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RESUMEN

En el presente trabajo se modificaron electrodos de carbon vitreo (GCES) con
nanoparticulas de oro recubiertas con cisteamina (AuNp@cisteamina) y dendrimeros
de poli(lamidoamina) generacion 4.5 (PAMAM) para la deteccibn amperométrica
altamente selectiva de acido urico en suero sanguineo humano. El proceso de
modificacion de los GCEs se llevé a cabo complementando la metodologia reportada
en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion. Este método se compone de tres
pasos principales: (a) sintesis quimica de las AuNp@cisteamina, (b) electroadsorcion
de las AuNp@cisteamina sobre los GCEs y (c) quimiadsorcion de dendrimeros PAMAM

sobre el sustrato GCE/AuNp@cisteamina.

El sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM se caracterizO mediante: ()
espectroscopia UV-Vis, para establecer un patrén de crecimiento y tamafio de las
AuNp@cisteamina; (b) microscopia RAMAN, para demostrar la interaccion covalente
entre el azufre de la cisteamina y el oro nanoparticulado; (c) espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FT-IR), para demostrar que el sistema fue quimicamente
modificado por dendrimeros y (d) microscopia electrénica de transmision (TEM), para
evaluar composicién cristalografica y tamafio de las AuNp@cisteamina. Asi mismo, se
demostro via electroquimica que el sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM presenta
un efecto electrocatalitico y de preconcentracion para la oxidacion de &cido Urico,
promovidos por las nanoparticulas de oro y la asociacién quimica de los dendrimeros
de poli(amidomina). Los electrodos asi modificados, fueron utilizados para la deteccion
amperométrica por adicion de estandar de muestras de suero sanguineo humano de
pacientes con preeclampsia. Los resultados obtenidos se compararon contra aquellos
obtenidos por el método enzimatico (ENZ) encontrandose variaciones menores al 10%
qgue no son significativas desde el punto de vista practico. En este contexto los
detectores electroquimicos son una propuesta atractiva por su alta portabilidad, facil

operatividad, menor costo y seguridad.



ABSTRACT

In this work glassy carbon electrodes (GCEs) were modified with gold
nanoparticles coated with cysteamine (AuNp@cysteamine) and dendrimers of
poly(amidoamine) generation 4.5 (PAMAM) for highly selective amperometric detection
of uric acid in human serum. The modification process of the GCEs was carried out
complementing the methodology reported in previous papers by our research group.
This method consists of three main steps: (a) chemical synthesis of AUNp@cysteamine,
(b) electroadsorption of AuNp@cysteamine on GCEs and (c) chemiadsorption of
PAMAM dendrimers on GCE/AuNp@cysteamine.

The GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system was characterized by: (a) UV-Vis
spectroscopy, to establish a pattern of growth and size of AuNp@cysteamine; (b)
Raman spectroscopy, to show covalent interaction between cysteamine sulfur and gold
nanoparticles; (c) infrared Fourier transform spectroscopy (FT-IR) to demonstrate that
the system was chemically modified by dendrimers and (d) transmission electron
microscopy (TEM) to evaluate crystallographic composition and size of the
AuNp@cysteamine. In this context it was showed electrochemically that GCE/
AuNp@cysteamine/PAMAM  presents an  electrocatalytic  oxidation and
preconcentration effect for oxidation of uric acid, promoted by the gold nanoparticles
and the chemical association of dendrimers of poly(amidomina). The modified
electrodes were used for amperometric detection by standard addition of human serum
samples from patients with preeclampsia. The results were compared against those
obtained by the enzymatic method (ENZ) and there were founded variations of less than
10% which are not significant from a practical point of view. In this context
electrochemical detectors are an attractive proposition for its high portability, easy

operation, lower cost and safety.
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1. Introduccién

Los trastornos hipertensivos del embarazo son causa importante de morbilidad
grave, discapacidad cronica y mortalidad materna y perinatal en la poblacion mundial.
En paises con economias emergentes tales como los de América Latina y el Caribe los
trastornos hipertensivos constituyen la principal causa de muerte materna (> 25%) [7].
En este contexto, la Preeclampsia (PE) es el sindrome con mayor ocurrencia en México
(5 a 10% de los embarazos) [8]. Se han considerado diversas teorias sobre su origen,

pero ninguna explica los diversos eventos fisiopatolégicos que la caracterizan.

Para la comunidad médica, es indispensable el analisis del acido urico (AU), ya
gue este metabolito juega un papel importante en el diagnéstico y control de los
principales padecimientos hipertensivos, por lo que tener una medicion rapida y precisa

es definitivamente util.

La cuantificacion de AU en suero sanguineo es efectuada rutinariamente
mediante el "método enziméatico-colorimétrico” que requiere un control estricto de la
conservacion del kit enzimético (2-8C, obscuridad, 1 mes maximo) y del suero
sanguineo (2-8C, 3-5 dias maximo) [5]. Esta situac ion pone de manifiesto la dificultad
de efectuar el examen de AU en comunidades aisladas, donde los servicios de

infraestructura técnica pueden ser determinantes en la toma y analisis de muestras.

En CIDETEQ se han estado desarrollando electrodos de carbon vitreo
modificados a base de nanoparticulas de oro y dendrimeros que han permitido analizar
AU en muestras de suero sanguineo de pacientes con hiperuricemia e hipouricemia
(Iimites de deteccién y cuantificaciéon de 1.7x10™ y 5.8x10™ mg/dL respectivamente),
estas mediciones no muestran una variacion significativa respecto a los controles

elaborados por el método enzimatico colorimétrico.

En este proyecto se realizaron depdésitos electroquimicos de oro nanoparticulado
sobre electrodos de carbon vitreo, en dicho sistema se promovié la adsorcién de
dendrimeros de poli(amidoamina) generacion 4.5. Este electrodo modificado se utilizé
en el desarrollo de un detector amperométrico que evalud la concentracion de AU de

manera directa y selectiva en suero sanguineo de pacientes con PE.

1|Pdgina



Seccidén 1: Marco Tebrico
1. El origen del acido drico.

El acido arico (AU) es el catabolito terminal del metabolismo de las purinas en
los humanos. A continuacion se describen las principales biomoléculas que operan en
el metabolismo humano, para dar pie a la explicacion del origen de las purinas y su

mecanismo de degradacién como ruta de origen del AU en suero sanguineo.

1.1 Las biomoléculas.

La gran mayoria de las moléculas en los seres vivos son organicas y estan
formadas principalmente por seis elementos: carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno,
fésforo y azufre, y contienen cantidades minimas de otros elementos metalicos y otros
no metalicos. Los atomos de estos elementos tienen la notable capacidad de formar
enlaces covalentes estables a través de los cuales, se consigue la formacion de
diversas moléculas organicas de alta complejidad estructural que incluso se conocen

como macromoléculas.

Las biomoléculas se derivan del tipo mas simple de moléculas organicas, los
hidrocarburos. Los hidrocarburos son moléculas que contienen carbono e hidrégeno y
son hidréfobas. Todas las deméas biomoléculas se forman uniendo otros atomos o
grupos de atomos al esqueleto de un hidrocarburo. Las propiedades quimicas de estas
moléculas derivadas estan determinadas por la disposicién especifica de los atomos

denominados grupos funcionales.

La mayoria de las biomoléculas contienen mas de un grupo funcional. Por
ejemplo, moléculas sencillas de azlcar tienen varios grupos hidroxilo y un grupo
aldehido. Los aminoéacidos, que son los bloques de construccién de las proteinas,
tienen un grupo amino y un grupo carboxilo. Las propiedades quimicas de cada grupo

funcional contribuyen al comportamiento de las moléculas que lo contienen [1].

1.2 Principales biomoléculas.

Las células contienen cuatro familias de biomoléculas: aminoacidos, azucares,
acidos grasos y nucleétidos (Tabla 1). Los miembros de cada grupo desempefian
varias funciones. En primer lugar, se utilizan en la sintesis de moléculas mayores,

muchas de las cuales son polimeros. Por ejemplo, las proteinas, determinados hidratos
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de carbono y los acidos nucleicos son polimeros formados por aminoacidos, azucares y
nucledtidos, respectivamente. Los acidos grasos son componentes de varias clases de
moléculas de lipidos (insolubles en agua). En segundo lugar, algunas moléculas tienen
funciones bioldgicas especiales. Por ejemplo, el nucleétido adenosina trifosfato (ATP,
por sus siglas en ingles que significan adenosine triphosphate) opera como reserva
celular de energia quimica. Finalmente, muchas moléculas organicas pequefias
participan en las rutas de reacciones metabdlicas [1]. En la siguiente seccién se

describen a detalle los nucleétidos que son de interés en el estudio del origen del acido

arico.
Biomoléculas Polimero Funciones Generales
Aminoécidos Proteinas Catdlisis y elementos estructurales
Azicares | Hidratos de carbono Fuentes energéticas y elementos
estructurales
Fuentes energéticas y elementos
Acidos grasos N.A. estructurales de las moléculas
lipidicas complejas
Nucleotidos DNA Informacion genética
RNA Sintesis de proteinas

Tabla 1. Clases principales de biomoléculas.

1.3 Nucledtidos.

Los nucledtidos se conforman de tres componentes: un azlcar de cinco
carbonos (bien ribosa o desoxirribosa), una base nitrogenada, y uno o varios grupos
fosfato. Las bases de los nucleétidos son anillos arométicos heterociclicos con varios
sustituyentes. Hay dos clases de bases: las purinas biciclicas y las pirimidinas

monociclicas.

Los nucledtidos participan en una gran variedad de reacciones de biosintesis y
de generacion de energia. Por ejemplo, una proporcion sustancial de la energia que se
obtiene de los alimentos se utiliza para formar los enlaces fosfato de energia elevada
de la adenosina trifosfato (ATP). Sin embargo, la funcibn mas importante de los

nucledtidos es actuar como bloques de construccion de los &cidos nucleicos [1].
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1.4 Los nucledtidos de purina y su degradacién aac  ido Urico.

H\N/H |O
/Nf\N H%Nf\N/H
H4<N ‘ N)\H /N N)\N/H
/ I
H H

H

Adenina Guanina

Figura 1. Purinas principales que forman nucleotidos.

Las purinas estan representadas en el organismo por la adenina y la guanina
(Figura 1), su precursor la inosina y derivados menores que se encuentran en los
acidos nucleicos. Las purinas pueden provenir de los alimentos, de la degradaciéon de
los acidos nucleicos enddgenos o pueden sintetizarse de novo [2]. La sintesis de las
purinas en un complejo mecanismo de reacciones enzimaticas que no son objeto de
estudio en este proyecto, sin embargo su camino a la degradacién si es sujeto de

mencién, ya que en el ser humano las purinas se degradan a AU.

NH, H
N N.__-0O
N N
N NH /
ARG e [ S S g 4
HO—P—0 NEN HO—P—0 N" SN NH, ‘ o N |
-0 -0 -0
OH OH OHOH OHOH
AMP GMP XMP

Figura 2. Nucleotidos de purina que al catabolizar forman acido drico.

En la mayoria de los seres vivos, los nucledtidos de purina se estan
degradando constantemente. En los animales, la degradacion se produce debido a la
regeneracion normal de los acidos nucleicos y los nucleétidos, y a la digestion de los
acidos nucleicos del alimento. No obstante este paso catabdlico es mucho mas

complejo de lo que parece.
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Figura 3. Catabolismo de los nucleotidos de purina.

La degradacion de las purinas, se promueve por el catabolismo de los
nucleétidos Adenosina monofosfato (AMP, por sus siglas en ingles que significan
adenosine monophosphate), Guanosina monofosfato (GMP, por sus siglas en ingles
que significan guanosine monophosphate) y Xantosina monofosfato (XMP, por sus

siglas en ingles que significan xanthosine monophosphate) (Figura 2).

En la figura 3 se esquematizan las variaciones de las rutas especificas que
utilizan los diferentes organismos o tejidos para degradar el AMP, GMP y XMP. Aunque
los nucledtidos de purinas se sintetizan y degradan en todos los tejidos, el AU se
produce solo en tejidos que contengan xantina oxidasa, especialmente higado e

intestino delgado [4].
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2. Acumulacion del acido Urico: hiperuricemia.

En este apartado se explicaran los mecanismos biol6gicos de secrecion del
acido Urico y las alteraciones del mismo que desencadenan diversos padecimientos de

salud en los seres humanos.

2.1 Eliminacién del acido urico

El AU (Figura 4), es un &cido débil (pKa1= 5.4, pKa2= 9.8) que a pH fisioldgico se
encuentra disociado en aproximadamente un 98%, por lo que la mayoria se encuentra
en forma de ion urato; el termino urato, utilizado individualmente, hace referencia al par
acido-base de &cido urico/ion urato. En el plasma sanguineo, donde el ion Na" es el
cation predominante, el urato se encuentra en forma de urato monosodico [3]. Esta sal
tiene escasa solubilidad en agua, y estudios realizados in vitro han demostrado que se
encuentra en disolucién saturada a concentraciones ligeramente superiores a las
fisiolégicas [2]. La existencia de una concentracion de urato en plasma sanguineo por
encima del limite de saturacion puede ser explicada por su unién a proteinas

plasméticas u otras moléculas que aumentan su solubilidad.

o)
Hf
NH
o—
4<N | N/‘\O
H H

Figura 4. Formula quimica desarrollada del &cido Urico.

La solubilidad del urato monosaédico varia en funcion de la temperatura y el pH
de los liquidos en los que se encuentra en disolucion. Asi se observa que la solubilidad
de esta sal disminuye a medida que desciende la temperatura corporal (o que explica
la tendencia de los depoésitos de cristales de urato monosdédico a localizarse en las
articulaciones periféricas en los casos de gota artritica, por ejemplo) y aumenta cuando

el pH es alcalino.

La produccién diaria de urato es aproximadamente de 5 mM en un individuo
adulto. El urato es eliminado del organismo siguiendo dos vias, la renal o intestinal. La
via renal es la mas importante, ya que supone la eliminacion del 60 a 80% del urato

producido diariamente en el organismo.
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El urato es totalmente filtrado por los glomérulos (la fraccion unida a proteina
puede considerarse despreciable) y casi totalmente readsorbido en los tubulos
contorneados proximales. En las porciones distales de las nefronas tienen lugar el
mecanismo de secrecion y readsorcion (secrecion de la porcién distal del tabulo
contorneado proximal y readsorcion en el tabulo distal), de forma que finalmente se

elimina un 10% del urato que inicialmente es filtrado [4].

En la orina el AU es aln mas soluble (aunque puede encontrarse también como
ion urato) debido a la presencia de urea y mucopolisacaridos y a su pH &cido. Asi, la

concentracion urinaria de acido Urico aumenta paralelamente a la acidez de la orina.

Suero Sanguineo Min (mg/dL) Max (mg/dL)
Mujeres 2.5 6.8
Hombres 3.6 7.7

Tabla 2. Niveles plasmaticos de &cido urico, tomada y modificada de [5]

La eliminacion intestinal de urato (uricdlisis), es llevada a cabo por las bacterias
intestinales donde se metaboliza a CO, y iones NH4". Asi pues, la relacion entre la
produccion y la excrecion es la que finalmente determina los niveles de uratos en
sangre (Tabla 2 [5]).

2.2 Hiperuricemia.

Segun criterios bioquimicos, epidemioldgicos y clinicos, la hiperuricemia se
define como la concentracion sérica o plasmatica de AU por encima del limite
fisioldgico (concentraciones sanguineas elevadas de acido Urico superiores a 7 mg/dL

en los hombres y 6 mg/dL en las mujeres) [1].

Este problema se origina por causas muy variadas (Tabla 3 [4]), pero tres son

las principales:

1. Insuficiencias renales causadas por alteraciones fisioldgicas, patoldgicas y
farmacologicas pueden alterar la eliminacién renal de AU interfiriendo en las

distintas fases y mecanismos que intervienen en este proceso.

2. Alteracion directa al metabolismo de las purinas.
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3. Consecuencia de la existencia de otras enfermedades que ocurren
simultdneamente con un aumento sostenido de la concentracion de &cido

arico en suero sanguineo.

La existencia de hiperuricemia es uno de los factores de riesgo mas importantes
en la deteccidon de trastornos a la salud. Estudios en personas con hiperuricemia
asintomatica han demostrado una notable asociacién con la hipertensién, la obesidad,

sindromes metabdlicos como la diabetes mellitus y enfermedades renales y

cardiovasculares [6].

Causas de Hiperuricemia
L Por disminucion de la excrecion de Yatrogénica (por
Por sobreproduccion de uratos L .
acido drico farmacos)
o S Salicilatos en dosis
Idiopética I[diopética bai
ajas
Déficit de hipoxantina- L C
o Insuficiencia renal Diureticos
fosforibositransferasa
Procesos hemoliticos Diabetes Alcohol
Procesos linfoproliferativos Hipertension Piracinamida
Procesos mieloproliferativos Hipotiroidismo Nicotinamida
Rabdomiolisis Sindrome de Bartter Etambutol
Ejercicio Exagerado Acido nicotinico
Alcohol Ciclosporina
Diera excesiva en purinas
Obesidad

Tabla 3. Casusas de hiperuricemia.

