se observa en la figura 24 A,
para la detecciéon de DA a diferentes concentraciones, se verificoO por Voltametria
de Pulso Diferencial (DPV) en una ventana de potencial de -0.1 a 0.4 V vs
Ag/AgCl, a una velocidad de barrido de 20 mVs™, una amplitud del pulso de
100mV, un periodo de pulso de 2000ms y un tiempo de estabilizacion de 240s. Se
realizaron adiciones de 10uL, 50uL y 100uL, de DA diluidas en solucién buffer
fosfatos (PBS) pH 7.0 analizando el incremento de oxidacién de DA sobre la
superficie del electrodo. Se observan picos de oxidacion localizados entre los
potenciales 0.1 V y 0.2 V vs Ag/AgCl lo cual se puede verificar con lo ya reportado
por otros autores como Li y cols., 2007, quienes utilizaron la técnica voltametria de
pulso diferencial para la deteccion de oxidacién de DA en un potencial de .18 V vs
Ag/AgCl, por medio de un electrodo de carbon vitreo modificado nano-Au / PPyox,
obteniendo un rango lineal de R?*= 0.9995 en un intervalo de 7.5 x 10°M a 2.0 x
10°M.

En el presente trabajo, el incremento en la intensidad es evidente en la
primera adicion de OmM y 0.005mM. Se observa que el aumento de
concentraciones de DA aumentan gradualmente el pico de oxidacion en corriente.
Los experimentos se realizaron por triplicado para la realizacién de una curva de
calibracion utilizando el método de adicién estandar. La curva de calibracion para
DA a diversas concentraciones en solucion PBS (pH 7.0) detectada por el
electrodo de carbon vitreo modificado con PdNiO, se muestra en la Figura 24 A.
Se obtuvo una respuesta lineal entre la corriente pico y la concentracién de DA (R?
=9752) en el intervalo de 0.005mM a 1mM.

Se realiz6 una limpieza del electrodo como se describe en la metodologia
para el depdsito del material NiAl / LDH y bajo las mismas condiciones de barrido

y ventana de potencial que con el material PANIO para la oxidacion de DA se
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realizo el andlisis de transferencia de electrones con el nuevo material depositado
(NiAl / LDH) como se observa en la Figura 24 B. El incremento de concentracién
en la solucion PBS (pH 7.0) se realizo, partiendo de una solucién madre de 0.1mM
de DA, por adiciones de 10uL, 50uL y 100uL. Los picos de oxidacion aparecen
nuevamente entre los potenciales de 0.1 Vy 0.2 V vs Ag/AgCI.

El incremento de corriente sigue siendo conforme se agrega la
concentracion, a mayor concentracion mayor corriente. Las pruebas se realizaron
por triplicado y se elabor6 una curva de calibracion. Los picos de corriente de DA
en respuesta al material NiAl / LDH mostraron significativo incremento en relacion
lineal (R = 0.9824) en el intervalo de 0.008mM a 1mM, en comparacién con la
relacion lineal del material PANIO en la oxidacion de DA. Ademas de que los picos
de corriente con el material NiAl / LDH son mucho mayores, el doble, en
comparacion con los picos de corriente oxidados por el material PdNiO. Estos
puntos nos ayudaron a definir que material es Optimo, econdmico, sensible y
selectivo en la oxidacién y deteccion de DA. El pico de oxidacion reversible en
ambos materiales se atribuye al grupo hidroxilo presente en el anillo aromatico de
la DA.

La concentracion 0.03mM, de DA no interpretada en ninguna de las graficas
de la Figura 24 pero que claramente puede ser medida por los dos materiales
entre 0.02mM y 0.04mM, corresponde a una concentracion total de DA en orina

en ausencia de enfermedades.
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Figura 24. DPVs de DA en PdNIiO / GCE (A) y NiAl / LDH / GCE (B) en solucion 0.05M PBS (pH
7.0). (A) Concentraciones de DA en electrodo modificado con PdNiO: 0.005mM a 1mM partiendo
de una concentracion OmM. (B) Concentracion de DA en electrodo modificado con NiAl / LDH:
0.008mM a 1mM partiendo de una concentracion OmM. Cada DPV con su correspondiente curva

de calibracion.
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Los resultados anteriores indican claramente que tanto el electrodo
modificado en su superficie por NiAl / LDH como el electrodo modificado por
PdNIO son adecuados para ser la determinacion selectiva de DA en una solucion
buffer fosfatos (PBS) pH 7.0.

