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RESUMEN

En este trabajo se desarrolla una inmovilizacion enzimética de la
enzima glucosa oxidasa sobre hidroxidos doble laminares de niquel y
aluminio para la creacion de electrodos para el sensado de los
neurotransmisores dopamina, serotonina y epinefrina que se encuentran en
la sangre humana. Este electrodo también podra llevar a cabo la oxidacion de
la glucosa presente en la misma sangre y podria realizar la conversion de
energia, pudiendo ser aplicable como electrodos auto-alimentables en

dispositivos Lab-on-a-Chip.

Los electrodos auto-alimentables basados en celdas de combustible
tienen un futuro muy prometedor en los dispositivos Lab on a Chip porque no
necesitan una fuente de alimentacién externa para el suministro de energia
del mismo dispositivo, sus procesos de fabricacion son relativamente simples
y de bajo costo, y pueden ser desarrollados para diferentes aplicaciones
como la determinacién de biomoléculas o para la aplicacion en el diagnéstico
de diversas enfermedades. La serotonina esta ligada a una gran variedad de
sindromes psiquiatricos como la esquizofrenia, epilepsia, parkinson,
sindrome de Down y autismo. La dopamina es de gran importancia en el
estudio farmacoldgico y médico debido a la relacion que tienen con diversas
enfermedades cardiacas, estrés, trastornos neurolégicos y tumores
cancerosos. Sus niveles anormales se asocian con la esquizofrenia, las
enfermedades de Alzheimer, las enfermedades de Parkinson, Ila
fisiopatologia de la depresion, entre otros. La deficiencia de la epinefrina
puede causar ansiedad, depresion y trastornos del suefio, pero el exceso
puede causar alta presién sanguinea, sudoracion excesiva y migrafias. Entre
los combustibles utilizados en Lab on a Chip, la glucosa ha sido reportada
como excelente combustible siendo el combustible organico de mayor interés
debido a que esta presente en la mayoria de los seres vivos, como en la
sangre. El desarrollo de este proyecto tendra un gran impacto energético y en
el area de la salud debido a las aplicaciones que puede tener el electrodo

desarrollado.



Primeramente, se llevd a cabo la sintesis de los NiAlI-LDHs y la
elaboracion de una tinta catalitica para elaborar los electrodos y realizar la
inmovilizacidon enzimatica y se determind que se inmoviliza un 49.36% de
enzima en 90 minutos, después se determinaron los parametros
operacionales de la enzima inmovilizada sobre los NiAl-LDHs y se determiné
que a una temperatura de 37 °C y un pH de 7.4 mantiene una actividad
enzimatica optima del 85-87%.

También se realiz6 una evaluacién de la celda microfluidica y se
obtuvo una densidad de potencia de 0.678 mWcm- para una concentracion
de glucosa de 5mM.

Por altimo, se realizd una evaluacion electroquimica para determinar
los potenciales de oxidacion de cada uno de los neurotransmisores y de la
glucosa como interferente, se obtuvieron potenciales de oxidacion de 0.249
V, 0.112 V y 0.102 V para la serotonina, dopamina y epinefrina

respectivamente y de -0.44 V para la glucosa.
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I. INTRODUCCION

Un multi-sensor es un dispositivo capaz de medir diferentes
sustancias o moléculas de interés al mismo tiempo. Este tipo de sensores
han adquirido gran importancia en aplicaciones biomédicas en la
determinaciéon de niveles de glucosa, colesterol, urea o lactato debido a la
relacion que se ha descubierto que tienen estas sustancias con el desarrollo
de diversas enfermedades.

Un ejemplo de estas moléculas de interés son los
neurotransmisores, éstos son sustancias quimicas endégenas liberadas por
el sistema neuronal central y periférico, los cuales son utilizados por las
neuronas para comunicarse entre si a través de la transmision sinaptica y se
encuentran ampliamente distribuidos en los tejidos del cerebro y los fluidos
corporales de los mamiferos (Tohgi et al., 1993).

El sensado de neurotransmisores ha ganado relevancia mundial
debido al estilo de vida actual; la sociedad contemporanea vive en un clima
de tension y aceleracion. Los acontecimientos politico-econémicos,
congestiones de transito, presiones laborales, los altos niveles de
inseguridad, dietas deficientes, sustancias quimicas toxicas, infecciones y
factores genéticos son sélo algunos de los causantes, estos pueden causar
alteraciones en la concentracion de diversos neurotransmisores en el sistema
nervioso central, estas alteraciones se han relacionado con multitud de
enfermedades psiquiatricas (esquizofrenia, depresion, demencia, etc.),
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, enfermedad de
Huntington, autismo, epilepsia, trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad, etc.), y otras enfermedades (glaucoma, arritmias, escasez de
hormona tiroidea, dafio cardiaco congestivo, sindrome de muerte infantil,
desanimo y angustia, etc.) (Banerjee et al., 2020)

Entre los neurotransmisores mas importantes estan la dopamina,
serotonina y epinefrina. La dopamina tiene multiples funciones en el cerebro
tales como la modulaciéon del comportamiento y cognicion, movimiento
voluntario, motivacion, castigo y recompensa, inhibicién de la produccion de

prolactina, estado de &nimo, atencion, memoria de trabajo y aprendizaje



(Calabresi et al., 2007). Los niveles anormales de dopamina estan
relacionados con muchos trastornos neuroldgicos y nheuropsiquiatricos,
incluida la enfermedad de Parkinson, trastorno de hiperactividad con déficit
de atencion, esquizofrenia, trastorno bipolar, sindrome de Tourette (Kurian et

al., 2011) y algunos desordenes alimenticios (Worley, 2017).

En el sistema nervioso central la serotonina es conocida por
controlar el estado de animo, comportamiento, aprendizaje, suefio y
ansiedad. En la periferia, la serotonina es capaz de mediar la contracciéon y
relajacion vascular, proliferacién de células y apoptosis (Ruddell et al., 2008).
Los niveles anormales de serotonina estan ligados a una gran variedad de
sindromes psiquiatricos como la esquizofrenia, depresion, epilepsia,
Parkinson (Chase & Murphy, 1973), sindrome de Down y autismo (Whitaker-
Azmitia, 2001).

Algunos estudios de captacion de serotonina en plaguetas de sangre
humana han demostrado una reduccion en la captacion de serotonina en
pacientes con depresion (Quan-Bui et al., 1984). Otro estudio ha demostrado
gue los nifilos con hiperactividad presentan valores mas bajos de serotonina

en la sangre que nifios sin hiperactividad de la misma edad (Coleman, 1971).

La epinefrina tiene efectos en el cuerpo como el aumento de los
niveles de azulcar en la sangre, aumento de la frecuencia cardiaca, aumento
de la contractilidad del corazon y relajacion del musculo liso en las vias
respiratorias para mejorar la respiracion. Estos efectos estan disefiados para
proporcionar al cuerpo energia cuando se estd muy estresado o asustado. La
deficiencia de epinefrina puede causar ansiedad, depresion y trastornos del
suefio, pero el exceso puede causar alta presidon sanguinea, sudoracién
excesiva y migranas. (Tsele et al., 2017)

En la actualidad el diagnostico de muchas de las enfermedades
psiquiatricas es efectuado unicamente con base en los sintomas del paciente,
es decir, en la mayoria de las ocasiones no se realizan analisis sanguineos.
Los sintomas son solo parte del cuadro general debido a su inespecificidad, en

otras palabras, un sintoma aislado puede indicar diversos cuadros. Por esta



razon, se realizan analisis de sangre para determinar el perfil de los
neurotransmisores que pueden estar involucrados en diversos padecimientos,
sin embargo, estos suelen ser tardados, costosos y generar molestias al
paciente para la obtencién de la muestra. Con base en lo anterior, el desarrollo
de un dispositivo que tenga un tiempo de andlisis corto, sea preciso, confiable
y utilice la minima cantidad de muestra es necesario para obtener mejores y

mas oportunos diagndsticos.

Para la deteccion de neurotransmisores se han desarrollado
diferentes materiales y métodos, como lo es la detecciéon por colorimetria
basado en nanoparticulas de oro (Kong et al., 2011) o la cromatografia
liguida de ultra alta resolucion (Bergh et al., 2016). Actualmente se busca
disefiar o redisefiar sensores con materiales que sean cada vez mas
sensibles, especificos, faciles de trabajar, no toxicos y de bajo costo. (Ou et
al., 2019)

Los hidroxidos doble laminares (LDHs) consisten en laminas de
hidréxido de metal separadas unas de otras por aniones y moléculas de agua
(Qi et al., 2006). Recientemente, los LDHs de niquel-aluminio (NiAl-LDHS) se
han considerado como un prometedor material de electrodo en campos de la
electroquimica debido a su alta capacitancia electroquimica especifica y a su
bajo costo, lo cual los hace utiles en el sensado de sustancias quimicas.

Debido a caracteristicas como su estructura laminar, alta densidad
de carga en las laminas, biocompatibilidad, buena capacidad de intercambio
aniénico y comportamiento de adsorcion favorable, los NiAI-LDHs es un
material muy atractivo para su uso como matriz en la inmovilizacion de

algunas enzimas como la glucosa oxidasa (GOx).(Shan et al., 2006)

Esta enzima tiene aplicaciones en la industria de alimentos,
fermentacion y textil, pero se utiliza principalmente en biosensores debido a
su alta especificidad para catalizar la oxidacion de la D-glucosa en muestras

sanguineas. Gracias a la tecnologia de la inmovilizacidon enzimatica, la GOXx



se puede implementar en los llamados electrodos auto-alimentables, los
cuales pueden captar los electrones de la reaccién de oxidacion de la D-
glucosa presente en la muestra y utilizarlos para que, en conjunto con el
material sobre el que se realiza la inmovilizacion (NiAl-LDHs) oxiden
moléculas de interés y asi, realizar el sensado o analisis de la muestra en

cuestion.

Actualmente la tecnologia Lab-on-a-chip se encuentra en desarrollo
sobre todo para sistemas microfluidicos de deteccion. Los dispositivos auto-
alimentables estan siendo cada vez mas investigados debido a que
presentan varias ventajas, la mas importante es que se elimina la necesidad
de usar un potenciostato, incluyendo los circuitos y la fuente de alimentacion,
ya que la energia necesaria se obtendrda al oxidar la muestra. De igual
manera, con este tipo de dispositivos se puede obtener una mayor
sensibilidad y se puede hacer una simplificacion por un disefio de 2
electrodos en lugar de uno de 3 electrodos.