Al respecto se pueden mencionar diversos padecimientos, por ejemplo, la gota
artritica. El ataque de gota se produce como una respuesta inflamatoria a los cristales
de urato monosédico que se acumulan en los tejidos de las articulaciones. Sus

principales causas son fallos en la regulacion de la sintesis de purinas en el organismo.

La hiperuricemia también estd4 asociada con trastornos hipertensivos que se
presentan en el embarazo, siendo la preeclampsia (PE) un padecimiento de especial

importancia por los altos indices de mortalidad de las pacientes que la presentan [7].

3. El &cido Urico y su papel como biomarcador en la preeclampsia.

Los trastornos hipertensivos del embarazo son causa importante de morbilidad
grave, discapacidad crénica y mortalidad materna y perinatal a nivel mundial. En paises
con economias emergentes como los de América Latina y el Caribe estos
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padecimientos constituyen la principal causa de muerte materna (> 25%) [7]. La
Preeclampsia (PE) es el sindrome hipertensivo con mayor ocurrencia en México (5 a

10% de los embarazos) [8].

De acuerdo con el Lineamiento Técnico para la Prevencién, Diagndstico y
Manejo de la Preeclampsia/Eclampsia [8], la PE se define como un sindrome
multisistémico de severidad variable, especifico del embarazo, caracterizado por una
reduccion de la perfusion sistémica generada por vasoespasmo Yy activacion de los
sistemas de coagulacion. Se presenta después de la semana 20 de la gestacion,
durante el parto o en las primeras 6 semanas después de éste. El cuadro clinico se
caracteriza por hipertension arterial alta (140/90 mmHg) acompafada de proteinuria (>
300 mg/24 h) y es frecuente que ademas se presente cefalea, acufenos, fosfenos,
edema y/o dolor abdominal. Se le conoce como eclampsia (EC) cuando ademas, las
pacientes con preeclampsia presentan convulsiones o estado de coma en ausencia de

otras causas”.

Se han considerado diversas teorias sobre su origen, pero ninguna explica los
diversos eventos fisiopatoldgicos que la caracterizan. Los factores hereditarios y
adquiridos, familiares, ambientales, inmunoldgicos e individuales parecen interactuar de

diversas maneras para que los sintomas de la PE aparezcan [9].

En las pacientes con PE se han estudiado diversos biomarcadores con el
proposito de elaborar un diagndstico temprano y tratamiento oportuno, establecer el
diagnédstico diferencial con otros estados hipertensivos, el pronostico de las
complicaciones materno-fetales y determinar su papel etioldgico y patogénico. Uno de

los biomarcadores mas estudiado es la concentracién de AU en el suero sanguineo.

En embarazos sin complicaciones, la concentracion de AU en el embarazo
temprano suele disminuir de un 25 a 35% (3.8 mg/dL) [9,10], esto se debe a una
elevacion en la depuracion renal, al aumento de la tasa de filtracion glomerular y a
cambios en su tasa de produccion. Mas adelante en el embarazo, los niveles séricos de
AU aumentan, acercandose a los valores normales de una paciente que no esta
embarazada (4.65 mg/dL) [11].
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La hiperuricemia en solitario o en accidén conjunta con otros biomarcadores del
sindrome metabdlico que coexisten alrededor de la vigésima octava semana de
gestacion se relacionan con aumento del riesgo para PE. La explicacion mas aceptada
para la hiperuricemia en PE es el incremento en la reabsorcion y la disminucién de la
excrecion de AU en los tabulos proximales, aunque otros sugieren que el aumento de
acido urico es un marcador de la elevada actividad de la xantina oxidasa [12].

Bellomo y col. [13] realizaron el estudio y seguimiento de las concentraciones de
AU en pacientes con alto riesgo a presentar preeclampsia (primigravidas, después de
20 semanas de gestacion, hipertensién y ausencia de proteinuria). En una poblacion de
163 pacientes el 45% desarroll6 PE y un 26% entregd infantes con corta edad
gestacional. Los resultados fueron contundentes, ya que la mediciéon de AU confiri de
8 a 9 riesgos de PE con 1.6 a 1.7 riesgos de infantes con prematurez; indicando que el
examen tuvo un alto valor predictivo debido a que la enfermedad fue comun para la
poblacion estudiada, mientras que el falso positivo fue relativamente poco frecuente en
clara concordancia con el Teorema de Bayes. Este estudio sugiere que la medicion de
acido urico en suero sanguineo es clinicamente util y sustenta su funcibn como
biomarcador en el diagndstico de PE. No obstante, es importante mencionar que el
mejor diagndstico de este padecimiento involucra la comparacion de los niveles de AU
sérico con los resultados de tension arterial y proteinuria medidos a partir de la semana

20 de gestacion.

4. Métodos electroguimicos para la deteccion de ana  litos.

La electroquimica es la rama de la fisicoquimica que se encarga de estudiar la
interrelacion de los efectos eléctricos y los cambios quimicos, en otras palabras, los
fendmenos de separacion y/o transferencia de carga. En gran parte, esta rama estudia
los cambios quimicos causados por el paso de una corriente eléctrica y la produccion
de energia eléctrica mediante reacciones quimicas [19].

Las tecnologias electroquimicas constituyen serias opciones de reemplazo de
los métodos basados en colorimetria para el andlisis de biomoléculas de intereses
clinico. La electroquimica también reduce considerablemente los costos en equipo y
reactivo, ademas de que su portabilidad es superior en todos los sentidos.
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4.1 Detectores electroquimicos.

Elementos de los detectores Electroquimicos

» 9

\& e Potenciostato y
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Figura 5. Elementos y componentes tipicos de los detectores electroquimicos.

Los detectores electroquimicos (DEQ) pueden ser definidos como dispositivos
gue proporcionan una sefial rapida y especifica ante la presencia de un analito como
consecuencia de la separacidén o transferencia de carga en una interfase electrodo-
electrolito. El principio general de su funcionamiento consiste en que un elemento
transductor puede o no estar recubierto por un modificador que reconoce el analito de
interés a través de reacciones relativamente especificas (Figura 5). Una sefial eléctrica
de la reaccion se genera por el transductor, permitiendo evaluar concentraciones de

analito mediante previo analisis de resultados [20].

El gran interés que los DEQ han causado en la comunidad cientifica se debe
principalmente a que la mayoria de las pruebas de laboratorio son costosas, tediosas e
implican una gran cantidad de tiempo, algunas inclusive representan un riesgo en la
salud del operario (por ejemplo aquellas que utilizan radiois6topos). En contraste, los
DEQ son mas rapidos, faciles de operar, su costo es inferior y son completamente

seguros.
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En la literatura se reportan trabajos con dispositivos diseflados para la
determinacion de metabolitos, electrolitos, hormonas y drogas, mientras que en este
proyecto nos enfocamos al estudio de los dispositivos que han sido desarrollados para

la medicién amperométrica de AU.

4.1.1 Celda electroquimica para electroanalisis.

Una reaccion electroquimica es aquella que involucra un intercambio de carga
cuya transferencia ocurre entre dos fases, una de las cuales es un conductor

electronico (metal) y la otra es un conductor idnico (solucién) [21].

El dispositivo experimental donde ocurren los procesos de electrodo es conocido
como celda electroquimica, la cual puede ser de dos o tres electrodos. Por lo general,
los DEQ son sistemas de tres electrodos: trabajo, referencia y auxiliar (también

denominado electrodo contador) (Figura 6).

Los componentes principales de una celda electroquimica de tres electrodos son

los siguientes:

Electrodo

Aucxiliar Electrodo de

Referencia

Tubing
/ Inyeccion

Electrodo

de Trabajo

Celda de
Vidrio Barra para
agitacion

Figura 6. Arreglo tipico de una celda de tres electrodos.
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a) Electrodo de trabajo (WE, por sus siglas en inglés que significan Working
Electrode): Es el electrodo donde ocurre la reaccion de interés. Debe de ser un material
conductor, por ejemplo mercurio, platino, oro y algunas formas de carbén como el

vitreo.

b) Electrodo de referencia (RE): Un electrodo de referencia ideal, proporciona un
potencial de referencia que no varia en el tiempo (sistema cuasiestacionario), lo que
permite que el potencial del electrodo de trabajo pueda ser medido. Existen varios

electrodos de referencia y su eleccién depende del electrolito soporte utilizado.

c) Electrodo Auxiliar (CE, por sus siglas en inglés que significan
Counterelectrode): En un sistema de este tipo, la corriente de celda se monitorea a
través del electrodo contador, que usualmente consiste en un alambre de platino de

area mayor al electrodo de trabajo.

d) Electrolito Soporte: Generalmente es un conductor iénico en disolucién con
una concentracion molar minima de 100 veces con respecto a la de analito, su principal
funcion es proporcionar conductividad al medio y reducir el transporte por migracion del

analito para que este difunda hacia la superficie de electrodo.

e) Potenciostato: Es el instrumento con el que se aplica potencial o corriente al

sistema para obtener una respuesta electroquimica.

Dependiendo del tipo de medicion que se lleve a cabo entre los electrodos, los
DEQ pueden ser amperomeétricos (mediciones de corriente), potenciométricos
(mediciones de potencial o separacion de carga) o conductimétricos (mediciones de la

conductividad del medio electrolitico) [22].
4.1.2 Tipos de detectores electroquimicos.

4.1.2.1 Detectores Amperomeétricos

Los detectores amperométricos realizan la medicidbn continua de corriente
resultante de la oxidacién o reduccién de una especie electroactiva en una reaccion
especifica. Tipicamente las mediciones se realizan a un potencial constante, mediante
la técnica electroguimica denominada amperometria, sin embargo, cuando la medicion

se efectia con variaciones de potencial, la técnica a utilizar debe de ser una

13| Pagina



voltamperometria. El resultado caracteristico, independientemente de la técnica
utilizada, es un aumento de la corriente, cuyo valor es directamente proporcional a la

concentracion del analito presente en el seno de la disolucion [23].

En la literatura se reportan un gran nimero de detectores de este tipo para la
medicion de biomoléculas, siendo la gran mayoria clasificados como biosensores. Los
biosensores son detectores electroquimicos que poseen componentes bioldgicos,
como enzimas o anticuerpos, que otorgan especificidad frente a la deteccién de
analitos [25]. En proximos apartados, se presentan ejemplos de biosensores

desarrollados para la medicion de acido urico.

4.1.2.2 Detectores Potenciométricos

Con los detectores potenciométricos se estudia la interaccién de un analito con
el electrodo, midiéndose los cambios de potencial entre los electrodos de trabajo y
referencia bajo condiciones de corriente nula entre ellos. Idealmente, los sensores
potenciométricos detectan la actividad electroquimica del analito en la muestra de
acuerdo a la Ley de Nernst. Un ejemplo tipico de este tipo de detectores son los

electrodos de ion-selectivo, que incluyen a los medidores de pH [24].

4.1.2.3 Detectores Conductimétricos

Estos dispositivos miden la capacidad de un analito para impedir el paso de una
corriente eléctrica entre electrodos. El pardmetro electroquimico asociado a este efecto
se conoce como resistencia a la transferencia de carga. A este tipo de detectores
también se les denomina como detectores impedimétricos. La técnica caracteristica
para realizar estas mediciones es la espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS, por sus siglas en inglés que significan Electrochemical Impedance Spectroscopy)
[23].

4.2 Técnicas usadas para la deteccion electroquimic  a.

Como se ha mencionado en el apartado anterior, los DEQ basan su
funcionamiento en aplicar o medir diversos potenciales o0 corrientes sobre los
electrodos de trabajo para relacionarlos a la concentracion de un analito de interés.

Esto se consigue mediante el uso de diversas técnicas electroquimicas. A continuacion
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se mencionan dos de las técnicas mas utilizadas: voltamperometria ciclica y

cronoamperometria.

4.2.1 Voltamperometria ciclica.

La voltamperometria ciclica (CV, por sus siglas en inglés que significan Cyclic
Voltammetry) es la técnica electroquimica mas utilizada, ya que permite la rapida
localizacion de los potenciales redox de las especies electroactivas, permitiendo
evaluar los efectos del medio, los procesos de transferencias de carga, procesos de

adsorcion y reacciones de acoplamiento que se llevan a cabo en el electrodo [25].

La CV consiste en aplicar un barrido de potencial al WE entre dos valores
(Potencial inicial y final), una vez alcanzado el potencial final, se ejecuta un barrido de
reversa hasta el potencial inicial, completandose asi un ciclo (Figura 7), durante el cual
el potenciostato mide la corriente del circuito. EI nidmero de ciclos y velocidad del
experimento, depende del estudio que se realiza y los parametros termodindmicos que
se desean obtener. Las mediciones obtenidas, son graficos de corriente contra

potencial y se denominan voltamperogramas.

Ciclo 1

EFlnal

Barrido en
reversa

6]

Barrido hacia
adelante

Potencial

Elnlual

Tiempo

Figura 7. Perturbacion potencial-tiempo en un experimento de voltamperometria ciclica.

La Figura 8, muestra la respuesta esperada para un sistema redox de
transferencia electrénica rapida (reversible), donde se observan dos picos
correspondientes a la oxidacién y reduccion de los analitos del medio (O, R),
respectivamente. El incremento de corriente de pico, se debe a la formacion de la capa

de difusion en las cercanias de la superficie del electrodo, propio del proceso faradaico
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(cambio del estado de oxidacién de las especies electroactivas) que ocurre en la
interfase [25].

©
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Figura 8. Voltamperograma ciclico tipico para un proceso reversible O+ ne” « R

4.2.2 Cronoamperometria.

a
E

E,

E,

ol—————+
-

Figura 9. (a) Representacion esquemaética del cambio de potencial en CA, (b) variacién

de corriente resultante en funcion del tiempo.

La cronoamperometria (CA) consiste en aplicar un pulso de potencial
escalonado al WE durante un tiempo determinado para medir la corriente resultante
(Figura 10a). Las mediciones suelen partir del potencial de equilibrio (E;), para después
cambiar subitamente a un potencial (Ez), donde ocurra el proceso faradaico de interés.

Las respuestas en corriente que se registran en los graficos corriente vs tiempo
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(cronoamperogramas), son producto de los fenomenos de transferencia de carga y

masa que ocurren en la capa de difusion interfacial (Figura 9b) [25].

4.2.3 Voltamperometria de pulso diferencial.

La voltamperometria de pulso diferencial (DPV) es una de las técnicas mas utiles
en electroanalisis para la medicion de concentraciones de analitos organicos e
inorganicos. En DPV, pulsos de magnitud ajustada son superpuestos a una rampa de
potencial lineal y aplicados al WE (Figura 10).

l /Jﬁ ) _’.°m§ /r\zl s
S t
— Tiempo

Figura 10. Sefal de excitacion para la voltamperometria de pulso diferencial

La corriente es muestreada dos veces: antes de la aplicacién del pulso (Punto 1)
y casi al terminar el mismo (Punto 2, cuando la corriente capacitiva tiene la menor
contribucién a la corriente total). La diferencia de corrientes es graficada contra el
potencial aplicado. El voltamperograma de pulso diferencial resultante (Figura 11),
consiste en un pico de corriente, cuya altura de pico es directamente proporcional a la

concentracion del analito correspondiente [25].

La aplicacion del pulso diferencial resulta en una correccion muy efectiva de la
capacitancia de la corriente de fondo, lo que se refleja en un incremento en la deteccién
y sensibilidad, permitiendo incluso separar las respuestas de dos especies con

potenciales redox similares (Figura 11) [25].
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Potencial

Figura 11. Voltamperograma de pulso diferencial para una mezcla de 1 mg/L de

iones de cadmio y plomo, electrolito HNO3; 0.1M. Tomada y modificada de [25].

4.3 Materiales de los electrodos de trabajo.

El buen desempefio de los procedimientos electroquimicos mencionados en el
apartado anterior, esta influenciado en gran parte por el material del WE, el cual debe
de proveer alta sensibilidad, selectividad y reproducibilidad. La seleccién del material
del WE depende principalmente de dos factores: el comportamiento redox del analito
objetivo y la corriente de fondo sobre la region de potencial requerida para la medicién
[25].

Existen diversos materiales que encuentran aplicacion como WE en el area de
electroandlisis, siendo los mas utilizados aquellos que se encuentran en estado solido y
gue se componen de carbono o metales nobles como platino y oro. Las principales
caracteristicas de estos materiales consisten en que poseen una ventana de potencial
adecuada a la region de trabajo en deteccion electroquimica, tienen buena
conductividad eléctrica, gran reproducibilidad de la superficie, atractivas propiedades
mecanicas, bajo costo, alta disponibilidad comercial y baja toxicidad. Electrodos de

plata, niquel y cobre también suelen ser utilizados para aplicaciones muy especificas.

