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Resumen

La cantidad de nuevas sustancias psicoactivas, popularmente conocidas con
términos como: drogas emergentes, drogas de disefio, drogas sintéticas o drogas
recreativas, aumenta en el mercado global de las drogas cada afio. El uso de nuevas
tecnologias para la produccion y la comercializacion de las sustancias, aunado a una
demanda exigente de nuevos efectos psicotrdpicos mas potentes, son algunos de los
factores que contribuyen al incremento de una oferta mas variada, asi como a la

cantidad de consumidores de algun tipo de psicoestimulante a nivel mundial.

A raiz del potencial demostrado de los sensores para el analisis de drogas, se
desarrollaron cinco sensores electroquimicos de la siguiente manera: tres sensores
basados en transductores de carbono, platino y diamante dopado con boro para la
determinacion de 25B-NBOMe, DMT, BZP y mCPP en fluido oral con limites de
deteccion entre 0.15 pg/mL y 1.8 pg/mL, un sensor espectroelectroquimico de
Raman para el andlisis selectivo de las catinonas 4-MMC y 4-MEC en orina y en
muestras de incautacion (limites de deteccion de 6.6 pg/mLy 2.4 pg/mL para cada
molécula respectivamente) y un biosensor enzimatico para la cuantificacion de
fentanilo en muestras de orina con un limite de deteccion de 0.086 pg/mL y con

porcentajes de recuperacion entre el 92% y 100%.

El desarrollo de herramientas analiticas fiables y robustas, con la capacidad
de respuesta in situ para una evaluacion preliminar, contribuyen significativamente
con la generacion de informacion cientifica para la atenciéon adecuada de diversas
situaciones. Los sensores electroquimicos han ganado terreno en areas como la
toxicologia y las ciencias forenses. Esencialmente, porque son dispositivos portatiles
de facil manipulacién, altamente versatiles, con minimos requerimientos en el
tratamiento de la matriz y que necesitan cantidades muy pequefias de muestra.
Asimismo, las metodologias electroquimicas -en las que se basa la medicion de los
sensores— presentan excelentes parametros de desempefio como bajos limites de

deteccidn, alta sensibilidad y muy buena precision.
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Abstract

The number of new psychoactive substances, known popularly by terms such
as emerging drugs, designer drugs, synthetic drugs, or recreational drugs, increases
in the global drug market every year. The use of new technologies for the production
and marketing of substances, along with a rigorous demand for more powerful
psychotropic effects, are some of the factors that contribute to the increase in a more

varied supply, as well as the number of psychostimulant consumers.

Considering the potential of sensors for drug testing, five electrochemical
sensors were developed as follows: three sensors based on boron-doped diamond,
platinum and carbon transducers for the determination of 25B-NBOMe, DMT, BZP
and mCPP in oral fluid with limits of detection in the range from 0.15 pg/mL to 1.8
pug/mL, a Raman spectroelectrochemical sensor for the selective analysis of the
cathinones 4-MMC and 4-MEC in urine and seizure samples (limit of detection of 6.6
pug/mL and 2.4 ug/mL for each molecule respectively), and an enzyme biosensor for
the quantification of fentanyl in urine samples with a limit of detection of 0.086

pg/mL and an accuracy of 92% and 100%.

The development of reliable and robust analytical tools, with the capacity to
respond in situ for a preliminary determination, contributes significantly to the
generation of scientific information for the adequate addressing of diverse
situations. Electrochemical sensors have gained ground in areas such as toxicology
and forensic science. Essentially, they are portable devices that are user-friendly and
versatile, they require minimal matrix treatment and very small amounts of
samples. Likewise, electrochemical methodologies —on which the measurement of
the sensors is based- have excellent performance parameters such as low detection

limits, high sensitivity, and very good accuracy.
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Introduccién general | 1

1 Introduccion general

Los psicoestimulantes sintéticos son un grupo muy diverso de drogas no
controladas definidas como nuevas sustancias psicoactivas (NSP). Segtiin datos de
entidades como la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) y el Observatorio
Europeo de las Drogas y la Toxicomania (OEDT), la cantidad de NSP disponibles en
el mercado global de drogas aumenta con cada afio. Es comun para los distintos
paises detectar nuevas sustancias mucho mas potentes que las drogas
convencionales, entre ellas los opioides, los cannabinoides y las catinonas sintéticas;
situacion que plantea grandes retos para la gestiéon de la salud publica y para la

sociedad [1,2].

Este incremento dinamico de NSP es favorecido, principalmente, por factores
como: las nuevas tecnologias, el traslape entre mercados legales e ilegales y
componentes socioecondmicos que permean las distintas formas de vida
humana [3,4]. El estudio de la oferta y la demanda de psicoestimulantes en un
mercado complejo y cambiante deja entrever una predisposicion de consumo por
las sustancias no controladas, cuyo estatus de no legalidad es ambiguo en muchos
paises. Estas drogas emergentes se comercializan como una alternativa para las
drogas ilegales y se distribuyen a través de nuevos mecanismos que involucran,

usualmente, plataformas digitales como las redes sociales [5,6].

Segun los ultimos informes anuales de la Oficina de las Naciones Unidas
contra la Droga y el Delito (ONUDD), algunos de los paises mas ricos del mundo
—mayor producto interno bruto (PIB)— han logrado contener la rapida propagaciéon
de las NSP a través de diferentes acciones que involucran una severa legislacion
antidrogas. Empero, varias entidades y organizaciones no gubernamentales sefialan
en la aplicacion de estas leyes constantes violaciones a los derechos humanos por
parte de las autoridades gubernamentales, una consecuencia lamentable de la actual

clasificacion de las drogas hecha sin basarse en criterios cientificos [7].
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Desde otra perspectiva, se observa que los paises mas pobres con sistemas
de control laxos presentan un crecimiento importante en el mercado de las NSP. La
falta de recursos financieros, la capacidad limitada de los expertos en salud y una
deficiente aplicacidn de la ley para identificar las NSP con el fin de prevenir un uso
inadecuado, aunado a los problemas socioeconémicos que enfrentan estas regiones
del planeta, dificultan un abordaje integral y sistematizado de la situacién y de la

amenaza que esto representa para la vida, la salud y la seguridad [1,8].