6.1.2.2 Oxidacion electroquimica de Serotonina en el electrodo
modificado con PANIO y NiAl / LDH.

Se realizo la limpieza de los electrodos de carbdn vitreo como se detalla en
la metodologia para la deteccién y oxidacion de Serotonina con los materiales
PdNIO y NiAl / LDH, a patrtir de la técnica DPV bajo una ventana de potencial de -
0.1 a 0.5 V vs Ag/AgCl como se observa en la Figura 25. Las condiciones de
barrido se llevaron a cabo con una velocidad de barrido de 20 mVs™, una amplitud
del pulso de 100mV, un periodo de pulso de 2000ms y un tiempo de reposo de
240s. Los picos de oxidacidon que aparecen entre los potenciales 0.3V y 0.4V vs
Ag/AgCI coinciden con los potenciales de oxidacion de 5-HT reportados por otros
autores como Anithaa y cols., 2017, quienes realizaron una determinacioén de 5-HT
por medio de voltametria de pulso diferencial una amplitud de 60mV y un periodo
de pulso de 0.2 s, en una solucion buffer fosfatos (PBS, pH 7.0) que con tenia
concentraciones de 5-HT; teniendo como resultado una relacion lineal entre el pico
de oxidacién y la concentracion (R = 0.998) en un intervalo de 0.01mM a 600mM.
En este trabajo presentado con NiAl / LDH, cada prueba se realiz6 por triplicado
por el método de adicién en solucion buffer fosfatos (PBS) pH 7.0, para cada uno
de los materiales. No obstante, al igual que lo reportado por otros autores, se
observa un aumento de corriente conforme se va aumentando la concentracion
como lo reportado por Liy cols., 2007. La concentracion 0.01 Mm, no interpretada
en ninguna de las graficas de la Figura 25 pero que claramente puede ser medida

por cualquiera de los dos materiales entre 0.008mM y 0.02mM para NiAl / LDH, y
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OmM y 0.02mM para PdNIO, corresponde a una concentracion total de 5-HT en

orina en ausencia de enfermedades.

La figura 25 A muestra picos de corriente menos intensos en comparacion
con los picos de corriente de la Figura 25 B correspondiente a la oxidacion de 5-
HT por el material NiAl / LDH. En la Figura 25 A, el incremento en la intensidad por
la accion oxidante del material PANiO sobre serotonina es poco clara en la primera
adicion entre OmM y 0.01mM. Mientras que en la Figura 25 B la transferencia de
electrones entre el material NiAl / LDH y la serotonina se muestra muy evidente en
la primera adicion entre OmM y 0.001. Se observa que el material NiAl / LDH
puede detectar concentraciones mas pequefias de 5-HT. Por el contrario se
muestra que el material PdNiIO alcanza una deteccion de concentraciones mas
altas. Para justificar estas dos posturas se realizaron curvas de calibracion para
ambos materiales .La relacion lineal entre la corriente de pico y la concentracion
de 5-HT debida a la transferencia de electrones con el material NiAl / LDH
mostraron buenos resultados (R? =0.9936) como se observa en la Figura 25 B en
el intervalo de 0.01mM a 0.2mM. La pendiente en la curva de calibracion del
material PANIiO en la oxidacion de 5-HT como se muestra en la figura 25 A
presenta una relacién lineal de ligeramente por debajo de la regresion lineal del
material NiAl / LDH (R? = 0.9039) en el intervalo de 0.001mM a 2mM.
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Figura 25. DPVs de 5-HT en PdNiO / GCE (A) y NiAl / LDH / GCE (B) en solucién 0.05M PBS (pH
7.0). (A) Concentraciones de 5-HT en electrodo modificado con PdNiO: 0.01mM a 2Mm partiendo
de una concentracién OmM. (B) Concentracion de 5-HT en electrodo modificado con NiAl / LDH:
0.001mM a 0.2mM partiendo de una concentracion OmM. Cada DPV con su correspondiente curva
de calibracion.
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6.1.3 Comparacién de materiales

Por tanto:

» NiAl / LDH o PdNIO, se pueden utilizar en la aplicacion de sensores

electroquimicos para la deteccién de DA y 5-HT.

» NIAL / LDH presenta una mejor linealidad para ambos neurotransmisores

en comparacion con PdNiO.

» El costo de adquisicion y de sintesis de NiAl / LDH es mucho mas bajo.

En la siguiente tabla 1 se presentan diferentes valores de linealidad y limite
de deteccién reportados; en algunos casos se han utilizado materiales y métodos
mas complejos para la modificacion de la superficie del electrodo de trabajo. Por el
contrario en el presente trabajo los electrodos de carbon vitreo fueron modificados
por depdsito de tina catalitica por lo que el método de modificacion fue sencillo,
econémico y rapido. Al comparar lo valores de linealidad se concluye que la
linealidad y limites de detecciébn se encuentran dentro de los intervalos ya

reportados por otros autores.
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Tabla 1. Tabla comparativa de los trabajos publicados en sensores electroquimicos.

Materiales Solucién

Orina

tratada con

SPGE/ buffer
AuNPs Britton-
Robinson
(BR), pH 7.0
Buffer de

Pt/MWCNT/ Fosfatos
PPy/AgNPs (PBS), pH
7.0
Orina sin
tratamiento

GC/ PtNPs _
(orina: agua,
1:3)

Buffer de

Au/PPyox/G Fosfatos
CE (PBS), pH

7.0

Buffer de

Fosfatos

(PBS), pH
7.0

GSCR-MIPs

Orina
tratada con
AgNP / Zeo- Buffer de

Y / GCE Fosfatos
(PBS), pH
7.0

Técnicas

Electroquimica

S

CV, EIS

DPV

CV, FIA

CV, DPV

CVyLSV

CV, EIS, DPV

Limite de Rango

Neurotransmisores Referencia
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0.1a Kanyong,

DA 5.7nM 120.0 P.ycols.,
uM 2016
Cesario l. y
5-HT 0.15M -
col., 2014

1to11 Garciay

DA 18.19 M
ppm cols., 2011
7.5x10°°
8 a
DA 1.5x10-"M e
2.0x10 " 1iJ.y col,
M 2007
7.0nM a
5-HT 1nM
2.2uM
1.0x10™"
Mao Y.y
a
DA 1x10™'M gaxgg-t Ok 2011
3x
M
0,08 x ,
e Meenakshi
a
DA 0.016 M A y cols.,
,96 X
10 M 2016



Buffer de
Fosfatos
(PBS), pH
7.0
Orina
Sio2 / tratada con
MWCNT / Buffer de
GCE Fosfatos
(PBS).
Dilucién de
orina en
Buffer Tris

Au-DT/MOA

Buffer de

NiAl / Fosfatos
LDH/GCE (PBS), pH
7.0

Buffer de

Fosfatos

(PBS), pH
7.0

PdNiO/GCE

(TB), pH 7.4.