El uso de materiales nanoestructurados en el disefio de electrodos de
este tipo puede llevar al desarrollo de dispositivos con tiempos de analisis mas
cortos, mas precisos y confiables, y asi obtener mejores y mas oportunos

diagnosticos.



II. ESTADO DEL ARTE

Tecnologia Lab-on-a-chip

La tecnologia Lab-on-a-chip se centra en el desarrollo de dispositivos a
escala micro o nanométrica con la integracion de funciones que se llevarian a cabo
a nivel de laboratorio, pero a una escala miniaturizada, lo cual incluye la fabricacion
y uso de sistemas micro-electromecanicos con empleo de microfluidos. De esta
manera se mejora el rendimiento de los dispositivos, ofreciendo una plataforma
portatil, extendida y continuamente renovada para diversas aplicaciones basadas
en la idea de miniaturizacion (Y. Zhang et al.,, 2016). Los tiempos de reaccion
rapidos, el pequefio volumen de muestra requerido, la alta disponibilidad del
dispositivo y la ausencia de contaminacion cruzada hacen que estos dispositivos
sean adecuados para usos clinicos (Osinga et al., 2015)(Lee, 2013). Algunas de las
aplicaciones de la tecnologia Lab-on-a-chip en el campo biomédico son
inmunoensayos para deteccidon de bacterias, chips de deteccién de PCR en tiempo
real, chip de ADN, chip genético, chip de andlisis celular, citémetro de flujo (para
VIH) entre otras. Esta tecnologia es basicamente la integracion de la fluidica,
electrénica, optica y biosensores (Gupta et al., 2016a).

El tamafio de este chip puede variar desde milimetros hasta unos pocos
centimetros cuadrados ademas que estos dispositivos pueden manejar volimenes
de fluido extremadamente pequefios de menos de pico litros (Gupta et al., 2016b).

Las celdas de combustible son una tecnologia prometedora para los

sistemas Lab-on-a-chip.

Celdas de combustible

Una celda de combustible es un dispositivo electroquimico (Figura 1)
gue convierte la energia quimica proveniente de un combustible en
electricidad y calor. En una celda tipica, el combustible se alimenta de
forma continua al compartimiento del anodo (electrodo negativo) y un

oxidante, es decir, el oxigeno del aire, es alimentado continuamente al



compartimiento del catodo (electrodo positivo) (Sharaf & Orhan, 2014).
La oxidacion electroquimica del combustible en el anodo genera
electrones que fluyen hacia el catodo a través de un circuito externo,
estos electrones causan la reduccion electroquimica del oxidante en el
catodo. (Ibrahim Dincer, 2020)

0

IXOXOWMAOXOXOXOWED (OXOXLOXOXOXONLOXON

R R e e e e A S0
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Anodo Membrana Catodo

Figura 1. Celda de combustible tipica. (Yu et al., 2016)
El combustible es tipicamente una solucion acuosa de glucosa,

metanol, acido férmico o hidrégeno disuelto y la solucion oxidante puede

contener oxigeno disuelto, peréxido de hidrégeno o permanganato.

Celda microfluidica

Una celda de combustible microfluidica se define como una celda de
combustible con suministro y eliminacion de fluidos, sitios de reaccion y
estructuras de electrodos confinadas a un canal microfluidico, esto es,
sistemas que aprovechan los canales de escala micrométrica para manipular
y procesar volimenes bajos de muestra (1x10° a 1x10* L) (Whitesides,
2006). Por este motivo, estos sistemas, requieren cantidades menores de

reactivos costosos (Jayamohan et al., 2017).



Las celdas de combustible miniaturizadas ofrecen varias ventajas
sobre las celdas de combustible convencionales, como portabilidad,
transferencia de masa mas rapida y, por lo tanto, un inicio rapido para una
generacion rapida de energia y una mayor densidad de energia (Safdar et al.,
2016).

Este tipo de celda de combustible funciona sin una barrera fisica ya
que se agrega un electrolito a las corrientes de combustible y oxidante para
facilitar el transporte de iones a través de las corrientes que fluyen
conjuntamente, eliminando asi la necesidad de una membrana de separacién
(Safdar et al., 2016) entre el anodo y el catodo, y puede usar catalizadores
tanto metélicos como biolégicos (Kjeang et al., 2009). La figura 2 muestra un

esquema basico de una celda de combustible miniaturizadas (microfluidicas).

COMBUSTIBLE
o ' '

ANODO |
CARGA H* ELECTROLITO |4+

CATODO

Jtt 1

OXIDANTE

Figura 2. Disefio basico de una celda de combustible, con sus
componentes basicos: &nodo y catodo separados por un electrolito y conectados

a una carga externa.(Kjeang et al., 2008)

Muchos disefios de celdas de combustible microfluidicas estan
optimizados para su uso con catalizadores biol6gicos. Convencionalmente,
los biocatalizadores se colocan en una celda electroquimica de dos
compartimentos que contiene la solucion buffer con el combustible y el

oxidante concentrado en los compartimentos anddico y catodico,



respectivamente (Shukla et al., 2005).

Biocelda de combustible

Las bioceldas de combustible son dispositivos electroquimicos en los
que se hace uso de enzimas redox para obtener energia eléctrica
proveniente de la energia quimica almacenada en biomoléculas
(combustible) (Gonzalez-Solino & Di Lorenzo, 2018). En la Figura 3 se
muestra un esquema de una biocelda de combustible, en el lado del anodo
un combustible sufre una oxidacion catalizada por enzimas, esta reaccion
libera electrones que llegan al lado del catodo a través de un circuito externo.
En el catodo se reduce un oxidante, por lo tanto, la corriente eléctrica fluye de
acuerdo con una diferencia de potencial. (Barelli et al., 2021)

Debido a su alta especificidad, alta actividad catalitica y el bajo
namero de desechos producidos en el proceso; las enzimas han llamado
mucho la atencién para ser utilizadas en diversas industrias como la
farmacéutica y la alimentaria. Aunque son numerosas las ventajas del uso de
enzimas, se presentan algunos inconvenientes, debido a su solubilidad en
agua, es dificil separarlas de los productos y no pueden reutilizarse, tampoco
son muy resistentes a cambios en el medio, por esto se han buscado
diferentes métodos para mejorar su estabilidad sin perder su especificidad ni
reducir su actividad. Esto puede lograrse inmovilizando a la enzima, esto es,
confinar fisicamente a la enzima en un soporte fisico reteniendo su actividad,
esto la hace insoluble y facilita la separacién de la enzima de los productos y
puede ser reutilizada, permitiendo reducir los costos. La forma inmovilizada
de las enzimas imita su forma natural en las células vivas, donde la mayoria
de ellas estan unidas al citoesqueleto celular, la membrana y las estructuras

de los organelos (Homaei et al., 2013).
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Figura 3. Representacion esquematica de una biocelda de

combustible enzimatica. (Barelli et al., 2021)

El proceso de inmovilizacidbn puede provocar una pérdida de la
actividad enzimatica, esta pérdida depende muchas veces del método de
inmovilizacién.

Tomando en cuenta el soporte 0o matriz y el tipo de enlaces que

estan involucrados, hay 5 métodos de inmovilizacién de enzimas:

1) Adsorcién

En este método la enzima es adsorbida en el soporte usado que
puede ser un soporte mineral, organico o resinas de intercambio aniénico. Con
este método no se logra una union permanente ya que soélo hay enlaces
débiles estabilizando la enzima con el soporte, este tipo de enlaces pueden
ser interacciones iénicas, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.

La inmovilizacion por adsorcién fisica es uno de los métodos mas
simples y puede realizarse bajo condiciones estaticas, de agitamiento o por
deposicion y ademas no se presenta una gran pérdida de actividad
enzimatica. Por otra parte, también presenta algunos inconvenientes, por
ejemplo, la enzima inmovilizada tiene poca estabilidad, la cantidad de la
enzima adsorbida es mas susceptible a cambios en los parametros de
temperatura, fuerza iénica y pH; y la enzima se puede quitar facilmente del

portador (soporte) debido a las fuerzas débiles entre ellos (D. H. Zhang et al.,



2013) (Walker & Trevan, 2003a).

2) Union covalente

En este método se forman enlaces covalentes entre los grupos
funcionales no esenciales de la enzima y los del soporte. Los grupos
funcionales que pueden formar enlaces covalentes son los grupos amino,
imino, hidroxil, carboxil, tiol, metitiol, guanidil, imidazol y anillo fenélico.

Los soportes que se pueden utlizar en este meétodo son
carbohidratos, proteinas y soportes inorganicos. Generalmente, este método
puede unir la enzima con el soporte firmemente y evitar el desprendimiento y
la fuga de la enzima. Sin embargo, a menudo causa la baja recuperacion de la
actividad enzimatica, que es el resultado de la destruccién de la conformacion
activa de la enzima durante la reaccion de inmovilizacion, la union multipunto
a los soportes, el impedimento estérico de la enzima o la fuerte union del
enlace covalente.

Normalmente, es mas caro y complejo inmovilizar covalentemente
una enzima debido a los mayores costes del soporte ademas de que el
soporte a menudo debe activarse antes de la inmovilizacién. Sin embargo,
tiene mayor estabilidad y normalmente un desprendimiento minimo de enzima
(Novick & Rozzell, 2005) (Walker & Trevan, 2003b).

3) Atrapamiento

En este método las enzimas son fisicamente atrapadas dentro de una
matriz porosa de algun polimero soluble en agua. Esto se hace a menudo
mezclando la enzima con un monémero y un reticulante, y polimerizando el
mondmero alrededor de la enzima (Novick & Rozzell, 2005). En teoria, la
enzima atrapada no esta unida al polimero; su libre difusién es simplemente
restringida. Este método preserva la movilidad de la enzima y permite
incrementar su actividad y enantioselectividad aunque su mayor desventaja es
la tendencia de las enzimas a filtrarse a través de la matriz (D. H. Zhang et al.,
2013) (Walker & Trevan, 2003c)
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4) Cross linking (Entrecruzamiento)

En este método no se necesita de un soporte ya que las enzimas son
directamente unidas con enlaces covalentes entre si, formando una compleja
estructura 3D que se puede lograr por meétodos quimicos o fisicos. Los
métodos quimicos de reticulacion normalmente implican la formacion de
enlaces covalentes entre las enzimas por medio de un reactivo multifuncional,
como glutaraldehido, &acido dicarboxilico o tolueno y se usan agentes
floculantes, como poliaminas, polietilenimina, poliestireno sulfonatos, y varios
fosfatos para los métodos fisicos.