Un factor importante a tomar en cuenta en los electrodos en estado sélido, versa
en preguntarse si la superficie de electrodo en cuestibn posee las propiedades
fisicoquimicas necesarias para efectuar el proceso de deteccion electroquimica
deseado. De no poseerlas, una opcion atractiva para sobrepasar esta problematica

consiste en modificar quimicamente la superficie con los componentes moleculares
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adecuados que le otorguen propiedades electroquimicas con reconocimiento
molecular. Suelen aplicarse métodos de pretratamiento y limpieza, como, pulidos
mecanicos con materiales abrasivos que involucran alimina o polvos de diamante que
permiten tener una superficie homogénea para la buena reproducibilidad de los
experimentos. Posteriormente a estos tratamientos mecanicos, también pueden
utilizarse tratamientos fisicoquimicos y térmicos que permiten activar las superficies
para incrementar los rendimientos de las reacciones quimicas empleadas ex profeso

durante la modificacion final de los electrodos [25].

4.3.1 Electrodos de carbono.

Los electrodos de carbono son los mas ampliamente utilizados en
electroanalisis, primeramente por su extensa ventana de potencial, baja corriente de
fondo, su rica superficie quimica, bajo costo y su gran capacidad para el sensado y
deteccion en diversas aplicaciones. En contraste, las velocidades de transferencia
electrénica observadas son mas bajas en comparacion con los electrodos metalicos,
esto debido a la superficie del carbon [25].

Los electrodos de carbono mas populares son los electrodos de carbén vitreo
(GC, por sus siglas en inglés que significan Glassy Carbon), pasta de carbdn, fibra de
carbon, electrodos serigrafiados con tinta de carbon (SPEC, por sus siglas en inglés
que significan Screen Printed Electrode based on Carbon), peliculas de nanotubos de
carbono de pared sencilla y multipared y otros compositos. Las propiedades del GC

son descritas en la siguiente seccion.

4.3.1.1 Electrodos de carbon vitreo.

El carbono tiene cuatro alotropos cristalinos: diamante (enlace sp®), grafito (sp?),
carbino(sp®) y fulerenos (sp? distorsionado, que incluye a los nanotubos de carbono y
nanocebollas), pero solo dos alotropos se encuentran naturalmente como minerales, el
grafito y el diamante, las otras formas son sintéticas. Comercialmente, existen
numerosas formas de grafito, en las cuales su microestructura fue alterada para
modificar sus propiedades, siendo uno de los materiales mas interesantes y aplicados
como material de electrodo, el electrodo de carbon vitreo (GCE, por sus siglas en

inglés que significan Glassy Carbon Electrode) [26].
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Propiedad Unidad Carbon Vitreo
Resistente al calor hasta T 1300 3000
Densidad aparente gcm® 1.46-1.5 |1.43-1.48
Dureza Mohs 4-5 -
Fuerza de tension Kgcm™® | 500-1000 -
Resistividad eléctrica 10% Q cm 35-50 30-35
Contenido de ceniza % 0.1 0.05
Permeabilidad de gas cm®s?t 10*10|  10°
Conductividad térmica kcalmth?tk? 3-4 13-15
Coeficiente de expansion térmica 10°K 1.8-2.2 -

Tabla 4. Algunas propiedades fisicas del carbon vitreo

El GC se produce por la degradacion térmica de resinas poliméricas,
tipicamente, resinas fendlicas. La resina precursora es curada, carbonizada lentamente
y después calentada lentamente a altas temperaturas. Las propiedades fisicas que
exhibe el GC, son dependientes del tratamiento térmico al que se someten, el cual
puede variar desde 600 a 3000C (Tabla 4). Ademas, el GC exhibe tiempos de
oxidacibn mucho menores, en comparacion con otros materiales grafiticos, sugiriendo

que es quimicamente inerte (Tabla 5) [27,28].

Tipo Tiempo de reaccion (min) por perdida de peso (%)
70 80 90 100
Grafito 68 95 110 140
Pirografito 120 138 175 250
Grafito de alta densidad 160 185 225 275
Carbon Vitreo 205 255 270 365

Tabla 5. Tiempos de reaccion de materiales grafiticos a 800 +5 € en N ,:0, = 81:19

La estructura del GC implica delgadas cintas de grafito enredadas como capas,
las cuales tienen una estructura porosa aislada (los poros pueden no estar conectados
entre si), esto es producto de las cavidades formadas por la orientacién aleatoria y
complicada de las laminas arométicas que se apilan una encima de otra formando
microfibrillas, las cuales pueden verse en la Figura 12. Esta peculiar estructura, le
proporciona una rigidez con fuerzas de tensioén y compresion mayores a las del grafito
[27,28].
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Confluencia tipica fuerte

Confluencia
deébil

Figura 12. Esquema del modelo estructural del carbén vitreo méas aceptado. El tamafio

de cristalito para las microfibrillas orientadas al azar es sélo L, (50A) x L. (15A).

Conocer las propiedades fisicas del GC es indispensable para comprender los
procesos electroquimicos que pueden llevarse a cabo en su superficie. Tratando
exclusivamente los electrolitos acuosos, Randin y Yeager [29] demostraron la
presencia de grupos funcionales en la superficie de GCEs mediante el estudio de la
capacitancia diferencial sobre el borde (plano perpendicular al plano basal), la cual, de
acuerdo a sus experimentos, resultdo ser mayor al plano basal. Fue confirmada por el
trabajo de Laser y Ariel [30], quienes estudiaron el comportamiento anddico del GC en
medio &cido, concluyendo en general, que la formacion de pares redox en el GC es
causada por la adsorcion quimica de oxigeno y reacciones redox irreversibles de los
grupos de la superficie. Dieker y col.[31] demostraron que la corriente residual en varias
marcas de GCEs, tanto en sentido anddico como catodico, no puede ser atribuida a
impurezas electroactivas de la disolucion, sugiriendo que la superficie del GC es la que
se oxida y reduce. Majer y col. [32], demostraron que la electroactividad residual de los
electrodos de GC se debe a la presencia de grupos que contienen oxigeno, tales como

los grupos carboxilo, carbonilo e hidroxilo.

Asociado a esto existen muchos trabajos realizados respecto a la activacion de
los grupos funcionales presentes en la superficie de los GCEs. Mecanicamente esto se

consigue por diversos métodos: Pulidos con carburo de silicio, pasta de diamante o
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alimina. Se ha demostrado que aquellos electrodos con un mejor pulido, presentan
mas oxigeno superficial, en clara asociacion a la presencia de grupos funcionales como
fenoles y carbonilos [33]. GCEs irradiados con ultrasonido en solventes, mostraron
mejores tazas de transferencia electronica para pares redox conocidos; mediante
microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés que significan
Scanning Electron Microscopy). Se demostré que esto se debe por modificaciones en
el estado superficial del GCE y no por cambios en el area electroactiva de los
electrodos [34]. Algunos otros mecanismos reportados son calentamiento al vacio [35]
e irradiacion con laser [36].

En relacion al punto anterior, el pretratamiento y activacion electroquimicos
suelen ser los métodos mas usados para mejorar considerablemente las respuestas
electroquimicas, porque muestran buena reproducibilidad y son técnicas faciles de
operar [37]. Algunos ejemplos son la anodizacion, donde se logra la activacion del GCE
mediante capas de 6xido sobre su superficie [38]. Engtrom y Strasser [39] consiguieron
activar GCEs aplicando un potencial conocido durante determinado tiempo, estudiando
las mejoras fisicas, quimicas y funcionales de la activaciéon, comprobando asi mismo
gue este pretratamiento limpia la superficie de contaminantes introducidos durante el

pulido y mejora la electroactividad, sin cambios en la topografia de la superficie.

4.3.2 Electrodos quimicamente modificados.

El término de electrodos quimicamente modificados (CMEs por sus siglas en
inglés que significan Chemically Modified Electrodes), es acufiado por Murray y col. [40]
en 1979, cuando demostré mediante la espectroscopia fotoelectronica de rayos X
(XPS, por sus siglas en inglés que significan X-ray photoelectron spectroscopy) la
modificacion de la superficie de electrodos de SnO, con grupos amino (NH,). Esta
nueva superficie aminada, representd una importante mejora, ya que permite unir
moléculas que funcionalizan la superficie de electrodo, dotandolo de nuevas

propiedades fisicoquimicas.

De acuerdo a la IUPAC, los CMEs se definen como electrodos hechos de un
material conductor o semiconductor que estan recubiertos con una pelicula quimica
modificadora monomolecular, multimolecular, iénica o polimérica, y que mediante

reacciones faradicas (de transferencia de carga) o diferencias de potencial interfacial
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(sin transferencia de carga neta) exhiben propiedades quimicas, electroquimicas y

Opticas de la pelicula [41].

CMEs
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Figura 13. Representacion esquematica de varias rutas para la modificacion de

electrodos.

El modificador de un electrodo es seleccionado para bloquear la comunicacion
de la base del sustrato con el analito o bien, para promover algunos procesos de 6xido
reduccion, actuando como electrocatalizador en algunos casos, o bien como mediador
redox de reacciones que no son espontaneas por la naturaleza de la interaccion del

analito con el sustrato [42].

Los CMEs se pueden obtener a partir de metodologias que involucran la
fisiadsorcion o quimiadsorcion (Figura 13) y sus principales aplicaciones en el area del
electroandlisis son: (1) preconcentracion, (2) electrocatdlisis y (3) bloqueo de

interferencias [41].
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4.3.2.1. Electrocatdlisis

Una importante motivacion para la modificacion de superficies de electrodo es la
electrocatalisis. En los procesos de electrodo de un analito deseado, los CMEs han
generado cambios en la cinética de los proceso redox, ocurriendo a un menor
potencial, con un incremento de corriente 0 una mayor taza de transferencia electronica

de la que ocurrira con un electrodo sin modificar (“desnudo”) [43].

En electroanalisis se busca la modificacion de electrodos que promuevan la
electrocatalisis, consiguiendo electrodos selectivos que permiten la definicién y

estilizado de corrientes de pico.

4.3.2.2. Preconcentracion.

La preconcentracion (captacion preferencial) de sustrato o analitos
(iones/moléculas) es otra area de utilidad de los CMEs. En la practica, la superficie del
electrodo se modifica eligiendo un reactivo capaz de acumular el analito de interés. El
mecanismo de este proceso esta determinado por la naturaleza de la reactividad del
radical modificado, y los mecanismos de preconcentracion mas comunes se basan
generalmente en los fendmenos de reconocimiento molecular (por ejemplo, las
interacciones hidrofébicas), coordinacion o fendmenos electrostaticos (por ejemplo, las
interacciones de intercambio iénico o ligando). En electroandlisis, la acumulacion del
analito en el modificador quimico conduce a una mayor sensibilidad gracias a una

selectividad mejorada [41].

4.3.2.3 Nanoparticulas como modificador de electrod  o.

El tamafio, la forma, la composicion y las estructuras cristalinas de las
nanoparticulas de metales nobles son los parametros clave en la determinacion de su
rendimiento. Las investigaciones en el campo de los nanomateriales, se han enfocado
a evaluar los efectos en el comportamiento catalitico causado por las diferentes formas
y estructuras de las nanoparticulas. Las particulas hechas a la medida, como Au, Pt,
Pd y Pt, han mostrado excelentes actividades electrocataliticas hacia diversos tipos de
analitos. Este trabajo esta dedicado al uso de nanoparticulas de oro (AuNps) para la

construcciéon de detectores electroquimicos.
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Al respecto, Tang y Cheng [52] imovilizaron AuNps sobre electrodos de ITO para
investigar la dependencia de la electrocatélisis al tamafio y forma de la nanoparticula.
Mediante la reaccién de oxidacion de metanol y la reaccion de reduccion de oxigeno,
demostraron que aquellas particulas con forma similar, es el tamafio el que determina
las densidades de corriente: tamafios de particula mas pequefios llevaron a mayores
densidades de corriente, debido a la mayor proporcion de densidad electrénica por
unidad de volumen. Para particulas con tamafios comparables, la forma o estructura

cristalina rige la selectividad de las reacciones electrocataliticas (Figura 14).

Reaccion de oxidacion de metanol Reaccion de reduccion de oxigeno

Au Esfera 20 nm

»

Au Esfera45 nm

N <
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Au Nanorod i
Potencial (V vs Ag/AgCl) Potencial (V vs Ag/AgCl)

Densidad de corriente (mA/mg)

Densidad de corriente (mA/mg)

Figura 14. Respuestas voltamperometricas de CMEs ITO/AuNp para diversos tamafnos

y formas. Tomada y modificada de [52].

5. Dendrimeros para la funcionalizacion de electrod  os.

Los polimeros pueden tener una estructura lineal, reticulada o ramificada. A los
polimeros sintéticos hiperramificados a partir de un nucleo central se les denomina
polimeros dendriticos debido a su similitud con ramas de arbol o micelas
unimoleculares. El término dendrimero fue introducido en la década de los 80’s por
Tomalia y col.[56] cuando reportaron la sintesis de lo que entonces llamaron
“dendrimeros starburst”. Estos dendrimeros se diferencian de los monomeros y
oligbmeros clasicos por su extraordinaria simetria y alta ramificacion. Los dendrimeros
poseen grupos terminales reactivos que permiten: (a) crecimiento controlado del peso
molecular, (b) la ramificacion controlada (topologia), y (c) versatilidad en el disefio y la
modificacion de los grupos finales terminales. La sintesis de dendrimeros se lleva a

cabo por una variedad de estrategias que implican técnicas de "tiempo de propagacion
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secuenciado” alrededor del ndcleo que se conocen como sintesis convergente o
divergente de dendrones. Los dendrimeros resultantes crecen de una forma
geométricamente progresiva a manera de "generaciones" de propagacion, su
estructura quimica es tridimensional (globular) y se divide en tres regiones tipicas: (i) un
nacleo, (ii) capas de ramificaciones (dendrones) que siguen un patrén generacional y

exponencial y (iii) grupos externos o periféricos (figura 15) [59].

Nucleo inicial

Figura 15. Esquema representativo de un dendrimero generacion 3.

Debido a su estructura macromolecular Unica y bien definida, los dendrimeros
poseen una gran variedad de aplicaciones constituyendo una fascinante herramienta
para la construccion de materiales a escala nanométrica. En los ultimos afos la
investigacion en el campo de la quimica dendritica ha experimentado un desarrollo
exponencial, tanto en el area académica, como en la tecnoldgica. Las arquitecturas
dendriticas ofrecen ventajas Unicas con respecto a otras macromoléculas y polimeros
convencionales tales como: multiples grupos funcionales y su versatilidad para facilitar
posteriores modificaciones quimicas, baja dispersividad en pesos moleculares, baja
viscosidad, reducido enredamiento molecular y tamafio nanoscopico dentro del rango
de 1-10 nm [57].

Aunque el crecimiento generacional dendritico es esqueméticamente similar, la
conformacion quimica entre dendrimeros difiere por los grupos funcionales de los que
proviene dicho crecimiento. Por ejemplo, los dendrimeros de poliamidoamina mejor
conocidos como PAMAM (comercialmente disponibles) parten de un ndcleo de
etilendiamina (H,NCH,CH;NH,) y terminan en grupos funcionales hidroxilo (OH),

carboxilo (COOH) o amino primario (NH,) (Figura 16).
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Figura 16. Estructura de un dendrimero PAMAM de terminacion aminada generacion 3.

Estudios sobre el confinamiento de 2-naftol en el interior de dendrimeros
PAMAM generaciones 2.0, 4.0 y 6.0 conteniendo (16, 64 y 256 grupos NH; periféricos
terminales, respectivamente), revelaron que las aminas terciarias no protonadas (-N<)
localizadas en el interior de los dendrimeros son capaces de establecer puentes de

hidrogeno entre los grupos -OH de naftol (Figura 17) [58].

T
/o L,
Lx m.GH'H
K ’Tf“’"‘LMHa
III(lr N
=

Figura 17. Esquematizacion de la interaccién del 2-naftol como funcién del pH
predominante en medio acuoso, tomada y modificada de [58].
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Seccidn 2: Antecedentes
1. La medicién habitual de &cido Urico.

Anteriormente el acido Urico era medido con la reduccion quimica de complejos
fosfotungsticos (Método Folin-Denis) lo que involucraba procesos muy complejos [14,
15,16], llevandolo a ser gradualmente remplazado por los métodos enzimaticos que
emplean la uricasa y miden la concentracion de uno de los productos de reaccion:

alantoina o peroxido de hidrégeno [17].

Para la determinacion de AU actualmente se emplea un procedimiento
colorimétrico enzimatico automatizado que es Util para muestras de suero sanguineo u
orina. El primer paso consiste en la oxidacion del AU, por medio de la uricasa (también
denominada como urato oxidasa), una enzima que poseen animales tales como los
primates y las aves, permitiéndoles convertir el AU en productos de eliminacion [1]. El

producto de esta reaccion es alantoina y peroxido de hidrégeno (Reaccion 1).

0
N~ Ur m—" o
ricasa
NH +2H0+0 > | + CO, + 2H,0
0= 2 2 * 2 22
BN | N OJ<N N/LNHQ

8] H H

I=

Reaccion 1. Oxidacion de AU a alantoina y perdxido de hidrogeno (25 C, Buffer de
fosfatos pH 7.4).