DA
DPV
5-HT
CV, DPV DA
CV, DPV, DA
Amperometria

DA

CV, DPV
5-HT
DA

CV, DPV
5-HT

50x10°M

250nM

0.014 M

20nM

7.38x10° M

7.13x10% M

5.42uM

6.12x10°"

5,0 x 10°

"a6,0

0,1Ma
5M

OmM a
ImM
0mM a
0,2mM
OmM a
ImM
OmM a
2mM

Rand E. y
col., 2013

Canevariy
cols., 2013

Tsai y cols,
2013.

Este

trabajo

Este

trabajo

Una vez realizado el andlisis electroquimico de los materiales depositados

sobre la superficie del electrodo de carbdn vitreo, NiAl / LDH y PdNIO, se eligio el

material que mejor respuesta nos dio en cuanto a sensibilidad para la deteccion de

DA y 5-HT. El material por el que se optd fue NiAl / LDH ya que presenta buena

respuesta electroquimica exhibida por la combinacion de NiAl con los hidroxidos

dobles laminares en comparacién con materiales plenamente metalico. Gracias a

la presencia de grupos hidroxilo en las superficies de sus laminas y los aniones

intercambiables permite un excelente intercambio electronico con moléculas

organicas. En trabajos posteriores, la excelente transferencia de electrones del

material NiAl / LDH con DA y 5-HT podria permitir la determinacién simultanea de
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estos neurotransmisores con interferentes como Acido Ascoérbico y Acido Urico en

una solucién mezcla.

Obtenida una excelente respuesta del material NiAl / LDH en pruebas
electroquimicas, por ser un material solido, los HDLs pueden ser estudiados a
través de distintas caracterizaciones fisicoquimicas para lograr conocer su

composicién, caracteristicas y propiedades.

6.2 Caracterizacion Fisicoquimica del material NiAl / LDH

6.2.1 Microscopio Electronico de Barrido (MEB o SEM)

La morfologia detectada por la interaccion del haz de electrones el equipo
en la superficie del material NiAl hidroxidos dobles laminares se muestra en la
Figura 26, nos permite observar el diagrama de distribucion, la forma, textura y
composicién de los diferentes compuestos por los que esta formado el material

V. WO11mmsssimg
5 R oty

5 kV-x430 5 kV-x1100
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Figura 26. Imagenes de SEM del material seleccionado NiAl / LDH a 5kV a diferentes aumentos.

En la Figura 26 se observan diferentes acercamientos a la morfologia del
material NiAl / LDH, asi mismo se exhibe la estructura de ldmina con morfologia

muy similar a lo reportado por (Manriquez, y otros, 2015).

WD10mm  $560 m —
Jun 22, 2016
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Figura 27. EDS del material

Compuesto Masa (%)
C 36.16
o 45.26
Na 0.52
Al 3.85
Ni 14.21
Total 100.00

Se realizé una un analisis de dispersion de energia (EDS) sobre la

superficie del material, como se observa en la figura 27, proporcionando

informacion adicional para el material compuesto. Se observaron grandes

cantidades de Ni con respecto al Al, diversos autores (Babaei & Taheri, 2013) (Yu,

y otros, 2014) (Yu, y otros, 2014) aseguran que el Ni funciona muy bien como

material oxidante en biomoléculas. Las cantidades de carbén corresponden al

material de la cinta conductora para el SEM. El oxigeno se atribuye al medio

ambiente y las cantidades de Na al uso de NaOH en la sintesis para la regulacion
del pH (Abdolmohammad-Zadeh, Kohansal, & Sadeghi, 2011).
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Figura 28. Mapeo del material NiAl LDH.

La figura 28 muestra un escaneo completo de la muestra, mostrando como
se esperaba una mayor proporcion de Niquel, seguido del Aluminio; se observa
Carbén por la cinta conductora. Los mapeos de la figura 28 muestran la

distribucion de cada uno de los elementos presentes en el EDS.
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6.2.2 Fluorescencia de Rayos X (XRF)

El material NiAl / LDH se sometié al andlisis por XRF como se observa en la
Figura 29. Se evalud la composicion de la superficie de los materiales como
analisis elemental no destructivo. El analisis cuantitativo de muestras digeridas por
el espectrometro XRF permitio la cuantificacidon automatica de los elementos en el

material.