Su principal desventaja es que la enzima puede perder actividad
parcialmente o quedar totalmente inactivada en caso de que el reactivo de

reticulacion reaccione a través del sitio activo. (M.M., 2011).

5) Encapsulacién

Este tipo de inmovilizacion se realiza encerrando a las enzimas dentro
de una membrana. A menudo se utilizan membranas de ultrafiltracion o fibras
huecas hechas de polietersulfona, nitrato o acetato de celulosa, o nailon. El
tamafo de los poros debe elegirse correctamente para permitir que el sustrato
y el producto entren y salgan de la membrana mientras aun retienen la
enzima. Dado que la enzima existe en su forma soluble, la actividad suele ser
alta (Novick & Rozzell, 2005).

La principal desventaja de este método es que puede haber una
ruptura de la membrana si los productos de una reaccion se acumulan
rapidamente (M.M., 2011).
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Figura 4. Métodos de inmovilizacion enzimatica sobre electrodos (Xiao et
al., 2019).

En la figura 4 se muestra un esquema representativo de los algunos
de los métodos de inmovilizacion enzimatica que se pueden realizar sobre
electrodos, asi como algunos materiales sobre los cuales se realiza dicha

inmovilizacién comunmente.

Las caracteristicas fisicoquimicas del soporte a utilizar son muy
importantes para determinar el rendimiento del sistema enzimético
inmovilizado. Las propiedades de soporte ideales incluyen resistencia fisica a
la compresion, hidrofilia, inercia frente a las enzimas, biocompatibilidad,
resistencia al ataque microbiano y disponibilidad a bajo costo (Brena et al.,
2013). Sin embargo, no existe una regla general para escoger el soporte o el
método de inmovilizacibn ya que cada uno presenta ciertas ventajas y
desventajas.

El método de adsorcion es simple, barato y efectivo, pero
frecuentemente reversible. El método de enlace covalente y cross linking son
efectivos y durables pero son caros y pueden afectar el funcionamiento de la
enzima, el método de atrapamiento y encapsulamiento tiene imitaciones de

transferencia masa y fuga de enzimas (Ali Khan & Alzohairy, 2010).
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Glucosa oxidasa

Existen enzimas que son utilizadas en diversas industrias y
procesos, como lo es la enzima glucosa oxidasa (GOx), esta enzima tiene
aplicaciones en la industria de alimentos, fermentacion y textil, pero se utiliza
principalmente en biosensores, debido a su alta especificidad para catalizar la
oxidacion de la D-glucosa, pero no de la L- glucosa.

La glucosa oxidasa o0 glucosa-1l-oxidasa (GOX) (B-D-glucosa:
oxigeno-1-oxidorreductasa) es un homodimero formado por dos subunidades
idénticas de 80 kDa y dos flavin adenina dinucle6tido (FAD) unidos no
covalentemente (Zoldak et al., 2004). Su actividad maxima esta entre 20 y 50
°C con un pH optimo de 5.5 pero con un rango de entre 4-7. Se inactiva
rapidamente a temperaturas mayores a 60 °C (Wong et al., 2008) y tiene un
punto isoeléctrico de 4.2 (Pazur & Kleppe, 1964). Las principales fuentes de
donde se obtiene la GOx son los hongos de las familias Aspergillus,
Penicillium, y Saccharomyces (Bulmus et al., 1997).

La GOx cataliza la oxidacion de la B-D-glucosa a D-gluconolactona y
perdxido de hidrégeno, la D-gluconolactona se descompone espontanea y

cataliticamente a acido gluconico como se observa en la figura 5.

HO

OH
HO i, ] + 0>

OH

Glucosa oxidasa

HO

B-D-Glucosa

D-Glucone-1,5-lactona Acido D-Glucénico
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Figura 5. Mecanismo de reaccion de la enzima GOX.
La conversion de B-D-glucosa en &cido gluconico implica la
transferencia de dos protones y dos electrones desde el sustrato hacia FAD
(Haouz et al., 1998).

Figura 6. Glucosa oxidasa con sus dos subunidades (azul) y la
coenzima FAD (rosa). (Goodsell, 2006).

Se conoce que la enzima nativa (ver Figura 6) contiene dos
moléculas de dinucledtidoflavina-adenina (FAD) (KEILIN & HARTREE, 1952)
que son responsables de las propiedades de oxidacion-reduccion de la
enzima. Se cree que ambos estan firmemente enlazados, pero no unidos
covalentemente, a la porcién polipeptidica de la enzima y es posible

eliminarlos sin desnaturalizar irreversiblemente la enzima.

carbohydrate

Figura 7. Estructura de la glucosa oxidasa (Goodsell, 2006).
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La reaccion de oxidacion es realizada por los cofactores FAD unidos
profundamente dentro de la enzima, mostrados en rosa. El sitio activo donde
se une la glucosa esta justo por encima del FAD, en un bolsillo profundo que
se muestra con una estrella. Se observa que la enzima, como muchas
proteinas que actuan fuera de las células, esta cubierta por cadenas de

carbohidratos, que se muestran en verde en la figura 7.

Para mantener la actividad catalitica, mejorar su rendimiento,
estabilidad y productividad, la enzima GOx ha sido inmovilizada con
diferentes métodos y en diferentes soportes. Muchos materiales pueden ser
usados como soporte en la inmovilizacion de la GOx, como la polianilina
(Parente et al., 1992), la cual permite mayor area de inmovilizacion, esta
trabaja como aceptor de electrones durante la reaccion debido a sus
propiedades redox. Las matrices de polimero como el poli (acido o-amino
benzoico) le da a la GOx un ambiente mas natural al no estar atrapadas en el
polimero, sino unidas covalentemente a la superficie del polimero (Rauf et al.,
2006), lo que le otorga una mayor estabilidad y mejora su actividad catalitica
(Wang & Caruso, 2005).

Con muchos de estos métodos de inmovilizacion de la GOx se
pretende desarrollar electrodos de glucosa, en los que se mide la formacion y
la cantidad de los productos de la reaccion. El primer producto es la D-
gluconolactona que rapidamente se hidroliza a acido glucénico. También,
gracias a la tecnologia de la inmovilizacién la enzima glucosa oxidasa, se
puede aplicar en los llamados electrodos auto-alimentables, los cuales
pueden realizar la oxidacion de la D-glucosa presente en la muestra para
captar los electrones de dicha reaccion y utilizarlos para que en conjunto con
el material sobre el que se realiza la inmovilizacion (LDHs) oxiden moléculas
de interés como los neurotransmisores y de esa forma realizar el sensado o

analisis de la muestra en cuestion.
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Electrodos autoalimentables

En 2001, Willner y Katz acufiaron el término "biosensor

autoalimentable” para una celda de biocombustible que generaba uha

energia eléctrica proporcional a la concentracion del analito (Grattieri &

Minteer, 2018).

Los electrodos autoalimentables son llamados asi debido a que

estan libres de cualquier tipo de fuente de alimentacion externa y de conexion

eléctrica (X. Zhang et al.,, 2016) ya que mediante la oxidacion del analito

generan energia eléctrica que es usada para alimentar al dispositivo.

En este tipo de dispositivos se pueden usar diferentes fuentes para

obtener energia:

Vibracion: Cuando un dispositivo esta sujeto a vibraciones,
se puede usar una masa inercial para crear movimiento entre
las partes de un generador y convertirse en energia eléctrica
usando induccién electromagnética, un material piezoeléctrico

0 un material electroestrictivo.

Energia solar: Pueden ser celdas solares de pelicula delgada
o fibra 6ptica en el que la luz se convierte en energia eléctrica
mediante una fotocelda, y se utilizan convertidores de voltaje

para producir un voltaje util.

Termoeléctrica y nuclear: Las diferencias de temperatura se
pueden aprovechar para generar energia. Se podrian extraer
2.4-4.8 W de la diferencia de temperatura de la piel de un ser
humano, otro ejemplo es un marcapasos que utiliza una

fuente de plutonio radiactivo para generar calor.

Potencia de radio y acoplamiento magnético: Tienen la
ventaja de combinar energia y comunicaciones. La limitacién
es la necesidad de llevar periédicamente el lector / unidad de

potencia dentro del rango de transmision del dispositivo.
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Todas estas fuentes de energia y otras pueden usarse para desarrollar

dispositivos autoalimentables (Glynne-Jones & White, 2001).

Las celdas de combustible enzimaticas pueden funcionar como
sensores amperomeétricos autoalimentables para algunas biomoléculas
objetivo. El sistema es facil de miniaturizar y tiene un disefio muy simple,
consiste en un anodo y un cétodo, el catodo actia como transductor y la
enzima redox en el anodo como bioreceptor. No son necesarios transductores
externos y los cambios en la corriente se relacionan con cambios en la

concentracion de la molécula de interés (Gonzalez-Solino & Di Lorenzo, 2018).

Para que el electrodo funcione como sensor adecuadamente debe
tener una matriz adecuada en la que estaran las enzimas, debe permitir una
inmovilizacién estable, buena integracion de las enzimas a la matriz y retener

eficientemente la funcionalidad de estas.

Hidréxidos doble laminares

Los hidréxidos doble laminares (LDHs) consisten en laminas de
hidroxido de metal cargadas positivamente separadas unas de otras por
aniones y moléculas de agua (ver figura 8) (Qi et al., 2006). La formula de
estos hidroxidos doble laminares es [M?*,_y M** y(OH),]** A*~,, - mH,0,
en donde M2+ es un cation metalico divalente
(Mg**,Ni**, Zn®*,Co*", Fe*" etc), M3 es un cation metdlico trivalente
(Al3+'F"3+J C’"3+'9tc), A*~ es un anion intercambiable para compensar la
carga positiva de los hidroxidos doble laminares y puede ser casi cualquier
anion organico o inorganico (OH~,S0*,N03,etc), y x = M3t /(M?* + M3%) y
puede tener valores entre 0.1 y 0.5. (Li et al., 2017; Qi et al., 2006; M. Shen
et al., 2016; Valente et al., 2009; L. Zhang et al., 2016).
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En particular, los LDHs que contienen un metal de transicion como
Co(ll), Ni(ll) o Mn(lll), capaces de sufrir una reaccién redox reversible en el
rango de potencial Gtil, se han propuesto como materiales de recubrimiento de
electrodos debido a sus propiedades de transporte de carga y de catalizador

redox, especialmente en solucién alcalina (Mignani et al., 2006).

