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Resumen

El comportamiento de dos sensores electroquimicos construidos a partir de superficies de carbon vitreo
modificadas electroquimicamente con sustancias organicas, tales como tiourea (TIO) y quitosano (QUIT) y
nanoparticulas de oro (AuNPs) fue investigado en solucién buffer acetato pH = 6,7 + dopamina (DA) + acido
ascorbico (AA) + acido arico (AU), empleando las técnicas: voltamperometria ciclica (VC) y voltamperometria
de onda cuadrada (VOC). Ambos sensores mostraron una alta selectividad y sensibilidad hacia la DA en presencia
de los interferentes AA y AU como resultado de la atraccion electrostatica que ejercen las AuNPs sobre la forma
protonada de la DA. Con el sensor electroquimico AuNPs/TIO/CV, en presencia de AA 'y AU 100 uM, se obtuvo
un limite de deteccion de 0,15 pM de DA y una sensibilidad de 70.000 pA mM™ mientras que con el sensor
electroquimico AuNPs-QUIT/CV en presencia de AA y AU 100 uM el limite de deteccion fue de 0,08 UM y una
sensibilidad de 74.220 pA mM™..
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Abstract

The electrochemical behavior of two electrochemical sensors constructed from glassy carbon surfaces
electrochemically modified with organic substances, such as thiourea (T1O) and chitosan (QUIT) and gold
nanoparticles (AuUNPS) was investigated in acetate buffer solution pH = 6.7 + dopamine (DA) + ascorbic acid (AA)
+ uric acid (AU), using the techniques: cyclic voltamperometry (CV) and square wave voltamperometry (VOC).
Both sensors showed high selectivity and sensitivity to the DA in the presence of AA and UA interferences as a
result of electrostatic attraction exerted by the AuNPs on the protonated form of DA. With the electrochemical
sensor AUNPs/TIO/ CV, in the presence of AA and UA 100 uM, a detection limit of 0.15 uM DA and a sensitivity
of 70,000 pA mM™ was obtained whereas with the AuUNPs-QUIT/CV electrochemical sensor in the presence of
100pM AA and UA the detection limit was 0.08pM and a sensitivity of 74,220 pA mM™.
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Introduccién

La dopamina es el neurotransmisor catecolaminérgico mas
importante del sistema nervioso central (SNC) de los
mamiferos y es por ello que es de gran interés médico y
farmacoldgico. Cambios en la concentracion de este
neurotransmisor en ciertas regiones del cerebro pueden dar
origen a una variedad de enfermedades, tales como, la
enfermedad de Parkinson®, esquizofrenia® y epilepsia®. Este
neurotransmisor es una sustancia que se oxida facilmente y
es por esta razOn que existe en la literatura una gran
variedad de articulos referentes a su oxidacion®®. Sin
embargo la determinacion electroquimica de DA es
complicada debido a la interferencia de varias sustancias

como el AA y AU presentes en el medio donde ella se
oxida. Estas sustancias se encuentran presente en grandes
concentraciones y se oxidan a potenciales cercanos al
propio potencial de oxidacién de la dopamina'?®. Para
incrementar la selectividad en la deteccion de la DA se han
desarrollado muchos métodos relacionados con el
pretratamiento y modificacion de superficies electrédicas
para tal fin*®7"%.

En la dltima década se han desarrollado sensores
voltamperometricos para la determinacién de DA basados
en electrodos metalicos, como oro y éxidos de estafio e
indio modificados quimicamente para soportar a las
AuNPs**°,
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Recientemente se han desarrollado sensores electro-
quimicos modificando superficies de carbdn vitreo (SCV)
con sustancias quimicas que actdan como soporte de las
AuNPs. Las superficies electrédicas de carbén vitreo son
biocompatibles con una gran cantidad de sustancias
electroactivas de interés médico y farmacoldgico. Ademas,
estas superficies ofrecen una baja corriente residual en un
amplio intervalo de potencial y un sin fin de posibilidades
en la formacion de enlaces covalentes con una gran
variedad de sustancias organicas e inorganicas™ ™.

