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Abstract

The electrochemical oxidation of Tryptophan (TRP) on a vitreous carbon surface is a slow electronic transfer
process that occurs at a high overpotential and is affected by the adsorption of the oxidation products of certain interfering
substances such as, ascorbic acid (AA) and uric acid (AU), which are oxidized to potentials very close to the potential of
TRP. In this paper a vitreous carbon electrode was modified electrochemically and physically with thiourea (TIO) and
gold nanoparticles (AuNPs); on which was studied by Cyclic Voltammetry (VC) and Square Wave Voltammetry (VOC), the
electrochemical behavior of the TRP in the presence of AA and AU. This modified electrode AuNPs / TIO / EQ / CV allowed
the detection and quantification of TRP in the presence of AA and AU with a limit of detection of 162 nmol L-1, a limit of
quantification of 539 nmol L-1 and a coefficient of correlation of 0.9990.

Keywords: Nano gold particles; electrochemical oxidation; tryptophan; Voltammetry.

Comportamiento electroquimico del Triptéofano (TRP)
en presencia de interferentes empleando un electrodo
de carbon vitreo modificado con Tiourea (TIO) y
nanoparticulas de oro (AuNPs)

Resumen

La oxidacién electroquimica del TRP sobre superficies de carbdn vitreo (SCV) es un proceso de transferencia
electronica lento que ocurre a altos sobrepotenciales y se ve afectado por la adsorcién de los productos de la oxidacion
de ciertas sustancias interferentes tales como, acido ascdrbico (AA) y acido urico (AU), las cuales se oxidan a potenciales
muy cercanos al potencial del TRP. En el presente trabajo se modific6é un electrodo de carbén vitreo electroquimicamente
y fisicamente con TIO y AuNPs sobre el cual se estudié por Voltamperometria Ciclica (VC) y Voltamperometria de Onda
Cuadrada (VOC), el comportamiento electroquimico del TRP en presencia de AA y AU. Este electrodo modificado AuNPs/
TIO/EQ/CV, permiti6 la deteccién y cuantificacién de TRP en presencias de AA y AU con un limite de deteccién de 162 nmol
L1, un limite de cuantificacién de 539 nmol L' y un coeficiente de correlacién de 0,9990.

Palabras clave: nano particulas de oro; oxidacién electroquimica; triptéfano.
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Introduccion

El TRP es un aminoécido esencial con funciones
fisiolégicas diversas. Es un precursor de moléculas
biol6gicamente importantes, como el neurotransmisor
serotonina y la neuro hormona melatonina [1,2]. La
deficiencia de este aminoacido en el organismo ha sido
asociada a ciertos trastornos de la conducta del ser
humano (depresion, esquizofrenia, alucinaciones anorexia
y bulimia) [3] y a la aparicién de ciertas enfermedades
como Alzheimer y Parkinson [4,5].

El TRP no puede ser sintetizado directamente en
el cuerpo humano, en general es incorporado en la dieta, a
partir de productos alimentarios y formulas farmacéuticas.
Estas razones hacen que sea muy importante establecer
métodos simples, selectivos y sensibles para su
determinacién. Se han reportados métodos para su
determinacién utilizando técnicas espectroscopicas
[6], electroforesis capilar con deteccién electroquimica
[7] y quimioluminiscencia [8]. Estas técnicas conducen
a procedimientos laboriosos y complejos que hacen
imposible su aplicacién en el analisis clinico, donde se
busca abaratar el costo del analisis.

Desde hace varios afios se ha venido
desarrollando nuevos métodos, basados en técnicas
electroanaliticas, con el fin de sustituir a los métodos
clasicos. Estos nuevos métodos se basan en la aplicacion
de sensores electroquimicos desarrollados a partir de
electrodos modificados con una diversidad de sustancias
y empleando diferentes técnicas de modificacién, con la
finalidad de conseguir sistemas de determinacién mas
simples, rapidos y baratos.

Las técnicas electroanaliticas, son confiables,
sensibles y de facil uso por lo que podrian ofrecer
una alternativa interesante en la determinacion del
triptéfano en andlisis clinico. Sin embargo, el proceso de
transferencia electrénica de su oxidaciéon electroquimica
es lento, y ocurre a altos sobrepotenciales en superficies
electrédicas como la de carboén vitreo [9].

