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Resumen

La serotonina es un neurotransmisor involucrado en una gran variedad de procesos
bioldégicos como la regulacion de la temperatura, los ciclos del suefio o la agregacion
plaquetaria. El aspecto mas relevante desde el punto de vista clinico es el rol de este
neurotransmisor en trastornos psicolégicos en humanos. Actualmente, se cree que la
depresion, los trastornos alimentarios y la ansiedad entre otros estan asociados a una
menor disponibilidad de serotonina en el cerebro. En cambio, una elevada concentracion
de este neurotransmisor causa el denominado sindrome de la serotonina, que puede

llegar a ser mortal.

Por lo tanto, es vital desarrollar tecnologias sensibles, simples, selectivas y estables
para detectar serotonina en fluidos biolégicos y de esta forma aumentar la productividad

de un tratamiento para las enfermedades mencionadas.

El desarrollo de biosensores para la deteccién de moléculas pequefias ha recibido una
atencion notable en los ultimos afos. En particular, el uso de materiales bidimensionales
como componente en este tipo de dispositivos ha permitido realizar detecciones
altamente sensibles debido a sus extraordinarias propiedades. Entre estos materiales
se encuentran derivados de grafeno o distintos materiales poliméricos, como por

ejemplo los polimeros de impresion molecular.

En este proyecto se estudiara la combinacion de distintos materiales bidimensionales
basados en nanotubos de carbono y polipirrol como futuros componentes de
biosensores para el reconocimiento selectivo del neurotransmisor serotonina en medios

bioldgicos.

Palabras clave: Nanotubos de carbono, Sensor, Polimero conductor, Neurotransmisor,

Polimero de impresion molecular.



Resumo

A serotonina é un neurotransmisor involucrado nunha gran variedade de procesos
bioléxicos como a regulacion da temperatura, os ciclos do sofio ou a agregacion
plaguetaria. O aspecto mais relevante desde o punto de vista clinico € o rol deste
neurotransmisor en trastornos psicoldéxicos en humanos. Actualmente, crese que a
depresion, os trastornos alimentarios e a ansiedade entre outros estan asociados a unha
menor dispofibilidade de serotonina no cerebro. En cambio, unha elevada
concentracién deste neurotransmisor causa a denominada sindrome da serotonina, que

pode chegar a ser mortal.

Por tanto, é vital desenvolver tecnoloxias sensibles, simples, selectivas e estables para
detectar serotonina en fluidos bioléxicos e desta forma aumentar a produtividade dun

tratamento para as enfermidades mencionadas.

O desenvolvemento de biosensores para a deteccion de moléculas pequenas recibiu
unha atencién notable nos ultimos anos. En particular, o uso de materiais bidimensionais
como compofente neste tipo de dispositivos permitiu realizar deteccions altamente
sensibles debido as suas extraordinarias propiedades. Entre estes materiais atépanse
derivados de grafeno ou distintos materiais poliméricos, por exemplo os polimeros de

impresién molecular.

Neste proxecto estudarase a combinacion de distintos materiais bidimensionais
baseados en nanotubos de carbono e polipirrol como futuros compofientes de
biosensores para o recofiecemento selectivo do neurotransmisor serotonina en medios

bioldxicos.

Palabras chave: Nanotubos de carbono, Sensor, Polimero conductor, Neurotransmisor,

Polimero de impresion molecular.



Abstract

Serotonin is a neurotransmitter involved in a wide variety of biological processes such
as temperature regulation, sleep cycles or platelet aggregation. The most clinically
relevant aspect is the role of this neurotransmitter in psychological disorders in humans.
Depression, eating disorders and anxiety, among others, are currently thought to be
associated with reduced serotonin availability in the brain. In contrast, a high
concentration of this neurotransmitter causes the so-called serotonin syndrome, which

can be life-threatening.

It is therefore vital to develop sensitive, simple, selective and stable technologies to
detect serotonin in biological fluids and thus increase the productivity of a treatment for

the aforementioned diseases.

The development of biosensors for the detection of small molecules has received
considerable attention in recent years. In particular, the use of two-dimensional materials
as a component in such devices has enabled highly sensitive detections due to their
extraordinary properties. These materials include graphene derivatives or different

polymeric materials, such as molecular imprinted polymers.

This project will study the combination of different two-dimensional materials based on
carbon nanotubes and polypyrrole as future components of biosensors for the selective

recognition of the neurotransmitter serotonin in biological media.

Keywords: Carbon nanotubes, Sensor, Conductive polymer, Neurotransmitter,

Molecularly imprinted polymer.
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1. Introduccion

1.1.  Neurotransmisores (Serotonina)

Los neurotransmisores son biomoléculas que transmiten informacion en forma de
sefiales desde una neurona a otra neurona, célula muscular o glandula del organismo a

través de la sinapsis que las separa.

Nuestro sistema nervioso es el encargado de procesar todo tipo de procesos mentales,
desde la planificacion de estrategias hasta la realizacion de movimientos involuntarios
o la gestién emocional pasando por el uso del lenguaje." Para realizar todas estas
tareas, es esencial la coordinacion de las neuronas y su adaptacion a situaciones muy
diversas. Asi, la existencia de una gran variedad de neurotransmisores diferentes
permite la adaptacion del sistema nervioso a un entorno cambiante. Entre los

neurotransmisores mas importantes se encuentran los indicados en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura de diez de los neurotransmisores fundamentales presentes en el cuerpo humano.'

Dentro de esta variedad de biomoléculas se encuentra la serotonina (SE), también
conocida como 5-hidroxitriptamina.? Este neurotransmisor es una monoamina

biogénica, similar a la epinefrina, norepinefrina, dopamina (DA) y a la histamina.



Este neurotransmisor se encuentra mayoritariamente en el tracto gastrointestinal, las
plaquetas sanguineas y el SNC humano.® Entre el 90 y el 95% del total de la SE corporal
del ser humano se localiza en el interior de las células enterocromafines, células

encargadas de la sintesis de la SE y de su almacenamiento.

La SE esta involucrada en una gran variedad de procesos bioldgicos.?™ Entre ellos se
encuentran la regulacion de la temperatura, el apetito, los ciclos del suefo, la emesis y
el comportamiento sexual, asi como la regulacién de otras respuestas emocionales.
También participa en la nocicepcion y el tono motor, ademas de mediar en la motilidad
gastrointestinal, el tono vascular periférico y cerebral y la agregacion plaquetaria.
Ademas, este neurotransmisor es un precursor de la hormona melatonina, responsable

de la regulacion del ritmo circadiano y el equilibrio energético, entre otras funciones.

El aspecto mas relevante desde el punto de vista clinico es el rol de este
neurotransmisor en trastornos psicoldgicos en humanos.? Las aminas biégenas han sido
fruto de diversas teorias acerca de su papel en la fisiopatologia de los trastornos
psicolégicos. Actualmente, se cree que la depresion, la mania, la agresividad, los
trastornos alimentarios y la ansiedad estan asociados a una menor disponibilidad de SE
en el cerebro. En cambio, una elevada concentracion de este neurotransmisor causa el

denominado sindrome de la SE, que puede llegar a ser mortal.

Los estudios destinados a la determinacion de esta biomolécula para el mejor
conocimiento de las patologias que genera requieren métodos analiticos fiables, rapidos
y rentables para cuantificar de forma precisa y selectiva la SE en muestras de sangre,
liquido cefalorraquideo, cerebro u otros tejidos. Este conocimiento es fundamental para
avanzar en los tratamientos preventivos de las enfermedades neurodegenerativas, asi
como en la comprension fundamental del funcionamiento del cerebro y del cuerpo

humano en general.>56

1.2. Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (carbon nanotubes, CNTs) son alétropos de carbono
descubiertos por S. ljima en 1991.7 Conceptualmente, estan constituidos por laminas de
grafeno, es decir, monocapas de atomos de carbono enlazados mediante hibridacién
sp? estrechamente empaquetados en una red hexagonal bidimensional, formando tubos

nanométricos.®



Estas laminas de grafeno pueden ser consideradas el elemento basico para la
construccion de los materiales grafiticos de todas las demas dimensionalidades (Figura
2).2 Si una lamina de grafeno se envuelve en 0 dimensiones, da lugar al fullereno, si se

enrolla en 1 dimensién, genera un CNT y si se apilan varias laminas se obtiene el grafito.
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Figura 2. Esquema de la formacién de estructuras alotrépicas del carbono a partir del grafeno.?

Los CNTs son tubos cilindricos huecos que pueden estar formados por una capa de
atomos de carbono, los denominados monocapa (single-walled carbon nanotubes,
SWCNTSs), o por varias, de pared multiple (multi-walled carbon nanotubes, MWCNTS).

Los SWCNTSs se caracterizan por presentar miles de nanémetros de longitud, asi como
aproximadamente un nanémetro de diametro. Por otro lado, los MWCNTSs pueden estar
constituidos por cilindros concéntricos de distintos tamafios, o por una unica lamina de

grafeno enrollada sobre si misma en multiples ocasiones.