El niquel ha demostrado tener una interaccion muy grande con los
grupos aminoacidicos de la glucosa oxidasa, esto debido a la presencia de los
centros de niquel en la estructura tupo brucita de los LDHs (Guadagnini et al.,
2010), es por eso que junto con el aluminio, se han hecho hidroxidos doble
laminares que promueven una mejor adsorcién de la enzima a la superficie
(Wang & Caruso, 2005).

Recientemente, los NiAI-LDHs se han considerado como un
prometedor material de electrodo en campos de la electroquimica debido a su
alta capacitancia especifica teorica y su bajo costo. Dentro de la estructura de
los NiAI-LDHSs, el papel del AI(OH); es el de soportar la estructura de las
capas, mientras que el Ni(OH), contribuye a la capacitancia electroquimica
especifica (Li et al., 2017). Ademas de la capacitancia eléctrica de doble capa
adquirida por sus abundantes capas, en particular, varias procesos faradaicos
de sitios activos electroquimicos podrian ocurrir en la superficie o cerca del
rango de la superficie para el almacenamiento de carga, lo que lleva a un alto
almacenamiento de energia y al mismo tiempo mantiene un rendimiento
potente comparable al de los materiales de electrodos supercapacitivos (L.
Zhang et al., 2016).

Por lo tanto, su estructura laminar y su alta densidad de carga en las
laminas las hace muy atractivas como matriz para la inmovilizacion de
algunas enzimas dependiendo de su punto isoeléctrico. En un pH de 6.5 la
glucosa oxidasa tiene una carga negativa y los LDHs carga positiva, lo cual
puede ser favorable para la adsorcion de la enzima a la superficie de las

[aminas.
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Figura 8. Estructura de los Hidroxidos doble laminares de Ni-Al.

Los NiAl-LDHs son excelentes soportes para inmovilizar enzimas por
varias razones, su alto contenido en agua proporciona un entorno
biocompatible para las enzimas, presenta alta movilidad del analito y el
producto, no son téxicas y tienen alta estabilidad quimica e hidrolitica
(Gonzélez-Saiz & Pizarro, 2001). Estos biosensores muestran buenos
resultados en términos de sensibilidad, tiempo de respuesta y estabilidad a
largo plazo y para aplicacién en dispositivos Lab-on-a-Chip, el niquel puede
ser de gran interés en aplicaciones biomédicas ya que puede ser capaz de
medir varios neurotransmisores.

Los neurotransmisores son sustancias quimicas liberadas por la
neurona para ejercer un efecto potencial en algunos receptores. Estos se
comunican a través de la sinapsis y buscan ejercer algun efecto en la célula
postsinaptica (Kapalka, 2010). Entre los neurotransmisores mas importantes

esté la serotonina, la dopamina y la epinefrina.

Serotonina

Durante aproximadamente un siglo, se sabia que existia una
sustancia vasoconstrictora en el suero de los mamiferos, méas tarde esta
sustancia fue aislada en el laboratorio de Irvine H. Page en 1948 y fue

llamada "serotonina™ (Folk & Long, 1988).
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La serotonina, una amina inddlica como la melatonina, funciona
como un neurotransmisor para las células que residen en el tallo cerebral,
aunque también se encuentra en la periferia como en el intestino y en los
vasos sanguineos (Holloway & Peirce, 1998).

En el sistema nervioso central la serotonina es conocida por
controlar el estado de animo, comportamiento, aprendizaje, suefio y
ansiedad. En la periferia, la serotonina es capaz de mediar la contraccion y
relajacion vascular, proliferacion de células y apoptosis (Ruddell et al., 2008).
El primer paso en la sintesis de serotonina implica la captacion del
aminoacido esencial triptéfano, en una reaccion catalizada por la enzima
triptéfano hidroxilasa, el resultado es el 5-hidroxitriptofano que enseguida es
descarboxilado por la enzima ar6matica L-amino acido descarboxilasa para

formar serotonina (5-HT).

Aunque la serotonina se conoce por ser un neurotransmisor en el
cerebro, cerca del 95% de la serotonina es en realidad sintetizada,
almacenada vy liberada por células enterocromafines en la mucosa intestinal,
estas células generan serotonina a partir del aminoacido L-triptéfano por
medio de la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) (Wu et al., 2019).

Las plaquetas son responsables de recoger la serotonina del
intestino y los pulmones y proporcionan el principal depdsito periférico de
serotonina, las plaquetas liberan serotonina en los sitios de lesion donde
contribuye al reclutamiento plaquetario y a la trombo propagacion (Mercado &
Kilic, 2010). Es por esto que se ha identificado que las plaquetas son la

mayor fuente de serotonina (Lesurtel et al., 2006).

La serotonina esta ligada a una gran variedad de sindromes
psiquiatricos como la esquizofrenia, epilepsia, parkinson (Chase & Murphy,
1973), sindrome de Down y autismo (Whitaker-Azmitia, 2001). Un estudio de
captacion de serotonina en plaquetas de sangre humana ha demostrado una
reduccion en la captacion de serotonina en pacientes con depresion (Quan-
Bui et al., 1984)(Quan-Bui et al., 1984). Otro estudio ha demostrado que los
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nifios con hiperactividad presentan valores mas bajos de serotonina en la
sangre que nifios sin hiperactividad de la misma edad (Coleman, 1971)

Otras enfermedades y trastornos que se asocian a un nivel bajo de
serotonina son ansiedad, migrafias, hemostasia no regulada, coagulacion
sanguinea, sindrome de muerte subita del lactante y sindrome carcinoide
(Sharma et al., 2018).

NH >

HO

Figura 9. Estructura quimica de la Serotonina. Chemspider

En la figura 9 se muestra la estructura quimica de la serotonina la cual puede ser
encontrada en las plaquetas de la sangre y tiene un rango normal de 50 a 200
ng/mL (0.28 a 1.14 umol/L) (Chernecky & Berger, 2013).

Dopamina

Hasta mediados del siglo XX, se creia que la dopamina era
puramente un sustrato intermedio en la via de sintesis de
epinefrina/norepinefrina, no fue hasta que, en 1958, Carlsson hizo un
descubrimiento historico, identificando la presencia de dopamina en el cuerpo
estriado de una rata, la cual se agoté con la administracion de reserpina. La
rata mostro reversion en los sintomas en la administracion de levedopa. Este
trabajo pionero implicd, por primera vez, el papel de la dopamina en la
neurotransmision (Zhao et al., 2008).

La dopamina se sintetiza a partir del aminoacido tirosina, que es
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absorbido en el cerebro a través de un mecanismo de transporte activo. La
tirosina se produce en el higado a partir de la fenilalanina por medio de la
accion de la fenilalanina hidroxilasa. La tirosina se transporta a neuronas que
contienen dopamina, donde una serie de reacciones la convierten en
dopamina (Musacchio, 1975).

Hay cuatro vias de dopamina en el cerebro: nigro-estriatal, asociado
con movimiento; mesolimbico, asociado con placer; mesocortical, asociado
con cognicién, comportamiento emocional y memoria; y tuberoinfundibular,
asociado con la regulacién de la prolactina y la excitacion sexual (Ayano,
2016).

La dopamina tiene multiples funciones en el cerebro como en la
modulacién del comportamiento y cognicion, movimiento voluntario,
motivacion, castigo y recompensa, inhibicion de la produccion de prolactina,
dormir, sofiar, estado de animo, atencién, memoria de trabajo y aprendizaje
(Calabresi et al., 2007).

La homeostasis anormal de la dopamina esta implicada en muchos
trastornos neurolégicos y neuropsiquiatricos, incluida la enfermedad de
Parkinson, trastorno de hiperactividad con déficit de atencidn, esquizofrenia,
trastorno bipolar, sindrome de Tourette (Kurian et al., 2011) y algunos
desérdenes alimenticios (Worley, 2017). Los niveles de dopamina en la
sangre juegan un rol importante en los trastornos de salud mental, por
ejemplo, los niveles altos de dopamina estan asociados con esquizofrenia
y bajos niveles de dopamina estan asociados con el trastorno por déficit de
atencion/hiperactividad. (Ayano, 2016).

Casi toda la dopamina es almacenada en plaguetas ya que se ha
investigado que solo el 1% circula libremente en el plasma (DA PRADA &
PICOTTI, 1979). Se han realizado varios estudios en los que relacionan los
niveles de dopamina en la sangre con algunas enfermedades como la
migrafia, la concentracion de dopamina en las plaquetas es mayor en los
pacientes con migrafia comparados con pacientes saludables (D’Andrea et

al., 2006). De igual manera, los pacientes con paraganglioma de cuello y
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cabeza presentan niveles de dopamina en las plaquetas significativamente
mas altos que pacientes sanos (Osinga et al., 2015), en cambio, los pacientes
con esquizofrenia presentan niveles de dopamina en las plaquetas similares

a los pacientes sanos (Dean et al., 1992)

HO

HO

NH:2

Figura 10. Estructura quimica de la dopamina. Chemspider

En la figura 10 se muestra la estructura quimica de la dopamina, la cual
puede ser encontrada en la sangre y tiene un rango normal de 0 a 30 pg/mL (195.8
pmol/L) (Chernecky & Berger, 2013).

Epinefrina

La epinefrina, también conocida como adrenalina, se aisl6 por
primera vez de la glandula suprarrenal a fines de la década de 1890 por el
cientifico japonés JokichiTakamine (Hackney, 2017).

La epinefrina se sintetiza a partir del aminoacido tirosina, que se
convierte en dihidroxifenilalanina (DOPA) por la enzima tirosina hidroxilasa.
El DOPA, a su vez, se descarboxila por el aminoacido I-aromatico
descarboxilasa para formar dopamina, la dopamina se hidroxila para dar
norepinefrina por la dopamina beta hidroxilasa. En la médula suprarrenal y en
algunas regiones del cerebro, la norepinefrina se convierte en epinefrina por
la enzima feniletanolamina N-metiltransferasa. La epinefrina se metaboliza
por las enzimas monoamino oxidasa (MAO) y catecol-O metiltransferasa
(COMT), asi como por alcohol y aldehido deshidrogenasas (Eisenhofer et al.,
2004).
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La epinefrina, un neurotransmisor dentro del sistema nervioso
central, también actia como una hormona periférica. ES una monoamina y
catecolamina y se produce en el paso final de conversion de tirosina
(Kapalka, 2010). En el higado y los musculos, esta hormona causa la
glucogendlisis (produccion de glucosa a partir del glucogeno) (Roy
Choudhury et al., 2011).