En el presente trabajo, se describe la preparacion y el
comportamiento electroquimico de dos sensores electro-
quimicos basados en AuNPs, el sensor AuUNPs/TIO/CV, en
el cual las AuNPs fueron soportadas sobre una superficie
de carbon vitreo previamente modificada con tiourea y el
sensor AUNPs-QUIT/CV, en donde las AuNPs y el QUIT
fueron electrodepositados simultdneamente sobre la
superficie electrddica de carbon vitreo. Ambos sensores
fueron utilizados para la cuantificacion de DA en presencia
de altas concentraciones de AAy AU.

Parte experimental
Reactivos

La dopamina (DA), el acido ascérbico (AA) y el acido
arico (AU) fueron suministrados por Fluka, la tiourea
(TIO) por Merck, el quitosano (QUIT) de viscosidad
20000 cps por Aldrich y el &cido tetracloro aurico por
MercK. El agua utilizada fue de calidad Milli Q 18 MQ
(Millipore, Milford, MA, USA). Todos los reactivos
fueron utilizados sin ningun tratamiento adicional de
purificacion. Soluciones stock de DA, AA y AU fueron
preparadas en agua desionizada de 18 MQ.cm. Soluciones
de mas baja concentracion de estos iones fueron
preparadas por dilucién de las soluciones stock con agua
desionizada de 18 MQ.cm.

Sintesis de AUNPs

Método I: la formacion de AuNPs se llevé a cabo a partir
de la reduccion quimica del &cido tetracloro aurico en
presencia de citrato de sodio como agente reductor tal
como fue expuesto en el trabajo desarrollado por Cai et
al.*: la disolucién de oro coloidal formada fue almacenada
en un recipiente de color &mbar a 4°C.

Método II: las AuNPs fueron formadas por reduccion del
acido tetracloro aurico (5% p/p) en presencia de QUIT
(0,2% p/p) sobre la superficie electrodica de carbon vitreo
a un potencial de -2,5 V por 150 segundos.

Aparatos

Los experimentos por VC y VOC se realizaron en un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12 y una

celda de vidrio de un compartimiento y tres electrodos. Un
electrodo de Ag/AgCI (sat) fue utilizado como electrodo de
referencia y un alambre de platino como electrodo
secundario. Como electrodos de trabajo se utilizaron,
electrodos de disco de carbon vitreo (CV), (d = 3mm) sin
modificar y modificados con TIO/AuNPs y AuNPs-QUIT.

Los experimentos de UV-visible fueron realizados en un
espectrofotometro UV/VIS JEWAY empleando una celda
plastica de 1cm de espesor.

El tamafio y forma de las AuNPs fue investigada con un
microscopio de electrénico de transmision, marca Hitachi,
modelo H7000.

Tratamiento de las SCV

Las SCV fueron pulidas con diferentes grados de alimina
(0,3 y 0,05 um) provenientes de la Buehler usando agua
desionizada como lubricante. Posterior a dicha limpieza
mecanica, dichas superficies fueron sometidas a una
limpieza electroquimica por VC en una solucion 0,1 M
HCIO, aplicando un determinado numero de barridos
ciclicos entre -0,2 V 'y 1,7 V. Una vez que las SCV fueron
tratadas siguiendo los pasos descritos anteriormente se
procedio a caracterizarlas electroguimicamente y a realizar
las distintas modificaciones sobre sus superficies con la
finalidad de desarrollar los sensores electroquimicos
utilizados en el presente trabajo:

Sensor _electroquimico  AUNPs/TIO/CV: la electro-
deposicion de tiourea sobre la superficie de CV se hizo
siguiendo el procedimiento descrito por Chai et al*®. El
electrodo de CV una vez tratado por limpieza
electroquimica es modificado con TIO, aplicandole un
barrido de potencial por VC entre -0,8 a 1,5 V a una
velocidad de 0,1 V/s por diez ciclos. Durante este proceso
ocurre la oxidacion de la tiourea permitiendo que uno de
los grupos amino que posee interactué con los grupos
funcionales presentes en la superficie de carbon vitreo
permitiendo asi su adsorcién electroquimica. Posterior-
mente se procede a colocar sobre la SCV modificada con
TIO, 15 pL de una mezcla coloidal de AuNPs, a la cual se
le aplica aire frio hasta que el solvente de la mezcla se
evapore. Posteriormente esta SCV modificada fue activada
por VC en solucién buffer fosfato pH = 6,7 antes de ser
utilizada como sensor electroquimico de DA en presencia
de AAy AU.