% 1E3 Pulses
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400 Ni Al i Se

200+

0- AJ‘L'*. : : : ; - 1 ; — — —_——

- keV -

Figura 29. XRF del material NiAl LDH

Tabla 2. Andlisis del material NiAl / LDH por Fluorescencia de Rayos X

1.66
183.60 0.20 0.1 0.01 26654.64
1.00 0.003 0.3 0.001 292.80
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La presencia de Al y Ni provenientes de la sintesis NiAl / LDH se observa
en la figura 29 y se comprueba en la tabla 2. Se observa que el Ni se encuentra en
una concentracion mas alta que el Al, esto se debe a las cantidades colocadas en
la sintesis de estos nanomateriales. Con las concentraciones obtenidas en esta

técnica podemos comprobar lo analizado en el microscopio electrénico de barrido.

6.2.3 Difraccion de Rayos X (XRD)

Una técnica indispensable para poder obtener informacién estructural es el
XRD.

— NiAl LHD
400 ~

Pattern: 00-048-0594

009

375
350 ] Ancho de la molécula: 315.42

Volumen: 179.22
a: 3.0200

325
300
275 -
250
225 -
200 -
175
150 -
125
100 -

75 T - —— 77—
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Intensidad / u. A.

2 Theta / grados

Figura 30. Patron de difraccion del material NiAl LDH.

El material corresponde a una estructura hexagonal caracteristica de las
arcillas aniconicas (Bringley & Morris, 2004) con parametro de red de 3.02 y un
volumen de 179.22 obtenidos por el equipo. Con la técnica XRD podemos
observar como se observa en la figura 30 claramente los planos cristalinos y la

orientacion de los mismos.
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De acuerdo a un perfil de difraccion tipico de un HDL propuesto por X, si el
HDL es muy cristalino, podran observarse reflexiones armoénicas correspondientes
a los planos (006), (009),..., (00n), siendo n un multiplo de 3. En el patron de
difraccién que obtuvimos en este trabajo (figura 30) se pueden observarse estas
reflexiones armédnicas lo cual nos indica que nuestro material presenta una buena
cristalinidad. La calidad de apilamiento de las laminas se observa en las
reflexiones encontradas alrededor de los 35 grados (2Theta), en el patron

observado en la figura 30 corresponde al plano (0010) (Marangoni, 2009).

Cuando un HDL se sintetiza con alta calidad cristalina, se puede observar
en su perfil de difraccién una o dos reflexiones después de los 60 grados (2Theta).
Una de ellas, la reflexion (110), que en ocasiones puede aparecer acompafiada
por la reflexion (112) como se observa en la figura 30, lo cual equivale a la
distancia entre los cationes metalicos dentro de las laminas y al parametro de
celda a. Con la distancia de este plano es posible verificar la relacion cationica
M2.+/M3. (Leroux, y otros, 2001) asi como estimar el tamafio cristalino aplicando la
ecuacion de Scherrer (Couduna, Grillon, & Hochepied, 2006).

El tamafio de cristal se obtuvo a partir de esta técnica utilizando la formula

de Debye Scherrer (Ecuacion 1) obteniendo un tamafio de cristal de 41.1469nm

KA

= B cos0 Ecuacion 1.

Dénde:

e 7 es el tamafio medio de los dominios ordenados (cristalina), que pueden
ser mas pequefio o igual que el tamafio de grano.

e K es un factor de forma adimensional, con un valor préximo a la unidad. El
factor de forma tiene un valor tipico de aproximadamente 0,9, pero varia
con la forma real del cristalito.

e Jlesladerayos X de longitud de onda.
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e [ esla ampliacion de la linea a la mitad del maximo de intensidad (FWHM),
después de restar el ensanchamiento de la linea instrumental, en radianes.
Esta cantidad también a veces se indica como A (2 6).

e 6 es el Bragg angulo (en grados).

Con la caracterizacion fisicoquimica del material pudimos observar la
conformacion de nuestro material hidroxido doble laminar de aluminio y niquel
detectando la presencia de Ni, Al y de los hidroxidos dobles laminares. De igual
manera con las tres técnicas utilizadas obtuvimos su estructura tridimensional y
sus propiedades fisicas lo cual nos permiti6 comprobar que realmente existe una
interaccion entre la superficie de las laminas de Ni y Al con los neurotransmisores

DAy 5-HT en las pruebas electroquimicas.

Una vez realizadas las pruebas fisicoquimicas del material NiAl / LDH y
reafirmada una interaccién entre la superficie del material y las moléculas
organicas, para lograr el objetivo del disefio de un dispositivo electroquimico se
trabajo con electrodos serigrafiados. Como se explicOo en la seccién de
antecedentes, los electrodos serigrafiados sustituyen a la celda convencional de
tres electrodos ya que esta pequefia tarjeta tiene integrada los tres electrodos

requeridos para un andlisis electroquimico.

6.3 Pruebas electroquimicas con electrodos serigrafiados de carbono.

Con el material seleccionado en las pruebas electroquimicas de media celda
convencional, NiAl / LDH, se realizé la modificacion en la superficie del electrodo

de trabajo de los electrodos serigrafiados de carbono.
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6.3.1 Respuesta Voltamperométrica de 5-HTyDA.