La epinefrina se libera en respuesta al estrés y aumenta la frecuencia
cardiaca, fortalece la fuerza de la contraccion y el gasto cardiaco, aumenta la
presion arterial y abre los bronquiolos en los pulmones, y eleva los niveles
sanguineos de glucosa y lipidos, entre otros efectos. La secrecion de
epinefrina es parte de la respuesta humana de "lucha o huida”, la respuesta de
estrés agudo al miedo, la amenaza percibida o el panico (Vardanyan & Hruby,
2006). Ademas, la epinefrina es una de las principales hormonas involucradas

en la estimulacién del sistema nervioso simpatico (Kapalka, 2010).

Un nivel de adrenalina excesivo generalmente se observa en
personas altamente emocionales y agresivas. Por otro lado, hay algunos
trastornos de las glandulas suprarrenales que reducen el nivel de epinefrina
por debajo de lo normal, incluida la enfermedad de Addison y otras formas de
hipoadrenalismo (Vardanyan & Hruby, 2006).

La deficiencia de epinefrina también puede causar ansiedad,
depresion y trastornos del suefio, pero el exceso puede causar alta presion

sanguinea, sudoracion excesiva y migrafias.
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Figura 11. Estructura quimica de la epinefrina. Chemspider
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En la figura 11 se muestra la estructura quimica de la epinefrina, la cual
puede ser encontrada en sangre y tiene un rango normal de 0 a 140 pg/ml (764,3
pmol/L) (Chernecky & Berger, 2013).

Existen diferentes métodos para determinar la cantidad de
neurotransmisores presentes en una muestra, pero muchas veces estos
métodos convencionales son complicados, consumen mucho tiempo y, a
menudo, requieren un pretratamiento de la muestra, lo que los hace
inadecuados para la deteccidbn rapida. Sin embargo, debido a las
propiedades electroactivas de estos neurotransmisores, se pueden
determinar por métodos electroquimicos. Esto se basa en la electro-oxidacion
de los neurotransmisores en la superficie del electrodo (ver figura 12), las
corrientes generadas proporcionan una medida cuantitativa de las
fluctuaciones quimicas dindmicas que se pueden correlacionar con la
farmacologia, el comportamiento y la patologia de algunas enfermedades
psiquiatricas. (Bucher & Wightman, 2015)

Los sensores electroquimicos ofrecen ventajas de alta sensibilidad,
buena estabilidad y reproducibilidad (Sharma et al., 2018).
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HO NH2 + 0 NH2
-2e,-2H
HO 0 Z
Dopamina Dopaminoquinona
+
HO N2 - 2e, - 2H NH2
H
N N N
Serotonina Serotonin-quinoneimina
OH OH
+ -
HO NH -2e,-2H 0 NH
~ ~
HO Z 0 Z
Epinefrina Epinefrinoquinona

Figura 12. Oxidacién electroquimica de la dopamina, serotonina y

epinefrina.

Interferentes

Un requisito comun para la creacion de este tipo de electrodos o sondas
electroquimicas disefiadas para operar en entornos bioldégicos reales es
proporcionar selectividad frente a especies electroquimicamente activas que
coexisten con neurotransmisores en las muestras bioldgicas. Estos incluyen acido
ascorbico, acido Urico y acetominofeno, entre otros (Ozel et al., 2015). Una fuerte
interferencia electroquimica de especies oxidables, como el acido ascorbico, pueden
generar problemas en este tipo de biosensores (Yuan et al., 2005) ya que el acido
ascorbico tiene un potencial de oxidacion similar al de algunos neurotransmisores
como la dopamina (Jeong & Jeon, 2008) y la serotonina.

Para aumentar la selectividad del sensor contra las interferencias, las

superficies de los electrodos se pueden modificar con Nafion (Mirzaei & Sawan,

26



2014) ya que es un polimero cargado negativamente y se puede utilizar para excluir
interferencias cargadas negativamente como las del acido ascérbico (Jeong & Jeon,
2008).
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HIPOTESIS

El uso de hidroxidos dobles laminares de niquel y aluminio pueden

funcionar como soporte para la inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa para el

desarrollo de un electrodo empleado como multisensor de neurotransmisores

autoalimentable para aplicacion en dispositivos Lab-on-a-Chip.

OBJETIVOS

General
Desarrollar un electrodo utilizando la enzima glucosa oxidasa inmovilizada
sobre NiAl hidréxidos dobles laminares para la deteccion de

neurotransmisores para futuras aplicaciones en dispositivos Lab-on-a-chip.

Especificos
Inmovilizar GOx sobre NiAl-LDHs en superficies de carbén para la fabricacion
de bio-electrodos enzimaticos mediante la técnica de adsorcion y utilizando el
meétodo de Lowry para determinar la cantidad de enzima inmovilizada sobre el
electrodo.
Determinar los parametros operacionales de la enzima inmovilizada sobre los
hidroxidos dobles laminares, midiendo la actividad enzimatica con ayuda de la
técnica de UV-Vis, a diferentes temperaturas, pH y concentracién de sustrato.
Caracterizar el bioelectrodo desarrollado en celdas de combustibles
microfluidicas utilizando glucosa contenida en soluciones amortiguadoras y
glucosa contenida fluidos fisiol6gicos reales.
Evaluar los electrodos desarrollados como sensores de neurotransmisores
(dopamina, serotonina y epinefrina) asi como el estudio de la glucosa como
interferente, obteniendo los limites de cuantificacion deteccion y la
sensibilidad, mediante técnicas electroquimicas como la Voltamperometria

ciclica y Voltamperometria de pulso diferencial.
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ll. Metodologia

Sintesis de NiAl-LDHs

Se siguiod el método reportado por (Abdolmohammad-Zadeh et al., 2011).
Se calentaron 30 mL de agua desionizada para eliminar el exceso de CO, de modo
gue no se formaran carbonatos; luego se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
agregaron los reactivos 0.581g de N,NiO¢ - 6H,0y 0.375g de AIN;0, - 9H,0 bajo
agitacion a temperatura ambiente manteniendo el pH a 9.6 agregando 0.05 M de
NaOH.

Se continué la reaccién por 30 minutos bajo una atmadsfera de nitrégeno,
después se realiz6 un tratamiento hidrotérmico a una temperatura de 90°C por 24h.
Se separo el producto obtenido por centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos y se
lavd 3 veces con agua desionizada. Finalmente, fue secado en mufla a 60°C durante

6 horas para eliminar residuos de agua en el material.

Elaboracion de la tinta catalitica

Para la elaboracion de la tinta catalitica se mezcl6 1 mg de enzima glucosa
oxidasa (GOx), 1 mg de hidréxidos doble laminares de niquel y aluminio (NiAl-
LDHs), 5 mg de bromuro de tetrabutil amonio, 3 mg de carbén vulcan y 300 yL de
buffer de fosfatos pH 7.5.

Elaboracion de solucién tampon (Buffer de fosfatos)

Para realizar la solucion tampoén se realizé una solucion 0.1 M de fosfato de
potasio monobasico (KH,P0,) afiadiendo 6.80 g en 500 mL de agua destilada y una
solucion 0.1 M de fosfato de potasio dibasico (K,HPO,) afiadiendo 11.41 g en 500
mL de agua destilada, después se mezcla la mitad de ambos y se ajusta el pH a 7.5,
afiadiendo mas solucion de fosfato de potasio monobasico si el pH de la mezcla es
superior al deseado o afadiendo mas solucion de fosfato de potasio dibasico si el

pH de la mezcla es inferior al deseado.
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Inmovilizacién enzimatica

Se realiz6 una determinacion de proteinas por el método de Lowry (ver
Anexo 1) para determinar el tiempo 6ptimo en que la mayor cantidad de la enzima se
inmoviliza sobre la superficie del electrodo.

Se prepararon los siguientes reactivos:

Reactivo A: Na,C05 al 2% en una solucion de NaOH al 0.1 M,

Reactivo B;: CuS0, - 5H,0 al 1%,

Reactivo B, : Tartrato al 2%,

Reactivo C: mezclando los reactivos: A, B; y B, en relacion volumen

50:0.5:0.5,

Reactivo de Folin: en agua destilada en proporcion 1:1.

Para hacer los electrodos se cortaron 3 cuadrados de papel Toray de 0.5 x
0.5 cm y se dejaron sumergidos en la tinta catalitica sin enzima 10 minutos, después
se sacaron y se dejaron secar.

Se prepararon 3 tubos eppendorf de enzima GOx con buffer de fosfatos con
pH de 7.5 para obtener una concentracién de 1mg/mL en cada tubo.

Se prepararon 10 grupos de 3 tubos falcon, se cubrieron con aluminio y se
rotularon por grupo como 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 minutos y dentro de
cada grupo se rotularon como 1, 2 y 3, ademas de 1 tubo en el que se preparo el
blanco, el cual contenia 2.5 mL de reactivo C, 0.25 mL de Folin y 0.5 mL de agua
destilada.

Al grupo de tubos del tiempo 0 se le afiadié a cada uno 2.5 mL de reactivo
C, 450 uL de agua destilada y 50 pL de enzima GOx, se agitdo y se dejé reposar
durante 15 minutos, después se le afiadié 0.25 mL de Folin se agitd nuevamente, se
dej6 reposar 30 minutos y se registro la absorbancia obtenida en el Uv-vis a 560 nm.

Se afiadid un electrodo a cada tubo eppendorf que contenia enzima GOx y
se anoto la hora en que se hizo.

A los demas tubos se les afiadié 2.5 mL de reactivo C y 450 pL de agua,
cuando pasaron 10 minutos desde que se afadieron los electrodos a la solucidn con
enzima, se tomaron 50 pL de enzima del tubo con el electrodo y se afadieron a los

tubos de 10 minutos se agitd y se dejo reposar durante 15 minutos, después se le
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afiadio 0.25 mL de Folin se agitd huevamente, se dejo reposar 30 minutos y se ley6
en el Uv-vis a 560 nm, de esta misma forma se procedido con los demas tubos
tomando 50 pL de enzima de cada tubo eppendorf cada 10 minutos hasta llegar a 90

minutos.