Sensor__electroquimico  AuNPs/QUIT/CV: la electro-
deposicion simultanea de QUIT y AuNPs sobre la SCV se
llevé a cabo en una mezcla de quitosano (0,2% p/p) y
acido tetracloroadrico (5% p/p) en una relacion 1/1
aplicando un potencial de -2,5V por 150 s siguiendo el
procedimiento descrito por Yang et al'®. La SCV
modificada se lava con agua desionizada y se activa por
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VC en solucion buffer fosfato pH = 6,7 antes de ser
utilizada como sensor electroquimico de DA.

Resultados y discusion
Caracterizacion del tamafo de las AuNPs

Las técnicas de espectroscopia UV-visible y microscopia
electronica de transmision (TEM) permitieron caracterizar
el tamafio y forma de las nanoparticulas de oro
sintetizadas. La figura 1A muestra el espectro obtenido con
una alicuota de las AuNPs sintetizadas por reduccién del
acido tetracloro &urico con citrato, la aparicion de un
méaximo de absorcion a 525 nm, es caracteristico de
AuNPs con un tamafio de 16 a 20 nm, de acuerdo a los
resultados reportados en la literatura'. La figura 1B
muestra la imagen obtenida por TEM de las AuNPs
sintetizadas, observandose que presentan una forma
irregular y un tamafio promedio de 18,2 £ 2,1 nm.

Sensor electroquimico AUNP/TIO/CV

En la figura 2A se muestra el comportamiento
electroquimico del electrodo de CV sin modificacion
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Fig. 1. A) Espectro UV/VIS de una mezcla coloideal de oro en
medio acuoso (espectrofotémetro UV/VIS JEWAY vy celda pléstica
de 1 cm de espesor). B) Imagen de AuNPs de oro obtenidas por
TEM de las sintesis con citrato de sodio.
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quimica, modificado con TIO, y del sensor electroquimico
AuNPs/TIO/CV en una solucién buffer fosfato pH = 6,7.
Se observa que la respuesta electroquimica del sensor
electroquimico AuNPs/TIO/CV se incrementa con
respecto a la respuesta electroquimica de los otros
electrodos. Este comportamiento es atribuido a un aumento
de la actividad electroquimica del electrodo, tal vez debido
a que se hace mas rugoso aumentando su area superficial.
La estabilidad del sensor electroquimico AuNPs/TIO/CV
fue probada ciclandolo varias veces en solucion buffer
fosfato pH = 6,5, observandose reproducibilidad de la
respuesta electroquimica del sensor electroquimico. Esta
estabilidad es atribuida a que la pelicula TIO
electrodepositada sobre la superficie de CV presenta
grupos aminos con carga parcial positiva que permiten que
las AuNPs se puedan adsorber por atraccion electrostatica.

La figura 2B muestra las respuestas electroquimicas del
electrodo de CV sin modificacién quimica y del sensor
electroquimico AuNPs/TIO/CV en solucion buffer fosfato
pH =6,7 + DA (0,1 mM) en presencia de AA (0,1 mM)y
AU (0,1 mM).

==+ Electrodo de carbdn vitreo sin modificacién quimica (CV)

.5 —— Sensor TIO/CV
6,0X10" 1— sensor AuNPs/TIOICY

4,0x10°1

2,0x10°1

iIA

0,04

-2,0x10°

-4,0x10°1
-04 -02 00 02 04 06 08
V vs Ag/AgCl (sat)

==+ Electrodo de carbn vitreo sin modificacion quimica
= Sensor electroguimico AUNPS/TIO/CV

3,0x10°
2,0x10™
< 1,0x10°

0,0+

-1,0x10°1
04 02 00 02 04 06 08
V vs Ag/AgCl (sat)

Fig. 2: A) Voltamperogramas ciclicos obtenidos con un electrodo de
CV sin modificacion quimica, modificado con TIO y modificado
con AuNPS/TIO en solucién buffer fosfato de pH = 6,7, v=
200mVs™. B) Respuesta electroquimica del electrodo del electrodo
de CV sin modificacion quimica y el sensor electroquimico
AUNPs/TIO/CV en solucidn buffer fosfato pH = 6,7 + DA (0,21 mM)
en presencia de AA (0,1mM) y AU (0,1 mM); v=200mV s™.
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Se observan dos picos de oxidacion (A y B) correspondientes
a la oxidacion electroquimica de la DA y el AU
respectivamente. La sefial de oxidacion del AA no se observa,
lo que es indicativo de que ambos sensores actlian como una
barrera efectiva a la oxidacion electroquimica del AA a pH =
6,7. El pico A* corresponde a la reduccion de la
dopaminoquinona (DAQ), producto de la oxidacion de la
DA. La respuesta electroquimica del sensor electroquimico
AUNPS/TIO/CV varia muy poco cuando este se cicla
indefinidamente por VC entre -0,3 hasta 0,7 V en presencia
de DA, AA 'y AU, lo cual es indicativo que la modificacion
AuNPs/TIO evita que la superficie electrodica se pasive
rapidamente tal como se observa cuando se utiliza el
electrodo de CV sin modificacion quimica.