Las medidas sanitarias y las restricciones generales relacionadas con la
aparicion de la enfermedad del coronavirus (COVID-19) han tenido un impacto
negativo en la economia global y en la vida social. Estos factores se relacionan con el
aumento del consumo de sustancias psicoactivas y, consecuentemente, con el
incremento de casos de sobredosis por el uso inadecuado de estupefacientes y
psicotropicos, hechos que han sido muy notorios en los paises europeos y de
América del Norte [1,8-11]. Los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés de Centers for
Disease Control and Prevention) estiman que en el periodo de doce meses que
finaliz6 en setiembre del 2022, mas de cien mil personas murieron por sobredosis
de drogas, entre las que resaltan los opioides sintéticos como el fentanilo y sus

analogos [12].

A pesar del escaso conocimiento sobre la farmacologia y la toxicologia de
algunas NSP que se consumen, ya sea de forma directa o a través de otros productos
de venta -hierbas para aromatizar o sustancias comestibles— se han identificado
unas NSP que generan una mayor adicciéon que las drogas ya conocidas de uso
recreativo, como el cannabis. Estos resultados se deben a la rapidez con la que se
genera tolerancia a sus efectos en el cuerpo humano por lo que podria ocasionar una

elevada toxicidad inmediata o crénica [13].

En respuesta a los nuevos desafios que plantea el mercado de NSP, es
fundamental desarrollar nuevas herramientas tecnoloégicas para la identificacion y
la cuantificacidon de drogas emergentes de manera expedita sin reducir la calidad

analitica. Con el fin de agilizar la entrega de resultados se ha propuesto la
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implementacion de varias técnicas alternativas para el analisis quimico de drogas;
e. g. los métodos electroquimicos como la potenciometria, la voltamperometria y la
amperometria [14,15]. Estas técnicas electroquimicas se adaptan bien a las
condiciones del laboratorio y a las condiciones de campo, en cuyo caso los
resultados in situ son indispensables para la toma de decisiones por parte de las

autoridades correspondientes [16].

Los sensores electroquimicos estan disefiados a partir de electrodos de
trabajo que pueden modificarse con una amplia variedad de materiales para
mejorar la sensibilidad y, en algunos casos, la selectividad [17]. El uso de electrodos
desechables en la configuracion de los sensores, permite superar algunas
limitaciones que surgen en los experimentos electroquimicos, tales como la
pasivacion del electrodo o el depdsito de contaminantes insolubles en la superficie

activa del electrodo cuando ocurren las reacciones quimicas redox [18].

Algunas de las ventajas de los nuevos dispositivos de deteccion son el tamafio
miniaturizado, el bajo costo de produccidn, asi como la capacidad de monitorear en
tiempo real. Estas propiedades han promovido aplicaciones potenciales para la
comunidad cientifica en distintas areas como la toxicoldgica y las ciencias forenses,
en donde el andlisis preliminar de NSP de manera confiable y veraz es fundamental

para la atencion pertinente y la resolucién de casos en general.
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2 Marco teorico

2.1 Sustancias psicoactivas

La Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) define las sustancias
psicoactivas como diversos compuestos naturales o sintéticos que actian sobre el
sistema nervioso central y que generan alteraciones en las funciones que regulan los
pensamientos, las emociones y el comportamiento [19]. Una serie de caracteristicas
de estas sustancias, tanto intrinsecas como extrinsecas, le endosan una considerable
atencion en el marco sociocultural. Los usos de estos compuestos quimicos pueden
ser de caracter farmacolégico, recreativo o general como sustancias con valor para

la industria.

La OPS, ademas, advierte sobre el riesgo latente del uso de sustancias
psicoactivas independientemente de la motivacion o de la necesidad por la que se
utilizan estos productos. Las consecuencias adversas podrian presentarse en el
corto plazo, ya sean problemas de salud inmediatos provocados por una
intoxicacion o por propiciar situaciones que ponen en riesgo la integridad de la
misma persona o de otros individuos, tales como accidentes, conductas violentas,
acciones ilegales, practicas sexuales inseguras, transmision de enfermedades, entre
otros. El uso prolongado de estas sustancias podria implicar problemas mas severos
que conllevan al desarrollo de trastornos por dependencia en detrimento de la salud

y de las relaciones interpersonales [20].

Ciertamente, un impacto negativo en el consumo de psicoestimulantes, a
corto o a largo plazo, depende de una interaccién multifactorial que abarca aspectos
propios del individuo, del tipo de consumo, del contexto social y de las sustancias
quimicas [19]. La combinacion de algunos de los factores anteriores puede generar
-en una determinada poblacién- una situacion problematica muy compleja de salud
publica, la cual, hasta la fecha ha sido combatida, principalmente, por leyes
nacionales e internacionales de control y fiscalizacion de estupefacientes,

psicotropicos, precursores y nuevas sustancias psicoactivas (NSP). En esencia, los



Marco tedrico | 5

tratados de fiscalizacion internacional de drogas tienen como objetivo garantizar la
disponibilidad adecuada de sustancias psicoactivas para fines médicos y cientificos,
asegurandose de que estas sustancias no sean desviadas para propdsitos

“ilicitos” [21].

Concretamente, estas acciones de control internacional han derivado en la
prohibicion absoluta del cultivo, produccion, fabricacién, exportacion, importacion,
venta, posesidn y consumo de sustancias psicoactivas, excepto cuando la finalidad
es farmacoldgica o cientifica como se mencioné en el parrafo anterior. Esto ha
dejado un registro de 302 sustancias fiscalizadas hasta diciembre de 2021 segun el
Informe Mundial de las Drogas 2022 de la ONUDD [22]. No obstante, entidades como
la Comision Global de Politicas de Drogas consideran que las politicas mundiales que
exigen estas prohibiciones son represivas y causantes de los dafios colaterales de la

“guerra contra las drogas” [23].

Como repercusiones de estas decisiones poco flexibles, los organismos
mencionados sefialan: los problemas en la salud, el deterioro de la seguridad
publica, el hacinamiento carcelario, la discriminacidn, el crecimiento del poder de
las organizaciones delictivas, la violencia, la corrupciéon y la falta de acceso a
medicamento esenciales. Este panorama deja entrever la necesidad de aplicar
politicas sustentadas en evidencias cientificas para la clasificacion y el manejo de las
sustancias psicoactivas de forma adecuada, ya que practicas arbitrarias dotaron con
el privilegio de legalidad a drogas como el alcohol y el tabaco a pesar de su innegable
impacto negativo en la salud publica, los individuos, las familias y las sociedades

[24-29].