En la literatura se encuentran una variedad de
trabajos donde se han modificado superficies electrédicas
con la finalidad de reducir el potencial de la oxidacién y/o
amentar la sensibilidad en la deteccién electroquimica
del TRP [10-20]. En la mayoria de estos trabajos se
modifican superficies electrédicas convencionales con
nanocompuestos derivados del grafeno (nanotubos de
carbono (CNT), tanto de pared simple como de pared
multiple) [10,15-18,20]. Esto debido a que conjugan
una alta estabilidad quimica y térmica, una gran
dispersabilidad y una gran conductividad electrénica,
todo ello unido a unas dimensiones nanoscopicas que lo
hacen compatible con la deteccién del analito de interés
y le otorga una alta superficie especifica. No obstante,

su principal inconveniente radica en su alto costo.
Ademas, en la mayoria de estos trabajos no se estudia el
comportamiento electroquimico del TRP en presencia
de sustancias electroactivas, tales como AA y AU, cuyos
productos de su oxidacion electroquimica pueden afectar
al proceso de trasferencia electrdénica de la oxidacion del
TRP. Tanto el AU como el AA suelen estar presentes en los
fluidos biolégicos y preparados multivitaminicos donde
se encuentra el TRP. Existen pocos estudios reportados en
la literatura sobre la oxidacidn electroquimica del TRP en
presencia de AAy el AU [21,22].

En la tltima década se han desarrollado sensores
electroquimicos modificando superficies de carbdn vitreo
(SCV) con sustancias quimicas que actiian como soporte
de las AuNPs. Las superficies electrédicas de carbén vitreo
son biocompatibles con una gran cantidad de sustancias
electroactivas de interés médico y farmacolégico. Ademas,
estas superficies ofrecen una baja corriente residual en un
amplio intervalo de potencial y un sin fin de posibilidades
en la formaciéon de enlaces covalentes con una gran
variedad de sustancias organicas e inorganicas [23-25].

En el presente trabajo se estudio el
comportamiento electroquimico por VC y VOC de
la oxidaciéon del TRP en presencia de AA y AU como
interferentes, donde la relacién entre las concentraciones
del interferente y el TRP esta entre 50 y 500, empleando
un sensor electroquimico desarrollado con AuNPs
soportadas sobre un electrodo de carbén vitreo modificado
electroquimicamente con TIO (AuNPs/TIO/CV).

Parte Experimental
Reactivos

El TRP, el acido ascérbico (AA) y el &cido urico
(AU) fueron suministrados por Fluka, la tiourea (TIO) y el
4cido tetracloro 4urico por MercK. El agua utilizada fue de
calidad Milli Q 18 MQ (Millipore, Milford, MA, USA). Todos
los reactivos fueron utilizados sin ningin tratamiento
adicional de purificacién. Soluciones stock de TRP, AA 'y
AU fueron preparadas en agua desionizada de 18 MQ.cm.
Soluciones de mas baja concentracién fueron preparadas
por dilucién de las soluciones stock con agua desionizada
de 18 MQ.cm.

Sintesis de AuNPs

La formacion de AuNPs se llevo a cabo a partir
de la reduccién quimica del acido tetracloroaurico en
presencia de citrato como agente reductor quien a su
vez actia como estabilizante, impidiendo la formacion
de agregados, de acuerdo al procedimiento descrito por
Cai et.al. [26]; la disolucién de oro coloidal formada fue
almacenada en un recipiente de color ambar a 4°C.
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Aparatos

Los experimentos por VC y VOC se realizaron en
un potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12 y una
celda de vidrio de un compartimiento y tres electrodos. Un
electrodo de Ag/AgCl (sat) fue utilizado como electrodo
de referencia y un alambre de platino como electrodo
secundario. Como electrodos de trabajo se utilizaron,
electrodos de disco de carbén vitreo (CV), (d=3mm) sin
modificar y modificados con AuNPs/TIO.

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

Eltamafio y forma de las AuNPs fueron evaluadas
con un microscopio de electrénico de transmisién, marca
Hitachi, modelo H7000.