El peréxido de hidrégeno en presencia de peroxidasa (POD), 4-aminofenazona
(4-AF) y 2-4 diclorofenol sulfonato (DCPS) forma una quinonaimina de color rosaceo
(Reaccidn 2). La intensidad de la quinonaimina es analizada en un espectrofotémetro
UV-vis, donde con previa calibracion de un blanco y andlisis de un patron, se lee una
absorbancia a 520 nm, la cual debe ser proporcional a la concentracion de &cido urico

presente en la muestra ensayada [18].

O
S
POD
2H,0, + m OH » Oz<:>:”‘< + 4H,0
0
Cl

Reaccion 2. Formacion de quinonaimina roja (25 <C, Buffer de fosfatos pH 7.4).
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Los laboratorios clinicos y hospitales utilizan kits comerciales que contienen las
enzimas y patrones necesarios para la ejecucion del método. El procedimiento a seguir
es relativamente facil de reproducir, sin embargo los reactivos deben de mantenerse en
frascos bien cerrados y a una temperatura de 2 a 8 C, protegidos de la luz para evitar
su caducidad prematura. Aunado a esto, las muestras de suero o plasma tienen una
estabilidad de 3 a 5 dias cuando son refrigeradas de 2 a 8°C.

Ademads, rigurosamente hablando, el método es indirecto, ya que es la
absorbancia de la quinoaimina, la que se extrapola hacia concentraciones de AU contra
un patrén. Estas circunstancias han creado un nicho de oportunidad para los grupos de
investigacion que en la ultima década han trabajado en desarrollar nuevos métodos
para la determinacion de AU.

2. Detectores y biosensores electroquimicos para la deteccion de acido urico.

En la literatura se reportan diversos dispositivos para la medicion de acido Urico,
basando su funcionamiento en las técnicas electroquimicas y fundamentos teodricos

anteriormente mencionados.

0] 0] 0]
H
N N N

HN oMt HN = HN =
‘ O ———» 0 =/—————— o)
-2e = =
N N N N N N
O H 0] H O

Reaccion 3. Mecanismo propuesto para la oxidacion de &cido Urico.

Huang y col. [44] propusieron el mecanismo para la oxidacion de acido urico que
se presenta en la Reaccion 3. Su trabajo consistié en la modificacion de electrodos de
oro con nanotubos de carbono para estudiar los procesos de electrodo y transferencia
de carga utilizando el acido arico como ejemplo. Demostraron que las terminaciones
carboxiladas de los nanotubos, incrementan la actividad electroquimica del &cido Urico
(AU) y que un interferente como el &cido ascoérbico (AA) presenta respuesta

electroquimica poco significativa.
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Figura 18. CV de AU 10 uM en (a) GCE desnudo (b)GCE/poly Evans Blue. Velocidad
de barrido 100 mV/s. Tomada de [45]

Por otro lado, Lin y col. [45] electropolimerizaron GCEs pretratados en medio
basico usando peliculas del polimero comercial Evans Blue, encontrando excelentes
respuestas electrocataliticas para dopamina (DPA), AU y AA. La Figura 18 muestra el
voltamperograma obtenido para el proceso redox del AU, en donde se puede observar
que el potencial de oxidacién es practicamente el mismo, sin embargo la corriente de
pico del electrodo modificado aumenta significativamente. EI mismo efecto ha sido
reportado por otros autores, quienes mediante el mismo concepto de pretratamiento,
han modificado las superficies de GC con grupos carboxilo, logrado la electrocatalisis

de los procesos [46,47].

Otro modificador de GCEs ampliamente reportado para la medicién de AU son
los nanotubos de carbono. Bi y col. [48], modificaron GCE con nanotubos de carbono
con terminaciones carboxiladas e hidroxiladas, reportando mayor electroactivdad
aquellos que tenian grupos —COOH. Resultados similares son reportados en la
literatura [44,49].

Por otro lado, CMEs con nanoparticulas metalicas se utilizan cada vez méas en
muchas aplicaciones electroquimicas debido a sus propiedades cataliticas
extraordinarias. Caracteristicas de nanoparticulas de oro tales como la alta relacion de
superficie-volumen, alta energia superficial, capacidad para disminuir la distancia entre
las proteinas y las particulas de metal, y el funcionamiento como conductor electronico
entre grupos funcionales y la superficie del electrodo, son razones que justifican la
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modificacion de electrodos para facilitar la transferencia de electrones entre los analitos

redox y superficies de los electrodos [50,51].

Con respecto a lo anterior, el depésito de AuNps sobre GCEs ha mostrado
capacidad de preconcentracion de AU [53-55] que resulta en una mejor actividad
electrocatalitica en la determinacion de AU en orina y/o suero sanguineo. Sin embargo,
la respuesta de AU en el suero sanguineo es tipicamente interferida por la oxidacion
simultanea del AA y DPA, haciendo mas dificil la diferenciacion electroquimica de las

respuestas.

En este sentido, se abre la oportunidad para el desarrollo de nuevos CMEs que
sean funcionalizados con materiales que favorezcan la preconcentracion del AU sobre

el AA. En este contexto, los dendrimeros constituyen una propuesta viable.

Recientemente, compositos del tipo dendrimeros PAMAM-OH/nanopatrticulas de
Pd fueron sintetizados y aplicados en la construccion de un detector electroquimico de
dopamina en orina [59]. Con base en este trabajo, se sabe que aquellas
macromoléculas contenidas en las muestras de orina que pudieran haber sido
adsorbidas no especificamente en la superficie del electrodo no parecen haber tenido
un efecto significativamente negativo sobre las propiedades electroquimicas del
sustrato asi modificado. Este resultado sugiri6 que los materiales dendriticos
(poliamidoamina generacion 4.0-OH) confinados a la superficie estudiada son capaces
de inhibir el efecto pasivante de proteinas contenidas en la orina, debido a que sus
grupos terminales OH proporcionan a la interfase un caracter altamente polar e

hidrofilico no apto para la interaccion con proteinas.
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Seccidn 3: Propuesta del proyecto
1. Objetivos
1.1 Objetivo General.

Modificar electrodos de carbdn vitreo con nanoparticulas de oro recubiertas con
cisteamina y dendrimeros de poliamidoamina generacion 4.5 para la deteccion

amperométrica altamente selectiva de acido Urico en suero sanguineo humano.

1.1.1 Objetivos Especificos.

* Modificar superficies de electrodo con nanoparticulas de oro recubiertas
con cisteamina y dendrimeros de poli(amidoamina) generaciéon 4.5
(PAMAM-G4.5).

» Validar el empleo de los electrodos asi modificados frente a la evaluacion
altamente selectiva de la concentracion de acido urico en muestras de

suero sanguineo de pacientes con riesgo a presentar preeclampsia.

» Acoplar los electrodos modificados a un dispositivo portatil para la
medicion de acido Urico en suero sanguineo con base a las condiciones

encontradas durante la etapa de validacion.
2. Justificacion

La Secretaria de Salud (SS) en Meéxico reportd que durante el 2005 se
presentaron 1,242 defunciones maternas, casi 34% del total fueron a causa de la
Preeclampsia (PE) [8]. El método enzimatico colorimétrico, actual ruta de analisis del
suero sanguineo para la medicion de acido Urico, requiere un control estricto para la
conservacion del kit enzimatico (2-8 ° C, oscuridad, 1 mes maximo) y muestras de
suero sanguineo (2-8 °C, 3-5 dias maximo). Ademas de que es un meétodo indirecto
que requiere al menos 1000 uL de suero sanguineo para su analisis y un tiempo de

respuesta comprendida entre 3y 24 horas.
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3. Hipotesis

(1) La oxidacién de acido urico en electrodos de carbon vitreo sera promovida si

su superficie es modificada por nanoparticulas de oro.

(2) Los efectos de corriente capacitiva asociada a la electroactividad residual de
los electrodos de carbon vitreo disminuira si las nanoparticulas de oro son confinadas

en los sitios responsables de tal electroactividad.

(3) La preconcentracién de acido Urico en la interfase electrodo/electrolito sera
promovida si dendrimeros de polilamidomina) se logran asociar por via quimica a las

nanoparticulas de oro previamente confinadas.

(4) Los efectos de matriz seran minimizados si los dendrimeros de
polilamidoamina) confinados poseen una buena cantidad de grupos carboxilo por

unidad dendritica.
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Seccion 4: Desarrollo experimental

1 Modificaciéon de GCEs con nanoparticulas de oro re  cubiertas con cisteamina
(AuNp@cisteamina) y con dendrimeros PAMAM G 4.5.

1.1 Preparacion de las nanoparticulas de oro.

Entre los métodos convencionales de sintesis de AuNPs por reduccién de Au
(1M, el més popular durante mucho tiempo ha sido aquel que utiliza citrato de sodio
como agente reductor de HAuCl, en agua, método que fue introducido por Turkevich en
1951 [61]. Las AuNp@cisteamina fueron obtenidas modificando ésta y otras
metodologias previamente reportadas [62], donde la técnica de sintesis consiste en
utilizar compuestos que se unan fuertemente a las nanoparticulas. Los tioles, como el
clorhidrato de cisteamina, son compuestos que contienen azufre (Figura 19),
permitiéndoles lograr uniones de tipo covalente con metales nobles que incluyen al oro.
[63].

Figura 19. Molécula del clorhidrato de cisteamina

El ion AuCl,; se reduce por accion del NaBH,; mediante el siguiente protocolo:
Una solucién 0.5M de cisteamina (60uL) se agrega a una solucién 1mM de HAuCl, (15
mL) bajo agitacion, e inmediatamente después se agrega lentamente y por goteo una
solucion 8mM de NaBH,4 (5mL, previamente enfriados a 4C) (Figura 20).

R
— @

&

Figura 20. Esquematizacion de la sintesis de nanoparticulas de oro en la presencia de

HAuCI,

clorhidrato de cisteamina.
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1.2 Electrodepésito de las AuNp sobre GCEs.

Como pretratamiento superficial, los GCEs fueron pulidos hasta conseguir un
acabado de espejo. El pulido fue realizado con alimina (y-Al,O3) 0.3um de tamafo de

particula sobre pafio buehler y enjuagado con agua deionizada (18.2 MQ@m™).

Los experimentos se desarrollaron usando un potenciostato Epsilon BAS
conectado a una celda electroquimica de 3 electrodos, donde un alambre de Pt fue
usado como electrodo contador y los potenciales referenciados a un electrodo de

AgUAgCI (3M NaCl) a menos que se indique otra cosa.

Siguiendo la metodologia previamente reportada por nuestro grupo de
investigacion [60], en wuna celda electroquimica con disolucion fresca de
AuNp@cisteamina (15 mL), se sumergen los GCE y se aplican 0.1V vs. Ag|AgCI (3M
NaCl) por 40s, esperando que los grupos -S(CH,):NH3" de las AuNp@cisteamina
formen enlaces covalentes con los sitios electroactivos de las superficies de los GCEs

como se ilustra en la Figura 22 [65,66].

c > c-+ + e

GCE GCE oxidado
¢’ H—N—CH CH,S ° —) N ~cH,cH,
GCE oxidado AuNp AuNp
: #
N CHCHS —) NH—CHCHS
H
)
AuNp AuNp

Figura 21. Mecanismo propuesto para explicar la electroadsorcion de
AuNp@cisteamina en GCEs. Tomada de [68].
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1.3 Quimiadsorcion de dendrimeros.

Finalmente los GCEs modificados con las AuNp@cisteamina se sumergen por
48h en una solucién de MeOH con 10mM etilcarbodimida (EDC) + 18uM dendrimeros
PAMAM generacion 4.5 (128 terminales carboxiladas), siguiendo la metodologia

previamente reportada [67].
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Seccion 5: Resultados

1. Modificacion de GCEs con nanoparticulas de oro r  ecubiertas con cisteamina
(AuNp@cisteamina) y con dendrimeros PAMAM G 4.5

La formacion de nanoparticulas de oro se evalué mediante espectroscopia UV-
Vis (el analisis se realiz6 en un espectrofotémetro UV-Vis Ocean Optics USB2000 +
FO009 UV-Vis en cubeta de cuarzo rectangular) via la aparicién de un pico plasmoén a
525nm (Figura 22) lo que permite demostrar la formacion de nanoparticulas de oro con
diametro DAuNp [07nm, tamafio supuesto de acuerdo a resultados similares reportados

en la literatura [64].
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Figura 22. Espectro de absorcién UV-Vis obtenido para agua deionizada conteniendo
AuNp@cisteamina a 25C.

La correcta adsorcion del oro sobre el GCE es demostrada por los procesos
redox de la formacion de AuO a través del mecanismo de Reaccion 4 [68]. La Figura 23
muestra el voltamperograma obtenido para un GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM en

H,SO4 0.5 M, observandose los picos redox correspondientes a dicho mecanismo.

Au + H,O0 = AuOH + H + e

AuOH = AuOD + H + &

Reaccion 4. Mecanismo de reaccion que explica la electro-formacion de AuO
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Figura 23. Respuesta voltamperometrica obtenida para (A)
GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM y (B) GCE, en 0.5 M H,SO4 a 40 mV s™.

En complemento a estos resultados, y mediante un microscopio Raman (DXR
Thermo Scientific, objetivo 10X, apertura 50um) equipado con un laser de 14 mW que
emite a 780 + 0.2 nm, se obtuvo el espectro de la cisteamina pura (Fig. 24-i) y se
compardé con el espectro del sistema GCE/AuNp@cisteamina (Fig. 24-ii) con el fin de
evaluar los diferentes modos de vibracién de los enlaces S-H y NHs". El de la
cisteamina pura (Fig. 24-i) muestra a 2510 cm™ el estiramiento del enlace S-H, a 2935
cm™ el estiramiento del enlace C-H y a 3000 cm™ el estiramiento asimétrico del grupo
CHa, los cuales corresponden a los reportados en la literatura [64]. Adicionalmente, los
diferentes modos de doblamiento del NHs* se observan entre 1000-1600 cm™.
Comparando estas sefales contra el sistema GCE/AuNp@cisteamina (Fig. 25-ii),
puede observarse la disminucion y casi desaparicién del pico correspondiente a la
vibracion S-H, sugiriendo una interaccion covalente entre el azufre de la cisteamina y el
oro nanoparticulado; en el mismo espectro se observan sefiales a 1300 y 1580 cm™,

correspondientes a los enlaces sp? del carbén vitreo [71].
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Figura 24. Espectros Raman de cisteamina pura (i) y GCE/AuNp@cisteamina (ii). (G) y

(D) son las vibraciones referidas a los enlaces sp? del carbono del GCE.

Acto seguido mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR, por sus siglas en inglés, Fourier transform infrared) se obtuvieron los espectros
de los sistemas GCE (Fig. 25-i), GCE/AuNp@cisteamina (Fig. 25-ii) vy
GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM (Fig. 25-iii) mediante un espectrometro Thermo-
Nicolet Nexus FT-IR equipado con accesorio de reflectancia especular (dngulo 309.
Comparando el espectro del sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM contra el GCE
desnudo y GCE/AuNp@cisteamina, se observa un pico (Pico 1, Figura 25-iii)) a 1730
cm™, el cual es atribuido a la vibracién por estiramiento del enlace C=0 de los grupos
carboxilo localizados en la periferia del material dendritico, demostrando que el sistema

fue quimicamente modificado por dendrimeros [69].
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Figura 25. Espectro FT-IR obtenido para GCE (i); GCE/AuNp@cisteamina (ii) y
GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM (iii) a 25<C.

Una comparacién mas detallada entre las figuras 25-ii y 25-iii, demuestra
sefales de respuesta mas intensas para vibraciones atribuibles a los enlaces amida-l a
1650 cm™ (Pico 2, Figura 25-iii) y amida-Il a 1580 cm™ (Pico 3, Figura 25-iii) en el
sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM [70].

Figura 26. Imagen TEM y el patron de difraccion de electrones de las
AuNp@cisteamina. (izqg.) Imagen TEM gue muestra la morfologia de los cristales de

oro. (der) patron de difraccion de electrones
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Ademas, mediante el microscopio electrénico de transmision (TEM, FEI-Titdn G2
80-300 con resolucién de 0.7A) se obtuvieron micrografias las AuNp@cisteamina en
sobre una rejilla de Cu (Figura 26), para las cuales se encontré un tamafo de particula

de 7.09 + 1.75 nm de acuerdo al andlisis de distribucién de tamafio obtenido (Figura
27).

12
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Figura 27. Histograma que muestra la distribucion del tamafio de particula de las

AuNps@cisteamina

En este contexto, se determinaron los planos cristalograficos a los que se
asocian los patrones de difraccion de la figura 26, esto de acuerdo a los resultados

reportados en la literatura, obteniendo planos cristalograficos [111], [200],[220] y [311]
(Tabla 6) [72,73].