Las corrientes pico de oxidacion de DA y 5-HT aumentaron
correspondientemente conforme la concentracion se incrementé en la solucién
amortiguadora PBS (pH 7.0) como se observa en la Figura 31. La oxidacion de los
neurotransmisores se analizé a través de la técnica DPV bajo una ventana de
potencial de -0.1 V a 0.5 V vs Ag/AgCl para DAy de 0.1 a 0.5 V vs Ag/AgCl para
5-HT como se observa en la Figura 31 Ay 31 B, respectivamente. Las condiciones
de barrido se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones que en media celda
convencional a una velocidad de barrido de 20 mVs™, una amplitud del pulso de
100mV, un periodo de pulso de 2000ms y un tiempo de reposo de 240s, descritas
en la metodologia. Podemos observar en la Figura 31 que los picos de oxidacién
tanto de DA y como de 5-HT corresponde a lo ya revisado en la literatura y
comprobado a partir de pueblas electroquimicas en media celda convencional. Las
determinaciones de Dopamina y Serotonina se realizaron por triplicado, sin ningun
procedimiento de tratamiento, utilizando el método de diluciones a partir de la
solucion PBS 0.05M.

Se obtuvo una respuesta lineal entre la corriente de pico y la concentracion
de DA (Figura 31 A) R? = 0.984, en el intervalo de OmM a 0.06mM (s / n = 3). Con
respecto a la 5-HT (Figura 31 B), el rango lineal era de OMm a 0,1mM ( R® =
0.9742),s/n=3.
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Figura 31. Voltamperogramas de pulso diferencial con electrodo serigrafiado de carbono
modificado en su superficie por NiAl / LDH en una solucién PBS (0.05M, pH 7.0). (A) Curva de
calibracion correspondiente a concentraciones de DA de OmM, 0.006mM, 0.008mM, 0.01mM,
0.02mM, 0.04mM, 0.06mM, 0.08mM y O .ImM. (B) Curva de calibraciéon correspondiente a
concentraciones de 5-HT de OmM, 0.002Mm, 0.004mM, 0.006mM, 0.008mM, 0.01mM, 0.02mM,
0.04mM ya 0.06mM.
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A pesar de que la intensidad en los picos de oxidacién disminuyoé en
comparacion con las pruebas realizadas en media celda de tres electrodos
convencional, lo cual puede deberse al cambio de material base en electrodo de
trabajo, de carbdn vitreo a carbono; estos resultados demuestran que el sensor de
NiAl / LDH / C tiene una excelente respuesta a la oxidacibn de Dopamina y
Serotonina en una solucion buffer fosfatos (PBS) pH 7.0.

6.4 Evaluacion del desempefio del dispositivo electronico

Una vez analizadas concentraciones de DA y 5-HT afines a la oxidacion con
los electrodos serigrafiados en media celda convencional utilizando el
potenciostato, se realizd la integracion de un dispositivo electronico con los
electrodos serigrafiados para el andlisis de DA y 5-HT en una solucion

amortiguadora de buffer fosfatos (PBS), pH 7, O.

6.4.1 Programa

Se realizé un cbdigo de programacion, mostrado en el Anexo 2, para la
generacion de un tren de pulsos que nos permitié simular la entrada de voltaje en
base a una técnica DPV al electrodo serigrafiado. Se puede observar la
incorporacion en cédigo de una modulacion por ancho de pulsos (PWM, por sus
siglas en ingles pulse-width modulation) para modificar el ciclo de trabajo de la

sefal senoidal.

El programa contiene los pardmetros esenciales de una prueba DPV tales
como velocidad de barrido, ancho del pulso, salto de pulso, ventana de trabajo.
Este codigo es la base de programacion en el dispositivo electroquimico para la

deteccién de serotonina y dopamina in vitro.
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6.4.1.1 Tren de Pulsos

Como se menciond anteriormente, el tren de pulsos (figura 32) nos permitira
simular la entrada de voltaje en el electrodo serigrafiado, que es lo que realiza un
potenciostato en una media celda convencional inyectar un voltaje en el electrodo

de trabajo (WE) para generar la oxidacion del analito.

—Tren de pulsos

500 —

400

L |

200+

100+

T T T T T T T T T T T T ]
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
t

Figura 32. Tren de pulsos obtenido del codigo de programacion

El ancho de pulso utilizado en el cédigo de programacién fue de 25, el salto

de pulso de 95, velocidad de barrido de 50 y la ventana de trabajo de 0 a 12000.

6.4.2 Circuito electrénico
6.4.2.1 Arduino, DAC y lector de electrodos serigrafiados.

Como se mencioné anteriormente la programacion se realizé en el
dispositivo electronico Arduino. La medicion del tren de pulsos se realizo a partir
de un osciloscopio, permitiendonos ver que la resolucion arrojada por el Arduino

era muy pobre. Con este problema se opté por agregar un DAC con una

87



resoluciéon de 12bits, mejorando después de la incorporaciébn una sefial mas

definida. Posteriormente se conectd el lector de electrodos serigrafiados con

entrada tipo USB unido a tres cables como salida: Referencia (R), Contraelectrodo

(C) y Trabajo (W).

6.4.2.2 Convertidor Corriente-Voltaje

Después de la activaciéon del pulso al electrodo serigrafiado para que

realicen la oxidacién de DA o 5-HT, la salida del electrodo nos muestra un flujo de

electrones (Corriente), como era de esperarse. Para que el Arduino pueda leer la

sefal obtenida de los electrodos, se realiz6 el cambio de corriente a voltaje

utilizando un Convertidor.