2.1.1 Clasificacion de las sustancias psicoactivas

Existen varias formas de clasificar los psicoestimulantes con base en su
abordaje. Por ejemplo, se pueden agrupar por sus efectos farmacoldgicos en
depresoras, estimulantes o alucindgenos; es posible clasificarlas por el origen en
naturales, semisintéticas o sintéticas; se pueden separar por su condicion de
legalidad en legales, ilegales y no controladas; incluso se pueden diferenciar por sus

propiedades fisicoquimicas o por su estructura molecular [30,31]. La forma mas
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comun de clasificacion de las sustancias psicoactivas es por medio de los tratados
del sistema internacional de fiscalizacién de drogas impulsados por la ONU a través
de la Junta Internacional de Fiscalizacién de Estupefacientes (JIFE), tal como se

desglosa en la Figura 1 [32-34].

Clasificacion de las Sustancias Psicoactivas

La convencién de las

La Convencién Unica
de Estupefacientes de
1961
Dos listas segun el valor
terapéutico y el riesgo
de uso inadecuado mas
dos listas con
preparados para uso
médico y sustancias

particulares (e. g.
cocaina, codeina 'y
cannabis)

El convenio sobre
Sustancias
Psicotrépicas de 1971

Cuatro listas separadas
con base en la relacién
entre el valor
terapéutico y el riesgo
para la salud publica
derivado del uso
inadecuado (e. g. LSD,
MDMA y diazepam)

Naciones Unidas
contra el Trafico llicito
de Estupefacientes y
Sustancias
Psicotropicas de 1988
Dos listas con
precursores para
psicotropicos y
estupefacientes (e. g.
anhidrido acético,
KMnO, y acetona).

Nuevas Sustancias
Psicoactivas
Todas las sustancias
psicoactivas no
fiscalizadas en la
Convencién Unica de
Estupefacientes de 1961
ni el Convenio sobre
Sustancias

Psicotropicas de 1971
(e. g. ketamina, BZP y
DMT)

Figura 1 Clasificacion general de las sustancias psicoactivas de acuerdo con el
sistema internacional de fiscalizacion de drogas vigente.

La JIFE tiene el mandato de velar por el cumplimiento de los objetivos de los
tratados internacionales. Sin embargo, esta misma entidad ha expresado en varias
ocasiones su inquietud ante la desigualdad en diferentes partes del mundo para
acceder a sustancias controladas con valor y uso terapéutico [21]. Otros organismos
—-como ciertas ONG- han denunciado un cumplimiento estricto y violento de las
distintas leyes derivadas del régimen internacional de fiscalizacién de drogas,
generando masivas violaciones a los derechos humanos, e. g. las politicas de cero
tolerancia implementadas en algunos paises han ocasionado la ejecucion y la

detencion de miles de civiles en cortos periodos de tiempo [35].

Asimismo, la ONUDD en su Informe Mundial sobre Drogas 2022 estima que

en el afio 2020 unos 384 millones de personas con edades entre 15 y 64 afios
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consumieron alguna droga no legal en los ultimos doce meses -una de cada
dieciocho personas en ese rango de edad- para un aumento del 26% con respecto a
la década anterior [36]. Ese mismo informe sefiala el impacto ambiental que genera
la produccidn de las drogas ilicitas, el aumento en el consumo de drogas entre las
mujeres y las personas jovenes, asi como el crecimiento continuo de la produccién

y el trafico de drogas.

Lo expuesto anteriormente junto con el complejo dinamismo del mercado
global de sustancias psicoactivas -novedosas tecnologias facilitan decenas de
nuevas drogas sintéticas cada afio- evidencian la incoherencia del obsolescente
sistema actual de clasificacion de drogas [37]. En consecuencia, la categoria de
nuevas sustancias psicoactivas que se muestra en la Figura 1 supera por casi cuatro
veces la cantidad total de sustancias controladas a nivel internacional, i. e. la mayoria

de las NSP no son fiscalizadas en ningun sentido [38].

2.1.2 Nuevas sustancias psicoactivas (NSP)

El OEDT y la ONUDD han sefialado por varios afios la disponibilidad y la
amplia diversidad en las pautas de consumo de los psicoestimulantes. Es evidente el
aumento en la circulacion sin precedentes de una serie de drogas distintas a los
productos tradicionales controlados en los convenios de fiscalizacién
internacional [39]. La forma tipica de referirse a estas drogas es como nuevas
sustancias psicoactivas (NSP), término que la ONUDD define como sustancias de
abuso, ya sea en forma pura o en preparados, que no estan controladas por la
Convencién Unica sobre Estupefacientes de 1961 o por la Convencién sobre
Sustancias Psicotropicas de 1971, pero que pueden representar una amenaza para

la salud publica [40].

Los nombres con los que se conocen las NSP en el mercado varian
considerablemente, tanto que puede resultar confuso para quienes las venden, las
compran y las consumen, acertar con la identidad de la sustancia o la composicion
para el caso de mezclas y preparados [41]. Algunos de los términos mas difundidos
para los grupos de NSP son: ‘synthetic drugs’ (drogas sintéticas), ‘legal highs’

(euforizantes legales), ‘bath salts’ (catinonas sintéticas), ‘emerging drugs’ (drogas



Marco teérico | 8

emergentes), ‘herbal incense’ (cannabinoides sintéticos), ‘designer drugs’ (drogas de
disefio), ‘club drugs’ (drogas recreativas), ‘research chemicals’ (drogas de varios
grupos, e. g. analogos de la fenciclidina y cannabinoides sintéticos) y ‘chemsex drugs’
(drogas sexuales). Si bien muchas de estas sustancias no ilegales son conocidas
desde hace varias décadas; lo que resulta novedoso -como lo indica su nombre NSP-
es el uso, la difusidn a través de mercados virtuales y de redes sociales, asi como la

velocidad con la que se reformulan y redisefian estas drogas [42-44].