Las propiedades electronicas de los CNTs dependen de su estructura. Los MWCNTs
son conductores metalicos mientras que los SWCNTs pueden ser semiconductores o
conductores metdlicos, en funcion de la direccion en la que se envuelve el grafeno al
formar el cilindro. Dependiendo de esta direccion, los SWCNTs formados pueden ser

armchair, zig-zag o quirales (Figura 3).



armchair zig-zag quiral

Figura 3. Representacion de la estructura de los distintos tipos de SWCNTs.°

Los SWCNTs armchair presentan un comportamiento metalico, mientras que los

quirales y zig-zag pueden ser semiconductores o presentar conductividad metalica.®

Los CNTs se utilizan en un amplio espectro de aplicaciones debido a sus excepcionales
propiedades tanto fisicas como quimicas.'® Entre ellas se pueden nombrar la relacion
superficie/volumen  extremadamente grande, su pequefio diametro (de
aproximadamente 1 nm en el caso de los SWCNTs y de entre 20 y 80 nm en los
MWCNTSs) con estructura hueca, unas propiedades opticas y eléctricas extraordinarias
y una resistencia muy elevada a la traccion. Por ello, su uso se extiende desde campos
relacionados con la energia renovable o la electronica hasta el sector biomédico y la

administracion de medicamentos.

Concretamente, en el campo de la nanomedicina y la nanobiotecnologia, los CNTs han
creado un puente entre las ciencias fisicas y biolégicas para el desarrollo de
herramientas innovadoras con potencial en el sector sanitario. En gran parte esta
versatilidad es debida a la facilidad de funcionalizacion quimica de la superficie de estos

nanomateriales.'%-12

1.3. Polimeros conductores

Un polimero es una macromolécula formada a partir de la union mediante enlaces
covalentes de uno o0 mas monomeros, que constituyen su unidad basica. Dentro de este
tipo de compuestos, se encuentran los polimeros conductores. Estas son
macromoléculas que cuentan con un sistema conjugado de enlaces 1 que permite la
deslocalizacién de electrones a través de ellas, posibilitando la conduccién de la
electricidad. Actualmente, se conoce un gran nimero de mondmeros diferentes que

forman polimeros conductores, como por ejemplo el tiofeno, la anilina o el pirrol.



Los materiales poliméricos conductores estan dotados de cualidades fisicas y quimicas
con un gran potencial para la produccion de dispositivos ligeros, flexibles y rentables a
gran escala.’®'* Esto conlleva que estén presentes en campos muy diversos de la
investigacion, como la energia solar, las pilas de combustible o el suministro de
farmacos ya que presentan caracteristicas adecuadas para su aplicacién en
electrocatalisis o en el funcionamiento de distintos dispositivos electrénicos derivadas

de su sistema de electrones conjugados.®

Su uso en el ambito sanitario esta en auge. De esta forma, se encuentran presentes en
la investigacion sobre la ingenieria de tejidos, la reparacion de huesos, los biosensores
o la administracién de farmacos.'® Esto es debido a que los polimeros conductores
combinan las ventajas de los polimeros convencionales (proceso de fabricacion sencillo,
bajo coste y amplia seleccion de estructuras moleculares) con unas propiedades
eléctricas y Opticas similares a las de los metales y semiconductores inorganicos.
Ademas, la facil modificacion de su superficie, la biocompatibilidad y sus extensas areas
superficiales los convierte en materiales muy versatiles para su aplicacion en

medicina.'*""

Dentro de la gran variedad de polimeros electroactivos, el polipirrol (polypyrrole, PPy)
ha adquirido una gran importancia debido a su biocompatibilidad, su facil y eficaz
electrosintesis a partir de soluciones acuosas, su estabilidad y su elevada conductividad

eléctrica.”1®

Un ejemplo actual de la utilidad de este polimero es el desarrollo de un sensor
piezorresistivo de alta sensibilidad a partir de un aerogel de nanofibras reticuladas de
polipirrol ultraligero.”® La flexibilidad de este sensor le otorga un gran potencial de

aplicacion en la monitorizacion del movimiento y la salud humana, entre otros campos.

No obstante, este polimero no esta dotado de grupos funcionales que permitan su
modificacion posterior para una mejora de su rendimiento en aplicaciones biomédicas."”
Para dicha derivatizacion del polimero existen dos estrategias principales que se basan

en la modificacion de la estructura del monémero o la utilizacién de copolimeros.

1.4. Sensores quimicos

Segun la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en
inglés), un sensor quimico es “un dispositivo que transforma la informacion quimica,

desde la concentracion de un componente especifico de la muestra hasta el analisis de



la composicién total, en una sefal analiticamente util. La informacion quimica,
mencionada anteriormente, puede proceder de una reaccién quimica del analito o de

una propiedad fisica del sistema investigado".?°

Los sensores quimicos constan de dos elementos principales: el elemento de
reconocimiento quimico denominado receptor y un transductor fisico-quimico (Figura
4).2' El receptor transforma el evento de unién de la diana en una forma de energia que
sera medida por el transductor. En el caso de este tipo de sensores, el evento de unién
implica especies quimicas y la generacion de una sefal debida a un cambio en un
parametro fisico-quimico (ruptura o formacion de un enlace, modificacion del indice de
refraccién o intercambio de electrones, por ejemplo). A continuacién, el transductor
transforma la informacién quimica otorgada por el receptor en una sefial analitica util.
Este proceso de transduccidn puede basarse en varios fenémenos fisicos, como

cambios térmicos u opticos, en reacciones electroquimicas o en variaciones de masa.

Analito

Figura 4. Esquema de los componentes de un sensor quimico.

Los sensores se han utilizado en gran medida en campos como medicina,
medioambiente, seguridad alimentaria y seguridad ambiental, entre otros.?"?? Su
funcionamiento sencillo, respuesta rapida, alta sensibilidad y especificidad, asi como su
portabilidad, rendimiento de deteccion excepcional y analisis en tiempo real hacen que
estos dispositivos sean esenciales en gran cantidad de ambitos cientificos y en la
sociedad.?? Por ello, el estudio para mejorar sus cualidades se convierte en un aspecto
de gran interés. Concretamente, el disefio del receptor es crucial para el desarrollo del
sensor, debido a la necesidad de detectar el objetivo deseado con una selectividad y
sensibilidad determinadas.?' En los Ultimos afios, el empleo de nuevos materiales, como
polimeros conductores o nanomateriales basados en carbono, ha permitido obtener
resultados de vanguardia que allanan el camino hacia la nueva generacion de sensores

quimicos.



En lo que respecta a la deteccion de SE, el cual es el tema central de este trabajo,
habitualmente se emplea microdidlisis acoplada a cromatografia liquida de alto
rendimiento o espectrometria de masas.?®> No obstante, la resolucion espaciotemporal
para revelar la dinamica en circuitos neuronales complejos es insuficiente. Como
alternativa, se desarrollaron métodos de deteccion electroquimica dotados con una
resolucién temporal necesaria como para medir la dinamica rapida de los

neurotransmisores.

Hoy en dia esta generandose un enfoque neurocientifico que intenta aprender sobre las
redes neuronales in vitro. Para ello, se utilizan redes neuronales de cultivo bien definidas
para investigar los circuitos neuronales basicos con la esperanza de obtener informacion
sobre el procesamiento, el almacenamiento y la neurocomputacion en el cerebro. En
este ambito se han desarrollado distintas técnicas, como es el caso de las nanopipetas
de cuarzo con poros de 10 nm funcionalizadas con aptameros, desarrolladas por
Nakatsuka N. et al.?® Estos sensores (Figura 5) reconocen reversiblemente la SE con
alta especificidad y selectividad debido a sus nanoporos de estado soélido, que presentan
la capacidad de ajustar su tamafo de apertura hasta unos pocos nanémetros. Ademas,
presentan gran facilidad de fabricacién y modificacion de la superficie, asi como de
acoplamiento a las metodologias de sonda de barrido para interactuar con los sistemas
bioldgicos. Estas caracteristicas los situian como candidatos prometedores para la

detecciéon de moléculas de pequefio tamafio.

Figura 5. Imagen de microscopio 6ptico de una nanopipeta (izquierda) con una imagen ampliada de
microscopia electrénica de transmision (TEM) (derecha) que demuestra la apertura aproximada del poro de
unos 10 nm. La linea de puntos se ha trazado para facilitar la visualizacion de la pared interior en la punta de la
nanopipeta.”

No obstante, la comprension de la funcion cerebral y de los trastornos neuroldgicos y
neuropisquiatricos requiere también de tecnologias avanzadas para realizar mediciones
acerca de las escalas espaciales y la dinamica temporal de la neurotransmision
quimica.® En este campo, las sondas de registro neuronal implantables han surgido para
la monitorizacion de la actividad cerebral. Un ejemplo de estas tecnologias son las

neurosondas implantables con aptameros y transistores de efecto campo desarrollados



por Nakatsuka N. et al. que permiten la monitorizacion de neurotransmisores para su

estudio in vivo.

1.4.1. Sensores basados en materiales basados en
carbono

Con el objetivo de mejorar la aplicabilidad y caracteristicas de los sensores quimicos,
se han realizado numerosos estudios con materiales diversos como nanoparticulas de
oro y de plata, grafeno o nanofibras de carbono.?*?® Entre ellos, se ha descubierto que
los CNTs presentan excelentes propiedades mecanicas, estabilidad quimica y
propiedades eléctricas adecuadas para la fabricacion de bio-ensamblajes
supramoleculares y nanobiosensores. En particular, la introduccién de CNTs para
modificar la superficie de los electrodos demuestra una notable conductividad eléctrica,

resistencia a la corrosién, estabilidad quimica y alta biocompatibilidad.