2R(1/nm) [ R (1/nm) d (nm) |[d (Armstrong)|Tedricos (Armstrong)| Planos |REFERENCIA
Primer anillo 8.455 4.2275 0.23654642 | 2.365464222 2.366 [111] 72
Segundo anillo 9.914 4.957 0.20173492 | 2.017349203 2.017 [200] 72
Tercer anillo 14.029 7.0145 0.14256184 | 1.425618362 1.443 [220] 72
Cuarto anillo 16.386 8.193 0.12205541 | 1.220554132 1.22 [311] 73

Tabla 6. Andlisis de los patrones de difraccion de las AuNps@cisteamina
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2 Evaluacion de muestras sintéticas de acido urico para construccién de curva

de calibracion.

2.1 GCEs modificados con AuNp@cisteamina/PAMAM
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-0.1 0 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9
Potencial (V vs. Ag| AgCl 3M Nacl)

Figura 28. Respuestas voltamperometricas obtenidas para la oxidacion de AU a 0.58V
en GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM en PBS-pH2 (1=0.1). Las concentraciones de AU
fueron incrementadas sucesivamente de la siguiente manera: 0, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09,
0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18, 0.20, 0.22 and 0.25 mgldL™. Todos los experimentos se
llevaron a cabo a 40mVS™y 25<C.

Los GCEs modificados con AuNp@cisteamina/PAMAM se usaron para obtener
respuestas voltamperométricas de concentraciones conocidas de AU que fueron
preparadas por diluciones de una disolucion stock de &cido urico 100 uM en una celda

electroquimica con 5 mL de buffer de fosfatos pH 2 (PBS-pH2, fuerza ionica=0.1).

La Figura 28 muestra los picos de oxidacion a diferentes concentraciones
conocidas, el valor de corriente de pico se midié en 0.58 V. Para poder demostrar el
efecto electrocatalitico del sistema modificador (AuNp@cisteamina/PAMAM), este

mismo protocolo experimental se aplicé a un GCE sin modificar (desnudo).
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2.2 GCE desnudo.
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Figura 29. Respuestas voltamperometricas obtenidas para GCE en PBS-pH2 (1=0.1) +
Au a (i) 0, (i) 0.03 y (iii) 0.25mgmdL™

En la Figura 29, se muestra que no existe respuesta electroquimica para la
oxidacion del AU en un GCE desnudo, demostrando que esta se promueve por el
recubrimiento AuNp@cisteamina, gracias al efecto electrocatalitico de las AuNps en la
oxidacion del AU. Sin embargo no es suficiente para demostrar los efectos de
preconcentracion que aportaron los dendrimeros, y que fueron planteados en la
hipétesis. Por esta razon se realiz6 un experimento de control donde el GCE fue
modificado Unicamente con nanoparticulas de oro sin ningun recubrimiento adicional
(AuP).

2.3 GCE modificado con nanoparticulas de oro via el  ectrodeposito.

Las AuP fueron depositas en GCEs usando la técnica de doble pulso de
potencial (DPP) [74]. Los experimentos se desarrollaron usando una disolucion acuosa
de 1M KNO3 + 1M HCI + 7.2mM HAuCI,. En este sentido, se emple6é un pulso de
nucleaciéon (Eny) de 0.35V que fue aplicado por 50ms, inmediatamente seguido por un
pulso de crecimiento (Egowtn) de 0.50V por 10s. Ambos potenciales fueron previamente

determinados por voltamperometria ciclica (CV) (Figura 30).
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Figura 30. CV obtenido para el electrodepésito de AuP en GCEs. Los picos
observados a 0.42 and 1.20V corresponden al depoésito y redisolucion de AuPs

respectivamente. La velocidad de barrido es de 100mV(s™

El efecto electrocatalitico de las AuNps se demuestra al obtener las respuestas
voltamperometricas para la oxidacion del AU con GCEs modificados con
nanoparticulas de oro via electrodeposito (AuPs) (Fig. 31) y compararlas con los GCEs
desnudos y los GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM.

La oxidacion del AU en GCE/AuP ocurre aproximadamente a 0.75 V, mientras
gque en el GCE desnudo este proceso no se observa. Este resultado demuestra
claramente las nanoparticulas de oro son las responsables del efecto electrocatalitico
en el sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM, mientras que los dendrimeros PAMAM,
otorgan un efecto de preconcentracion que se refleja en el aumento de las respuestas
de corriente para una misma concentracion. Este punto se elucida en la siguiente

seccion mediante el normalizado y comparacion de corrientes.
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Figura 31 Respuestas voltamperometricas obtenidas a 0.75V con GCE/AuP en PBS-
pH2 (1=0.1). Las concentraciones de AU fueron incrementadas sucesivamente de la
siguiente manera: 0, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18, 0.20, 0.22 and

0.25 mgdL™. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 40mVS™y 25<C.

3. GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM vs. GCE/AuP

La Figura 32 muestra una comparacion entre las corrientes de oxidacién de AU
obtenidas en GCE/AuNp@cysteamina/PAMAM y GCE/AuP ambos en PBS-pH2 (1=0.1).
Ambas corrientes de oxidacion estan normalizadas (El célculo del area electroactiva de
los GCEs se presenta en el Anexo). La Figura 32 demuestra que la preconcentracion
interfacial de AU es claramente significativa cuando las concentraciones de AU son
pequefias (0.03-0.12mgdL™), demostrando que las micelas dendriticas promueven la
preconcentracion de las moléculas de AU en la proximidad de las AuNps@cisteamina
cuando su potencial electroquimico es pequefio. En cambio, cuando la concentracion
de AU es mayor (0.12-0.25mgldL™), el fendmeno de preconcentracién no es necesario,
demostrando que las moléculas de AU adquieren suficiente potencial electroquimico
para acercarse a las AuNps@cisteamina por si mismas. Los célculos de area

electroactiva para normalizacién de las corrientes se presentan en el anexo 2.
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0.24 0.28

Figura 32. Comparacion entre corrientes de oxidacion de AU obtenidas en
GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM (O) y GCE/AuUP (A) en PBS-pH2 (1=0.1).

4 Evaluacion de muestras de suero sanguineo con el sistema GCE/

AuNp@cisteamina/PAMAM.

Muestra ([r'::};';_z) (L':\;];E) % Desviacion
A ciego 4.74 -
B 3.7 3.66 -1.1
C 3.36 3.61 6.9

Tabla 7. Comparacién de concentraciones de AU medidas por método enzimatico y

electroquimico.

GCE/
AuNp@cisteamina/PAMAM, se analizaron muestras reales de pacientes con PE

Con el fin de demostrar el funcionamiento del sistema
(Figura 33). En la Tabla 7, se comparan los resultados obtenidos contra el método
enzimatico (ENZ) (El método enzimatico fue desarrollado por el instituto nacional de
perinatologia siguiendo las condiciones reportadas en la literatura [5]), encontrandose

variaciones menores al 10% que no son significativas desde el punto de vista préactico.
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Asimismo, este resultado indica que la contribucion de los efectos de matriz debe ser
muy pequefa.
0.50 1
0.35 -
0.20 -

0.05 -

i (UA)

-0.10 A

-0.25

-0.40 T T L L
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80

E (V vs Ag|AgCI 3M NaCl)

Figura 33. Respuestas voltamperometricas obtenidas para la oxidacion de muestras de
AU a 0.62 V en GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM en PBS-pH2 (1=0.1). Todos los

experimentos se llevaron a cabo a 40mVis™y 25C.

Sin embargo, utilizar el método de CV para el andlisis de muestras reales,
implica ciertas desventajas, de mucha importancia practica tales como: el método
requiere que se analice un blanco, la linea base asociada a la construccion de la curva
de calibracion puede variar de una a otra medicion, el método asume que la
conductividad eléctrica del sustrato de electrodo (GC) es constante, el método asume
gue la capa modificadora a base de AuNps@cisteamina y dendrimeros PAMAM del

electrodo no tiene cambios estructurales.

Por tales motivos, utilizar un método que elimine estas desventajas es una clara
area de oportunidad. En el sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM en PBS-pH2
(I=0.1), se aplicaron 0.64 V durante un experimento amperométrico (Figura 34A) donde
fueron adicionadas sucesivamente concentraciones de AU conocidas con el fin de

obtener una nueva curva de calibracion para el sistema (Figura 34B).
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Figura 34. (A) En GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM en PBS-pH2 (1=0.1), se aplicaron
0.64 V y las concentraciones de AU fueron adicionadas sucesivamente de la siguiente
manera: 0, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18, 0.20, 0.22y 0.25 nglL'l,
(B) Curva de calibracion del sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM.

Para demostrar el funcionamiento de la técnica con el sistema GCE/

AuNp@cisteamina/PAMAM,

diagnéstico previo de PE (Figura 35). En la Tabla 8, se comparan los resultados

se analizaron muestras reales de pacientes con

obtenidos contra el método enzimatico sin encontrarse variaciones significativas.

Muestra ([r':ng;;[Z) (E::l]:E) % Desviacion
A 2.6 2.9 1
B 2.7 2.7 0
C 2.6 2.9 1

Tabla 8. Comparacion de concentraciones de AU medidas por método enzimatico y

electroquimico.
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Figura 35. Respuestas amperometricas obtenidas para la oxidacion de 3 muestras de
suero sanguineo con concentraciones distintas. Las corrientes fueron medidas en

0.64V vs (Ag|AgCl 3M NaCl) en GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM en PBS-pH2 (1=0.1).

Todos los experimentos se llevaron a cabo a 25T.

5. Método de adicién de estandar del GCE/AuNp@cyste  amina/PAMAM.

Para poder evaluar la selectividad del sistema, se analizaron concentraciones de
muestras estandar por el método analitico de adicion de estandar (Anexo 1) [75]. En la
Figura 36 se comparan las curvas de calibracion del método de adicién de estandar
contra el amperomeétrico, donde puede observarse que la diferencia de pendientes

entre ambas es no significativa e indica que la selectividad es muy cercana a 1.

m
Selectividad = adstd
Mec
Selectividad = 4627 =1.14
electivida =>1e04 ~ L

En base a lo anterior, concluimos que el método de adicion de estandar para el
analisis de muestras de reales de AU, presenta ventajas contra la CV, amperometria e
incluso el método enziméatico, ya que normaliza el método sin efectos de matriz y de
sustrato, no requiere almacenaje estricto de reactivos, requiere solo 5uL de suero
sanguineo para el andlisis y el tiempo de respuesta no es mayor a 10 minutos (Anexo
1).
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Figura 36. Comparacion entre corrientes de oxidacion de AU obtenidas por adicion de

estandar (O) y amperometria (A) en PBS-pH2 (1=0.1).

Para dar validez a estos argumentos, se analizaron muestras de suero
sanguineo de pacientes con PE mediante el método de adicion de estandar. Los
experimentos fueron realizados en un potenciostato lvium pocketstat (Figura 37), para
demostrar la portabilidad del sistema. En la Tabla 9, se comparan los resultados
obtenidos contra el método enzimatico (analisis realizados en el Instituto Nacional de

Perinatologia (INPER)) sin encontrar diferencias significativas.

Figura 37. Potenciostato portable marca Ivium, modelo pocketstat, tamafio: 115.2 x
58.5 x 12.5mm, peso: 140 g, tamafio: 115.2 x 58.5 x 12.5mm, ventana de potencial:

+4V [ £10mA, impedancia de entrada = 1TQ, resolucién = 10mV.
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Paciente | [AU]enz (Mg/dL) | [AU]eo (Mg/dL) |% Desviacion
1 5.6 5.80 -4
2 9.2 10.20 -11
3 7.0 7.00 0
4 3.7 3.40 8
5 5.9 5.40 8
6 3.5 3.20 9
7 49 4.50 8
8 3.4 3.60 -7
9 2.6 2.90 -12
10 54 5.20 4
11 5.9 5.90 0
12 5.5 5.20 5
13 4.9 4.80 2
14 3.6 3.60 0
15 41 4.60 -12
16 5.9 5.30 11
17 6.3 5.80 8
18 3.9 2.80 28
19 4.4 490 -11
20 7.3 7.20 1
21 3.5 3.90 -11
22 6.6 5.90 11
23 6.4 6.90 -8
24 7.3 7.50 -3
25 2.5 2.3 8

Tabla 9. Comparacién de concentraciones de AU de pacientes con PE, medidas

por método enzimatico y electroquimico de adicion de estandar.
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Seccidén 6: Conclusiones.

Se lograron modificar electrodos de carbon vitreo con nanoparticulas de oro
recubiertas con cisteamina y dendrimeros de poliamidoamina generacion 4.5 para la
deteccibn amperométrica altamente selectiva de acido Urico en suero sanguineo

humano.

El efecto electrocatalitico de las nanoparticulas de oro se demostré mediante la
oxidacion de &cido urico en electrodos de carbon vitreo modificados con nanoparticulas
de oro, disminuyendo los efectos de dispersion de la corriente en los electrodos de

carbdn vitreo.

La preconcentracion de acido urico en la interfase electrodo|electrolito es
promovida por la asociacién quimica de los dendrimeros de poli(amidomina) a las

nanoparticulas de oro.

Los efectos de matriz son minimizados por los dendrimeros de poli(amidoamina)
confinados en el sustrato modificado ya que estos poseen una buena cantidad de
grupos carboxilo por unidad dendritica, por lo que el método amperométrico por adicion

de estandar es aplicable con cualquier lote de electrodos de carbdn vitreo.

Las concentraciones de acido Urico determinadas por el método amperométrico
de adiciébn de estandar muestran diferencias minimas respecto a los resultados
obtenidos via método enzimético, pero presenta ventajas superiores en cuanto al
tiempo de respuesta y pretratamiento de las muestras, ademas de que los ensayos de
laboratorio son muy costosos, tediosos e incluso generan riesgos para los operarios del
equipo clinico. En este contexto, los detectores electroquimicos son una propuesta

atractiva por su alta portabilidad, facil operatividad, menor costo y seguridad.
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Seccion 7: Perspectivas.

Modificacion de electrodos serigrafiados con nanopa rticulas y su aplicacion en el
analisis de metabolitos.

En el presente trabajo se analizaron muestras de pacientes con preeclampsia,
padecimiento que como bien se explicO, esta asociado al exceso de UA. Sin embargo,
la falta o el exceso de ciertas biomoléculas en las rutas metabodlicas de los seres
humanos, estan asociadas a muchos otros casos donde biomoléculas son usadas

como biomarcadores.

La galactosemia es un trastorno hereditario, si ambos padres portan un gen
anormal que cause esta enfermedad, cada uno de sus hijos tiene un 25% de
probabilidades de resultar afectado. Existen 3 formas de la enfermedad: deficiencia de
galactosa-1-fosfatouridil transferasa (galactosemia clasica, la forma mas comun y la
mas grave), deficiencia de galactosa cinasa y deficiencia de galactosa-6-fosfato
epimerasa. Las personas con galactosemia son incapaces de descomponer
completamente el azucar simple galactosa, que compone la mitad de la lactosa, el
azucar que se encuentra en la leche. El otro azucar es la glucosa. Si a un bebé con
galactosemia se le da leche, los derivados de la galactosa se acumulan en el
organismo del bebé. Estas sustancias dafian el higado, el cerebro, los rifiones y los
0jos. Las personas con galactosemia no pueden tolerar ninguna forma de leche (ni
humana ni animal) y deben ser cuidadosos al consumir otros alimentos que contengan
galactosa. Si se recibe un diagnostico temprano y se evitan estrictamente los productos

lacteos se puede llevar una vida relativamente normal [75].

En este sentido, se probaron los materiales hanometricos en el desarrollo de
detectores electroquimicos de galactosa (GAL), galactosa 1-fosfato (GAL-1P) y

galactosa-6-fosfato epimerasa (UDP).

El objetivo principal fue modificar superficies de electrodos serigrafiados de gota
de carbén (SPEC, por sus siglas en inglés) con nanoparticulas de plata (AgNp),
mediante la técnica de doble pulso de potencial, con el fin de aumentar la actividad
electrocatalitica y disminuir los efectos de dispersion de la corriente en la deteccion de

las biomoléculas mencionadas [74].

53| Pagina



Para la modificacion de los SPEC con AgNp se preparo una disolucion de 1 mM
AgNO3z con KNO3 0.1M como electrolito soporte y se monto una celda electroquimica
de 3 electrodos, donde un electrodo serigrafiado de carb6n y un alambre de platino
fueron usados como electrodo de trabajo y contra electrodo respectivamente, mientras
gue un electrodo Ag|AgCl (3M NaCl) opero como referencia. Los experimentos fueron

realizados utilizando un potenciostato autolab PGSTAT 12

La Figura 38, muestra la respuesta obtenida para la electrodeposicion de AgP
con cuatro distintos electrodos.
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Figura 38. CVs obtenidos para la electrodeposicion de AgNp en electrodos de gota de
carbén. Barrido de potencial igual a 50 mVS™.

En este sentido, fue aplicado un pulso de nucleacion (Ey) de 0.05V
inmediatamente seguido por un pulso de crecimiento (Eg) de 0.2V, con un tiempo de

nucleacién de 50ms y un tiempo de crecimiento de 10s.
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Figura 39. Micrografias SEM de sistemas (A)SPEC/AgNp y (B)SPEC

Por otro lado, la caracterizacién de las AgNp se llevé a cabo en un microscopio
electrénico de barrido (SEM) Hitachi Tabletop TM-1000 (Vacc=15.0kV, Mag=500x), la
Figura 39A muestra los depdsitos de plata sobre la superficie de carbén para un tiempo
de nucleacién de 50ms y 10s de crecimiento, contra una superficie de carbon sin

modificar (Figura 39B).