Existen varios criterios para clasificar los NSP, tal como sucede con la
clasificacion general de las sustancias psicoactivas; por lo tanto, no hay una forma
universal convenida para categorizar estas drogas. Asi, es usual encontrar
diferencias en las listas que brindan entidades como la ONUDD, el OEDT o la DEA
(siglas en inglés de US. Drug Enforcement Administration) por mencionar
algunas [39,40,45]. En la Figura 2 se muestra la clasificacion mas reciente hecha por
la ONUDD en la que se incluyen once clases basadas en el grupo de sustancia y siete

categorias basadas en los efectos farmacolégicos.
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Clasificacion de las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NSP)

Grupos de sustancias

Aminoindanos: e. g. MDAI, I-aminoindano y
2-aminoindano

Cannabinoides sintéticos: e. g. JWH-018, CP-47
y AB-Chiminaca

Andlogos del fentanilo: e. g. carfentanilo,
acrilofentanilo y acetilfentanilo

Catinonas sintéticas: e. g. 4-MMC, 4-MEC y
a-PVP

Nuevas benzodiazepinas: e. g. etilozam,
diclazepam y fenazepam

Andlogos de la fenciclidina: e. g. ketaminag,
3-fluorofenciclidina y 4-MeO-PCP
Fenetilaminas: e. g. 25B-NBOMe, MDMA y 2C-E

Efectos psicotropicos
Estimulantes: e. g. catinonas sintéticas,
fenetilaminas y piperazinas
Agonistas de los receptores de cannabinoides
sintéticos
Alucinégenos clasicos: e. g. triptaminas,
fenetilaminas y sustancias a base de plantas
Opioides sintéticos: e. g. andalogos del fentanilo
Sedativos/hipnéticos: e. g. nuevas
benzodiazepinas
Disociativos: e. g. andalogos de la fenciclidina

No asignados

« Piperazinas: e. g. BZP, mCPP y TFMPP

« Sustancias a base de plantas: e. g. ayahuasca,
khat y peyote

« Triptaminas: e. g. DMT, 5-MeO-DMT y psilocibina

« Otras sustancias: e. g. U-47700 y DMAA

Figura 2 Clasificacion de las nuevas sustancias psicoactivas realizada por ONUDD
con base en grupos de sustancias y en los efectos farmacologicos.

Datos obtenidos del Sistema de Alerta Temprana sobre Nuevas Sustancias Psicoactivas
de la ONUDD [38,40].

Entre los afios 2009 y 2021 se ha contabilizado un total de 1127 tipos de NSP
en el mercado global de drogas (ver Figura 3), mientras que la cantidad reportada
por cada afio parece estar estable alrededor de los 550 tipos de NSP, después de la
expansion que sufrio entre el 2009 y el 2018. Solo en el afio 2020, los estados
miembros de la ONU identificaron 77 sustancias completamente nuevas de un total
de 548 NSP, lo cual deja en evidencia que, asi como hay nuevas sustancias que se
integran al mercado mundial, otras NSP no se vuelven a ver en la oferta por diversos
motivos como: baja rentabilidad o porque ofrecen efectos psicotropicos similares a
los de otras drogas contra las que no pueden adquirir una cuota del mercado de

consumidores que les permitan afianzarse [38].
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Cannabinoides
sintéticos

Aminoindanos

Catinonas
sintéticas
h Sustancias
a base de
..~ plantas
Fenetilaminas
NSP Anélogos de
. la fenciclidina
Otras-""
sustancias
Pipéiazinas
Anélog.eé del
fentanilo
: Nuévas
Triptaminas benzodiazepinas
Tipos de sustancias por cada grupo de NSP
B
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Figura 3 Cantidad de sustancias identificadas por cada grupo de NSP en el
mercado global de las drogas entre los afios 2009 y 2021.
Datos para el grafico obtenidos del Informe Mundial sobre las Drogas 2022 de la ONUDD.

En el periodo del 2016 al 20220 la mayoria de las NSP identificadas a nivel
mundial fueron estimulantes del tipo catinonas sintéticas y fenetilaminas, seguido
de los cannabinoides sintéticos, a pesar de la disminucion observada en la cantidad

de incautaciones de estas sustancias desde el afio 2015 [38].

Los ultimos informes sobre drogas emitidos por la ONUDD y la OEDT
posicionan al cannabis como la droga de mayor consumo a nivel mundial; empero,
son enfaticos en la creciente produccién de drogas sintéticas -principalmente
opioides como los analogos del fentanilo- y del aumento en el consumo
experimental y recreativo en todas las latitudes del planeta. De igual forma, estos
organismos advierten de la gran cantidad de NSP en la categoria de otras sustancias
aun no clasificadas, consecuente con la constante innovacion en la produccién de
drogas, de las cuales la mayoria son NSP con efectos hipnoticos y sedantes como las

nuevas benzodiazepinas [22,39].
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2.2 Mediciones electroquimicas

La electroquimica se puede definir como el estudio de la transferencia de
electrones en el siguiente tipo de reacciones quimicas: Ox + ne- = Red
Durante este proceso cada especie se oxida —-pierde electrones- o se reduce -gana
electrones- a un potencial especifico para generar una corriente eléctrica
proporcional a la concentracion de sustancia [46]. Dicho movimiento de electrones
puede ocurrir de manera homogénea en una disolucion entre diferentes
componentes quimicos o de forma heterogénea sobre la superficie de

electrodos [47].

En la actualidad, muchos de los estudios modernos electroquimicos de
transferencia de electrones son realizados con un equipo analitico conocido como
potenciostato, el cual es disefiado para controlar el potencial de un electrodo de
trabajo en una celda electroquimica con multiples electrodos. Se detallara la

instrumentacién electroquimica actual.

2.2.1 Instrumentacion

En la mayoria de las aplicaciones potenciostaticas, la celda electroquimica
estd conformada por un sistema convencional de tres electrodos -indicador,
referencia y auxiliar- sumergidos en una disolucion electrolitica. El electrodo
indicador o de trabajo (ET) estd compuesto de un material inerte -por ejemplo, el
oro, el platino y el carbon vitreo- en cuya superficie se llevan a cabo las reacciones
quimicas de interés que dan origen a la corriente eléctrica. El electrodo de referencia
(ER) mantiene un potencial esencialmente constante bajo las condiciones que
prevalecen en una medida electroquimica; los mas comunes son el electrodo de
Ag/AgCl y el electrodo saturado de calomel. La triada en la celda la completa un
contraelectrodo (CE) conocido también como electrodo auxiliar, generalmente
constituido de un material conductor inerte como el platino o el grafito, cuya funcién
es transportar la corriente que circula por el circuito eléctrico de una celda

electroquimica [48].
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Un potenciostato se define como un instrumento que controla la diferencia de
potencial entre el electrodo de trabajo y un electrodo de referencia a través de la
aplicacion de una corriente eléctrica que fluye del contraelectrodo hacia el electrodo
de trabajo en una celda electroquimica tal como se observa en la figura a

continuacién [49,50].