Tratamiento de las SCV

Las SCV fueron pulidas con diferentes grados de
alimina (0,3 y 0,05 pm) provenientes de la Buehler usando
agua desionizada como lubricante. Posteriormente,
dichas superficies fueron sometidas a una limpieza
electroquimica por VC en una solucién 0,1 mol L' HCIO,
aplicando quince barridos ciclicos entre -0,2 Vy 1,7 V. Este
tratamiento modifica electroquimicamente al electrodo
de carbén vitreo, (EQ/CV). Posteriormente, el electrodo
de carbén vitreo modificado electroquimicamente (EQ/
CV) es caracterizado por VCy modificado con TIO y AuNPs

Electrodo modificado AuNPs/TIO/EQ/CV.

La electrodeposiciéon de TIO sobre la superficie
de CV se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por
Chai et.al. [27], aplicandole un barrido de potencial por VC
entre -0,2 hasta 1,7 V a una velocidad de barrido de 0,1 V
s por diez ciclos. Bajo estas condiciones experimentales
la TIO es adsorbida electroquimicamente sobre la
superficie electrédica de carbdén vitreo a través de la
interaccién de uno de los grupos amino que posee con los
grupos funcionales (grupos carbonilicos y carboxilicos)
presentes en la superficie de carbén vitreo. Al electrodo
modificado con TIO, (TIO/EQ/CV), se le coloca sobre
su superficie, 15 mL de una mezcla coloidal de AuNPs,
aplicando aire frio hasta que el solvente de la mezcla se
evapore. Posteriormente el electrodo modificado (AuNPs/
TIO/EQ/CV), es activado por VC en solucién buffer fosfato
pH 6,7.

Resultados y Discusion
Caracterizacion del tamaiio de las AuNPs

Las técnicas de espectroscopia UV-visible y

microscopiaelectrénica de transmision (TEM) permitieron
caracterizar el tamafio y forma de las AuNPs sintetizadas.
La figura 1A muestra el espectro obtenido con una alicuota
de AuNPs sintetizadas por reduccién del acido tetracloro
aurico con citrato, la aparicién de un maximo de absorcién
a 525 nm, es caracteristico de AuNPs con un tamafio de
16 a 20 nm, de acuerdo a los resultados reportados en la
literatura [28]. La Figura 1B muestra la imagen obtenida
por TEM de las AuNPs sintetizadas, observandose que
presentan una forma irregular y un tamafio promedio de
18,2+ 2,1 nm.
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Figura 1. A) Espectro UV/VIS de una mezcla coloidal
de oro en medio acuoso. B) Imagen de AuNPs de oro
obtenidas por TEM de la sintesis con citrato de sodio

La Figura 2 muestra la VC del TRP 1x10* mol L!
en solucion tampoén de acetato pH 4,6, sobre un electrodo
de carbdén vitreo sin modificar (CV) y modificado
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electroquimicamente (EQ/CV) en una soluci6én 0,1 mol L!
HCIO, aplicando quince barridos ciclicos entre -0,2 Vy 1,3
V. La corriente de oxidacion del TRP a 0,85V, es tres veces
mayor sobre el electrodo (EQ/CV). Este comportamiento
es atribuido a que el proceso de limpieza electroquimica
que se aplica sobre la superficie electrédica conduce a
una distribucién de grupos funcionales diferente a la
que encuentra en el electrodo sin modificar [29], la cual
favorece a la oxidacion electroquimica del TRP. Se observa
ademas que sobre el electrodo EQ/CV se logra identificar
a 0,3 V un pico B atribuido a la posible reducciéon del
producto de la oxidaciéon del TRP (2-amino-3-(5-oxo-3,5-
dihydro-2H-indol-3-yl)-acido  propionico (5-0-3,5DH-
TRP) [30], sefial de reduccién utilizada recientemente
para la deteccién indirecta de TRP [30]. Este resultado nos
muestra que la modificaciéon electroquimica de las SCV en
medio acido es suficiente para activar sus superficies, con
una distribucidn de grupos funcionales diferentes, capaces
de catalizar la reduccion del producto de la oxidacion del
TRP sin necesidad de la presencia de una enzima en el
medio de reaccion.