Entre otros, Wu B. et al. desarrollaron un sensor electroquimico sensible que utiliza
nanoparticulas de oro enlazadas covalentemente con MWCNTs, para mejorar la
deteccion de SE.?® También cabe destacar el descubrimiento de sensores de acido
desoxirribonucleico (ADN) en conjunto con SWCNT para SE con alta respuesta de
fluorescencia en el infrarrojo cercano mediante aprendizaje automatico.?” Este enfoque
permite identificar rapidamente las secuencias de ADN para un determinado analito de
forma que acelera significativamente el desarrollo de tecnologias como es el caso de

los biosensores.

Por otro lado, el uso de polimeros conductores es de especial interés dadas sus
propiedades eléctricas y opticas nombradas anteriormente.?*?® Estos son capaces de
generar una respuesta sensible y rapida a analitos especificos debido a que su nivel de
oxidacion se ve afectado facimente por mecanismos tanto quimicos como
electroquimicos. Ademas, permiten la relacién cuantitativa de esta respuesta con la

concentracién de los analitos, asi como la impresién molecular.

En este campo, se introdujo el electrodo de grafito modificado con un derivado de PPy
para la determinacién de SE en muestras biolégicas mediante voltamperometria que
permitié su deteccién con una elevada sensibilidad (presenta un limite de deteccion de
0,0025 uM).?® La selectividad del método es elevada ya que no se observé ningun
cambio sustancial en la respuesta voltamperométrica de 1,0 yM SE en presencia de
acido artico (1000 uM), acido citrico (1000 uM), cloruro de sodio (2000 uM), cloruro de
potasio (2000 pM), glucosa (2000 uM) y urea (2000 pM). Se comprobd la selectividad
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con estos compuestos ya que son comunes en las muestras de suero sanguineo y de

orina.

En particular, los sensores basados en polimeros de impresion molecular (molecularly
imprinted polymers, MIPs) han creado un horizonte fascinante para las técnicas de
modificacion de la superficie.?? El método de impresion molecular se basa en una
polimerizacion de un mondémero funcional y reticulante alrededor de una molécula
plantilla de forma que se obtienen los denominados polimeros de impresion molecular.
Como se esquematiza en la Figura 6, inicialmente la molécula plantilla 1 y el monémero
funcional forman el precomplejo 2. Posteriormente, tiene lugar la polimerizacion
alrededor del precomplejo 3. Finalmente, al retirar la molécula plantilla 4, permanecen
las cavidades tridimensionales 5 que permiten el reconocimiento especifico de esta

molécula en posteriores ocasiones.

1 2 3
Ensamblaje N Polimerizacion = ™\
—_— — — —
" II 49 f Reticulador ﬂ
Molécula .
plantilla Mondmeros Precomplejo
funcionales
4 5
Eliminacion
N de la plantilla N
_
— — —
ﬁ Re-enlace ﬁ
Polimero de

impresion molecular

Figura 6. Esquema del principio de la preparacion de polimeros de impresion molecular.?

El principal reto en el andlisis médico es el diagndstico temprano de ciertas
enfermedades que depende en muchas ocasiones de la determinacion temprana de una
biomolécula determinada que se encuentra en concentraciones bastante bajas en una
matriz compleja. La deteccion basada en los MIPs es, por tanto, un método
potencialmente valido debido a su especificidad, selectividad, estabilidad fisica y
quimica, rentabilidad, facilidad de preparacién y aplicabilidad para diversas
biomoléculas. Los estudios realizados hasta el momento con esta técnica determinan

que estos sensores son capaces de proporcionar un bajo limite de valores de
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deteccion.?22%30 Un ejemplo representativo es un transductor basado en un MIP sobre
puntos cuanticos de grafeno y nanoplacas de nitruro de boro hexagonal para la
deteccion de SE.3'" El sensor electroquimico desarrollado dio lugar a una gran
selectividad y con limites de deteccion de 2,010"* M. Ademas, la presencia de la matriz
en las muestras de orina estudiadas no afecta al analisis selectivo de este

neurotransmisor.
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2.0bjetivos

Continuando con la linea de investigaciéon del grupo NanoSelf del Centro de
Investigaciones Cientificas Avanzadas de la UDC (CICA-UDC), este trabajo se centra
en la preparacion de electrodos basados en CNTs modificados con el polimero
conductor PPy para la deteccion electroquimica de SE. Concretamente, los objetivos

especificos de este Trabajo de Fin de Grado son los siguientes:

1. Estudio de la modificacion de CNTs con PPy a través de dos metodologias de

polimerizacion, quimica y electroquimica.

2. Estudio de la polimerizacion con impresién molecular en los sistemas

optimizados.

3. Deteccion electroquimica de la SE, empleando los CNTs modificados con el

polimero conductor.
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3. Discusion de resultados

Se ha planteado como objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado la modificacion
de electrodos serigrafiados mediante la combinaciéon de nanomateriales de carbono y
polimeros conductores para la deteccion electroquimica de SE. Inicialmente, se estudio
la modificacion quimica de CNTs con PPy mediante procesos quimicos y
electroquimicos. A continuacion, se procedié a la deteccién de SE mediante electrodos
modificados con CNTs/PPy. Por ultimo, se abordé la utilizacion de impresion molecular
de SE con los CNTs modificados con PPy, con el objetivo de aumentar un rendimiento

en la deteccion de dicho neurotransmisor (Figura 7).

NH, /\/ NH,
—-J O
02 Metrohm| HO o
DropSens | A\
| N
H

NH,
HO\@E\C SE (®)
N
H

Los electrodos metalicos (Au, Pt, etc.) y el electrodo de carbono vitreo (GCE) eran los

0]

Figura 7. Esquema del proyecto.

mas utilizados antes de la aparicion de los nanomateriales y materiales poliméricos.
Algunas desventajas de estos electrodos son su escasa sensibilidad y estabilidad, su
baja reproducibilidad y sus grandes tiempos de respuesta. La combinacion de los
electrodos tipicos con los CNTs puede mejorar estas desventajas debido a sus éptimas
propiedades como electrodos.®? Por ejemplo, los CNTs han demostrado excelentes
propiedades electrocataliticas hacia especies electroactivas como los compuestos

fendlicos, el triptéfano, el perdxido de hidrégeno, la dopamina, el acido ascoérbico y el
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acido urico, entre otros. Ademas, la funcionalizacion de los CNTs permite introducir
nuevas propiedades deseadas, como la solubilidad o la biocompatibilidad,** mientras se
mantiene un buen comportamiento electroquimico.®* En particular, la combinacion de la
capacidad de los CNTs para comportarse como electrodos junto con su capacidad para

ser funcionalizados, ha ampliado su uso en biosensores electroquimicos.

Concretamente, en este proyecto se introdujo el uso de MWCNTSs teniendo en cuenta
sus numerosas propiedades, como son su alta estabilidad, baja resistividad y alta
relacion superficie-volumen.® Entre sus propiedades mas destacadas para el desarrollo
de biosensores quimicos ultrasensibles, selectivos y robustos, se encuentra la habilidad
de transferir electrones a un ritmo rapido en la interfaz que le permite actuar como
electrocatalizador.’®'"% La electrocatalisis de este material depende en gran medida de
los defectos en su estructura.'® Estos defectos pueden provocar una dispersion de la

corriente que aumenta la velocidad de transferencia de electrones del CNT.

Ademas, los MWCNTSs al estar formados por tubos concéntricos, permiten modificar
quimicamente la pared exterior, mientras que los tubos interiores permanecen intactos

y, en consecuencia, conservan la conductividad.®’

Respecto al polimero conductor, se utilizd PPy, debido a su elevada conductividad y
flexibilidad. Ademas, son faciles de fabricar, siendo compatibles con técnicas de
impresion, lo que facilita su produccion a gran escala. Asimismo, la presencia del grupo
amino en el anillo pirrdlico puede contribuir a la mejora de la deteccion del

neurotransmisor mediante enlaces especificos con la molécula objetivo.303%

Finalmente, se realizan también pruebas aplicando la técnica de impresién molecular,
como un sistema de disefio y construccidon de materiales con sitios receptores
especificos para una alta atraccion de la molécula objetivo. Los MIP presentan una
estabilidad térmica, robustez fisica, bajo coste y facilidad de preparacion que los situan

como un método adecuado para el reconocimiento de biomoléculas.®

3.1. Preparacion del electrodo

Con el objetivo final de detectar el neurotransmisor SE con la mayor sensibilidad posible,
se realizé la modificacion de un electrodo serigrafiado de la compafia DROPSENS con
MWCNTs modificado con PPy (CNT/PPy). Previamente, dicha modificacion se estudio
mediante dos métodos de polimerizacion, la polimerizacion quimica en disolucion vy la

electropolimerizacion sobre el electrodo de MWCNTSs.
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3.1.1. Polimerizacion quimica

Inicialmente, se procedid a la polimerizacion quimica del Py, estudiando distintas

condiciones de reaccion.