1
1
1
1
Vo !
contra- :
electrodo |
1
\
VR
i N
celda CE electrodo de 1
electro- referencia :
quimica L / |
A 1
cable 1
sensor 1
1
1
electrodo !
de trabajo
P e ~
4 \
] 1
' :
: Convertidor 1
Ry I/E :
| .
| 1
1 I
1 I
| 1
\ 1

Figura 4 Diagrama general del circuito electrénico de un potenciostato.

Un potenciostato contiene varios circuitos internos para la generacion y la
medicion de potenciales y corrientes. El funcionamiento basico de este instrumento
se explica en el diagrama general de la Figura 4. El componente electronico principal
es un amplificador operacional de alta ganancia (AO-AG) capaz de amplificar un
voltaje de entrada. La ganancia de lazo abierto del AO-AG es un factor escalar 3 bajo
el principio de configuraciéon de circuito de retroalimentaciéon negativa, segin lo

define la siguiente ecuacion [51,52]:

Vo = —B(e-—€,) = —BV; (1)
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donde V, es el voltaje de salida y V; es el voltaje de entrada al amplificador
operacional, calculado como la diferencia entre una entrada no inversora (€, ) y una
entrada inversora (€_). El amplificador operacional mantiene el voltaje de la celda
-medido como la diferencia de potencial entre los electrodos de trabajo y de
referencia- lo mas cercano posible al voltaje de entrada de la fuente V;. Para alcanzar
esta igualdad, dicho dispositivo ajusta el voltaje de salida V;, que va hacia al
contraelectrodo para intervenir automaticamente la corriente que circula en la
celda (i;). De esta manera, el potenciostato puede ajustar con precision la sefial de

voltaje y alcanzar el valor consignado por el usuario correctamente [53].

La corriente emitida por el contraelectrodo a la celda electroquimica (i.g)
fluye tanto hacia el electrodo de trabajo como hacia el electrodo de referencia. A
medida que esto ocurre, el potencial de la celda decae en un gradiente proporcional
a la resistencia eléctrica de la disolucion. Dado que el cable sensor del electrodo de
trabajo empleado para medir su potencial y el electrodo de referencia estan
conectados a un amplificador operacional verdadero (electrometro), cuyas entradas
presentan una alta impedancia, la corriente no circula en esta parte el circuito -es
decir, su valor es cercano a cero- sin embargo, este pequefio flujo de corriente altera
el potencial del electrodo de trabajo (el potencial del electrodo de referencia se
mantiene constante por su disefio). De modo que la impedancia impuesta por el
electrometro evita la circulacion de la corriente de la celda a través de las terminales
conectadas a este dispositivo, el inico camino factible para que fluya la corriente de

la celda electroquimica es a través del electrodo de trabajo.

El voltaje de salida del electrometro, llamado voltaje de retroalimentacion
(1), es la diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de
referencia, el cual a su vez alimenta la entrada no inversora €. del amplificador
operacional de alta ganancia. La funcién del amplificador operacional tiene como
objetivo igualar V; con el valor de 1}, por lo tanto, este dispositivo aumentara o
disminuira la magnitud de V;, hasta que estos valores sean equivalentes [54]. Con
base en el diagrama del circuito del potenciostato de la Figura 4, se puede deducir

que ambas entradas (E_ y €,) tendran el mismo valor, es decir, existe un
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cortocircuito virtual (una diferencia de potencial de cero voltios) asi que en este
punto se suman los voltajes de entrada V; y de salida V, gracias a un bucle de
retroalimentacion, lo cual simplifica el analisis del circuito y permite considerar que
el electrodo de trabajo se encuentra referenciado a tierra virtualmente con respecto

al electrodo de referencia (cero voltios) [55].

Por ultimo, la corriente de medicidn en el electrodo de trabajo no se mide
directamente, sino que su voltaje es forzado a pasar por una resistencia conocida
(R7), consecuentemente la caida de voltaje a través de esta resistencia es una
medida de la corriente de la reaccion por medio de la ley de Ohm como se aprecia

en la siguiente ecuacion:

(2)

En muchos de los potenciostatos modernos se incluye un convertidor de
corriente a voltaje (I/E) en el circuito para medir corrientes que cambian en varios
ordenes de magnitud. La forma de hacerlo es a través de la seleccién automatica de
la resistencia para un voltaje determinado. En términos muy generales se puede
decir que el ajuste del potencial de la celda con la mediciéon simultdnea de la
corriente que circula por el electrodo de trabajo, se considera el principio

fundamental de las técnicas electroquimicas de voltamperometria [56].

2.2.2 Técnicas de electroanalisis

Los métodos electroquimicos se basan en las propiedades eléctricas de
especies quimicas en una disolucidén para determinar la concentracién de uno o
varios analitos bajo el principio de interaccion de la energia eléctrica con la materia.
Las variables eléctricas relacionadas de forma directa o indirecta con la
concentracion quimica que usualmente se miden en este tipo de ensayos son:
potencial (E), corriente (I), resistencia (R) o impedancia (Z) y carga (Q). Otras
variables que se pueden monitorear con el mismo propdsito son el tiempo (t) y la
masa electrogenerada (m). Estos procedimiento de analisis electroquimicos abarcan

algunas de las técnicas instrumentales mas exactas, especificas y sensibles del
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mercado [57]. Ademas, de forma muy general, tienen la ventaja de que el
tratamiento de muestra es muy simple y representan una inversion de menor costo
instrumental para los laboratorios en comparacién con otras técnicas de

analisis [58].

La mayoria de los criterios para clasificar los métodos electroanaliticos se
fundamentan en las propiedades del disefio experimental. La separacién mas simple
se realiza con base en el sitio donde ocurre el proceso de medicion. El primer grupo
lo conforman los métodos idnicos, en los cuales se miden las propiedades
electroquimicas en el seno de la disolucion. El segundo grupo tiene un alcance mayor
de aplicaciones y se compone de los métodos interfaciales o electrddicos, cuya sefal
medida estd en funcién de los fendmenos que ocurren en la interfase entre un

electrodo -generalmente sélido- y la disolucion [59,60].