— Electrodo modificado electroquimicamente
— Electrodo sin modificar

4,0x10™ 4 A
2,0x10° 1
<
< —
0.0
) B
2,0x10° ——— —— T
00 02 04 06 08 10 1.2
Vvs Ag/AgCl

Figura 2. Voltamperogramas ciclicos registrados en una
solucion reguladora acético/acetato (pH 3,6) + 1x10*
mol L TRP con un electrodo de carbén vitreo modificado
electroquimicamente (EQ/CV) y sin modificar (CV),n =
200 mV.s?

En la Figura 3A se muestra, el voltamperograma
del primer barrido ciclico, correspondiente al
comportamiento electroquimico del TRP, AA y AU en una
solucion reguladora acético/acetato pH 4,6 + 5x10** mol
L' de TRP y 1x10* mol L' de AA y AU utilizando el
electrodo modificado EQ/CV. Se observa una buena
separacion de los picos de oxidacion de dichas sustancias
(¥0,2V entre cada pico). Este comportamiento lo hemos
asociado a que dicho electrodo modificado permite la
deteccion simultanea del TRP, AA y AU. Sin embargo,
cuando al electrodo modificado se le aplica barridos
sucesivos en la misma solucién (Figura 3B), la forma del
voltamperograma cambia y se pierde la resolucién de los

picos de oxidaciéon observados en la Figura 3A. Este
comportamiento sugiere que después del primer barrido
ciclico la superficie electrédica del electrodo modificado
EQ/CV se pasiva, posiblemente por la adsorcién sobre su
superficie de los productos de oxidaciéon del AA, AU y TRP.

-
3.0x10° TRP
A f
2,0x10™ 4
< 1.0x10'
0,0/
Primer barrido
1,010 e
00 02 04 06 08 1,0 12 14
Vvs Ag/AgCl
3.0x10°
B
2,0x10"
< 10x10°
0,0
Segundo barrido
' e ——
0,0 02 04 06 08 10 12 14
Vs Ag/AgCl

Figura 3. Voltamperograma ciclico registrado en una
solucidn reguladora acético/acetato (pH 3,6) + 5x10** mol
L1 TRP + 1x10* mol L'* AA + 1x10* mol L't AU con un
electrodo de carbén vitreo modificado
electroquimicamente (EQ/CV), n = 200 mV.s?

Este comportamiento no permite su uso para la
cuantificacion de TRP en andlisis clinico, a pesar de que
el electrodo modificado EQ/CV incrementa la corriente
de oxidacion del TRP este pierde su capacidad sensora en
mediciones sucesivas.

La respuesta voltamperométrica sobre el
electrodo modificado AuNPs/TIO/EQ/CV se muestra
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en la figura 4A. Las sefiales de oxidaciéon del TRP, AA y
AU disminuyen con respecto a las sefales observadas
con el electrodo modificado EQ/CV (Figura 3A). Se
considera que la modificaciéon realizada con AuNPs/
TIO, bloquea parcialmente la difusién de las especies
electroactivas hacia la superficie electrédica por efectos
electrostaticos de las AuNPs y por efectos estéricos de la
TIO. Sin embargo, a pesar de que las sefiales de oxidacién
disminuyen, al aplicar barridos ciclicos sucesivos la forma
del voltamperograma no cambia, lo que es indicativo de
que la modificaciéon hecha evita que los productos de la
oxidacion del TRP, AA y AU se adsorban sobre la superficie
electrddica, y la pasiven (Figura 4B). Este comportamiento
sugiere que dicho electrodo modificado puede ser
utilizado para la cuantificaciéon de TRP en presencia de AA
y AU.

— Sensor AuNPs/TIO/EQ/CV
—Sensor EQ/CV
5

4,0x10™1
A

5

2,0x10%4

VA

00

-ZMO'G M U M M L AL T v U —
00 02 04 06 08 10 12 14

20x10"4

1,0x10°4

VA

0,04

A,0x10°

« « . Primer barrido

— Decimo barrido
5

00 02 04 06 08 10 12 14
Vvs Ag/AgCl

Figura 4. A) Voltamperogramas ciclicos obtenidos con el
sensor AuNPs/TIO/EQ/CV y con el sensor EQ/CV en una
solucién reguladora acético/acetato (pH 3,6) + 1x10** mol

L*TRP + 1x10“*mol L' AA + 1x10* mol L' AU, n = 200
mV s, B) Comportamiento electroquimico del electrodo

modificado AuNPs/TIO/EQ/CV al someterlo a barridos

ciclicos sucesivos bajo las mismas condiciones de A.