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita, se modificaron con AgNp,
electrodos de gota para analizar GAL (100 uM), GAL-1P (100uM) y UDP (100 uM). El
experimento electroquimico se llevd a cabo mediante voltamperometria lineal en
sentido anddico con el fin de oxidar las especies. Los resultados se muestran en la
Figura 40.
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Figura 40. Respuestas obtenidas para la oxidacion galactosa 1-fosfato (A), UDP (B) y

de galactosa (C).
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De este estudio se concluye que existe un efecto electrocatalitico de las
nanoparticulas de plata, el cual ha sido demostrado por las respuestas
voltamperometricas de la oxidacion de GAL, GAL 1-p y UDP (los electrodos desnudos
no presentaron respuesta respecto a estos analitos),quedando pendiente la evaluacion
del mecanismo de reaccion y si existe una relacion de la electroactividad con las
estructuras quimicas de los analitos

Asi pues, se propone como una perspectiva del presente proyecto, aprovechar el
efecto electrocatalitico de los materiales nanometricos para la funcionalizacion de
diversos materiales de electrodo que puedan ser utilizados como detectores
electroquimicos o biosensores, lo anterior mediante la continuacion del estudio,
desarrollo y aplicacion de la técnica de doble pulso de potencial para el depdsito de
materiales nanometricos.
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Figura 41. A) Esquema de potenciales y tiempos involucrados en la técnica de doble-
pulso de potencial, y B) voltamperograma tipico para un electrodeposito metalico donde
se remarcan los potenciales necesarios en la técnica de doble-pulso de potencial. Se

muestran tres ciclos de barrido de potencial, tomada y modificada de [77]

En la figura 41B, se muestran los parametros termodindmicos que se involucran
en esta técnica, donde en primera instancia es necesario determinar un pulso de
potencial catddico (E;) ubicado en la zona de control faradaico con la intencion de
promover la nucleaciéon en un periodo de tiempo (t;) muy corto (en el orden de ms) y
posteriormente se determina un segundo pulso de potencial catddico (E;) ubicado en la
zona de control cinético que permita regular el crecimiento de los nicleos en un periodo

de tiempo (t2) largo (en el orden de segundos) [77].
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Estos parametros pueden obtenerse mediante otra técnica electroquimica como
la voltamperometria ciclica, del cual podremos analizar los siguiente: potencial a
circuito abierto (Eocp), potencial termodinamico estandar (E%), potencial de nucleacién

(E1) y potencial de crecimiento (Ey) [77].

El empleo de esta técnica, permite depdsitos de metales en condiciones de no
apareamiento (situacion en la que cada particula metalica crece a una velocidad que es
independiente del nimero y proximidad de otras particulas vecinas (Figura 42), ya que
la nucleacion es instantanea o independiente del tiempo, debido a que el proceso

ocurre en la zona de control por transferencia de masa (independiente del tiempo).

vista lateral “K
Y
vista superior 50Q@
00
¢ tiempo

no apareado ! apareado

crecimiento de nicleos metalicos

Figura 42. Relacion espacial del crecimiento de nucleos metélicos, tomada y
modificada de [77].

En contraste el crecimiento de los ndcleos recién formados (Figura 43) debe ser
controlado cinéticamente para evitar el fendmeno de apareamiento. De lo contrario, la
dispersion del tamafio de particula recién creada durante el proceso de nucleacion
seria independiente del tiempo de crecimiento, pudiendo acabar rapidamente en el

apareamiento de particulas [78].
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Figura 43. Efecto del potencial sobre la dispersion de tamafios de particula metalicas
como funcion del tiempo. La situacion ideal para un crecimiento sin apareamiento se

remarca con el cuadro de lineas mas gruesas [78].
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Anexo 1. Desarrollo experimental y matematico para la determinacion de la
concentraciéon de acido Urico mediante el método ele ctroguimico de adicion de

estandar.

El método de adicion de estandar es especialmente util para analizar muestras
complejas en las que la probabilidad de que se produzcan efectos de matriz es
considerable. En la mayoria de las versiones del método de la adicion de estandar, la
matriz de la muestra es casi idéntica después de cada adicién y la Unica diferencia es
la concentracion de analito o la concentracion de reactivo en el caso de que se afiada

un exceso de un reactivo analitico [75].

En este trabajo, el método de adicion de estandar fue aplicado para medir la
concentracion de acido urico en una muestra (Cx) evaluando la variacion de corriente
producida por la adicién de varias alicuotas idénticas (Vap) de una disolucién estandar

de acido urico (Cstp).

(a) (b)

Stmmx 51 mm

Figura 44. Elementos del arreglo experimental para evaluacion de AU en muestras de
suero sanguineo: (a) Celda electroquimica marca Bas, (b) Agitador magnético

recubierto de teflon.

En una celda electroquimica como la que se muestra en la Figura 44, se
adiciono un volumen (V) de 2 mL de PBS-pH2 (I1=0.1). La celda se monté en una
parrilla de agitacion donde un agitador magnético recubierto con teflon como el de la
Figura 44 se gir6 a una velocidad aproximada de 240 RPM. La celda se conect6 a un
potenciostato lvium Pocket Stat, donde un alambre de Pt fue usado como electrodo
contador y los potenciales referenciados a un electrodo de AgUAgCl (3M NaCl),
mientras que el electrodo de trabajo fue el sistema GCE/AuNp@cisteamina/PAMAM.
En un experimento cronoamperometrico y aplicando un potencial de 0.64 V (potencial
gue se asegura la oxidacién de AU de acuerdo a los experimentos voltamperometricos
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realizados), se midi6 la caida de corriente producida por el cambio de potencial desde
el equilibrio hasta la zona de control faradaico, es decir, una vez que se ha formado la
capa de difusion (corriente constante), posterior a este paso, se afiade un volumen de 5
pL de la muestra de suero sanguineo a evaluar (Vy) y se da un lapso de tiempo
suficiente para medir el aumento de corriente producido por el proceso de oxidacion del
AU sobre el sustrato modificado. Una vez que la corriente vuelve a ser constante, se
afiaden 5 alicuotas de 10 pL de disolucion del estandar de AU de concentracion 1
mg/dL, esperando entre cada una de estas adiciones la estabilizacion del aumento de

corriente (Figura 45).
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Figura 45. Amperograma obtenido en el andlisis de una muestra de suero sanguineo
por adicién de estandar, donde: (A) Zona de estabilizacién de la corriente del blanco

(capa de difusion), (B) Adicidon de la muestra problema y (C) Adiciones de estandar.

Si la respuesta de corriente es proporcional a la concentracién, como debe ser

para que el método de adicion de estandar sea aplicable, se puede escribir que:
ix = kyCx Ecuacion 1
istp = KstpCap Ecuacion 2

Donde i es la corriente, k es una constante de proporcionalidad y C es la

concentracion de la muestra para los términos con subindice x y para el estandar
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aquellos con subindice STD, Cap es la concentracion final por la adicion de estandar.

Asi pues, totalizando la corriente del experimento, como ir:
ir =ix +istp Ecuacion 3
Y sustituyendo las ecuaciones 1y 2, en 3:
it = kxCx + kstpCap Ecuacion 4

Ahora bien, si V1 es el volumen final de la celda al terminar el experimento y Vo

el volumen al inicio del mismo:
Vo = Vs + Ik Ecuacion 5
Vo = Vs + Vg Ecuacion 6

Donde Vs es el volumen del electrolito soporte, Vx el volumen de muestra, y Vap
el volumen de la adicion de estandar. Como Vx <<< Vg, se pude considerar que V¢=Vs.

Si consideramos que en cada adicion de estandar:
CstpVap = CapVr Ecuacioén 7
CstpVap = Cap(Vo + Vap) Ecuacion 8
Y despejando la concentracion afiadida de estandar (Cap):

_ CstpVap

Cap = NVotVap) Ecuacion 9
Y sustituyendo la ecuacién 9 en la 4:

. \Y% .z

it = KstpCstp (ﬁ) + kxCx Ecuacion 10

Con los datos obtenidos en el experimento amperométrico, se construye una
gréfica donde la ecuacion 10 quede de la forma y=mx+b, donde m=kstp[Cstp (Figura
46).
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m= kstd cstd

Vo+V,oqy

Figura 46. Representacion grafica de la recta de calibrado del método de adicion de
estandar. La concentracion de la disolucién problema se puede calcular por

extrapolacién como se denota por la linea punteada.

Asi pues, cuando volumen de estandar que se ha afiadido es cero (Vap=0)

(Figura 46 (a)):

iy = kxCx Ecuacion 11
Y extrapolando la recta, cuando it -0 (Figura 46(b)):

v y
0 = ksrpCstp (ﬁ) + kxCx Ecuacion 12

Como sabemos que no existen efectos de matriz, se puede considerar que Kstp

= kx =k, quedando la ecuacién 12 como:

- _ _Vap >
kCx = —kCgtp ( (V0+VAD)) Ecuacion 13

Eliminando las contantes en ambos lados de la ecuacion:

_ Vap -z
CX = CSTD (—(V0+VAD)) Ecuacion 14

Asi pues, la ecuacion 14 es util para la evaluacion de la concentracion de AU en
suero sanguineo, faltando solo multiplicar el resultado por 400, cifra que corresponde al

factor de dilucion de la muestra:

Cx = —CSTD( Van )x400 Ecuacion 15

Vo+Vap
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La Figura 47, muestra un ejemplo de una muestra problema evaluado por este
método.

y = 1127.9x + 15.771
0 1 Rz = 0.9947
n L] Ll

-0.02/ -0.01 0.p0 0.01 0.02 0.03

Vap - (Vo+Vap) (L)

Figura 47. Datos del método de adicion estandar para la determinacion de AU en una

muestra de suero sanguineo.

El valor de la interseccion de la recta con el eje x, puede calcularse despejando
la abscisa de la ecuacién o leerse geométricamente. El valor numérico de esta

interseccién es -0.014, sustituyendo los valores en la ecuacién 15:
Cx = —1 =2 (~0.014)x400
X = dL . X

m
5.6 o8

Cx dL

Dicho valor puede compararse con el obtenido por el método enzimatico
colorimétrico (realizado en el instituto nacional de perinatologia), sin encontrarse
diferencias significativas:

Cro = 5.6 28
EQ ™ 2L
_ mg
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Anexo 2. Estimacion del factor de rugosidad para el  ectrodos de carbon vitreo.

-1400

100mHz
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-1000 -

-800 -

-600 H

-400 1

Impedancia imaginaria (Q)

-200 -

0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Impedancia real (Q)

Figura 48. Espectro EIS obtenido para un GCE poroso, inmerso en NaF 0.9N a 25T,
donde la linea continua es la respuesta ajustada al circuito equivalente mostrado en la
Figura 49A.

El factor de rugosidad (r;, por sus siglas en ingles que significan roughness
factor) de los GCE utilizados en este proyecto, fue estimado mediante espectroscopia
de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en ingles que significan
electrochemical impedance spectroscopy) utilizando un potenciostato-galvanostato
marca BAS-Zahner IM6 acoplado a una celda electroquimica de 3 electrodos donde un
alambre de Pt fue usado como electrodo contador y los potenciales referenciados a un
electrodo de AgJAgCI (3M NaCl). La celda fue llenada con una solucién acuosa de Nal
0.9N. EIl espectro EIS mostrado en la Figura 48, fue obtenido aplicando un potencial
d.c. igual al potencial del sistema a circuito abierto y un potencial a.c. de £10mV que
fue barrido en una ventana de frecuencia de 100 kHz a 100 mHz. El circuito equivalente
que se muestra en la Figura 49 fue cargado en el software Zview™ v2.7 para ajustar el
espectro.
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A
( ) Rs Rct,p (B) Disco de carbén vitreo poroso

DX1

e = & r
| :;;2: _mzj_._ Electrolito

q, q, q, 9

Figura 49. (A) Circuito equivalente ajustado al espectro experimental mostrado
en la figura 48 basado en el esquema (B), que representa la estructura mas aceptada
del GCE poroso, donde el tamafio de cristalito para las microfibrillas orientadas
aleatoriamente es solo La(50A) x L, (15A) [80] con un espacio intercapa de
aproximadamente 3.5 A, sugiriendo que los aniones F (Radio i6nico de 1.5 A [81])

pueden ser adsorbido en la region intercapa.

La Figura 49A muestra el circuito equivalente que incluye los siguientes
elementos eléctricos: Rs es la resistencia de la disolucion y DX1 (Bisquert #2) es un
elemento usado para describir la impedancia en electrodos porosos [79]. En este
elemento, las resistencia r; y r, son inversamente proporcionales a las conductividades
para el transporte difusivo de iones a través de los poros (o¢) y a través de la espacio
intercapa (of) localizado en las microfibrillas del electrodo respectivamene (Figura 49B).
Las capacitancias complementarias c3; y los elementos de fase constante Qp
representan la carga idnica insertada en las respectivas fases. Finalmente, la
resistencia a la transferencia de carga R, Yy la capacitancia de adsorcion Cagsp Se
agregan al modelo para ajustar el comportamiento de la carga iénica confinada en el

fondo de los poros. Los elementos ajustados se presentan en la Tabla 10.

Contacto
Eléctrico

Rs(Q | *Ri(@ | "Re(kQ) | “Co(WF) | Cs(MF) | Rup(Q) | Cassp (MF)

33.33+0.16 | 197.3+2.9 | 1.663+0.019 | 1.54+0.07 | 1.014+0.006 | 47.62+2.53 | 22.132+0.002

Tabla 10. Componentes eléctricos del espectro EIS (Figura 48) ajustado al circuito
equivalente mostrado en la Figura 49. Resistencia promedio obtenida del parametro
(a)r1, (b) r2, descrito por el elemento DX1, (c) capacitancia promedio obtenida del

parametro g, descrito por el elemento DX1.
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El area electroactiva (A.=0.11 cm?) fue calculada sustituyendo la capacitancia
total interfacial (Ecuacion 1) en la Ecuacion 2, donde la capacitancia especifica (Csp)
para el GCE inmerso en 0.9N de NaF a 25T es 13 pF©m™ [82]. El factor de rugosidad
estimado fue de 1.5. Este calculo fue realizado empleando la Ecuacion 3, donde Ag es
el area geométrica para el GCE (0.071 cm?). Este valor para el factor de rugosidad,

concuerda con los reportados en la literatura [83].

1 1 1 1 .,
e S SR Ecuacion 1
CT C:2 C3 C:ads,p
Acee = & Ecuacion 2

s Csp
—_ A\B,GCE

Ecuacién 3
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e We constructed a modified electrode
for detecting uric acid contained in
human serum.
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was comparable with the enzymatic
method.

¢ Interference of ascorbic acid was not
observed.
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ABSTRACT

Glassy carbon electrodes (GCE) were sequentially modified by cysteamine-capped gold nanoparti-
cles (AuNp@cysteamine) and PAMAM dendrimers generation 4.5 bearing 128-COOH peripheral groups
(GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM), in order to explore their capabilities as electrochemical detectors of
uric acid (UA) in human serum samples at pH 2. The results showed that concentrations of UA detected
by cyclic voltammetry with GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM were comparable (deviation <+10%; lim-
its of detection (LOD) and quantification (LOQ) were 1.7 x 104 and 5.8 x 10~ mgdL~!, respectively)
to those concentrations obtained using the uricase-based enzymatic-colorimetric method. It was also
observed that the presence of dendrimers in the GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system minimizes
ascorbic acid (AA) interference during UA oxidation, thus improving the electrocatalytic activity of the
gold nanoparticles.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Determination of uric acid (UA, Scheme 1A) in human serum
acquired a new relevance in the last decade since several cases of

* Corresponding author. Tel.: +52 4422116061; fax: +52 4422116001.
E-mail addresses: jmanriquez@cideteq.mx, jmanriquezrocha@yahoo.com.mx

(J. Manriquez).

hyperuricemia have been associated with hypertension, obesity,
diabetes, [1] and preeclampsia [2-4]. UA (pK,1 = 5.4, pKa2 =9.8 [4])
has been oxidized in pH 4 aqueous medium at ~0.52V vs. Ag|AgCl
on glassy carbon electrodes (GCE) with slow electron transfer
kinetics [5]. To overcome this limitation, GCE must be electro-
activated in order to modify their surfaces with carboxyl groups
[6,7], poly(vinyl alcohol) [8], poly(Evans blue) [5], OH- and COOH-
terminated carbon nanotubes or graphitic oxide [9-13], among
others functionalities. The primary result of these processes is that

0003-2670/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Scheme 1.

the anodic currents associated with Reaction 1a [9] are promoted
because UA molecules were preconcentrated on the glassy carbon
surfaces.
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H
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jfﬁi >=0 _ZH_)
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2. Experimental
2.1. Materials

Na,HPO4 anhydrous (99.1%), KH,PO4 (99.3%), H,SO4 (98.3%wt.),
HCl (36.5-38%wt.), NaBH,; (98%), and MeOH (HPLC grade)
were purchased from J.T. Baker, while Ru(NHs3)gCl3 (99.0%)
and HAuCly-HpO (99.9985%-Au) were obtained from Strem
Chemicals. Cysteamine hydrochloride (HSCH,CH,NH, -HCl, >98%),
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride
(EDC, 98%), PAMAM dendrimer generation-4.5 (5%wt. in MeOH),
L-ascorbic acid (99%), and uric acid (>99%) were acquired from
Sigma-Aldrich. Random human serum samples were generously
provided by the ISSSTE Clinical Hospital (Guanajuato, Gto, Mexico),
where the content of UA was previously determined by means
of an enzymatic colorimetric kit (Uric acid-LQ uricase-POD™ by

0 o

HNJij HNT =N

A \N/EO > . =0 (la)
N o7 N N

j—q j—g:km — j—%( (1b)
2H+

The deposition of gold nanoparticles (AuNp) on properly pre-
treated GCE to get UA preconcentration capabilities [13-15]
resulted in electrocatalytic activity that significantly improved
its sensitivity in determining UA in urine and/or human serum.
Nevertheless, the electrochemical response of UA contained in
human serum is typically interfered by simultaneous oxidation
of ascorbic acid (AA, Scheme 1B) (pK,=4.10 [16]) follow-
ing Reaction 1b [17]. Therefore, differential pulse voltammetry
(DPV) has traditionally been used to differentiate the electro-
chemical responses of UA and AA [5-8,10,13-15]. However,
this situation creates an opportunity to determine whether
working electrodes, modified by multifunctionalized materials
(which have a soft but well-organized molecular architecture)
would favor the preconcentration and oxidation of UA over
AA.

Poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimers are unimolecular
micelles that have been used for coating electrodes in order
to endow the naked substrate with new physico-chemical
properties [18]. Electrodes which have been modified in this
way with dendritic materials have been employed to detect
organohalogenated molecules [19], aggregate prussiates [20-22]
and Ni(Il)-tetraaza macrocycles [23], and promote the forma-
tion of supramolecular complexes based on (-cyclodextrin and
ferrocenyl groups [24]. It was also reported that PAMAM den-
drimers show remarkable capabilities to bind gold nanoparticles
[25].

In this study, GCE were sequentially modified by cysteamine-
capped gold nanoparticles (AuNp@cysteamine, Fig. 1a) and PAMAM
dendrimers generation 4.5 bearing 128-COOH peripheral groups
(Fig. 1b) in order to improve the electrochemical detection of UA
in the presence of AA (as the main electroactive interference),
both contained in random human serum samples diagnosed with
hyper- or hypouricemia. According to published reports [26,27],
COOH-terminated PAMAM dendrimers were chosen since car-
boxylic groups avoid non-specific adsorption of serum proteins on
modified electrodes.

SPINREACT, Spain). All the solutions and dilutions were prepared
with deionized water (p>18.18 M2 cm) and previously bubbled
with nitrogen (Praxair, 99.999%) for 10 min.

2.2. Apparatus

Cyclic voltammetry (CV) experiments were performed using an
Epsilon BAS potentiostat connected to a 3-electrode cell, in which
a glassy carbon disk (BASi, 3 mm-diameter) and a twisted platinum
wire were used as the working- and counter-electrodes, respec-
tively, while a RE-5B BASi Ag|AgCl (3M NaCl) was employed as
the reference electrode. The working electrodes were previously
polished by means of a Buehler 698-3 Microcloth PSA impreg-
nated with abrasive suspensions of y-Al,03 in deionized water
(Buehler, particle diameters of 1.0, 0.3 and 0.05 pm). Finally, the as-
pretreated GCE were rinsed with water prior to use. CV responses
were obtained in 0.5 M H,SO4 or phosphate buffer pH 2 (PBS-pH2)
having an ionic strength of I=0.1.

Alternatively, electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
experiments were carried out by an IM6 BAS-Zahner potentio-
stat coupled to the same electrochemical cell, but now containing
PBS-pH2 (I=0.1)+1mM Ru(NH3)gCl3. EIS spectra were per-
formed by applying a d.c. potential of 0.24V (corresponding
to EY¥[Ru3*(NH3)g|Ru2*(NH3)s]) and an a.c. potential of £10mV,
which was scanned in a frequency window of 100 kHz to 100 mHz.
A modified Randles equivalent circuit (Fig. 2) was loaded into
the SIM™ Zahner software to be fitted to the experimental spec-
tra [28,29]. All the CV and EIS experiments were carried out
at 25°C.

2.3. Procedures

2.3.1. Preparation of cysteamine-capped gold nanoparticles
(AuNp@cysteamine)

AuNp@cysteamine were obtained by modifying reported
methodologies [30,31]. A 0.5M cysteamine solution (60 wL) was
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AuNp@cysteamine

| = -S(CH,),NH,*CI
GCE > GCE
(a) -
GCE/AuNp@cysteamine
128 COOH-terminated
PAMAM generation 4.5
(b)
O =COOH
+
EDC
[)
(A
® = amide linkage -NH(C=0)-
GCE

GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM

Fig. 1. Sequential modification of GCE, where step (a) represents the electroadsorption of AuNp@cysteamine on naked GCE and step (b) corresponds to the chemiadsorption

of PAMAM dendrimers generation 4.5 on GCE/AuNp@cysteamine.

initially added to 1mM HAuCly; (15mL) while stirring, and
immediately afterwards a 8 mM NaBH,4 solution (5mlL, previ-
ously frozen at 4°C) was slowly added dropwise. An absorption
maximum observed at 525 nm in the UV-vis spectrum (see Sup-
porting Data S1 for details) demonstrated the formation of gold
nanoparticles with diameters Daynp =11 nm [30]. Afterwards this
mixture was stored in an amber flask for 24h before being
used.

2.3.2. Electroadsorption of AuNp@cysteamine on GCE
(GCE/AuNp@cysteamine)

To confine thiol-capped gold nanoparticles on the working
electrodes (Fig. 1, step (a)), GCE were immersed in a fresh
AuNp@cysteamine solution (15 mL) contained in an electrochem-
ical cell in order to apply 0.1V vs. Ag|AgCl (3 M NaCl) for 40s. As
illustrated in Fig. 3 [32,33], —S(CH,);NH3* groups covering only
one hemisphere from AuNp@cysteamine were expected to electro-
generate covalent bonds with GCE surfaces. A signal observed at
260cm~! in the Raman spectrum (see Supporting Data S2 for
details) demonstrated the electroadsorption of AuNp@cysteamine
on GCE. Finally the as-modified electrodes were rinsed with water
prior to use.

2.3.3. Chemical adsorption of PAMAM dendrimers on
GCE/AuNp@cysteamine

The newly deposited AuNp@cysteamine layers on GCE were
immersed for 48h in MeOH containing 10mM EDC+18 uM
PAMAM dendrimers generation 4.5 following a previously reported
methodology [22]. It was expected (Fig. 1, step (b)) that
EDC would promote the formation of amide NH(C=0) link-
ages between —COOH terminals occupying only one dendritic
hemisphere and the remaining —S(CH, ), NH3* terminals covering

I Cp

HF

AMWW—\\|—
Rct
Fig. 2. Equivalent circuit fitted to the EIS spectra experimentally obtained by fol-

lowing the modification steps described in Fig. 1. A description for the electrical
elements is detailed in Table 1.
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j_’ ¢l te

oxidized GCE
H
H\ - H* °+
H_/N+ CH,CH,S —> c /N—CHZCHZS
. H
oxidized GCE AuNp GCE AuNp
1—N —CH,CH s# —>»  C{—NH—CH,CH,S
AuNp GCE AuNp

Fig. 3. Electrochemical mechanism proposed to explain the electroadsorption of AuNp@cysteamine on GCE. Most of the cysteamine molecules covering the AuNp were

represented by lines for simplicity.

AuNp@cysteamine, those which did not react with GCE dur-
ing the step (b) in Fig. 1. The FT-IR spectra obtained for the
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system showed a vibrational peak
at 1740 cm~! (which was attributed to the C=0 stretching mode
for the COOH groups localized at the outer rim of the PAMAM
dendrimers) demonstrated that the GCE/AuNp@cysteamine sys-
tem was coated by these unimolecular micelles (see Supporting
Data S3 for details).

current (LA)

-0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 11 13

potential (V vs. Ag|AgCl 3M NaCl)

Fig. 4. CV responses obtained for (A) AuNp@cysteamine-modified GCE and (B)
naked GCE in 0.5M H,S04 at 40 mV s, Experiments were carried out at 25 °C.

3. Results and discussion
3.1. Modification of GCE with AuNp@cysteamine

Fig. 4A shows the CV response obtained for AuNp@cysteamine-
modified GCE immersed in aqueous 0.5 M H,S0Oy4. This figure shows
broad anodic peaks between 0.8 and 1.2V, which were associated
to the electro-formation of AuO through the consecutive Reactions
(2)and (3). Similarly, broad cathodic peaks were observed between
0.7 and 0.4V due to the reverse sense of the same reactions [34].

Since the charge (Qauo) required to grow a AuO monolayer
on polycrystalline gold was reported to be 200 wCcm=2 [34],
the faradic charge integrated from anodic peaks (Q) in Fig. 4A
provided an estimated electroactive area (Aeaunp = Qa - QXl}o) of
0.055 cm? for all the confined AuNp on the GCE. Therefore, Ae AuNp
was converted into particle density of I"aunp=1358 AuNp pwm—2
by entering the geometric area Ag=0.071cm? and the roughness
factor r¢=1.5 for GCE (see Supporting Data S4 for details) into Rela-
tionship (4), thus predicting that only 13% (i.e. I'aunp - I, AuNp) of
the electrode surface was coated by AuNp, since a particle density
of I aunp = 10522 AuNp pm~2 (Relationship (5)) is theoretically
needed to produce a AuNp monolayer.

Au + H,O — AuOH + H" + e~ (2)

AuOH — AuO + H* +e~ (3)
104, Aun .

FAuNp & (DAuNp in nm) (4)
rngnDAuNp
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4 x10° .
Fm,AuNpZT (DAuNp in nm) (5)
T AuNp
To better study the architecture of the as-confined

AuNp@cysteamine on GCE, charge transfer resistances for
naked GCE (R%) and GCE/AuNp@cysteamine (RL,) were fitted
(Table 1) from the EIS spectra shown in Fig. 5A and B, respec-
tively. Thereafter, both resistances were fed into Relationship (6)
[35,36], thus indicating that only 11% (i.e. ;) of the GCE surface
was occupied by AuNp@cysteamine. This interesting result was
comparable to the value previously estimated from VC data
(L aunp Fn;,lAuNp = 0.13), thus revealing that the thickness of the
cysteamine shell (Reys =1.5nm [18]) represents only 12% of the
effective AuNp@cysteamine radius (Refs = Raunp * Reys)-

I 0
_ Rct - Rct

0 = (6)
Re

3.2. Adsorption of PAMAM dendrimers on GCE/AuNp@cysteamine

Fig. 5C shows the EIS spectrum for GCE/AuNp@cysteamine
chemically coated with PAMAM dendrimers generation 4.5
(6.6 nm-diameter [37] bearing COOH terminals with a pK; =2.14,
which was estimated from data reported in the same reference
(see Supporting Data S5 for details). The charge transfer resis-
tance related to the confinement of these micelles (R!) was fitted
(Table 1) and later fed into Relationship (7) [38], thus revealing that
only 70% (i.e. 6y;) of the previously adsorbed AuNp@cysteamine was
topped with PAMAM molecules (Fig. 1 step (b)).

RII
Op=1- RTCt (7)
ct

3.3. UA oxidation on GCE/AuNp@cysteamine

AuNp@cysteamine/PAMAM-modified GCE were used to obtain
CV responses for known UA concentrations, which were prepared
by diluting with a UA 100 wM stock solution in a electrochemi-
cal cell containing 5 mL of PBS-pH2 I=0.1 (all UA concentrations
were reported in mgdL~! by using the conversion factor wmol L~
=59.5 x (mgdL~1)). Fig. 6A shows oxidation peaks at 0.58 V, in good
agreement with the literature [5]. A more detailed inspection of
this figure reveals that anodic currents obtained from peaks at
0.58V were proportional to UA concentrations (calibration line
parameters: slope=1364.9nAmg~!dL, y-axis intercept=10.8 nA,
and correlation r2=0.9977). On the contrary, Fig. 6B shows that
the electrochemical response for UA was absent on the naked
GCE, thus demonstrating that UA oxidation was promoted by
coating GCE with AuNP@cysteamine/PAMAM films. A plausi-
ble explanation for this phenomenon could be formulated by
invoking two simultaneous physico-chemical contributions at
pH 2: (a) no-covalent interactions between dendrimers and UA
[12,39] and (b) electrocatalytic UA oxidation promoted by AuNp
[13-15].

In the context of contribution (a), the interactions between
UA and dendrimers could be favorable by assuming that COOH
groups (pK;=2.14 [37]) at the outer rim of the dendrimers
are 42% deprotonated as carboxylate terminals (see Supple-
mentary Data S5), while the tertiary amines moieties in the
dendrimers core are already protonated (—NH*<) because their
pK, values are about 6.7 and 7.5 for “the innermost” and
“all other” tertiary amines, respectively [40]. Therefore, this
reasoning strongly suggests that C=0 groups localized in posi-
tions 8 and 2 (Scheme 1A) from UA (pKi;=5.4, pKy=9.8
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Fig. 5. EIS spectra obtained for the systems (A) naked GCE, (B)
GCE/AuNp@cysteamine and (C) GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM in PBS-pH2
(I=0.1)+1 mM Ru(NHj3)sCls. All the experiments were performed at 25 °C. Inset: a
close up from spectrum shown in (C).



A.S. Ramirez-Segovia et al. / Analytica Chimica Acta 812 (2014) 18-25 23
Table 1
Compilation of fitted electrical elements from the experimental EIS spectra shown in Fig. 5 by utilizing the equivalent circuit introduced in Fig. 2.
System R () PRer (kS2) ‘W (kQ2s~172) 4Ca (WF) Cip (WF)
(0) GCE 136.2 £ 6.0 28.75 + 1.29 40.18 + 3.24 2.23 £0.05 N.O.
(I) GCE/AuNp@cysteamine 160.5 £ 5.3 32.22 £ 148 53.33 + 4.09 2.16 + 0.06 N.O.
(I1) GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM 405.7 + 19.1 9.61 + 0.46 47.6 £ 1.91 2.61 + 0.01 14.59 +£0.90

2 Ohmic drop established between reference electrode and naked- or modified GCE.

b Charge transfer resistance for Ru(NH3)s3*|Ru(NH3 )s2* redox couple on naked- or modified GCE.

¢ Semi-infinite diffusion of Ru(NHj3)s3* cations.
4 Accumulated charge at the electrolyte-glassy carbon interfaces.

¢ Accumulated charge at this interface could be caused by formation of ionic pairs (IP) between Ru(NH3)s3* cations and carboxylated (COO—) terminals outer rim of
PAMAM dendrimers (this is reasonable since at pH 2, 42% from COOH terminals have been deprotonated; see Supporting Data S5 for details).

f N.O. stands for response “Not Observed” at the EIS spectrum.

[4], respectively) could establish intermolecular hydrogen bond-
ing (C=0..-H) with the COOH groups at the outer rim of
the dendrimers, thus promoting interfacial UA preconcentration
[12,39].

Conversely, contribution (b) could be supported by comparing
CV responses for UA oxidation on naked GCE (Fig. 6B) and gold
particle-modified GCE (i.e. GCE/AuP, Fig. 6C). GCE/AuP were pre-
pared by following an electrodeposition setup, which is detailed
in Supplementary Data S6. A comparison between Fig. 6C and B
reveals that UA oxidation occurs on GCE/AuP ataround 0.75 V, while
the same process was absent on naked GCE, respectively. This result
clearly demonstrates that AuNp are responsible for endowing elec-
trocatalytic activity to GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system.

To better understand how interfacial preconcentration (pro-
vided by PAMAM dendrimers) and electrocatalytic activity
(provided by AuNp) contribute to the UA oxidation cur-
rent GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system, Fig. 7 shows
a comparison between UA oxidation currents obtained on
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM and GCE/AuP, both in PBS-
pH2 (I=0.1). It is important to note that oxidation currents
were previously normalized to the surface densities for the
confined gold (i.e. I'ay) on GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM
(12.2 nmol Aucm~2) and GCE/AuP (9.2 nmol Aucm~2) systems. See
Supplementary Data S7 for details about the estimation of these
parameters.

A thorough inspection of Fig. 7 reveals that interfacial
preconcentration of UA is clearly significant when UA concentra-
tions are small (0.03-0.12 mgdL~1), demonstrating that dendritic
micelles promote the gathering of UA in the proximity of metal-
lic electrocatalytic sites when their electrochemical potential
is low. On the other hand, when UA concentration is higher
(0.12-0.25mgdL-1), preconcentration phenomenon is not needed
anymore, indicating that UA molecules have acquired enough elec-
trochemical potential to reach the metallic electrocatalytic sites by
themselves.