En la Figura 5 se esquematiza la clasificaciéon general mas comun de los
meétodos electroanaliticos [58]. En este apartado se describiran con detalle
Unicamente las técnicas de voltamperometria en disoluciones estacionarias (sin

agitacion).
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Métodos electroanaliticos

Métodos en el seno Métodos
de la disolucién interfaciales

Conductimetria (G)
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’ Voltamperometria
i=f(E)

Coulombimetria Amperometria
potenciostatica i=f(t) ‘
Q=f(t)

Barrido escalonado Barrido sinusoidal

Barrido lineal
Voltamperometria de pulso
normal, pulso diferencial y

de onda cuadrada

Voltamperometria de
corriente alterna

Voltamperometria de
barrido lineal y ciclica

Figura 5 Clasificacion general de los principales métodos electroanaliticos.

2.3 Voltamperometria

La técnica de voltamperometria es, en esencia, una diferencia de potencial
dependiente del tiempo aplicada a una celda electroquimica cuya corriente
resultante cambia en funcion del potencial aplicado. Al registro grafico de la
corriente versus el potencial se le llama voltamperograma y proporciona
informacion tanto cualitativa como cuantitativa de las especies quimicas que

participan en el proceso de transferencia electrénica [57].

La modulacién electrédica externa que se requiere para llevar a cabo la
reaccion de transferencia de electrones, en principio es determinada por la
magnitud energética del orbital molecular desocupado de menor energia o del
orbital molecular ocupado de mayor energia, LUMO y HOMO respectivamente (del

inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital y Highest Occupied Molecular Orbital),
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tal como se aprecia en la Figura 6. Si el potencial de la celda electroquimica alcanza
el valor correspondiente para que la especie electroactiva se oxide o se reduzca,
comenzara a fluir una corriente eléctrica en el electrodo de trabajo que se le
denomina corriente farddica. La Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC del inglés de International Union of Pure and Applied Chemistry) define la
corriente anddica como la corriente parcial provocada por la transferencia de carga
desde una especie en disolucion hacia la superficie del electrodo -oxidacion- y la
corriente catdédica como la corriente parcial debida al flujo de carga del electrodo

hacia la especie en la disolucion -reduccion- [61].

pay

— = 1
o S LUMO S Y
S [ + o
. =
< HOMO
S
+ +
Electrodo Electrodo

Figura 6 Representacion grafica de la transferencia de electrones en reacciones

tipo redox sobre electrodos.

La voltamperometria como técnica de analisis quimico sufri6é un periodo de
desuso después de su invencion y desarrollo. Las principales razones para ello
fueron las dificultades en el disefio de las celdas electroquimicas y el auge de otras
técnicas de analisis como la espectrometria. No obstante, la electroquimica
instrumental ha experimentado un resurgimiento en las tltimas décadas impulsado
por la implementacion de diferentes modificaciones en funcién de los avances
tecnoldgicos que han convertido a la técnica en una herramienta mas versatil y mas

sensible desde el punto de vista analitico [62].

2.3.1 Termodinamica de los procesos electroquimicos

Para comprender como afecta el potencial eléctrico al flujo de la corriente
faradica se puede hacer, en primera instancia, un abordaje termodinamico. Desde

este punto de vista, el trabajo eléctrico maximo que se puede obtener en una celda
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electroquimica a temperatura y presion constantes corresponde a la diferencia de
la energia libre de Gibbs (AG) de la reaccién electroquimica, la cual se expresa de la

siguiente forma:
AG=RTInQ—-RTInK (3)

En la ecuacion anterior R corresponde a la constante universal de los gases ideales
(8.314]/(Kmol)), T es la temperatura absoluta (K), Q es el cociente de la reaccion

quimica y K es la constante de equilibrio.

Por otro lado, el potencial de la celda esta relacionado con el trabajo maximo
a través de la carga eléctrica (q) y el potencial de la celda (E.) como se muestra en

la siguiente ecuacién:

_AG o AG=-nFE, (4)
q

[

En la expresion anterior n corresponde a la cantidad de moles transferidos en la
reaccion y F es la contante de Faraday (96485 C/mol). Aca se corrobora que la
espontaneidad de una reaccién quimica (AG < 0) se presenta cuando el potencial de
la celda es positivo. Si la reaccién quimica sucede en una condicién estandar

controlada, la ecuaciéon anterior se describe como:

AG" = -nFE, (5)

De esta manera, se puede relacionar el potencial estandar de la celda (E.) con la

constante de equilibrio de la reacciéon quimica (K) como se ve a continuacion:
AG’ = —-RTInK (6)

Por lo tanto, el término AG" puede ser sustituido por el término de la ecuacién (5)

para obtener la ecuacion siguiente:
nFE.=RTInK (7)

Si se reemplazan en la ecuacién (3) los términos derivados en las ecuaciones (4) y
(7), el resultado es lo que se conoce como la ecuacion de Nernst —en honor al

electroquimico formulador Walther Nernst (1864-1941)- mostrada a continuacidn:
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(8)

o

RT
EC:EC_EIHQ

Aunque desde el punto de vista termodinamico, el potencial de la celda (la diferencia
de potencial entre los electrodos de trabajo y de referencia) determina si hay o no
un flujo de corriente faradica, la magnitud de dicha corriente depende de la cinética
de la reacciéon quimica [63], por lo que se estudiara este aspecto en el apartado

siguiente.

2.3.2 Cinética de los procesos electroquimicos

Puesto que la voltamperometria es un método que se aplica en la zona
interfacial entre un electrodo y la disolucidn, las reacciones quimicas que ocurren
en el electrodo de trabajo son afectadas principalmente por dos factores: el
transporte de las especies reaccionantes hacia el electrodo -transferencia de masa-
y la transferencia electronica en la superficie del electrodo -transferencia de carga-
.Lavelocidad total de la reaccidn es dependiente de la cinética de estos dos procesos
y, en menor medida, por factores como la remocién de las sustancias producidas y

la adsorcion [64].