Actividad enzimatica

La actividad de GOX se evalu6 siguiendo el método de (Zoghbi et al., 2008),
midiendo la produccién de perdxido de hidrégeno a partir de glucosa colocada como
sustrato. Se utilizé la modalidad de acoplamiento con peroxidasa, usando la 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) como cosustrato. La mezcla de reaccion contenia 30 pL
de TMB 0.4 g/L oxigenado por 10 min; 1.4 pl de una solucion de peroxidasa de 4.3
mg/mL en buffer de fosfato 0.05 M pH 6.9; 5 uL de de B-D-glucosa 4 mM y un
electrodo de papel Toray de 0.2x0.2 cm impregnado de tinta catalitica. Esta mezcla
se incubd por 10 minutos a 25 °C y la reaccién se detuvo agregando 50 pyL de HCI
0.1 N. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 450 nm (méximo de absorbancia

del producto de oxidacion del TMB).

Evaluaciéon de pH éptimo

Se midié la actividad enzimatica a diferentes valores de pH para determinar
el valor en que se obtiene el mayor porcentaje de actividad de la glucosa oxidasa
inmovilizada sobre los electrodos, los valores de pH fueron 5.5, 6, 6.5,7,7.5,8,85y
9.

Las pruebas se realizaron por triplicado, afiadiendo a los tubos la mezcla de
reaccion que consiste en 30 uL de TMB, 1.4 pl de la solucién de peroxidasa, 968.6
uL de B-D-glucosa y un electrodo de papel Toray impregnado de tinta catalitica en

buffer fosfato a los diferentes valores de pH seleccionados.
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Evaluacion de temperatura 6ptima

Se midi6 la actividad enzimatica a diferentes valores de temperatura para
determinar la temperatura en que se obtiene el mayor porcentaje de actividad de la
glucosa oxidasa, los valores de temperatura fueron 25, 30, 35, 40, 45y 50 °C.

Las pruebas se realizaron por triplicado, afiadiendo a los tubos la mezcla de
reaccion que consiste en 30 pL de TMB, 1.4 pL de la solucion de peroxidasa, 968.6
uL de B-D-glucosa y un electrodo de papel Toray impregnado de tinta catalitica en

buffer fosfato a los diferentes valores de temperatura seleccionados.

Evaluacion a diferentes concentraciones de sustrato

Se midié la actividad enzimatica a diferentes concentraciones de sustrato
para determinar el valor en que se obtiene el mayor porcentaje de actividad de la
glucosa oxidasa, las concentraciones fueron 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9y 10 M.

Las pruebas se realizaron por triplicado, afiadiendo a los tubos la mezcla de
reaccion que consiste en 30 pL de TMB, 1.4 pl de la solucién de peroxidasa, 968.6
uL de B-D-glucosa y un electrodo de papel Toray impregnado de tinta catalitica en

buffer fosfato a las diferentes concentraciones de sustrato seleccionadas.

Evaluacién en celda

La celda de combustible microfluidica utiliza electrodos porosos y tiene un
disefio en forma de "V" que genera una distribucibn homogénea de los fluidos. El
soporte de la placa superior de polimetilmetacrilato (PMMA) tiene dos entradas para
los reactivos y una salida para liberar los productos de reaccion en la placa base de
PMMA, una pelicula de elastomero de se utiliza como junta y estructura de canal de
la celda. Las tomas de aire estan dispuestas en ambas placas para mejorar la
concentracion de oxigeno. La evaluacion de la celda microfluidica se llevé a cabo
utilizando diferentes concentraciones de glucosa en solucién buffer de fosfato 0.1 M
pH 7.5 a 10 mV/s como combustible y KOH 0.3 M saturado con Oz en el catodo, a un

caudal de 50 yL/min para ambas corrientes.
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Evaluacion electroguimica

Se evaluo la sensibilidad y especificidad del electrodo de NiAl-LDHs en una
solucion sintética de buffer de fosfatos a un pH de 7.5, similar al de la sangre, con el
neurotransmisor a evaluar.

La caracterizacion  electroquimica se  realiz6 utilizando un
Potenciostato/Galvanostato BioLogic VSP y una celda electroquimica de tres
electrodos. Los electrodos modificados de NiAl-LDHs se utilizaron como electrodos
de trabajo; el electrodo de Ag/AgCl como referencia y una varilla de grafito como
contraelectrodo.

Se realizaron dos técnicas electroquimicas: Voltamperometria de pulso
diferencial y voltamperometria ciclica (DPV y CV por sus siglas en inglés) (Ver
anexos 2 y 3). La voltamperometria ciclica se realizé a 20 mV/s, en un rango de
voltaje de -1 a 1 y 5 ciclos para determinar las concentraciones de los
neurotransmisores por medio de una respuesta corriente-potencial y asi conocer los
valores de potencial donde ocurrié la oxidacion y reduccion de estos.

Se prepardé una solucibn madre de 10 mM de dopamina con buffer de
fosfatos de 7.5 de pH y con ella se realizaron 4 diluciones para obtener
concentraciones de 5 mM, 1mM, 1x10“ M y 1x10° M, con cada concentraciéon se
realiz6 la técnica de DPV para determinar a qué potencial se oxida la dopamina y la
respuesta de corriente que se obtiene. Con la solucién de concentracion de 1 mM
se realiz6 la técnica de CV para observar los picos de oxidacion y reduccion. Este
mismo procedimiento se realiz6 con la serotonina y la epinefrina.

Después se realizaron las mismas 2 técnicas en 4 soluciones que contenian
serotonina y dopamina, serotonina y epinefrina, dopamina y epinefrina, y por ultimo
serotonina, dopamina y epinefrina juntas, todas en una concentracion de 1 mM vy a

partes iguales.
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Evaluacion de interferentes

Se evalud la sensibilidad y especificidad del electrodo de NiAl-LDHs para
trabajar en un entorno mas similar al de la sangre humana, se evaluo el electrodo
con una solucién buffer de pH 7.5 y con glucosa que se encuentran en la sangre y
podria actuar como interferente al oxidarse a un potencial similar al de los
neurotransmisores usados. La glucosa es una parte fundamental en este trabajo, ya
que esta al ser oxidada va proveer de energia eléctrica al sensor por lo que es de
vital importancia que su potencial de oxidacion no interfiera con los

neurotransmisores.
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V. RESULTADOS

Inmovilizacién enzimatica

La inmovilizacion enzimética se realizé por adsorcion sobre un electrodo de
papel Toray de 0.2x0.2cm, para determinar la cantidad de enzima que fue adsorbida
en el electrodo, se utilizo el método de Lowry para determinacion de proteinas.

Conforme pasaba el tiempo mas cantidad de enzima se adsorbia al
electrodo, por lo que en cada medicion la cantidad de enzima libre en el buffer
disminuia, lo cual significa que los valores inversos a esas mediciones son la
cantidad de enzima que se adsorbia al electrodo, la cantidad de enzima adsorbida
se expresod en porcentaje como se observa en la figura 13.

A los 90 minutos la cantidad de enzima que fue inmovilizada fue de 49.36%,
el cual es un valor bastante aceptable en un tiempo relativamente corto.

Entre los 80 y 90 minutos solo se observo un incremento de 1.3% por lo que
se determin6é que no era viable dar mas tiempo de inmovilizacion ya que esta no
incrementaria significativamente.
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Figura 13. Porcentaje de enzima Glucosa Oxidasa inmovilizada sobre el
electrodo durante 90 minutos.
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Evaluacion de parametros operacionales de enzima GOx inmovilizada en NiAl-LDHs

TEMPERATURA

Se evaluo la actividad enzimatica en un rango de temperatura de 25 a 50

°C, obteniendo el maximo de actividad alrededor de los 30°C.

100 Y —@— GOx inmovilizada
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Temperatura (°C)

Figura 14. Actividad enzimatica de la Glucosa Oxidasa a diferentes

temperaturas.

Ya que el biosensor trabajaria con muestras biolégicas, como lo es a
sangre, esta estaria a una temperatura aproximada de 37°C, a esta temperatura la
enzima tiene una actividad alrededor de 85%.

En la figura 14 se observa que a medida que aumenta la temperatura,
también lo hace la tasa de actividad enzimatica, por lo que a una temperatura de
aproximadamente 30°C se alcanza una actividad enzimética 6ptima, después de

esta temperatura, al existir un aumento continuo de la temperatura da como
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resultado una fuerte disminucion de la actividad enzimatica a medida que la enzima
y su sitio activo cambia de forma ya que a altas temperaturas se desnaturaliza.
pH

Se evaluo la actividad enzimatica en un rango de pH de 5.5 a 9, obteniendo

el maximo de actividad alrededor de un valor de 6.5.
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Figura 15. Actividad enzimatica de la Glucosa Oxidasa a diferentes valores
de pH.

La sangre tiene un rango de pH normal de 7.35-7.45, a este valor de pH la
enzima tiene una actividad alrededor de 87%.

En la figura 15 se observa que a medida que aumenta el pH, también lo
hace la tasa de actividad enzimatica, por lo que a un pH de aproximadamente 6.5 se
alcanza una actividad enzimatica optima, después de este pH, al existir un aumento
continuo del pH da como resultado una fuerte disminucion de la actividad enzimética
a medida que el sitio activo de la enzima cambia de forma, provocando su

desnaturalizacion.
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CONCENTRACION DE SUSTRATO

Se evalud la actividad enzimética a diferentes concentraciones de sustrato,
en un rango de 1 a 10 mM de glucosa, obteniendo el maximo de actividad alrededor

de un valor de 10.
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Figura 16. Actividad enzimatica de la Glucosa Oxidasa a diferentes

concentraciones de sustrato (glucosa).

La sangre tiene una concentracion normal de glucosa de alrededor 5 mM, a
esta concentracion de glucosa la enzima tiene una actividad alrededor de 48 %.

En la figura 16 se observa que a medida que aumenta la concentracién de
sustrato, también lo hace la tasa de actividad enzimatica. Un aumento continuo en la
concentracion de sustrato da como resultado la misma actividad ya que no hay
suficientes moléculas de enzima disponibles para descomponer el exceso de
moléculas de sustrato.