Table 2

3.4. UA oxidation on GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM

To analyze the electrochemical response of UA contained in
human serum (Table 2), real samples were 50-times diluted with-
out pretreatment in order to use the calibration line parameters
reported in Section 3.3 in an electrochemical cell containing 5mL
of PBS-pH2 (I=0.1). Subsequently, the total UA concentration in
the samples (Cya sample in Mg dL-1) was computed by feeding the
anodic currents (Icy, in nA) observed in Fig. 8A at 0.60V into Rela-
tionship (8), in which simultaneous oxidation of AA contained in
the human serum was clearly absent.

Icy — 10.869
CUA,sample = (%T) x 50 (8)
A comprehensive inspection of Table 2 reveals

that UA determinations in human serum by means of
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM showed a performance com-
parable to the enzymatic colorimetric method, since the associated
deviations of the electrochemical methodology were smaller than
+10% for all the samples.

3.5. Hydrogen bonding and minimization of AA interference
during UA detection in human serum at pH 2

A review of Scheme 1B suggests that AA could be preconcen-
trated in the GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system, since the
>C=0 group, at position 1 from AA molecules, might also estab-
lish hydrogen bonds with COOH terminals at the outer rim of
confined dendrimers on GCE [39]. Nevertheless, Fig. 8A demon-
strates that the AA oxidation signal at pH 2 is not significant
when AuNp@cysteamine/PAMAM-modified GCE are used for test-
ing human serum samples. A similar effect is reported for the
simultaneous detection of UA and AA contained in urine samples
by means of glutamic acid-modified GCE [43].

Comparison between UA determinations for random human serum samples by means of uricase-based enzymatic-colorimetric method and cyclic voltammetry technique.

Patient Gender Age (years) 2UAc (mgdL™") Pleyv (nA) ‘UAcv (mgdL-1) dDeviation (%)
1 Male 97 10.6 324.0 115 +8.49

2 Male 42 8.4 252.0 8.8 +4.76

3 Male Unknown 3.7 1125 3.7 0

4 Female 43 43 130.5 4.4 +2.32

5 Female 9 5.0 153.0 5.2 +4.00

6 Female 4 24 74.2 23 —-4.17

3 Determinated by uricase-based enzymatic-colorimetric method. Reference values in serum or plasma [40,41]; men 3.6-7.7mgdL~!=214-458 uM; women

2.5-6.8 mgdL~"' = 149-405 wM.
b Obtained from Fig. 8A.

¢ Calculated from Relationship (8). Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were obtained from Fig. 6A to be 1.7 x 10~* and 5.8 x 10~ mgdL~", respectively,
utilizing the equations LOD =307, x (1364.9nAmg~'dL)~! and LOQ=100}, x (1364.9nAmg~' dL)~!, where o}, (in nA) is the standard deviation of the background current [42].

d Estimated by duplicated as deviation (%)=[(UAcy — UAc)-UAC~1] x 100.
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Fig. 6. (A) CV responses obtained for UA oxidation at 0.58V on
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM in PBS-pH2 (I=0.1). UA concentrations were
successively increased (see arrow inset) as follows: 0, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.09,
0.12, 0.14, 0.16, 0.18, 0.20, 0.22 and 0.25mgdL~'. (B) CV responses obtained
for a GCE in PBS-pH2 (I=0.1)+UA at (i) O, (ii) 0.03 and (iii) 0.25 mgdL"!. (C) CV
responses obtained for UA oxidation at 0.75V on GCE/AuP in PBS-pH2 (I=0.1). UA
concentrations were successively increased (see arrow inset) as follows: 0, 0.03,
0.05, 0.07, 0.09, 0.10, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18, 0.20, 0.22 and 0.25mgdL"!. All the CV
experiments were carried out at 40 mVs~' and 25°C.

A plausible explanation for this tendency could be described by
assuming the existence of keto-enol tautomers at UA [44] and AA
[45] molecules, suggesting that intermolecular hydrogen bonding
between >C=0 (at UA and AA) and COOH groups (at dendrimers)
would be thermodynamically more favorable for those molecules
having the largest number of tautomers. Accordingly, the number
of hydrogen bonding possibilities should be higher for UA than for
AA, since UA shows up to 22 stable tautomers per molecule [44] and
AA shows only 3 stable tautomers per molecule [45]. Therefore, this
reasoning agrees with the results found in Fig. 8B, in which AA inter-
ferences are observed during the electrochemical determination of
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Fig. 7. Comparison between UA oxidation currents obtained on
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM (O) and GCE/AuP (A) immersed in PBS-pH2
(I=0.1). Oxidation currents (in nA) were taken from Fig. 6A (at 0.60V) and Fig. 6C
(at 0.75V), respectively, and later normalized to the respective gold density (I ay, in
nmol cm~2). Continues line corresponds to the tendency followed by the calibration
line parameters reported in Section 3.3.
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Fig. 8. (A) Overlay for all the CV responses obtained for UA contained in human
serum samples (see Table 2) by utilizing AuNp@cysteamine/PAMAM-modified
GCE in PBS-pH2 (I=0.1). UA oxidation peaks were observed at 0.6V. Numbers
inset stand for the numbers assigned to the patients enlisted in this table. CV
response without signal at 0.60V corresponds to the absence of added sample
into the electrolytic medium. (B) CV responses obtained for AA oxidation on
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM in PBS-pH2 (I=0.1)+0.42 mgdL-! UA. AA oxida-
tion peaks were observed at 0.35V. Excesses of AA were successively added (see
arrow inset) as follows: 0, 0.09, 0.17, 0.26, 0.35 and 0.44 mgdL-! (reference range
in human serum is 0.4-1.5mgdL-" [46]). CV response without signals at 0.60 and
0.35V corresponds to the absence of UA and AA in the electrolytic medium.
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UA, only when AA is intentionally added to the electrochemical cell
to get very high concentrations.

4. Conclusions

Electrochemical detection of UA was successfully carried out
in human serum samples using GCE that were sequentially modi-
fied by gold nanoparticles and dendritic micelles to appropriately
combine their electrocatalytic and preconcentration properties,
respectively. Electrocatalytic oxidation of UA carried out by gold
nanoparticles were found to be enhanced at diluted UA concen-
trations by interfacial preconcentration of UA promoted by the
presence of dendritic materials. Electroanalysis of human serum
samplesindicated that interfacial preconcentration phenomenon is
caused by intermolecular hydrogen bonding between COOH groups
at the outer rim of dendrimers and >C=0 groups at UA or AA. How-
ever, these experimental results indicate that preconcentration
activity through >C=0...H linkages is thermodynamically more
favorable for UA than for AA, since the former has a larger number
of keto-enol tautomers than the latter, thus increasing the number
of intermolecular hydrogen bonding possibilities at the modified
electrode interface.

Finally, it is important to point out that the strategy of modifica-
tion here shown introduces a novel way for preparing chemically
modified electrodes, which could be useful for overcoming the
troubles of interference associated to the electrochemical detec-
tion of metabolites having importance into the clinical diagnosis of
human diseases.
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S1. UV-Vis spectroscopy for AuNp@cystemine

UV-Vis absorption spectrum for cysteamine-cappedNp (Fig.1) was performed
using an Ocean Optics USB2000+F0009 UV-Vis spebwtgmeter, after which the

synthesis mixture was stored in darkness for 1.%howt stirring. Then the UV-Vis

spectrum for the rested mixture was obtained bytidd) in rectangular quartz cuvette

(optical path 1cm-length) containing deionized wgt@mL). Signal observed at 525nm

corresponds to the plasmonic absorption for therepared AuNp [1,2].
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Fig.1 UV-Vis absorption spectrum obtained for deonizexter in the presence (A) and in
the absence (B) of AuNp@cysteamine at 25°C.



S2. Raman spectroscopy of glassy carbon e ectrodes coated by AuNp@cysteamine

Raman spectra for naked (Fig)2-and AuNp@cysteamine-modified (Figi2-
glassy carbon electrodes (GCE) were performed bgnsy@f a DXR Thermo-Scientific
Raman Microscope (10X-objective, |g-slit) equipped with a 14mW laser emitting at
780+0.2nm. A comparison between these spectra reveastal-sulfur (M-S) vibrational
peak localized at 256¢ihfor the spectrum of the GCE/AuNp@cysteamine sy<(€ia 2-
ii), which was attributed to the AuNp-S stretchingd@¢3,4]. Since this signal was absent
in the obtained spectrum for the naked GCE (HJY.2dis observation demonstrated the

presence of AuNp@cysteamine on the GCE surface.
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Fig.2 Micro-Raman spectra obtained for naked gnd AuNp@cysteamine-modifiedi)(
GCE at 25°C. While the vibrational bands denotedsaand D are attributed to the’sp
bonded carbon bonds of the GCE [5,6], the bandtédrass M-S is associated to the AuNp-
S stretching mode [3,4]. Laser power was 10mW.

S3. FT-IR spectroscopy of GCE/AuNp@cysteamine coated by PAMAM dendrimers
FT-IR spectra were performed for naked GCE (Fiyj.Z5CE/AuNp@cysteamine
(Fig.34i) and GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM (FigiB)} systems by means of a
Thermo-Nicolet Nexus FT-IR spectrometer, which veagliipped with an accessory of
specular reflectance (30°-angle). In comparisonhwibe spectra obtained for the
GCE/AuNp@cysteamine (Figi8r and naked GCE (Fig.3-systems, an inspection of the
spectrum shown for the GCE/AuNp@cysteamine/PAMAMteyn (Fig.3Hi) reveals at



1740cni a vibrational peak attributed to the C=0 stretghinode for the COOH groups
localized at the outer rim of the PAMAM dendrimé§r$. This result clearly demonstrates
that the system GCE/AuNp@cysteamine was chemioadigified by dendritic micelles.

A more detailed comparison between the figures &8nd 3iii, also allows
discovering that the intensity for the vibratiosaynals attributed to amide | and 1l in the
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM system were reasonalgjéii than for those observed
in the GCE/AuNp@cysteamine system [8-10].

%T

amidel amidell

1800 1700 1600 1500 1400
wavelength (cm?)

Fig.3 FT-IR spectra obtained for naked GCH, (GCE/AuNp@cysteamineii] and
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM systems at 25°C. While thbrational bands denoted
as amide | and Il are attributed to the presenceamide linkages in the GCE/
AuNp@cysteamine and GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM syste[8-10], the band
denoted as COOH is associated to the C=0 stretchoug for the COOH groups localized
at the outer rim of the PAMAM dendrimers topping@ t6 CE/AuNp@cysteamine system

[7].

SA. Roughness factor estimation for glassy carbon working e ectr odes

Roughness factorrgf was estimated for GCE by means of Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS) by utilizing an IM6 8Zahner Potentiostat-Galvanostat
coupled to a 3-electrode electrochemical cell domg aqueous Nal 0.9N. AgCl (NacCl

3M) was used as the reference electrode, and aygtasbon disc (3mm-diameter) and a



twisted platinum wire were employed as working- aodnter-electrodes, respectively. All

the experiments were carried out at 25°C. EIS specshown in Fig.4 was obtained by
applying a d.c. potential equal to the open-cirpoitential (0.c.p.) and an a.c. potential of
+10mV which was scanned in a frequency window ofkH¥0to 100mHz. The equivalent

circuit shown in Fig.5 was loaded into ZviBlvv2.7 software by Scribner to fit to the

experimental spectrum.

A detailed inspection of Fig.5A shows that the ieglent circuit includes the
following electric elementsRs is the electrolyte resistance aBX1 (Bisquert#2) is an
impedance element used for describing the impedahg®rous electrodes [11]. In this
element, resistances andr, are inversely proportional to the conductivities the
diffusive transport of electrolyte ions through tperes @) or though the interlayer
spacing &) localized at the electrode microfibrils, respeely (Fig.5B). Complementary,
capacitances; and constant-phase-elemegigepresent the ionic charge inserted into the
respective phases. Finally, charge transfer regisf., and absorption capacitanCggs
were added to this model to fit the behavior ofitivec charge confined into the bottom of
the pores. All the fitted elements are presentethinle 1.

Next the electroactive aredcce = 0.11cnf) was computed by feeding the total
interfacial capacitanc€r (Relationship 1) into Relationship 2, wheGg, ((L3uFBm?
[14]) is the specific capacitance for GCE immerge®d.O9N NaF at 25°C. A roughness
factor (r) of 1.5 was estimated by utilizing Relationship Bhere Ay is geometric
(0.071cm) for GCE in good agreement with literature [15].

11,1, 1 0
CT C2 CS Cads p

A cce = gsrp (2)
rf — AE,GCE (3)
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Fig.4 EIS spectrum obtained for a porous GCE immerse@.9N NaF at 25°C, where
continuous line is the resulting fit for the equesa circuit shown in Fig.5A.

(A)

ctp (B) porous glassy carbon disc

DX1

ads,p
electrical
contact

DX1= -
cy % Comm rzcz
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Fig.5 (A) Equivalent circuit fitted to the experimentggectrum shown in Fig.4 based on
the Scheme (B), which represents the most accegitadture for a porous GCE, where
“crystallite” size for the microfibrils randomly @nted is onlyLo(50A) x L(15A) [12] with

an interlayer spacing of about 3.5A, thus sugggdtiat F anions (1.5A-ionic radius [13])
could be also adsorbed at the interlayer region.



Tablel
Electrical components fitted from EIS spectrum (#dy means of the equivalent circuit

shown in Fig.5.

R(Q) | “Ri(Q) | "Ro(kQ) | °Co(uF) | C3(MF) | Rap(Q) | Cadsp(UF)
33.330.16| 197.32.9 1.6630.019 1.540.07 1.0140.006 47.622.53 22.1320.002

3 Average resistance obtained from theparameters described by DX element [11].° Average resistance
obtained from ther, parameters described by D®1 element [11].° Average capacitance obtained from the
constant-phase-elemengsincluded into DXI™ element [11].

S5. pK 4 estimation for COOH terminal groups at PAMAM dendrimer s generation 4.5
Apparent pK for the 128 COOH groups at the outer rim of PAMAIMNdrimers
generation 4.5 was estimated by utilizing the Retahip 4, wherex is the degree of

ionization of a polyacid according to RelationshifiL6].

K, = pH +1og1=) (4)
a
_ oo |
~ [cooH]+|coo] ©)

Turro and coworkers [17] reported a carboxylatecemtration [COQ of 9.81x10*
M for a dendrimer concentration [PAMAM gen 4.5]105<10°M, which is equivalent to
a carboxylic acid concentration [COOH] of 1:@4°M based on the relationship [COOH]
= 128x[PAMAM gen 4.5]. A pK, of 2.14 was estimated at pH 2 (Relationship 4¢estn=
0.42 (Relationship 5), which shows good agreemetit thie theoretical value (pkK2.47)
which was computed using Relationship 4, aftemiaber of peripheral COOH groups at
the dendrimersN=128) had been entered into Relationship 6 [18].

_ N
TN -2) ©)



S6. Electrodeposition of gold particleson GCE

Gold particles (AuP) were deposited on GCE (i.EEFAUP) using the double-pulse
potential technique (DPP) [19]. Experiments werefggened by using an Epsilon BAS
potentiostat connected to a 3-electrode electrowdamell containing an aqueous solution
of 1M KNO;3; + 1M HCI + 7.2mM HAuC/, where a twisted Pt wire was used as counter-
electrode and potentials were referred td]AgCI (3M NaCl) reference electrode. In this
way, a nucleation pulse (k&) of 0.35V was applied for 50ms, immediately folleavby a
0.50V growth pulse (&wi) for 10s. Both potentials were previously detemirby CV

(Fig.6) employing the same setup. All experimengseacarried out at 25°C.

0.3

0.2

0.1 4

0 4

-0.1 +

-0.2 1

current (mA)

-0.3 +

-0.4

-0.5 T T T T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8

potential (V vs. Ag|AgCl 3M Nacl)

Fig.6 CV response obtained for the electrodepositionAof particles (AuP) on GCE
immersed in an aqueous solution of 1M KNO1M HCI + 7.2mM HAuC] at 25°C. Peaks
observed at 0.42 and 1.20V correspond to depos[@ and redissolution of AuP,
respectively. Potential was scanned at 10EhV

S7. Gold densities estimation for GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM and GCE/AuP
Surface densities g, in molém?) for the gold confined on
GCE/AuNp@cysteamine/PAMAM and GCE/AuP systems wegstimated using
Relationships 7 and 8, respectively. On one hagp (1.4210" particles) andDpy,
(2.887A [21]) in Relationship 7 represent the numbieAuNp@cysteamine deposited on
GCE and the gold atomic radius, respectively. @natier handQa, andF in Relationship



8 represent the integrated charge under the apedik at Fig.6 and the Faraday’s number
(=96500 dhol ™), respectively.

r o= NAuNp(DAUNP/DAU )3 (7)
Au
Nare A,
_ Q,
[ =R 8
M3 A ®
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