== huffer pH 6,7+ AA 0,1 mM

SB+ DA 2x10™ mM
SB+ DA 4x10°mM
- - - SB+DA 6x10°mM
—————— SB+ DA 8x10* mM
- SB+ DA 1x10°mM
SB+ DA 1,2x10°mM
SB+ DA 1,4x10°mM
m— SB+ DA 1,6x10° mM

3,0x10" A

2,5x10™ 1

2,0x10™ 1

i/A

T1,5x10 1

1,0x10™

5,0x10° r r r r r .
04 02 00 02 04 06 08

V vs Ag/AgCl (sat)
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En la figura 3A se muestra la familia de voltamperogramas
obtenidos con el sensor electroquimico AUNPS/TIO/CV por
VOC manteniendo constante la concentracion de AA (0,1
mM) y AU (0,1 mM) y variando la concentracion de DA
entre 2 x10* y 1,6 x10° mM. El pico de corriente a
potenciales menores de 0,1 V puede ser atribuido a la sefial de
oxidacion que se observa con el sensor electroquimico
AuNPs/TIO/CV en solucion buffer fosfato de PH = 6,7 entre
-0,1 y 0,1 V. La figura 3B muestra el comportamiento lineal
de Ip vs. concentracion de DA. Estos resultados muestran que
el sensor electroquimico AuUNP/TIO/CV, permite la
cuantificacion de DA en presencia de AA y AU. EI limite de
deteccion fue 0,15 uM y el limite de cuantificacion fue de
0,50 uM, con un coeficiente de relacion de 0,99561.

+ AU 0,1 mM = Solucién Blanco = SB

120,
B
80+
<
N
40; Y = 70000 + 4,021
R=099561 SD = 3,48065
0 nd A3 3
0,0  6,0x10" 1,2x10° 1,8x10
[DA]/mM

Fig. 3: A) Familia de voltamperogramas obtenidos por VOC en una solucion buffer fosfato pH = 6,7 con el sensor electro-quimico
AUNPs/TIO/CV al variar la concentracion de DA y manteniendo constante las concentraciones de AA y AU. B) Comportamiento de

I» vs [DA] en presencia de AAy AU

Sensor electroquimico AUNPs-QUIT/CV

Se realiza la electrodeposicion simultanea de AuNPs y
QUIT debido a que al potencial de -2,5 V que se le aplica
al electrodo existe evolucidn de hidrégeno en la interface
electrodo-solucion, por lo que el pH en dicha interface es
mas basico que en la solucién favoreciendo la co-
precipitacion de las AuNPs y el QUIT sobre la superficie
electrodica. La figura 4 muestra el comportamiento
electroquimico del electrodo de CV sin modificacién
guimica y modificado con AuNPs-QUIT en una solucién
buffer fosfato pH = 6,7. Se puede observa que la respuesta
electroquimica del sensor electroguimico AuNPs-
QUIT/CV se incrementa con respecto a la respuesta
electroquimica del electrodo de carbén vitreo sin
modificacion quimica. Nuevamente este comportamiento
puede ser atribuido a un aumento de la actividad
electroquimica del electrodo, tal vez debido a que se hace
mas rugoso aumentando su &rea superficial.

=+ ‘Electrodo de carbon vitreo sin modificacion quimica (CV)
2,0)(10'5- = Sensor electroguimico AUNPs-QUIT/CV

1,0x10°

<00,
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5
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V vs Ag/AgCl(sat)
Fig. 4: Voltamperogramas ciclicos obtenidos con un electrodo de

carbon vitreo sin modificar y con el sensor electroquimico
AUNPs-QUIT/CV en solucién buffer fosfato 6,7; v=200mVs™.