Evaluacién en celda
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Para la evaluacion del bioanodo en la celda de combustible, se utilizé el

disefio de la figura 17.

Bicancdo:

Papel Torav/NiAl-LDHs/TBAB/GOx

o
o £ 1

 on j A~ Cug + HR,
O Nt o o

Entrada del cxidante

0.3 M KCH=+C:

Entrada de
ccmbustible

Placas de PMMA

Figura 17. Representacion del electrodo disefiado y del dispositivo

microfluidico.

La evaluacion se realizé con glucosa como combustible a 5, 10 y 20 mM en

un buffer de fosfatos a un pHde 7.5y 0.1 M.

El valor maximo de densidad de potencia para cada concentracién de
glucosa fue de 0.678 mWcm™ para una concentracion de glucosa de 5mM, 1.011
mWcm-2 para una concentracion de glucosa de 10 mM y de 1.355 mWcm2 para una

concentracion de glucosa de 20 mM como se observa en la figura 18.
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Figura 18. Curvas de polarizacion y de densidad de potencia obtenida de la

celda de combustible microfluidica.

En la mayoria de los seres humanos los niveles de glucosa en sangre
varian entre los 4.4 a 6.1 mmol/L. Los niveles de glucosa en la sangre suben hasta
casi 7.8 mmol/L o un poco después de una comida completa. En los seres humanos

el nivel normal de glucosa en la sangre ronda los 5 mmol/L.

Los niveles normales de glucosa en sangre deben ser considerados, ya que
de esto depende la maxima densidad de potencia que podria alcanzarse en la celda
de combustible, por lo que la maxima densidad de potencia que se esperaria de esta
celda de combustible seria de 0.678 mWcma una concentraciéon normal de glucosa
de 5 mM.

Evaluacion electroguimica
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BLANCOS

El primer paso para realizar la evaluacion electroquimica fue realizar una
voltamperometria ciclica sin analito (neurotransmisores) solamente con el electrodo
de carbdn vitreo, electrodo de carbon vitreo + NiAlI-LDHs y electrodo de carboén vitreo
+ GOx inmovilizada sobre NiAI-LDHs, para asi determinar que ninguno de los
componentes del electrodo interferiria con las mediciones.

En la figura 19 se puede observar que en ninguno de los voltamperogramas
se observa algun pico de corriente por lo que se determina que el electrodo puede

utilizarse sin causar ninguna interferencia.

Después se continué con cada uno de los neurotransmisores.

504 —— Carbon vitreo
—— C-NiAl LDHs
404 —— C-NiAl LDHs-GOx

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E(V) vs Ag/AgCI

Figura 19. Voltamperometria ciclica utilizando el electrodo de carbon vitreo
solo (negro), el electrodo de carbdn vitreo con la tinta catalitica sin enzima (rojo) y el

electrodo de carbdn vitreo con la tinta catalitica y enzima (azul)

SEROTONINA
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En la figura 20 se puede observar el CV de la serotonina, en la cual se

obtuvo un pico de oxidacion en un potencial de 0.249 V con una corriente de 47.348

120

100
80 +
60

40
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-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E(V) vs Ag/AgCI

Figura 20. Voltamperometria ciclica de la serotonina a una concentracion
de 1mM en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

En la figura 21 se puede observar el DPV de la serotonina, en la cual se
obtuvieron picos de oxidacion a diferentes concentraciones, la concentracion mas
baja que se pudo sensar fue de 0.01 mM.

La concentracion promedio de serotonina en sangre es de 0.28 a 1.14

umol/L por lo que el electrodo podria ser capaz de medirlo.
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Figura 21. Voltamperometria de pulso diferencial de la serotonina a
diferentes concentraciones en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

Se realizdé también una curva de calibracion (figura 22) con los valores de
corriente y potencial obtenidos en la figura 21 para asi obtener la ecuacion de la

recta y poder determinar la concentracioén de serotonina en cualquier muestra.

La concentracién de serotonina en la figura 21 fue de 0.001 mM a 10 mM,
se observa que la corriente en los picos de oxidacion aumenté con la concentraciéon
de serotonina, por lo que se puede decir que, la corriente de oxidacion es
proporcional a la concentracion de serotonina.

Haciendo la regresion lineal se obtuvo la ecuacion i(uA) = 32.637 x [cSer] (mM)
+32.186 con un coeficiente de correlacion de 0.94 y un limite de deteccion de 0.001
mM.
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Figura 22. Curva de calibracion y ecuacion de la recta de la serotonina a

diferentes concentraciones.

DOPAMINA

En la figura 23 se puede observar el CV de la dopamina, en la cual se
obtuvo un pico de oxidacion en un potencial de 0.112 V con una corriente de 45.87
MA.

80

—1mM

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E(V) vs Ag/AgCI

Figura 23. Voltamperometria ciclica de la dopamina a una concentracion de
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1mM en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

En la figura 24 se puede observar el DPV de la dopamina, en la cual se
obtuvieron picos de oxidacién a diferentes concentraciones, la concentracibn mas
baja que se pudo sensar fue de 0.1 mM.

La concentracion promedio de dopamina en sangre es de 0 a 195.8 pmol/L

por lo que el electrodo no seria capaz de medirlo.
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Figura 24. Voltamperometria de pulso diferencial de la dopamina a

diferentes concentraciones en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.
Se realizdé también una curva de calibracion (figura 25) con los valores de

corriente y potencial obtenidos en la figura 24 para asi obtener la ecuacion de la

recta y poder determinar la concentracion de dopamina en cualquier muestra.
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Figura 25. Curva de calibracion y ecuaciéon de la recta de la dopamina a

diferentes concentraciones

La concentracion de dopamina en la figura 24 fue de 0.01 mM a 10 mM, se
observa que la corriente en los picos de oxidacién aumentd con la concentracion de
dopamina, por lo que se puede decir que, la corriente de oxidacion es proporcional a
la concentracion de dopamina.

Haciendo la regresion lineal se obtuvo la ecuaciéon i(uA) = 38.04 x [cDA] (mM)
+51.347 con un coeficiente de correlacion de 0.94 y un limite de deteccion de 0.01
mM.
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EPINEFRINA
En la figura 26 se puede observar el CV de la epinefrina, en la cual se

obtuvo un pico de oxidaciéon en un potencial de 0.102 V con una corriente de 42.819

60 -+

40

-20 4
—1mM

-40 T T T T T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

E(V) vs Ag/AgCl
MA.

Figura 26. Voltamperometria ciclica de la epinefrina a una concentracion de
1mM en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

En la figura 27 se puede observar el DPV de la epinefrina, en la cual se
obtuvieron picos de oxidacion a diferentes concentraciones, la concentracion mas
baja que se pudo sensar fue de 0.1 mM.

La concentracion promedio de epinefrina en sangre es de 0 a 764,3 pmol/L
por lo que el electrodo no seria capaz de medirlo.
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Figura 27. Voltamperometria de pulso diferencial de la epinefrina a
diferentes concentraciones en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

Se realizdé también una curva de calibracion (figura 28) con los valores de

corriente y potencial obtenidos en la figura 27 para asi obtener la ecuacion de la

recta y poder determinar la concentracién de epinefrina en cualquier muestra.
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Figura 28. Curva de calibracion y ecuacion de la recta de la dopamina a
diferentes concentraciones

La concentracion de epinefrina en la figura 27 fue de 0.01 mM a 10 mM, se
observa que la corriente en los picos de oxidacién aumentd con la concentracion de
epinefrina, por lo que se puede decir que, la corriente de oxidacion es proporcional a
la concentracion de epinefrina.
Haciendo la regresion lineal se obtuvo la ecuacion i(pA) = 18.768 x [cEp] (mM)
+37.229 con un coeficiente de correlacion de 0.9218 y un limite de deteccién de 0.01
mM.

DOPAMINA-EPINEFRINA-SEROTONINA

El potencial al que se alcanza la oxidacién en la epinefrina y la dopamina
estan muy cercanos (Dopamina 0.112 y epinefrina 0.102 V) por lo que podria ser
dificil separar ambas sefiales, por loque se realiz6 un CV y un DPV con los 3
neurotransmisores en la misma proporcion para observar y determinar si estos

neurotransmisores pueden ser sensados simultaneamente.
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Figura 29. Voltamperometria ciclica de la serotonina, dopamina y epinefrina
a una concentracion de 1mM en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

Podemos observar en ambos experimentos (figura 29 y 30) que cuando se
analiza a la dopamina y a la epinefrina juntas, ambas sefiales se superponen y se
observa un Unico pico, con una corriente mas alta, pero al incluir a la serotonina en
el experimento, el pico superpuesto de la dopamina y la epinefrina disminuye su

corriente.
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Figura 30. Voltamperometria de pulso diferencial de la serotonina,
dopamina y epinefrina a diferentes concentraciones en buffer de fosfatos 0.1 M y pH
de 7.5.

Los picos de oxidacién de la serotonina se mantienen en el mismo potencial

Y NO Se ven afectados por los otros neurotransmisores.

GLUCOSA

La glucosa es una molécula que también se encuentra en la sangre, y al ser
primordial para la obtencion de energia en la celda de combustible, realizamos un
DPV (figura 31) para determinar si el potencial al cual se oxidaba no interferia con el

de los neurotransmisores.
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Su potencial de oxidacion fue de -0.44 V por lo cual no interferia con las
sefales de los neurotransmisores, al mismo tiempo se observd que también se
podia realizar un sensado de la glucosa en sangre y a concentraciones muy bajas
de hasta 1x10° M|
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E(V) vs Ag/AgCI

Figura 31. Voltamperometria de pulso diferencial de la glucosa a diferentes

concentraciones en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 7.5.

V. CONCLUSIONES

Este trabajo ha demostrado que se puede fabricar un electrodo utilizando la
enzima glucosa oxidasa inmovilizada sobre hidréxidos doble laminares de niquel y
aluminio para la deteccién de neurotransmisores.

En la fabricacion del electrodo se logré una inmovilizacion enzimatica

52



rapida, ya que en 90 minutos se logré inmovilizar el 49.36% de la enzima sobre el
electrodo, no se consideré viable dar mas tiempo de inmovilizacién, ya que la
cantidad de enzima inmovilizada no incrementaria significativamente.