Transferencia de masa. El transporte de la sustancia electroactiva desde el
seno de la disolucion hacia la superficie del electrodo se puede describir por tres
mecanismos basicos: migracién, conveccion y difusion. La migracién eléctrica es el
movimiento de una particula cargada -movimiento de repulsion o de atraccion de
acuerdo con la polaridad del electrodo- debido a la accién de un campo eléctrico o,
en su defecto, de un gradiente de potencial eléctrico, cuyo fendémeno es el
responsable de la conduccidn eléctrica a través de la disolucion. La conveccidn, tal
como se aplica a la electroquimica, es el movimiento forzado de las especies en la
disolucion por medios mecanicos tales como la agitacion, la rotacion del electrodo y
las celdas de flujo para transportar los reactivos hacia la superficie del electrodo y,
a su vez, remover los productos de la reaccidon quimica. La difusién ocurre cuando se
presenta un gradiente de concentracién entre la superficie del electrodo y el resto

de la disolucion. Los iones o moléculas se difunden desde la region de mayor
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concentracion hacia la mas diluida generando una capa de difusion (), tal y como

se observa en la Figura 7.

Concentracioén c

Electrodo de trabajo

S T —

Distancia, x

Figura 7 Gradiente de difusién con respecto al incremento del tiempo y a la
distancia desde el electrodo.

A un tiempo inicial de cero, justo antes de la aplicacion del voltaje, la concentracién en la
interfase electrddica Cy es igual a la concentracion en el seno de la disolucion. Cuanto
mayor sea el tiempo de aplicaciéon del potencial, mayor sera la distancia desde la
superficie del electrodo (&) a la cual comienza la difusion. El término dC/dx representa el
gradiente de concentracion con respecto a la distancia x.

Cuando la velocidad de transporte de las especies electroactivas hacia la zona
de la interfase es insuficiente, se experimenta una disminucién en la caida IR, la cual
es compensada con la aparicion de un sobrepotencial de difusion. A este fendmeno
se le conoce como polarizacién por concentracion, esto generalmente aumenta el
potencial necesario para mantener la corriente en una celda electroquimica, la cual
estara limitada, en este caso, por la transferencia de masa -si se supone una cinética

electrédica infinitamente rapida- [63,65].

Con base en las condiciones encontradas en la mayoria de los ensayos
electroquimicos, la difusion suele ser el transporte de masa que desempeifia un papel
significativamente mas importante que los demas. Por este motivo, hay una base
matematica mas desarrollada que en los otros casos que explica sus efectos. De

acuerdo con las leyes de Fick, se establece que el flujo por unidad de area es
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proporcional al gradiente de la concentracion y tiende a decrecer conforme se

acerca a la superficie del electrodo, tal como se muestra en la siguiente ecuacion:

] ) . 1 dN dc 9)
Flujo por unidad de area = —— X ——= =D <E>
en donde A es el area del electrodo, dN/dt representa el nimero de moles que
reaccionan en el electrodo por unidad de tiempo, D corresponde al coeficiente de
difusion y dC/dx es el gradiente de concentracidn a una distancia x desde electrodo.
Asi, la velocidad neta de difusiéon hacia una unidad de area superficial en el
electrodo, a un determinado tiempo ¢ es proporcional al gradiente de la
concentracion producido por las reacciones quimicas en la superficie electrodica.

Por lo tanto, la ecuacion matematica (9) se puede expresar de la siguiente forma:

o dc _D(C-Cy) (10)
Flujo = —D (a)xzo = 5

En la expresion anterior, C es la concentracion en el seno de la disolucion, C, es la
concentracion en la superficie del electrodo y § es el grosor hipotético de la capa de
difusion.

La velocidad de descarga de los iones se puede expresar como i/nF, un
término correspondiente a la cantidad de electricidad transportada por equivalente
de la especie electroactiva en la disolucion. Si se considera que dN/dt es el nimero
de moles reaccionantes por unidad de tiempo, se tiene la siguiente igualdad

matematica:

i _dN (11)

nF_E

Aunque la transferencia de masa desde la disolucion hacia el electrodo y viceversa
se compone de los tres fendmenos de transporte mencionados, en el momento en
que la difusion sea el mecanismo de transporte mas significativo, la corriente se
puede expresar en términos electroquimicos a partir de la combinacion de las

ecuaciones (9), (10) y (11) para generar la expresion siguiente:
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- nFAD((C-C,) (12)
b 5

Conviene, para la simplificaciéon del calculo matematico, segiin se comento, limitar
el transporte de masa a uno solo de los modos existentes. Tanto la migraciéon como
la conveccion pueden ser mitigadas gracias al disefio experimental de la medicion.
La consideracion de un soporte electrolitico inerte en altas concentraciones evita
que los productos y los reactivos de la reaccidon electroquimica experimenten
migracion debido a las cargas electrostaticas. Si bien es cierto que cada vez mas los
experimentos voltamperométricos se llevan a cabo en un volumen de una gota
(microcantidades) por el disefio de los nuevos electrodos sélidos, hay que tener en
cuenta que no siempre se puede o se debe eliminar la agitacion (conveccion) de los
ensayos y que, por el contrario, puede ser de interés realizar el estudio en una

disolucion agitada [66].

Para un transporte de masa gobernado por la difusidn, la ecuacion de Cottrell
establece que cuando se alcanza el equilibrio en un electrodo plano en contacto con
una disolucion, la velocidad de descarga de los iones es igual a la velocidad de
difusion de la especie electroactiva. Dicha ecuacién se muestra a continuacion y
también puede derivarse para electrodos con geometria esférica, cilindrica y

rectangular [56]:

5 (13)
Tt

en donde i; representa la corriente limite que se explica en la secciéon 2.3.3. El
principal aporte de la deduccion de la ecuacion (13) es que demuestra que la
corriente farddica es directamente proporcional a la concentracion de la especie
reactiva electroquimicamente. El motivo de llegar a esta expresion matematica
radica en que esta proporcionalidad es la base sobre la cual se desarrollan las
técnicas voltamperométricas cuantitativas, tan ampliamente extendidas en muchas

aplicaciones y campos de la ciencia [58].
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Transferencias de carga. La magnitud de la corriente faradica es también
afectada por la velocidad a la que se transfieren los electrones en los procesos
electrodicos. Las reacciones electroquimicas que se estudian en los métodos de
interfase son reacciones heterogéneas en las que se da un intercambio de electrones
entre la especie electroactiva y dicho electrodo. La tasa de transferencia de carga es
dependiente del potencial eléctrico asi como de la estructura de la doble capa (ver
la seccidon 2.3.3), de las reacciones quimicas secundarias y de los fendémenos de

adsorcion y desorcion [67].