-3,0x10
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La figura 5A muestra la familia de voltamperogramas que
se obtienen con el sensor electroquimico AuUNPs-QUIT/CV
en solucién buffer fosfato pH = 6,7; solucion buffer fosfato
pH = 6,7+ DA 0,1 mM; solucion buffer fosfato pH = 6,7 +
DA 0,1 mM + AA 0,1 mM y solucién buffer fosfato pH =
6,7 + DA (0,1 mM) + AA (0,1 mM) + AU (0,1 mM). Se
observa que la oxidacion electroquimica tanto de AAy AU
sobre este electrodo modificado es completamente
suprimida y que la sefial de la oxidacion electroquimica de
la DA no cambia con la presencia de AA y AU. Este
comportamiento es indicativo que el sensor electroquimico
AuNPs-QUIT/CV bloguea completamente la oxidacion del
AA'y del AU y hace estable la oxidacion electroquimica de
la DA. Después de barridos sucesivos la sefial de oxidacion
de la DA y la forma del voltamperograma se mantienen,

— buffer pH 6,7 = SB
=SB +DA01MM

143

indicativo que la presencia de AA y AU no afecta a la
sefial electroquimica de la oxidacion de DA.

En la figura 5B se muestra la familia de voltamperogramas
obtenidos con el sensor electroquimico AuNPs-QUIT/CV
por VOC en una solucién buffer al mantener constante la
concentracion de AA (0,1 mM) y AU (0,1 mM) y variar la
concentracion de DA entre 2x10* mM a 6x10” mM. La
figura 5C muestra el comportamiento lineal de Ip vs.
concentracion de DA. Este comportamiento muestra que el
sensor electroquimico  AuNPs/QUIT/CV  permite la
cuantificacion de DA en presencia de AA y AU, con un
limite de deteccion de 0,080 puM y un limite de
cuantificacion de 0,25 uM, con un coeficiente de relacion
de 0,99089.

—bufferpH6,7+AA y

3,0X10'4' ————— SB+DA 0L mM+AA 0,1mM AUO.LmM = SE
SB+DA01mM+AA 0,1 mM+AUO,LmM B — = SE+DAI0%mM
4 3.8x10" — . =SE +DA 3x10° mM 60 .
2,0x10 "1 : + 'SE+DA4x10* mM 4/
——SE + DA 5x10*mM C /
1,0X10-4' 3,6x10% = SE + DA 6x10° NM 5 /./
q
< -4 \1 1/
~ 0,04 3,4x10" 1 = /
< % /
1,0x10°4 32107 Y = 74220 + 12,374
2 010" 0 R=0,99089
2,0x10 o § SD=184183
\ i ) ' " ' 2,8x10" T T , - - -
04 02 00 02 04 06 08 oo o1 oz o3 2000 4000°  6000°
V vs Ag/AgCl(sat) V vs Ag/AgCl(sat) [DA)imM

Fig. 5: A) Respuesta electroquimica del sensor (AuNPs-QUIT/CV) en solucién buffer fosfato pH = 6,7 + DA (0,1 mM) en ausencia y
presencia de AA (0,1 mM) y AU (0,1 mM); v=200 mV s™. B) Familia de voltamperogramas obtenidos por VOC en una solucién
buffer fosfato pH = 6,7 con el sensor electroquimico (AuNPs-QUIT/CV) variando la concentracién de DA y manteniendo constante la
concentracion de AA y AU. C) Comportamiento de Ip vs. [DA] en presencia de AAy AU.

Conclusiones

El desarrollo de cargas opuestas entre la superficie del
sensor electroquimico AuNPs/TIO/CV vy el analito DA en
solucion buffer fosfato pH = 6,7 en presencia de AAy AU
permitié incrementar la sensibilidad para la deteccién y
cuantificacién de DA, obteniéndose un limite de deteccion
de 0,15 uM y limite de cuantificacion de 0,5 uM.

El uso de peliculas de QUIT-AuUNPs sobre superficies de
carbdn vitreo suprime la oxidacién electroquimica del AA
y del AU permitiendo su empleo en el desarrollo de
sensores electroquimicos para la deteccién y cuantificacién
de DA en presencia de altas concentraciones de AA y AU
con un limite de deteccion de 0,080 uM vy limite de
cuantificacion de 0,25 pM.
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