La reaccion de polimerizacion del Py sobre los MWCNTSs (Figura 8) tiene lugar mediante

la oxidacion del monémero.

MWCNTs H

[y e e
~ -

N

I

H

0 \ /

Figura 8. Esquema de la reaccion de polimerizacion quimica del Py. ®

El crecimiento de la cadena de PPy se puede explicar a través de un mecanismo

radicalario, como se muestra en la Figura 9.8

Dicha polimerizacion se divide en distintas etapas. En la iniciacion se constituye el cation
radical 2, que reaccionara con el mondémero neutro 1, seguido de su oxidacion y
desprotonacion para producir el dimero 5 en la propagacién. En la reiniciacion el dimero
5 se oxida inmediatamente y forma el cation radical dimérico 6 que atacara a otro
monomero neutro 1 formando asi el trimero 7 en la propagacion. La repeticion de este

proceso da lugar al crecimiento de la cadena del PPy."®
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Figura 9. Esquema del mecanismo de la polimerizacién del Py."
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El objetivo de la introduccion de los MWCNTSs en la reaccion es que esta polimerizacion
tenga lugar sobre la superficie de este nanomaterial, como se representa en la Figura

10, para obtener una estrecha interaccién entre ambos materiales.

MWCNT
TR
O
E Py
LI £y
FeCly/H,0, T
PPy
IS\
DA EAY

Figura 10. Esquema de polimerizacién del Py sobre los MWCNTSs, adaptado de Qian et al. *

Como se introdujo anteriormente, los polimeros electroconductores pueden sintetizarse
por procedimientos quimicos o electroquimicos. La principal diferencia entre ambos se
encuentra en la quimica que hay detras de la eliminacion del protén del monémero para
generar el catiéon radical, ya que en la reaccion quimica el Py es oxidado por una especie
quimica oxidante, mientras que en la electropolimerizaciéon el radical se forma al

aplicarle el potencial de oxidacion correspondiente.

Para la sintesis quimica se utilizé una polimerizacion in situ basada en el sistema de
oxidacion catalitico H.O2/Fe?*. De esta forma se genera el radical hidroxilo (OH), un
fuerte oxidante, a partir de la descomposicion del perdxido de hidrégeno (H202) segun

la siguiente ecuacion, acelerando asi la polimerizacion:
H.0,+ Fe** — Fe** + OH + OH  Ecuacién (1)

La utilizacion del H,O, para esta polimerizacion implica una oxidacion controlada a

través del numero de equivalentes de Fe?*.

3.1.1.1. Optimizacion de las condiciones de polimerizacion

Con el objetivo de modificar MWCNTs con PPy de forma 6ptima, se estudiaron distintas
condiciones de reaccion (Tabla 1). Se vari6 la cantidad de Py y sal de hierro ferroso (Q1-
Q5).3° Ademas, se realizd una muestra control en ausencia de CNTs (Q6), con el

objetivo de estudiar la influencia de dichos nanotubos en la polimerizacion.
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Tabla 1. Condiciones de las reacciones de polimerizacion quimica del Py.

Muestra MWCNTs (mg) Py (mmol) FeClz-6-H.O (mmol)

“ 10 0,14 4,26-1073
n 10 0,29 8,52:1073
“ 10 0,72 2,13-102
“ 10 1,44 4,26-1072
“ 10 2,88 8,52:102
“ 0 1,44 4,26-107

Después de la purificacion exhaustiva de cada una de las muestras utilizando distintas
técnicas (dialisis, centrifugacion y/o filtracion), el material resultante se caracterizé
mediante microscopia electronica de transmision (transmission electron microscopy,

TEM) y analisis termogravimétrico (TGA).

Andlisis termogravimétrico

En colaboracién con el grupo Carbon Bionanotechnology del centro de investigacion
CIC biomaGUNE (San Sebastian), se llevo a cabo la caracterizacion de los materiales
obtenidos mediante TGA. El TGA es una técnica de caracterizacion muy importante en
la ciencia de los materiales. Se basa en el registro del peso de una muestra en funcion
de una temperatura creciente, generalmente hasta 800-1000 °C para los materiales
basados en carbono. Mediante este analisis, se puede obtener gran informacion sobre
la estabilidad térmica o la presencia de grupos funcionales en estos materiales. En el
caso concreto de los CNTs modificados con PPy, el TGA bajo una atmdsfera inerte de
N2 permite evaluar la cantidad de polimero presente, ya que PPy y MWCNTSs presentan
distinta estabilidad térmica. Por lo tanto, comparando los perfiles TGA de las muestras
Q1-5 con la reaccion de control Q6 y los MWCNTSs de partida a diferentes temperaturas,
es posible evaluar la eficiencia de la polimerizacion (Figura 11). Los MWCNTSs presentan
una elevada estabilidad térmica en estas condiciones, con una pérdida de peso
aproximada del 3% entre 100-600 °C. A partir de 600 °C se produce la degradacion del
CNT. Sin embargo, Q6 presenta una pérdida de peso del 99% entre 100 y 600 °C,

probablemente debido a la degradacion completa del polimero.
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Figura 11. TGAs de los MWCNTSs sin modificar y de Q2, Q3, Q4, Q5 y Q6 medidos en atmésfera de N..

Teniendo en cuenta las distintas estabilidades de los MWCNTs y el PPy, se observa
cémo Q2 y Q3, presentan una pérdida de aproximadamente un 20% del peso total del
producto debido mayoritariamente a la degradacion del polimero (Tabla 2). Sin embargo,
Q4 y Q5 presentan una mayor pérdida de peso (61%). Mediante este analisis podemos
concluir el control existente en la cantidad de polimero introducido, que va desde 21%

para Q3 hasta 61% para Q4 y Q5, a través de la concentracion de monémero usada.

Tabla 2. Pérdidas de peso en tanto por ciento en las TGAs de MWCNTs, Q2, Q3, Q4, Q5 y Q6 a 600 °C en N,.

Pérdida de peso
(%)

3
22

Muestra

21
61
61
99

Microscopia electronica de transmision

La TEM es una técnica de microscopia en la que la imagen se construye mediante un
haz de electrones transmitido a través de la muestra. Esta sofisticada técnica es
ampliamente utilizada en nanotecnologia debido a la alta resolucién que ofrece. Dado
que un haz de electrones atraviesa la muestra, esta microscopia puede dar lugar a
imagenes con una resolucién nanométrica. En la caracterizacion de CNTs, el TEM

proporciona informacion morfolégica como el diametro, la longitud y el niumero de
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paredes de los CNT. Concretamente, mediante TEM se pueden evaluar los cambios
morfoldgicos introducidos durante la polimerizacién en los MWCNTSs, como por ejemplo
el aumento en el diametro derivado de un recubrimiento con PPy, la aparicién de nuevas
estructuras o el mayor entrecruzamiento entre CNTs. Para dicho estudio, se
caracterizaron inicialmente los MWCNTs de partida (Figura 12). En la imagen TEM
representativa mostrada en la Figura 12, se pueden observar las estructuras cilindricas
tipicas de los MWCNTSs de partida, constituidos por paredes multiples (zona externa de

mayor contraste) y un canal interno hueco (zona interna de menor contraste).

B e S
Figura 12. Imagen TEM de los MWCNTSs de partida.
A continuacién, se caracterizaron mediante TEM los MWCNTs modificados con PPy Q1-
5 y la muestra de control Q6. En la Figura 13 se presentan las imagenes mas
representativas de cada muestra. Para Q1, no se observan cambios en la morfologia de
los CNTs, probablemente debido a la baja cantidad de mondmero empleado.
Unicamente se observa un mayor entrecruzamiento entre CNTs, posiblemente
fomentado por la formacion del polimero, constituyendo unas microestructuras
caracteristicas (Figura 13A). Sin embargo, Q2-4 muestran las paredes de los MWCNTs
decorados con estructuras irregulares con un mayor contraste (indicados con flechas en
la Figura 13B, C y D). Estas formaciones pueden corresponderse a PPy adsorbido sobre
la superficie del CNT. De hecho, se observa un efecto de la concentracién del monémero
Py, siendo Q4 la muestra con CNTs mas decorados con estas estructuras poliméricas
(Figura 13D). Sin embargo, en Q5, cuando la concentracion de Py es de 0,27 M, se
obtienen aglomerados de esferas poliméricas donde los CNTs no son apreciables
(Figura 13E). La muestra control en ausencia de MWCNTs Q6, revela que este tipo de
esferas se producen durante la polimerizacion de Py en ausencia de CNTs (Figura
13F).® Por tanto, se concluye que una concentracién de Py de 0,27 M en estas
condiciones da lugar a PPy en exceso imposibilitando la modificacion de MWCNTs

unicamente en su superficie.
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Figura 13. Imagenes TEM de (A) Q1, (B) Q2, (C) Q3, (D) Q4, (E) Q5 y (F) Q6.