Se realiz6 la busqueda de un circuito amplificador, como se observa en la

figura 33, con el que pudimos realizar las tres conexiones. El circuito encontrado

con datasheet AN-1798, es un circuito especialmente disefiado para la fabricacion

de sensores con electrodos quimicos. Su configuracién estd disefiada como un

amplificador de transimpedancia que convierte la corriente obtenida por el

electrodo de trabajo en una tension.

R1
10 KQ

Transistor +

Ry JFER-P R,
10 k) 1T MQ

R3
10kQ  Amplificador

LMP7721

Figura 33. Circuito Pontenciostatico.
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La ventaja de este circuito es que mantiene el voltaje entre el electrodo de
referencia (RE) y el electrodo de trabajo (WE). Los electrones fluyen desde el
electrodo de trabajo a través de la resistencia R6 en la entrada inversora del
amplificador. El uso de amplificadores de baja precision como el LMP7721 mejora
el rendimiento del circuito permitiendo detectar concentraciones bajas de muestra
con gran exactitud. El transistor JFET tipo P se utiliza como interruptor para evitar
que el sensor se polarice cuando el circuito no tiene corriente. Si el sensor
estuviera polarizado, tardaria mucho tiempo en estabilizarse en equilibrio. EI JFET
es sOlo esta activo cuando la alimentacion estd apagada y poniendo en
cortocircuito al WE y RE para asegurar que el electrodo de trabajo se mantiene al

mismo potencial que el electrodo de referencia (Texas Instruments, 2013).

6.4.3 Integracién de circuitos electrénicos con electrodo serigrafiado modificado
con NiAl / LDH

Una vez cargado el programa en el Arduino conectado con el DAC, el lector
de electrodos serigrafiados y el convertidor corriente-voltaje como se observa en la

figura 34, se realizaron las pruebas in vitro con los electrodos.
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Figura 34. Integracion de circuitos electronicos con electrodos serigrafiados.

Por cuestiones de prueba, las conexiones del convertidor voltaje-corriente
se realizaron en un protoboard antes de proceder a construir un circuito impreso.
Como se observa en la imagen el electrodo serigrafiado modificado es conectado
al lector para posteriormente colocar la muestra, como se define en la

metodologia, y realizar el analisis de oxidacion.

6.4.4 Obtencion de datos de la oxidacion de DA y 5-HT.

Realizada la oxidacién de la muestra con DA o 5-HT, el programa registro
una serie de datos en el plano x, y mostradas en el anexo 3, los cuales
posteriormente fueron analizados en el software Origin para generar las graficas

caracteristicas de la técnica DPV (correntie contra voltaje).
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6.4.5 Respuesta Voltamperométrica de 5-HT y DA con electrodos serigrafiados
en el circuito electronico.

Se presentaron respuestas muy favorables como se observa en la figura 35,
a pesar de que las corrientes pico de oxidacion disminuyeron en comparacion con
las pruebas realizadas en el potenciostato y de que existi6 un ligero
desplazamiento hacia potenciales negativos. Estos cambios en los picos de
oxidacion probablemente se deben a interferencias electrénicas como por ejemplo
corrientes parasitas o falta instrumentacion mas precisa. Sin embargo este

problema puede solventarse facilmente con la creacion de un circuito impreso.
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Figura 35. Voltamperogramas de Pulso Diferencial obtenidas a partir del circuito
electrénico con electrodos serigrafiados modificados con NiAl / LDH. (A) DPV para DA en PBS (pH
7.0) con concentraciones: OmM, 0.006mM, 0.008mM, 0.01mM, 0.02mM, 0.04mM, 0.06mM 0.08mM

y 0.1mM. (B) DPV para 5-HT en PBS (pH 7.0) con concentraciones: OmM, 0.004mM, 0.006mM,
0.008mM, 0.01mM, 0.02mM, 0.04mM ya 0.06mM.
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Las condiciones de barrido fueron colocadas en el cddigo de programacion:
velocidad de barrido: 20mV s™, amplitud del pulso: 100mV, ancho del pulso:
100mV, salto de pulso: 50ms, ventana de trabajo: -0.2 V a 0.3V (vs Ag) para DAy
0V a 0.4V (vs Ag/AgCl) para 5-HT. Como se observa en la figura 35, las corrientes
pico de oxidacion de DA y 5-HT fueron aumentando conforme la concentracion se
aumentaba en la solucion PBS (pH 7.0). Las determinaciones de Dopamina y
Serotonina se realizaron por triplicado, sin ningun procedimiento de tratamiento
previo, utilizando el método de diluciones para logras las concentraciones

deseadas.
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7. ANEXOS

®» Anexo 1
Sintesis del liquido iénico protico (PIL)

El PIL se sintetizO a partir de una reaccion simple acido-base utilizando
acido formico como reactivo anidnico organico y etanolamina como reactivo
cationico organico, ambos reactivos fueron adquiridos por Sigma-Aldrich. Se
colocdé en una celda de vidrio 0.5M de etaloamina, posteriormente se afadio
mediante una bomba de jeringa 0.5M de &cido férmico a una velocidad de flujo de
12ml h™. Finalmente la celda se agité6 magnéticamente bajo una atmosfera inerte

con nitrdgeno gaseoso a una temperatura de 4°C.