Debido a que el electrodo fabricado tiene como objetivo futuro analizar
muestras de sangre, todos los parametros a los que se evalud, fueron los
pardmetros que contiene la sangre, tanto temperatura como pH y concentracion de
sustrato (glucosa), para los cuales demostrd tener una buena actividad enzimatica
del 85-87% a una temperatura de 37 °C y un pH de 7.4, esto nos indica que el
electrodo fabricado es capaz de analizar muestras biologicas sin perder su actividad
enzimatica y, por lo tanto, su capacidad de generar energia, como se demostr6 en la
evaluacion de la celda microfluidica ya que a una concentracion de glucosa de 5mM
se obtuvo una densidad de potencia de 0.678 mWcm™2 la cual puede ser utilizada
para alimentar parte del circuito de un dispositivo Lab-on-a-chip.

Ya que se determind que el electrodo fabricado es capaz de generar
energia eléctrica mediante la oxidacion de la glucosa contenida en el analito
mediante la accion de la enzima glucosa oxidasa, se evalué la capacidad que
tendria este electrodo para sensar la dopamina, serotonina y epinefrina.

Mediante las técnicas voltamperométricas realizadas (DPV y CV) pudimos
determinar los potenciales de oxidacién de cada uno de estos neurotransmisores, el
electrodo es capaz de sensar cada uno de los neurotransmisores, se obtuvieron sus
picos de oxidacion a los potenciales de 0.249 V, 0.112 y 0.102 para la serotonina,
dopamina y epinefrina respectivamente. Los potenciales a los cuales se daba el pico
de oxidaciéon de la dopamina y la epinefrina se encuentran muy cercanos por lo que
este electrodo no seria capaz de separar las sefiales para asi determinar la
concentracion de cada uno de estos dos neurotransmisores, sin embargo, podria
sensar la serotonina ya que su potencial de oxidacién no se encuentra tan cercano
al de la dopaminay la epinefrina.

Tomando en cuenta que este electrodo va a realizar el trabajo de oxidar la
glucosa para generar energia para ser utilizada en el dispositivo y el del censado de
los neurotransmisores en muestras biolégicas se tiene que tomar en cuenta que en
la sangre también existen otras sustancias, por lo que se evalud a la glucosa como

interferente, esta demostro que su potencial de oxidacion es a -0.44 V por lo que no
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interfiere con la sefial de los neurotransmisores y puede ser censada de igual

manera.

VI. PERSPECTIVAS Y TRABAJO FUTURO

Durante el desarrollo de esta tesis han surgido lineas de investigacion y
algunas otras que quedaron abiertas y en las que es posible seguir trabajando.

A continuacion, se presentan algunos trabajos futuros que pueden
desarrollarse como resultado de esta tesis y otros que, por exceder el alcance de
esta tesis, no han podido ser desarrollados.

Entre los posibles trabajos futuros se destacan:

e Evaluar los electrodos desarrollados como sensores de neurotransmisores
(dopamina, serotonina y epinefrina) en muestras de sangre reales obteniendo
los limites de cuantificacion, deteccion y la sensibilidad.

e Evaluar otras sustancias presentes en la sangre como interferentes para
determinar si su presencia interfiere con el sensado de los neurotransmisores.

e Modificar el electrodo desarrollado para que sea capaz de separar los
potenciales de oxidacion de cada uno de los neurotransmisores para poder

medir cada uno individualmente.
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VII. ANEXOS

ANEXO 1
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

El ensayo de Lowry es el método colorimétrico mas comun para determinar
el contenido de proteina en la solucién.

El ensayo de proteinas de Lowry se basa en la reaccion de Biuret con
pasos y reactivos adicionales para aumentar la sensibilidad de deteccién. En la
reaccion de biuret, el cobre interactia con cuatro atomos de nitrégeno de péptidos
para formar un complejo cuproso. Lowry afiade acido fosfomolibdico/fosfotungstico
también conocido como reactivo de Folin-Ciocalteu. Este reactivo interactia con los
iones cuprosos Yy las cadenas laterales de tirosina, triptéfano y cisteina para producir
un color verde azulado (que depende en parte del contenido de tirosina y triptéfano)
que se puede detectar entre 650 nm y 750 nm. El rango de deteccion de proteinas
es de 5a 100 ug. (C.-H. Shen, 2019).
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ANEXO 2
VOLTAMPEROMETRIA CICLICA (CV)

La voltamperometria ciclica (CV) suele ser el primer experimento realizado
en un estudio electroquimico de un compuesto, un material biolégico o la superficie
de un electrodo. Su efectividad resulta de su capacidad para observar rapidamente
el comportamiento redox en un amplio rango de potencial. El voltamograma
resultante es analogo a un espectro convencional en el sentido de que transmite
informacion en funcién de un escaneo de energia.

La voltamperometria ciclica consiste en ciclar el potencial de un electrodo,
el cual es sumergido en una solucién sin agitar y medir la corriente resultante. (Peter
T. Kissinger, 1983)
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Figura 30. Sefal tipica de excitacion de una voltamperometria ciclica.
(Peter T. Kissinger, 1983)

La respuesta de corriente de un pequefio electrodo estacionario en una
disolucidon no agitada se excita por medio de una onda triangular de voltaje como en

la figura 30. Esta sefial de excitacidén de potencial barre el potencial de electrodo

56



entre dos valores, algunas veces llamado “switching”.

Este ciclo de excitacion generalmente se repite varias veces. Los extremos
de voltaje en los cuales ocurre la inversion son llamados potenciales de cambio. El
intervalo de potenciales de cambio que se escoge para un experimento dado es
aguel en que ocurre la oxidacion o la reduccion controlada por la difusion de uno o
mas analitos. La direccion del barrido inicial puede ser negativa 0 positiva,
dependiendo de la composicion de la muestra (un barrido en direccion de
potenciales mas negativos se denomina barrido directo, mientras que uno en la
direccién opuesta es llamado barrido inverso). Generalmente, la duracién de los
ciclosvade 1 sa 100 s 0 mas.

La velocidad de barrido (v) se refleja en la pendiente de la linea de potencial

inicial y del potencial de inversion.

Un sistema CV consta de una celda de electrdlisis, un potenciostato, un
convertidor de corriente a voltaje y un sistema de adquisicion de datos (ver figura
32).

La celda de electrolisis consta de un electrodo de trabajo, un
contraelectrodo, un electrodo de referencia y una solucion electrolitica. El electrodo
de trabajo lleva a cabo el evento electroquimico de interés. Se utiliza un
potenciostato para controlar el potencial aplicado del electrodo de trabajo en funcién
del potencial del electrodo de referencia. El potencial del electrodo de trabajo varia
linealmente con el tiempo, mientras que el electrodo de referencia mantiene un
potencial constante. (Elgrishi et al., 2018) EI contraelectrodo conduce la electricidad
desde la fuente de la sefial hasta el electrodo de trabajo. El propdsito de la solucion
electrolitica es proporcionar iones a los electrodos durante la oxidacion y reduccion.
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Figura 32. Sistema de voltamperometria.

Un potenciostato es un dispositivo electronico que utiliza una fuente de
alimentacion de corriente continua para producir un potencial que se puede
mantener y determinar con precision, al mismo tiempo que permite introducir
pequefias corrientes en el sistema sin cambiar el voltaje. El convertidor de corriente
a voltaje mide la corriente resultante y el sistema de adquisicion de datos produce el

voltamperograma resultante. (Skoog et al., 2001)

Electrodo de trabajo

7

.l Contraelectrodo
o

Electrodo de referencia

Figura 33. Configuracion de 3 electrodos de una celda tipica de electrolisis.
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Se obtiene un voltamperograma ciclico midiendo la corriente en el electrodo
de trabajo durante los barridos de potencial. La figura 34 muestra un voltamograma

ciclico resultante de la reduccion y oxidacién de un solo electron.

TP = I W,

Figura 34. Sefial de respuesta en voltametria ciclica.

Se observa en la figura 34 que a medida que se alcanza el inicio de la
oxidacion (Eonset), la corriente aumenta exponencialmente (b) a medida que el analito
se oxida en la superficie del electrodo de trabajo. La corriente alcanza el pico
maximo en el punto (c).

La inversion de escaneo a potenciales negativos (escaneo reductivo)
continda oxidando el analito hasta que el potencial aplicado alcanza el valor en el
que el analito oxidado que se ha acumulado en la superficie del electrodo puede
volver a reducirse (e).

El proceso de reduccion refleja el de oxidacién, solo que con una direccion
de exploracion opuesta (f). Las corrientes maximas anodica y catodica deben ser de
igual magnitud, pero con signo opuesto, siempre que el proceso sea reversible (y si
el pico catddico se mide en relacion con la linea de base después del pico anddico).
(Bard & Faulkner, 2001) (Skoog et al., 2001)
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ANEXO 4
VOLTAMPEROMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL (DPV)

La voltamperometria de pulso diferencial (DPV) es una técnica de pulso que
esta disefiada para minimizar las corrientes de carga de fondo. En DPV, se elige un
valor de potencial base en el que no hay reaccién faradaica y se aplica al electrodo.
El potencial base aumenta entre pulsos con incrementos iguales (figura 34). La
corriente se mide inmediatamente antes de la aplicacién del pulso y al final del pulso,
y se registra la diferencia entre ellos (Simdes & Xavier, 2017). Los pulsos cortos
hacen que la técnica sea muy sensible, lo que le otorga una ventaja de precision de
al menos una parte por billon durante un analisis.

Estos puntos de muestreo se seleccionan para permitir el decaimiento de la
corriente no faradaica (de carga). La diferencia entre las mediciones de corriente en

estos puntos para cada pulso se determina y se grafica contra el potencial base.
(Kounaves, 2015)

| i

)4/

POTENCIAL (V)

TIEMPO (S)

Figura 34. Perfil de variacion del potencial aplicado en voltamperometria
diferencial de pulsos. (Westbroek, 2005)
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Esta técnica proporciona una discriminacion sustancial contra la corriente de

carga y proporciona una curva ideal con forma de pico (figura 35) (Drake et al.,

1978).

Figura 35. Respuesta tipica de un voltamograma de pulso diferencial.
(Islam & Channon, 2019)

Un sistema DPV se construye como en la figura 32, a part.
La técnica DPV es importante para la determinacién de productos
farmacéuticos, colorantes, insecticidas y pesticidas. En general, estos métodos

ofrecen alta sensibilidad, bajo limite de deteccion, facil operacion y el uso de

instrumentacion simple. (Ni et al., 2001) (Ries et al., 2011)
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