Para una evaluacion mas precisa de la adsorcidon del polimero sobre los CNTs, se
estimaron experimentalmente los diametros de los CNTs para los MWCNTs de partida
y Q1-4. Para ello, se analizaron las imagenes TEM correspondientes con el programa
ImageJ (Tabla 3). Para este analisis se descartaron Q5 y Q6 al evidenciar
mayoritariamente aglomerados poliméricos y al no poseer MWCNTSs, respectivamente.
El didmetro de los nanotubos de Q4 es mayor que para el resto de las muestras (43 +
6,8 nm). Este incremento confirma cuantitativamente un mayor recubrimiento de las
paredes de los nanotubos por PPy durante la polimerizacion para Q4. La diferencia entre

Q1-3 es menos notable.
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Tabla 3. Medidas del diametro de los MWCNTSs dados por el fabricante y calculados mediante el programa
ImageJ, midiendo 5 CNTs en cada muestra, para los MWCNTSs utilizados y para las reacciones de
polimerizacion Q1, Q2, Q3 y Q4.

MWCNTs
Q2 Q3 Q4
Experimental
33 37 41 34 43

Diametro (nm) [0 5c0]
tipica (nm

Por tanto, las imagenes del TEM, asi como las medidas del ancho de los MWCNTs

sugieren que este procedimiento de polimerizacién quimico permite controlar la
modificacion de los MWCNTSs al utilizar 1,4-102 - 14,4-10 mmol de Py/mg de MWCNT.
Cabe destacar que las condiciones utilizadas para Q4 permitieron una mayor
polimerizacion quimica del Py sobre las paredes de los MWCNTSs, evitando la presencia

del polimero en exceso.

3.1.1.2. Obtencion del polimero de impresion molecular

El objetivo de este apartado es la obtencion de un MIP a partir de MWCNTSs, Py vy el
neurotransmisor que se desea detectar. En la Figura 14 se esquematiza el proceso de
obtencién del MIP para comprender su funcionamiento. En la imagen se detalla como la
sintesis del polimero debe producirse en presencia de los MWCNTs y SE, de forma que
el PPy formado se deposite sobre la superficie de las estructuras de carbono,
conteniendo al neurotransmisor en su interior. Finalmente, se realizan lavados para
extraer la SE del medio y poder asi detectar su presencia con mayor exactitud

posteriormente.

Figura 14. Esquema de la obtencién del MIP, adaptado de Qian et al. 3

Para la sintesis del MIP, es necesario conocer la quimica del neurotransmisor empleado,
SE. Se conoce que esta molécula presenta una elevada estabilidad.?” Asimismo, los

posibles subproductos de SE que se podrian formar en las condiciones quimicas de la
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reaccion, presentan una similitud estructural con el neurotransmisor (Figura 15),

proporcionando bolsillos poliméricos con cierta selectividad hacia SE.*

SE Productos de la oxidacion de SE
NH, NH, NH,
(0]
HO HO (@]
\ N—on \
N N N
H H H
2,5-dihidroxitriptamina triptamina-4,5-diona

Figura 15. Estructura de la SE y de los productos de su oxidacion. ®

Se continda con la sintesis del MIP con las condiciones de la polimerizacién optimizada,
es decir, la Q4 (MQ4).*

Para la purificacion del producto obtenido, se realiza una didlisis y a continuacion

centrifugacion, como técnica mas compatible con la naturaleza de la muestra.

Andlisis termogravimétrico

Se caracteriza el producto obtenido mediante un TGA con las mismas condiciones

descritas en el apartado anterior (Figura 16).
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Figura 16. TGA de MQ4 medido en atmésfera de N..

Teniendo en cuenta las distintas estabilidades de los MWCNTSs y el PPy estudiadas
anteriormente, se observa como en el caso de MQ4, existe una pérdida de peso de
aproximadamente un 41% de la masa total del producto debido mayoritariamente a la
degradacion del polimero. Esta pérdida de masa de MQ4 es ligeramente menor al
resultado obtenido para Q4 (61%).
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Microscopia electronica de transmision

Siguiendo las condiciones descritas en el apartado anterior, se obtienen imagenes del

producto mediante TEM.

Figura 17. Imagenes TEM de MQ4.

En la Figura 17 se recogen las imagenes mas representativas de la muestra. Se
observan en ambos casos residuos derivados del proceso de polimerizaciéon. Sin
embargo, los CNTs presentan un recubrimiento con mayor contraste que corresponde
al polimero depositado en su superficie. Desafortunadamente, la purificacion y
caracterizacion de MQ4 resultdé ser mas dificil de lo esperado. Por falta de tiempo esta

polimerizacion no pudo ser optimizada.

Se exploré también el uso de MIPs para la deteccidn de otros neurotransmisores como
la DA. La aplicacion de este método para la obtencion de sensores para otros
neurotransmisores, como la DA, no ha sido posible debido a su baja estabilidad en las
condiciones de la reaccion. Esto se comprobd experimentalmente llevando a cabo una
reaccion de control con las condiciones correspondientes a Q4, pero sin MWCNTSs ni Py
para verificar la estabilidad de la DA en el medio de reaccion. La reaccién se monitorizé
mediante espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), cromatografia liquida de alta
eficiencia (high performance liquid chromatography, HPLC) y espectrometria de masas
(mass spectrometry, MS) (Anexo |: Estudio de la estabilidad de la DA en el medio de

reaccion).
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Figura 18. HPLC a 280 nm del hidrocloruro de DA (a) y del producto de la reaccion Q4 con DA (b).

La espectroscopia UV-Vis nos muestra dos espectros distintos para el reactivo de DA

empleado y el producto de la reaccion (Figura 29). A continuacién, se emplea la HPLC

que permite la separacion de los componentes de una mezcla utilizando una fase

estacionaria no polar y una fase movil, que actua de portadora de la muestra. En este

caso, esta técnica permitio observar las diferencias entre el reactivo de DA utilizado y el

producto de la reaccion control realizada (Figura 18). La aparicion de tres picos distintos

en la reaccion plantea la posibilidad de la degradacion de este neurotransmisor. Para

comprobar esta hipoétesis, se analizan mediante MS las disoluciones correspondientes

a cada pico observado en el HPLC, confirmando la presencia de distintas especies

en

el producto final de la reaccién control (Figuras 32-34). Por tanto, se concluye que la DA

no es compatible con las condiciones utilizadas para el MIP.
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3.1.2. Polimerizacion electroquimica

El segundo método de obtencion del PPy consiste en una polimerizacién electroquimica.
Con el objetivo de conocer el efecto de cada material sobre la deteccion de SE, la
electropolimerizacion se llevé a cabo en distintos electrodos, un electrodo sin modificar

y un electrodo con MWCNTs depositados en su superficie.

Para realizar estas pruebas, se utilizaron los sistemas de electrodos serigrafiados de
Metrohm DropSens (DR, Figura 19). Estos electrodos presentan grandes ventajas,
como su eficiencia y su miniaturizacion, la cual permite trabajar con microvolumenes de

muestra y lo hace facil de transportar.

Contraelectrodo

(CE)
Electrodo de

trabajo (WE)

Conexion
del CE

Electrodo de

referencia (RE) g@g@
[43  MWCNTSs
. 92,9
Conexidn
del WE
. !\
Conexion N Py
del RE L

Figura 19. Esquema del electrodo serigrafiado.

Cabe destacar que la polimerizacion electroquimica tendra lugar unicamente sobre el

electrodo de trabajo (working electrode, WE).

La electropolimerizacion del Py implica inicialmente la formacion de oligémeros seguida
de etapas de nucleacion y crecimiento, generando materiales poliméricos. Los detalles
del mecanismo son importantes para la optimizacibn de las condiciones de
electropolimerizacién. Por ejemplo, es esencial conocer en qué rango de potencial se
produce la carga y cual es el nivel maximo de oxidacion antes de que el material empiece

a degradarse.™
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Figura 20. Esquema del mecanismo de electropolimerizacion anédica del pirrol. '

Como se observa en la Figura 20, la electropolimerizaciéon anddica de los monémeros
de Py comienza con la dimerizacién en la posicion a después de la oxidacion en el
electrodo. Mediante el acoplamiento de dos cationes radicales primarios 2, se forma el
dimero con carga positiva 3. Dado que dos protones del dimero cargado positivamente
distorsionan la conjugacion, es probable que la rearomatizacion ocurra a traveés de la
desprotonacion, dando lugar a la especie neutra y energéticamente favorable 4. Debido
a su mayor conjugacion, la oxidacién del dimero es mas facil en comparacion con el Py
neutro, por tanto, se produce a un potencial mas bajo. En los pasos siguientes se
produce el acoplamiento de los cationes radicales del dimero (posteriormente, cationes
radicales del oligémero 5) y los cationes radicales primarios 2, seguido de una liberacion
de protones y rearomatizacion. La oxidacion, el acoplamiento y la rearomatizacion se

repiten y conducen a la formacion del PPy 6.

Es necesario mencionar que la eficiencia de la electropolimerizacion depende en gran
medida de diversos parametros experimentales como es el potencial de formacion, la

concentracion del mondémero y la escala de tiempo experimental.™

Conociendo este mecanismo, se realizaron pruebas de electropolimerizacién del
monomero correspondiente sobre el electrodo mediante la voltametria ciclica (CV). Para

ello se utilizaron variaciones del procedimiento descrito por Kan et al.*®

Con el objetivo de conocer la influencia de los CNTs en la electropolimerizacion, ésta se

llevé a cabo utilizando distintas condiciones de reaccion (Tabla 4).%°
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Tabla 4. Distintas condiciones de reaccion para la electropolimerizacion de Py.