B Anexo 2

Cdédigo de programacién para el circuito electrénico

Muevo

Tren_de_Fulsos

int x=50; \

int y=25;
int z=95;
int esp=950;
int sal=100; = Parametros
int sh=5;

int tiempo=0;
int sal2=0;

int ph=100; -"J

volid setup() |
Serial .begin(9600) ;
S/ put your setup code here, to run cnce:
}
volid loop() |
S/ put your main code here, to run repeatedly:
delay{eap):
delav{x):
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while{3al«<=500) {

sal=3al+sh;

analogiirite (4, sal) Convertidor digital a
Serial.print(sal,DEC);
Serial.print{"\t™);
Serial.print({tiempa, DEC) ;
Serial.print(™\n"); DEC, salida de los
delavy {300}

delav{x);
tiempo=tiempo+x:
Serial.print{sal,DEC):
Serial.print(™\t")r
Serial.print (tiempa, DEC) ;

analogo, pwm

numeros en decimal

Serial.print(™\n™):

delay (300)

salZ=zal-ph;
gnalogWrite {4, 3al12);
Serial.print(3al2,DEC) ;
Serial.print(™\t™) ;s
Serial.print (tiempo, DEC) ;
Serial.print(™\n™);

delay (300);

delay (2)r
tiempo=tiempo+z
Serial.print({sal2,DEC)
Serial.print(™\t™)
Serial.print (tiempo, DEC)
Serial.print ("\n"):

delay (300);

}

}

®» Anexo 3

Datos de algunas concentraciones de DA y 5-HT obtenidos del Arduino
después de la oxidaciéon de los neurotransmisores
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0mM 0.006mM 0.008mM 0.01mM 0.02mM

-0.39 2.385 -0.39 2.417 -0.39 2.674 -0.39 2.416 -0.39 2.794
-0.38 3.179 -0.38 1.929 -0.38 2.002 -0.38 1.744 -0.38 2.184
-0.37 3.362 -0.37 1.623 -0.37 1.667 -0.37 1.347 -0.37 1.817
-0.36 3.27 -0.36 1.349 -0.36 1.209 -0.36 0.859 -0.36 1.39
-0.35 2.843 -0.35 1.929 -0.35 1.117 -0.35 0.584 -0.35 1.085
-0.34 2.263 -0.34 2.814 -0.34 1.789 -0.34 0.493 -0.34 0.871
-0.33 1.744 -0.33 3.699 -0.33 2.765 -0.33 1.195 -0.33 1.177
-0.32 1.561 -0.32 4.278 -0.32 3.711 -0.32 2.232 -0.32 2.123
-0.31 1.256 -0.31 4.492 -0.31 4.139 -0.31 2.904 -0.31 2.916

-0.3 1.165 -0.3 4.584 -0.3 4.322 -0.3 3.362 -0.3 3.435
-0.29 1.134 -0.29 3.851 -0.29 3.803 -0.29 3.392 -0.29 3.313
-0.28 1.134 -0.28 2.783 -0.28 2.704 -0.28 2.141 -0.28 2.001
-0.27 1.073 -0.27 2.386 -0.27 2.338 -0.27 1.866 -0.27 1.695
-0.26 1.134 -0.26 2.081 -0.26 2.185 -0.26 1.683 -0.26 1.512
-0.25 1.104 -0.25 1.684 -0.25 1.85 -0.25 1.408 -0.25 1.268
-0.24 0.951 -0.24 1.227 -0.24 1.484 -0.24 1.073 -0.24 0.932
-0.23 0.798 -0.23 0.83 -0.23 1.026 -0.23 0.798 -0.23 0.749
-0.22 0.585 -0.22 0.525 -0.22 0.629 -0.22 0.554 -0.22 0.475
-0.21 0.371 -0.21 0.281 -0.21 0.324 -0.21 0.279 -0.21 0.261

-0.2 0.005 -0.2 0.006 -0.2 0.019 -0.2 0.005 -0.2 0.017
-0.19 -0.148 -0.19 -0.116 -0.19 -0.195 -0.19 -0.209 -0.19 -0.105
-0.18 -0.483 -0.18 -0.421 -0.18 -0.5 -0.18 -0.575 -0.18 -0.38
-0.17 -0.728 -0.17 -0.696 -0.17 -0.744 -0.17 -0.85 -0.17 -0.594
-0.16 -1.124 -0.16 -0.94 -0.16 -0.988 -0.16 -1.094 -0.16 -0.807
-0.15 -1.399 -0.15 -1.154 -0.15 -1.172 -0.15 -1.247 -0.15 -0.99
-0.14 -1.704 -0.14 -1.276 -0.14 -1.324 -0.14 -1.338 -0.14 -1.082