En la Figura 5 se muestra la familia de
voltamperogramas obtenidos con el electrodo modificado
AuNPs/TIO/EQ/CV por VOC, manteniendo constante la
concentraciéon de AA en 1x10-4 mol L-1 y la del AU en
1x10-5 mol L-1 y variando la concentraciéon de TRP desde
2x10-7 a 1,3x10-6 mol L-1. Se observa que la sefial del
pico de oxidacién del TRP a 0,85 V se incrementa al
aumentar la concentracion de dicho compuesto. Mientras
que la sefial correspondiente a la oxidacién del AA
alrededor de 0,2 V se mantiene constante y la sefial de
oxidacion del AU alrededor de 0,5 V disminuye.

@ B ANCO BUFFER pH 4.6

= TRP 2X10 M "

—— TRP 6X10'M
- - -TRP 7X10"M
251+ -~ TRP 8X10'M
-~ TRP 9X10'M
= TRP 1X10°M
----- TRP 1,1X10°M
- TRP 1.2X10°M
TRP 1.3X10°M

204

i/pA

08
Vs AgALCl ()

104—

00 02 04 06 08 10
Vvs Ag/AgCl (sat)

Figura 5. Familia de voltamperogramas obtenidos
por VOC (frecuencia: 60 Hz y amplitud: 25 mV) en
una solucién tampoén acetato pH 4,6 con el electrodo
modificado AuNPs/TIO/EQ/CV variando la concentraciéon
de TRP y manteniendo constante la concentracion de AA

1x10* mol L' y AU 1x10° mol L'*

En la figura 6 se muestra la curva de calibracién
del TRP, donde se observa que existe una relaciéon lineal
entre la corriente del pico de oxidacién (ip, ) del TRP y la
concentracion.

3,5x10°
Y=BX+A
B B=1234.16
3,0x10°f
% A=35.5875x10"8
E_ R =0.9991
2,5x10°
2,0x10°|-
= |
1,5x10°}
1,0x10°}=
5,0x10"'4
|\!|I\|\|||\

2,0x107 4,0x107 6,0x10” 8,0x107 1,0x10° 1,2x10* 1,4x10°

Concentracion (M)

Figura 6. Comportamiento de Ip__, vs concentracién de

TRP en presencia de AAy AU, datos obtenidos de la figura

4.
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Estos resultados muestran que el electrodo
modificado AuNPs/TIO/EQ/CV podria ser utilizado para
la cuantificacion del TRP en presencia de AA 'y AU.

El limite de deteccion fue determinado
considerando que la minima concentracién de TRP que
puede ser detectada proporciona una sefial igual a la
sefial del blanco mas tres veces la desviacién estandar
del blanco. Mientras que el limite de cuantificacién fue
determinado considerando que la minima concentracién
de TRP que puede ser cuantificada proporciona una sefial
igual a la sefial del blanco mas diez veces la desviacion
estandar del blanco. El limite de deteccién obtenido fue
160 nmol Ly el limite de cuantificacion de 540 nmol L7,
con un coeficiente de correlaciéon de 0,9991. Estos valores
son similares a los reportados en la literatura, [7, 13, 20].

Conclusiones

El tratamiento electroquimico de la superficie de
carbon vitreo en medio acido favorece la modificaciéon EQ
del CV con TIO y por lo tanto la adsorcién de las AuNPs,
permitiendo obtener un electrodo modificado en el
cual se puede detectar simultaneamente las sefiales de
oxidacion del TRP, AA, AU y la visualizacion del pico de
reduccion del producto de la oxidacién del TRP, sin que la
superficie electrédica modificada se pasive por adsorcion
de los productos de la oxidacién de los compuestos antes
mencionados después de barridos de potencial sucesivos.

El electrodo modificado (AuNPs/TIO/EQ/CV)
permite la cuantificacién del TRP en presencia de de AA 'y
AU en solucién tampén acetato pH 4,6, donde la relacion
entre la concentracién del interferente y el TRP esta entre
50 y 500, obteniéndose un limite de detecciéon de 160
nmol Ly un limite de cuantificacién de 540 nmol L.
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