Concentracion
Muestra de monémero WE

mM
26

Sin modificar

52 Sin modificar
1,15 Sin modificar
26 MWCNTs
52 MWCNTs
1,15 MWCNTs

Electropolimerizacion del Py sobre el electrodo sin modificar

Inicialmente, se realizan las polimerizaciones correspondientes a las concentraciones
descritas para E1 y E2 (Tabla 4). En ambos casos, el mondmero se disuelve en tampén
fosfato salino (PBS), previamente preparado a un pH de 7.0 para su
electropolimerizacion. EI PBS actuara como electrolito permitiendo la adecuada
conduccion eléctrica. Ademas, es importante saber que este tampon es estable en la
zona de trabajo de las CVs que se llevaran a cabo, tanto en la polimerizacién como en

la posterior deteccion de la molécula objetivo.

Los rangos de potencial usados se establecen teniendo en cuenta que debe incluir el
potencial de oxidacion de la SE (0,38 V a pH 7).4°

En general, la electropolimerizacion mediante CV se realiza empleando varios ciclos (2-
5) entre 0 y 1 V, produciéndose la formacion del polimero sobre la superficie del
electrodo. A continuacion, se realizan 5 ciclos entre -0,8 y 1 V con el objetivo de

acondicionar el nuevo electrodo modificado.

27



Electropolimerizacién E1 Lavado E1

0,0008 0,0003
0,0006 0,0002
< <
@ 0,0004 s 0,0001
s t
E 0,0002 o
3 5. pw—
0 “ -0,0001
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
-0,0002 -0,0002
Potencial aplicado (V) Potencial aplicado (V)
Electropolimerizacion E2 Lavado E2
0,002 0,001
0,0015 T — Hen
= < 0,0006
¢ 0,001 £ 0,0004
] ko
= 0,0005 5
] o
o
0 ) 0,2
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
-0,0005 -0,0004
Potencial aplicado (V) Potencial aplicado (V)

Figura 21. CVs de la polimerizacion y posterior lavado de E1 y E2.

En la Figura 21 se pueden ver las CVs obtenidas para la polimerizacién y el posterior
acondicionamiento de E1 y E2. En las graficas de electropolimerizacion, se observa
cémo la corriente aumenta al avanzar en los ciclos, confirmando la deposicion del
polimero electroactivo en el WE. Sin embargo, durante la etapa de acondicionamiento
del electrodo, se observa una disminucion de dicha corriente, probablemente debida a
la eliminacién de restos poliméricos no anclados sobre el WE. Una vez realizado dicho

acondicionamiento, el electrodo presenta un comportamiento electroquimicamente
estable.

Electropolimerizacion del Py sobre el electrodo con MWCNTs

Una vez depositados los MWCNTs sobre el WE, se polimeriza Py utilizando las
condiciones citadas anteriormente (Tabla 4).
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Figura 22. CVs de la polimerizacion y posterior lavado de EC1, EC2 y EC3.

En los voltamogramas de EC1-3 (Figura 22), se repite la tendencia observada
anteriormente, de nuevo se incrementa la corriente al avanzar en los ciclos. Esto implica

que se esta depositando el PPy sobre el electrodo modificado.

Cabe destacar que, a diferencia de las técnicas de caracterizacion usadas en el
apartado anterior para evaluar la polimerizacion, como TGA o TEM, en este caso existe
una gran limitacién. Los CNTs modificados con PPy se encuentran adheridos a una
superficie. Por este motivo, Unicamente se pudo evaluar la polimerizacion mediante

microscopia electrénica de barrido (Scan Electron Mycroscopy, SEM).

El SEM utiliza un haz focalizado de electrones de alta energia para generar una serie

de sefales en la superficie de las muestras sélidas. Las senales que se derivan de las
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interacciones entre los electrones y la muestra revelan informacion sobre ésta, como la
morfologia externa (textura), la composicidon quimica y la estructura y orientacion

cristalinas de los materiales que la componen.

3/15/2022
WD 10. lmm|

ilpm  JEOL ' 3/15/2022 — ipm  JEOL 3/16/2022
5.0kV LED SEM WD 10.0mm| x13,000 5.0kV LED SEM WD 10.1lmmj|

Figura 23. Imagenes del SEM de DR (barra de escala de 10 ym) (A), CD (barra de escala de 1 um) (B), EC1 (barra de
escala de 1 ym) (C) y EC3 (barra de escala de 1 ym) (D).
En concreto, las imagenes del SEM obtenidas para el WE de partida (DR), el WE
modificado con MWCNTs (CD), EC1 y EC3 nos permiten comparar los cambios
morfoldgicos introducidos mediante la electropolimerizacién (Figura 23). En las
modificaciones con PPy sobre los MWCNTSs, se percibe la presencia de los MWCNTs
sobre el electrodo y sobre ellos, se observan esferas que podemos asignar a una
naturaleza polimérica. La presencia de estas esferas es mayor en el caso de EC1
(Figura 23C) que en EC3 (Figura 23D), ya que esta ultima contaba con una menor
concentracion de monémero inicial. Como era de esperar, se obtiene una dependencia

directa de la concentracién de monémero con la cantidad de polimero depositado.
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3.2. Deteccion del neurotransmisor

Una vez estudiada la polimerizacion de Py sobre MWCNTSs, se procedié a detectar
electroquimicamente SE. Los materiales obtenidos mediante electropolimerizacion
permiten la deteccion del neurotransmisor de forma directa al encontrarse ya adsorbidos
sobre el electrodo. No obstante, para los CNTs modificados mediante la polimerizacién
quimica fue necesaria una preparacion previa del sensor. Concretamente, Q2, Q4, y
MQ4 se depositaron sobre el WE mediante drop-casting, obteniéndose los electrodos
EQ2, EQ4 y EMQ4, respectivamente. La correcta deposicién sobre el electrodo se

comprobd mediante SEM (Figura 24).

o A
10pm JEOL 3/29/2022
15.0kV LED SEM WD 10.0mm

10um JEOL 3/29/2022
15.0kV LED SEM WD 9.7mm

Figura 24. Imagenes SEM de EQ2 (A) y EQ4 (B), (barra de escala de 10 ym en ambas imagenes).

A modo de ejemplo, en las imagenes SEM mas representativas para EQ2 y EQ4 (Figura

24) se observa un cambio de morfologia respecto a DR (Figura 23A).

Una vez preparados los sistemas, se procedié a la deteccion electroquimica de SE
mediante CV. Se utilizaron distintas concentraciones de SE para el estudio de los
parametros de deteccion de DR, CD, EC3, EQ2, EQ4 y EMQ4.
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Figura 25. CVs de deteccion de distintas concentraciones de SE sobre DR.

Inicialmente, se empled DR. Las CVs generadas mostraron una oxidacion irreversible a
0,38 V aproximadamente, cuyo valor se corresponde con la oxidacion de SE en medio
acuoso a pH neutro (Figura 25).%° Teniendo en cuenta el maximo de corriente de dichos
picos, se obtuvo una dependencia lineal respecto a la concentracion de SE presente en
la muestra (Figura 26).
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¢
1,00E-07
0,00E+00
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentracion de SE (mM)

Figura 26. Regresion lineal de deteccion de SE sobre DR.

Siguiendo el mismo procedimiento, se realizé la deteccion de SE con el resto de
sistemas con su WE modificado (Tabla 5). Para la deteccién se seleccion6 de la
electropolimerizacion del Py, EC3 debido a que la proporcion del monémero con
respecto a los MWCNTSs se corresponde con la polimerizacidon quimica optimizada
(EQ4). Con respecto a las polimerizaciones quimicas del Py, se emplean las muestras
EQ4 y EQ2 para comprobar la influencia de la cantidad de polimero sobre la superficie
de los CNTs en la deteccion del neurotransmisor. Por ultimo, se realizan medidas sobre

EMQ4 para el estudio del comportamiento de un MIP como sensor de SE.
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Tabla 5. Datos obtenidos de las CVs de deteccion de SE para los distintos sensores estudiados.

Electrodo Concentracién SE (mM) Corriente (A) POte?\‘;;al ox

0,02 1,53107

0,05 2,92107 0,35
0,10 5,04107
0,02 7,19:107

Ccb 0,05 9,70-107 0,31
0,10 1,6410°
0,02 1,6710°

EC3 0,05 1,08:10° 0,30
0,10 9,17:10°°
0,10 6,6610°

0,50 1,4710* 0,39
1,00 1,9010*
0,005 1,0610°
0,02 2,42:10°

0,05 4,9410° 0,38
0,07 5,7010°
0,10 7,2810°
“ - o
0,05 2,48107

0,40
0,07 2,83107
0,10 3,58'107

A partir de los datos de la Tabla 5, se determiné el rango lineal y la sensibilidad a la SE
de cada sensor (Tabla 6). El valor de sensibilidad correspondiente se obtiene de la
pendiente de la recta calculada mediante la regresion lineal para cada uno de los
materiales empleados.

Tabla 6. Valores de rango lineal y sensibilidad en la detecciéon de SE para cada uno de los nanomateriales
estudiados.