| Serotonina

OmM 0.004mM 0.006mM 0.008mM 0.01mM

-0.17 2.441 -0.14 1.075 -0.14 1.194 -0.14 1.591 -0.14 1.805
-0.16 2.227 -0.13 0.984 -0.13 1.102 -0.13 1.378 -0.13 1.653
-0.15 1.952 -0.12 0.892 -0.12 1.011 -0.12 1.2255 -0.12 1.531
-0.14 2.166 -0.11 0.77 -0.11 0.858 -0.11 1.134 -0.11 1.47
-0.13 1.891 -0.1 0.801 -0.1 0.889 -0.1 1.134 -0.1 1.47
-0.12 1.464 -0.09 0.709 -0.09 0.797 -0.09 1.0424 -0.09 1.348
-0.11 1.189 -0.08 0.618 -0.08 0.675 -0.08 0.8898 -0.08 1.1345
-0.1 1.006 -0.07 0.557 -0.07 0.553 -0.07 0.7677 -0.07 1.0124
-0.09 0.701 -0.06 0.435 -0.06 0.461 -0.06 0.6457 -0.06 0.8598
-0.08 0.548 -0.05 0.404 -0.05 0.431 -0.05 0.5846 -0.05 0.7377
-0.07 0.487 -0.04 0.313 -0.04 0.278 -0.04 0.432 -0.04 0.5241
-0.06 0.487 -0.03 0.251 -0.03 0.248 -0.03 0.3405 -0.03 0.402
-0.05 0.426 -0.02 0.19 -0.02 0.1871 -0.02 0.2794 -0.02 0.3105
-0.04 0.426 -0.01 0.16 -0.01 0.1565 -0.01 0.1879 -0.01 0.2189
-0.03 0.304 0 0.007 0 0.004 0 0.0048 0 0.0053
-0.02 0.213 0.01 -0.023 0.01 -0.0571 0.01 -0.0563 0.01 -0.1168
-0.01 0.091 0.02 -0.023 0.02 -0.0571 0.02 -0.0868 0.02 -0.1473
1.39E-17 -1.00E-03 0.03 -0.054 0.03 -0.0876 0.03 -0.1173 0.03 -0.2083
0.01 -0.062 0.04 -0.023 0.04 -0.0571 0.04 -0.1478 0.04 -0.2388
0.02 -0.215 0.05 -0.115 0.05 -0.1486 0.05 -0.2394 0.05 -0.3304
0.03 -0.215 0.06 -0.084 0.06 -0.1486 0.06 -0.2394 0.06 -0.3304
0.04 -0.337 0.07 -0.115 0.07 -0.1486 0.07 -0.2394 0.07 -0.3609
0.05 -0.428 0.08 -0.145 0.08 -0.1792 0.08 -0.2699 0.08 -0.3609
0.06 -0.489 0.09 -0.054 0.09 -0.0876 0.09 -0.2088 0.09 -0.2999
0.07 -0.581 0.1 -0.054 0.1 -0.0876 0.1 -0.2088 0.1 -0.3304
0.08 -0.581 0.11 0.038 0.11 0.004 0.11 -0.1478 0.11 -0.2388




8. CONCLUSIONES

Del trabajo de investigacion realizado se puede concluir que ambos NiAl / LDH
y PdNIO depositados tanto en el electrodo de carbon vitreo como en el electrodo
serigrafiado demostraron una muy buena actividad electrocatalitica en la oxidacién
de DA y 5-HT en solucién buffer fosfatos (PBS) pH 7.0. Ambos materiales
pudieron detectar bajas concentraciones de DA y 5-HT en el rango de mM,
obteniendo una buena relacion lineal entre el pico de oxidacion y la concentracion,
ademas de alcanzar un bajo limite de deteccién: 6.12x10'M para 5-HT y 5.42uM
para DA. Por tanto, el dispositivo electroquimico ha demostrado ser prometedor
para la deteccion de DA y 5-HT con muchas propiedades deseables, incluyendo,
un buen intervalo lineal, bajo limite de deteccidn y tiempo de respuesta rapido para
DAy 5-HT.

El material que se selecciond por sus propiedades electroquimicas tales
como oxidacion, sensibilidad y selectividad fue NiAl / LDH, ya que al contar con
grupos hidroxilo en las superficies de sus laminas y aniones intercambiables
permitieron un mejor intercambio electrénico con los neurotransmisores DA y 5-
HT. Esto se demuestra al observar los DPVs ya que en comparacién con PdNIiO
se observa siempre una mayor intensidad en los picos de oxidacién de las

moléculas.

Los electrodos serigrafiados modificados con NiAl / LDH presentaron también
en la evaluacion electroquimica una muy buena interacciéon entre los electrones de
la superficie del electrodo y los neurotransmisores al observar una relacion lineal
entre la oxidacion y la concentracion a pesar de que las corrientes pico de

oxidacion de DA y 5-HT disminuyeron al realizar la oxidacion de las moléculas

Gracias al facilidad de manejo y rapido tiempo de muestreo de electrodos

serigrafiados en esta investigacion se logré desarrollar un dispositivo



electroquimico capaz de detectar concentraciones de DA y 5-HT de manera in
vitro para un diagndstico de enfermedades a edad temprana.

El dispositivo tiene la capacidad de realizar la deteccion de niveles de
serotonina y dopamina en orina ya que los niveles alcanzados en las pruebas
electroquimicas con electrodos serigrafiados permiten observar que se alcanzo la
deteccion de DA en buffer PBS pH 7.0 de 0.003mM y para 5-HT en buffer PBS pH
7.0 de 0.001mM, que son las concentraciones encontradas en orina real. Como
perspectiva realizar pruebas con interferentes tales como el acido ascorbico y
acido urico, permitiran demostrar su viabilidad como elemento sensor de manera

in situ.

Modificaciones en la integracién electrénica puede ayudar al incremento de
corriente para la deteccién de concentraciones de DA y 5-HT adn mas bajas o
altas que las presentadas en este trabajo para soluciones bioldgicas reales.
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