Rango lineal (mM) Sensibilidad (A/mM)

0,02-0,1 4,0010°°

0,02-0,1 1,00110°
0,02-0,1 -9,0010°

0,1-1,0 1,00-10*
0,005-0,1 7,00110°
0,02-0,1 2,0010°
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Se elabora un compendio de todas las rectas calculadas con las detecciones hechas

para poder compararlas (Figura 27).

0,00025
DR ©CD @EC3 ®EQ2 EQ4 @EMQ4
0,0002

0,00015

0,0001

Corriente (A)

0,00005

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Concentracion de SE (mM)

Figura 27. Comparacion de rectas de regresion lineal de deteccion de SE.
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Figura 28. Comparacion de rectas de regresion lineal de deteccion de SE a concentraciones bajas.

Centrandonos en los rangos de concentraciones mas bajas (Figura 28), se observo
como influyé la presencia de los distintos materiales en los sistemas estudiados. En el
caso de CD, se obtuvo una ligera disminucién del potencial de oxidacién de la SE con

respecto a DR (0,31 V en CD frente a 0,35 V en DR) asi como una mayor sensibilidad
(Tabla 6).
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La presencia de nanoestructuras en una superficie conlleva un aumento de su area
superficial y con ello una mayor area de interaccion con el analito en cuestion. Por tanto,
en el caso de CD, la presencia de los CNTs en su superficie generé un aumento de
sensibilidad hacia la SE. Ademas, los CNTs presentan entre sus propiedades mas
destacadas para el desarrollo de biosensores quimicos, la habilidad de transferir
electrones a un ritmo mayor en la interfaz. Esto les permite actuar como

electrocatalizador.'®'"% Esta propiedad unicamente se ve reflejada en EC3.

Asimismo, los defectos estructurales de éstos inducen la perturbacién local de los
electrones y/o facilitan la formacién de sitios activos, mejorando asi el rendimiento

electroquimico de los catalizadores.*'

En concreto, este efecto se ve claramente reflejado en EQ2 y EQ4, presentando las
mejores sensibilidades hacia SE (1,00-10* y 7,00-10°°, respectivamente). No obstante,
este aumento de sensibilidad no se observa en el caso de MQ4. Esto podria ser debido
a los problemas encontrados en la purificacion de dicha muestra, como se menciond

anteriormente.

Por otro lado, EQ2 presenta una mayor sensibilidad que EQ4 (1,0010* y 7,00:10°,
respectivamente). No obstante, el rango lineal de EQ4 alcanza concentraciones

menores a las de EQ2.

Cabe destacar que EC3 no presenta una correlacion lineal ascendente. Posiblemente

esto sea debido a la inestabilidad de los componentes adsorbidos sobre el WE.

La linealidad de los distintos sensores estudiados tiene lugar a concentraciones bastante
elevadas de SE, si se tiene en cuenta que la concentracion de SE en sangre esta entre
500 y 1200 nM y sobre 295-687 nM en orina.?

La presencia de la corriente capacitiva introducida por el PPy podria influir en la dificultad
de la observacion de senales a concentraciones menores. Esta corriente es debida a un
cambio de potencial del electrodo y es el resultado de movimientos de cargas cerca de
la interfaz entre el electrodo y la disolucion electrolitica, sin ser a través de ella. No
obstante, la corriente que interesa en estos experimentos se denomina corriente de
Faraday, y ésta es debida a una reaccién electroquimica en la que una o varias especies

quimicas cambian su naturaleza quimica.

Generalmente, no es posible separar la carga capacitiva de la faradaica. En numerosas

ocasiones, bajo el supuesto de que la corriente capacitiva es muy pequefia e
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independiente del proceso faradaico, se traza una linea base y se descuenta de la
corriente total, que resulta de la suma de ambas corrientes nombradas. Sin embargo,
este procedimiento puede conducir a graves errores en determinados estudios, como

se ha comprobado para el caso de los polimeros conductores.*?

A partir de estas conclusiones, se podria orientar el estudio de cara al futuro en optimizar
el espesor de polimerizacién sobre el electrodo, para evitar pasivarlo, pero permitiendo
la produccion de un biosensor selectivo mediante la utilizacion de un MIP. Asimismo, se
podria comprobar la selectividad del sensor mediante la deteccion de SE comparada
con otras biomoléculas que se encuentran presentes en los mismos medios bioldgicos

que el neurotransmisor objetivo, como es el caso del acido ascérbico o la DA.#
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4. Experimental

4.1. Reactivos

Los reactivos empleados son comerciales y no fueron sometidos a purificaciones
adicionales. Los MWCNTs (20-30 nm de diametro, 0,5-2 ym de longitud) fueron
adquiridos de Nanoamor Inc, con una pureza mayor del 95%. El catalizador FeCl,-6H,O
de Sigma Aldrich con una pureza del 97%. EI DA-HCI de Sigma Aldrich, con una pureza
superior al 98%. El SE-HCI de pureza 98%de Fluorochem. El Py fue adquirido a Sigma
Aldrich con un 98% de pureza. El H2O2 35% (p/p) de Alfa Aesar. El PBS de Dako. El
C1eH3sFsNP (Tetrabutilamonio hexafluorofosfato (V)) de pureza 97%, fue adquirido de
BLD Pharm.

4.2. Instrumental

Para el desarrollo de este proyecto se emplearon los aparatos indicados en este
apartado. Todos los experimentos electroquimicos se realizaron en un
potenciostato/galvanostato Autolab AUT302N.V. Se utilizé el sistema serigrafiado de
tres electrodos DRP110, Metrohm-Dropsens, constituido por un WE de carbono de 4
mm de diametro, un CE también de carbono y un RE de plata situados sobre un sustrato
ceramico de dimensiones 33x10x0,5 mm. Para seleccionar las caracteristicas optimas
de polimerizacién se caracterizan las muestras mediante TGA bajo nitrégeno partiendo
de 100 °C con una rampa de 10 °C/min hasta 650 °C tras una isoterma a 100 °C durante
20 min. Los TGAs fueron realizados por Carbon Bionanotechnology group con un
sistema TA Instruments Discovery en el centro de investigacién CIC biomaGUNE, en

San Sebastian (Espafia).

Las imagenes SEM se obtuvieron con un microscopio modelo JEOL JSM-6400 y las
imagenes TEM mediante un microscopio JEOL JEM-1010, ambos localizados en el SAl
(Servicio de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de A Coruia). El
espectrofotometro UV-Vis empleado marca Thermo Scientific era el modelo GENESYS
50. Para realizar las cromatografias (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
se utiliza un aparato HPLC Jasco LC-Net Il / ADC con detector UV-Vis. Los espectros
de masas (Mass Spectra, MS) se obtienen mediante el espectrometro de masas
Amazon Speed ETD (Bruker) provisto de tecnologia de ionizacion por electrospray-

trampa de iones.
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4.3.  Cronograma
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bibliografica
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4.4.  Procedimiento general para la modificacién de
nanotubos de carbono de pared multiple con
polipirrol mediante polimerizacion quimica en
disolucién.?>

En un balén de 25 mL, se dispersaron los MWCNTSs (10 mg) en H2O Milli-Q (10 mL) con
la ayuda de sonicacion en un bafio de agua (~5 min). A continuacion, se anadié Py y
FeCl,-6H.O sobre la dispersién acuosa. Finalmente se adicioné H:O; y la mezcla
resultante se sometié a agitacion durante 6 h. La suspension resultante se dializé en
H20 Milli-Q (tubo de membrana porosa molecular de Spectra/Por de 3,5 kD de tamano
de poro), se centrifugd (1h a 10000 rpm) y lavé con H2O Milli-Q, y/o se filtré (filtro de
membrana MF-Millipore, de tamafio de poro de 0,45 ym) y lavdé con H.O Milli-Q,
dependiendo del tipo de muestra. Finalmente, la suspension resultante se liofilizé para
dar lugar a los MWCNTSs funcionalizados con PPy como un soélido negro. Mediante este
procedimiento, se sintetizaron los MWCNTSs funcionalizados Q1-Q6, cuyas condiciones

de reaccion se especifican en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de las distintas reacciones de sintesis quimica.

MWCNTs Py FeCl;-6H.0 Producto

Purificacién

LI (mg) (mmol) (mmol) (mg)

43 e Dialisis
10 0,14 4,26:10 e Lavados y filtracion >

Dialisis

Lavados y filtracion 1

Centrifugacion

Dialisis

Centrifugacion 45

Lavados y filtracion

10 144  4,26-102 Didlisis 12
Centrifugacion

10 0,29 8,52:103

10 0,72 2,13-102

10 2,88 8521102 ° Dasis 189
e Lavados y filtracion

- 1.44 4.26-102 U Diélis?s 5 -
’ ’ e Centrifugacion

4.5. Modificacion de los nanotubos de pared multiple
con polipirrol a través de polimerizacion quimica
intramolecular con serotonina (MQ4) en disolucidn.??

En un balén de 25 mL, se dispersaron los MWCNTSs (10 mg) en H20 Milli-Q (10 mL) con

la ayuda de sonicacién en un bafio de agua (~5 min). A continuacion, se afnadio Py (0,1
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mL, 1,44 mmol) y FeCl,-6H,O (10 mg, 4,26-102 mmol) sobre la dispersién acuosa.
Finalmente se adicion6 H>O2 (0,5 mL, 21,31 mmol) y la mezcla resultante se sometié a
agitacién durante 6 h. La suspension resultante se dializé (utilizando un tubo de
membrana porosa molecular de Spectra/Por de 3,5 kD de tamano de poro) en HO Milli-
Q (6x1L). Finalmente, la suspensién resultante se liofilizé para dar lugar a MQ4 (295

mg) como un sélido negro.

4.6. Procedimiento general para la polimerizacion
electroquimica de pirrol

Se depositaron aproximadamente 80 uL de la disolucién de Py correspondiente (Tabla
8) en PBS (0,02 M NazPO4, 0,15 M NaCl, pH 7.0) sobre el WE del sistema de tres
electrodos DPR110 respectivo. La polimerizacion oxidativa anddica se llevdé a cabo
mediante CV, registrando en 2-5 ciclos la variacion del potencial correspondiente al tipo
de muestra a una velocidad de barrido de 100 m-V s (Tabla 8). Una vez completada la
polimerizacion, el sistema se sumergié en agua MilliQ durante 2 min. Mediante este
procedimiento se prepararon los sistemas E1-3 y EC1-3. Para las muestras EC1-3,
previamente se depositaron los MWCNTs mediante drop-casting a partir de una

suspension acuosa de 0,4 mg/mL, dejando evaporar el agua durante un dia.

Tabla 8. Condiciones de las distintas polimerizaciones electroquimicas del Py realizadas.

Concentracion de Rango de potencial

Muestra

s Sin modificar 0,0-1,0
| 2 52 Sin modificar 0,0-1,0
= 115 Sin modificar 0,0-1,0
26 MWCNTs 0,0-1,0
52 MWCNTs 0,0-1,0
115 MWCNTs -0,8-1,0

Para el acondicionamiento del sistema de electrodos siempre que se termino de realizar
una medida o una polimerizacion, se lavo el sistema sumergiéndolo varias veces en dos

vasos de precipitados con agua Milli-Q sucesivamente.

40



4.7.  Deteccion electroquimica de serotonina

Se afadiod la disolucion de SE (aproximadamente 80 pL) de concentracion conocida en
PBS (0,02 M Na3POQO4, 0,15 M NaCl, pH 7.0) sobre el WE del sistema de 3 electrodos
DPR110 correspondiente. Para las muestras EQ2, EQ4 y MQ4, se depositaron
previamente las disoluciones de los materiales correspondientes obtenidos por

polimerizacion quimica mediante drop-casting, dejando evaporar el agua durante un dia.

A continuacion, se realizé la CV en el rango de potencial indicado en la Tabla 9 para
cada caso, a una velocidad de barrido de 100 mV s™'. El potencial de inicio de las CVs

se fijo en 0 V y el potencial de parada en 0,01 V.

Para mediciones consecutivas, se lavo el electrodo sumergiéndolo varias veces en dos
vasos de precipitados con agua Milli-Q sucesivamente. Posteriormente, se realizé una
CV de 5 ciclos con PBS para acondicionar el electrodo para la siguiente concentracion.
Los parametros de las CVs de acondicionamiento son similares a los realizados en cada
medida de SE.

Tabla 9. Rangos de potencial empleados en las distintas detecciones de SE realizadas mediante CV.

Detecciones de SE Rango de potencial (V)

0-0,6
0-0,6
0-0,6
0-0,8
0-0,8
0-0,8
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5. Conclusiones

En vista a los resultados obtenidos y considerando los objetivos enunciados en este

proyecto, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Se ha optimizado la polimerizacion quimica de Py sobre MWCNTSs respecto a la
cantidad de mondmero. Esta optimizacion se ha comprobado mediante TGA,
TEM y medidas estimadas del ancho de los MWCNTs mediante TEM.

Se ha estudiado la polimerizacion electroquimica de Py sobre un electrodo sin
modificar, asi como sobre un electrodo modificado con MWCNTs mediante CV.
La caracterizacion mediante CV y SEM confirmaron la deposicion del polimero
sobre las distintas superficies, obteniéndose una dependencia directa de la

concentracién de mondémero con la cantidad de polimero depositado.

2. Se ha realizado un estudio preliminar del MIP mediante polimerizacién quimica
a partir de las condiciones optimizadas previamente para este tipo de

polimerizacion.

3. Se ha detectado SE electroquimicamente utilizando distintos electrodos
modificados. La introduccion de nanomateriales en el sistema de electrodos, en
este caso los MWCNTSs y el PPy, permitieron un aumento de la sensibilidad del

sensor gracias al aumento del area superficial del mismo.

Debido a la duracion limitada del presente proyecto, no se ha podido optimizar en
profundidad la sintesis del sensor de SE. No obstante, a partir de las conclusiones
obtenidas se podria orientar este estudio de cara al futuro en optimizar el espesor de
polimerizacion sobre el electrodo, para evitar pasivarlo, pero permitiendo la produccion
de un biosensor selectivo mediante la utilizacion de un MIP. Ademas, se podria
comprobar la selectividad del sensor mediante la deteccion de SE comparada con otras

biomoléculas que se encuentran presentes en los mismos medios bioldgicos.
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5. Conclusions

En vista aos resultados obtidos e considerando os obxectivos enunciados neste

proxecto, pédense extraer as seguintes conclusions:

1.

Optimizouse a polimerizacion quimica de Py sobre MWCNTs respecto a
cantidade de mondémero. Esta optimizacion comprobouse mediante TGA, TEM

e medidas estimadas do ancho dos MWCNTs mediante TEM.

Estudouse a polimerizacion electroquimica de Py sobre un eléctrodo sen
modificar, asi como sobre un eléctrodo modificado con MWCNTs mediante CV.
A caracterizacion mediante CV e SEM confirmaron a deposiciéon do polimero
sobre as distintas superficies, obténdose unha dependencia directa da

concentracién de mondémero coa cantidade de polimero depositado.

Realizouse un estudo preliminar do MIP mediante polimerizacion quimica a partir

das condicions optimizadas previamente para este tipo de polimerizacion.

Detectouse SE electroquimicamente utilizando distintos eléctrodos modificados.
A introduciéon de nanomateriales no sistema de eléctrodos, neste caso os
MWCNTSs e o PPy, permitiron un aumento da sensibilidade do sensor grazas ao

aumento da area superficial do mesmo.

Debido a duracién limitada do presente proxecto, non se puido optimizar en

profundidade a sintese do sensor de SE. Con todo, a partir das conclusiéns obtidas

poderiase orientar este estudo de fronte ao futuro en optimizar o espesor de

polimerizacion sobre o eléctrodo, para evitar pasivarlo, pero permitindo a producién dun

biosensor selectivo mediante a utilizacion dun MIP. Ademais, poderiase comprobar a

selectividade do sensor mediante a deteccidon de comparar con outras biomoléculas que

se atopan presentes nos mesmos medios bioldxicos.
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5. Conclusions

In view of the results obtained and considering the objectives stated in this project, the

following conclusions can be drawn:

1.

2.

The chemical polymerisation of Py on MWCNTSs has been optimised with respect
to the amount of monomer. This optimisation has been verified by TGA, TEM and
estimated measurements of the width of the MWCNTs by TEM.

The electrochemical polymerisation of Py on an unmodified electrode as well as
on an electrode modified with MWCNTs has been studied by CV. CV and SEM
characterisation confirmed the polymer deposition on the different surfaces,
obtaining a direct dependence of the monomer concentration on the amount of

polymer deposited.

A preliminary study of MIP by chemical polymerisation has been carried out using

the conditions previously optimised for this type of polymerisation.

SE has been detected electrochemically using different modified electrodes. The
introduction of nanomaterials in the electrode system, in this case MWCNTSs and
PPy, allowed an increase in the sensitivity of the sensor by increasing the surface

area of the sensor.

Due to the limited duration of the present project, the synthesis of the SE sensor could

not be optimised in depth. However, based on the conclusions obtained, this study could

be oriented towards optimising the thickness of the polymerisation on the electrode in

the future, in order to avoid passivation, but allowing the production of a selective

biosensor by using a MIP. Furthermore, the selectivity of the sensor could be tested by

detecting SE compared to other biomolecules present in the same biological media.
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/. Anexos

7.1.  Anexo |: Estudio de la estabilidad de la DA en el
medio de reaccion

7.1.1. Espectrometria UV-Vis
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Figura 29. Comparacion de los espectros UV-Vis del reactivo de DA empleado (hidrocloruro de DA) con el del
producto resultante de la reaccion Q4.
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Figura 30. HPLC del hidrocloruro de DA a 280 nm.

Tabla 10. Datos del HPLC del hidrocloruro de DA a 280 nm.

Tiempo de retencion Area Altura Area%  Altura%

11,167 4233747 98515 100 100
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Figura 31. HPLC del producto de la reaccion Q4 con DA a 280 nm.
Tabla 11. Datos del HPLC del producto de la reaccién Q4 con DA a 280 nm.
Pico Tiempo de retencién Area Altura Area%  Altura%

a 3,150 134204 23527 51,485 60,030

b 5,125 23420 5252 8,984 13,400

c 11,85 103044 10414 39,531 26,571
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Figura 33. Espectro de masas correspondiente al pico b del HPLC del producto de Q4 con DA.
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Figura 34. Espectro de masas correspondiente al pico c del HPLC del producto de Q4 con DA.
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