Si la velocidad de la transferencia electrdnica es lo suficientemente rapida,
las concentraciones de los reactivos y de los productos en la zona de la interfase se
pueden considerar cercanas a los valores en el equilibrio termodinamico
—suponiendo que no hay limitaciones en la transferencia de masa—. En estos
términos, la reaccién electroquimica se puede considerar que esta en un estado
aparente como reversible y cuyo comportamiento puede ser estudiado mediante la

ecuacion de Nernst, ecuacion (8).

No obstante, si la cinética electrédica es lenta al punto de requerir un
potencial adicional para sobrepasar la barrera energética de activacion, la reacciéon
en el sentido opuesto tiende a inhibirse por la aplicacién de un sobrevoltaje. En vista
de que la condicién del estado del equilibrio quimico se ve alterado por la velocidad
de transferencia de carga, las reacciones voltamperométricas son
electroquimicamente irreversibles, tal como sucede con la mayoria de las reacciones
electrodicas de compuestos organicos. A este fendmeno se le conoce como
polarizacion cinética, en la cual la corriente esta controlada por la velocidad a la que

se transfieren los electrones entre el electrodo y la especie electroactiva [65].

En el sentido practico, las reacciones electrédicas no siempre se ajustan a uno
de los casos de reversibilidad explicados anteriormente, sobre todo porque la
cinética de las reacciones es compleja -i. e. hay muchas variables implicadas e
incluso hay interaccion de variables no contempladas en los modelos matematicos-
lo que significa que no existe una reaccion reversible como se entiende en el

concepto de idealidad. Los casos en los que la corriente neta es afectada por
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componentes de la transferencia de carga en ambos sentidos de la reaccién se les
denomina cuasirreversibles y se comportan como un sistema hibrido de las

reacciones reversibles e irreversibles [68].

2.3.3 Forma de los voltamperogramas

Se conoce como corriente de difusion limite (i;) ala corriente que fluye en una
celda electroquimica cuando la etapa cinéticamente determinante del proceso es la
transferencia de masa, i. e. la rapidez con la que difunden las sustancias desde el
seno de la disolucidn hacia la superficie del electrodo. En consecuencia, un aumento
adicional del potencial no dara por resultado un aumento del flujo de electrones. La
corriente tiene en si dos componentes principales: la corriente farddica -1a corriente
del proceso redox de interés explicada previamente- y la corriente residual, 1a cual

es independiente del analito electroactivo [69].

La corriente residual se compone de dos fuentes. La primera son las
reacciones electroquimicas de las impurezas vestigiales que estan de manera
inevitable en la disolucion, tales como el oxigeno disuelto, las trazas de metales en
el agua o las impurezas en la sal del electrolito. La segunda fuente es la corriente de
carga o corriente capacitiva que procede de la polarizacion superficial del electrodo
al modificar el potencial. En este sentido, los iones de carga opuesta migran desde el
seno de la disolucion por el efecto del campo eléctrico en la interfase, por lo tanto,
se crea un flujo de corriente sin que tenga lugar un proceso de oxidorreduccién, tal
y como se aprecia en la Figura 8. Al unir de forma imaginaria los centros de las
especies adsorbidas sobre la superficie del electrodo (plano interno de Helmholtz,
PIH) con los centros de la primera fila de los iones solvatados de carga opuesta a la
polarizacién del electrodo (plano externo de Helmholtz, PEH) se forma una capa que
se le conoce como capa rigida o capa Stern. La zona que comprende la capa rigida y
la subsiguiente capa de difusion es lo que se conoce como la doble capa eléctrica que

ocasiona la acumulacion de carga [70,71].
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Figura 8 Modelacién de la doble capa eléctrica al aplicar una carga negativa sobre
un electrodo.
La corriente capacitiva carga y descarga la capacitancia de la doble capa eléctrica. El
potencial disminuye linealmente con la distancia en la capa rigida y logaritmicamente a
través del resto de la disolucién. PIH = plano interno de Helmholtz y PEH = plano externo
de Helmholtz.

El perfil de un voltamperograma se determina, basicamente, por la forma en
la que se mide la corriente y por el mecanismo de transferencia de masa
predominante, ya sea difusiéon o conveccion. A pesar de la variedad de técnicas
voltamperométricas solo hay tres formas comunes para los voltamperogramas. Si
se aplica un mecanismo de conveccion, la corriente aumenta desde una corriente
residual de fondo hasta una corriente limite en forma de S como se ilustra en la
Figura 9a. Como la corriente faradica es inversamente proporcional a la capa de
difusion (0), la corriente limite se mantiene constante una vez que se establece
debido a que la capa de difusién permanece pequefia e invariable. Esto quiere decir

que las sustancias electroactivas se aproximan continuamente a la superficie del
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electrodo por agitacion mecanica y a su vez se remueven los productos de la

reaccion de la superficie electrddica.

(@) (b) ()

Corriente
Corriente

X

Diferencial de corriente

Ei;2  Potencial Potencial Potencial
Figura 9 Perfiles comunes del comportamiento de los voltamperogramas.
(a) Corriente limite en condiciones invariables de la capa de difusién. (b) Pico de maxima

corriente si la capa de difusién aumenta. (c) Pico de diferencial de corriente con
imposicion del potencial en forma de pulsos.

En ausencia de conveccidn, la capa de difusion se extiende mas en la
disolucion al paso del tiempo, esto provoca que la corriente limite disminuya en
forma exponencial y se registre un voltamperograma con una corriente maxima (i)
o pico de corriente (Figura 9b). Esta es la razén principal de que el barrido de
potencial sea bastante rapido cuando se trabaja con microelectrodos estacionarios

(alrededor de los 50 mV/s).

Aunada a las mediciones de corriente en funcién del potencial aplicado, se
presenta otra manera de adquirir los datos de respuesta a través del cambio en la
corriente (Ai) luego de un imponer un potencial en forma de pulso como se observa
en (Figura 9c), el voltamperograma resultante también muestra una corriente
maxima. La medicion de la onda de perturbacion entre la corriente residual y la
corriente limite, que es proporcional a la concentracién del analito, hace posible la
cuantificacion por voltamperometria de potencial variable. En adicién, un
voltamperograma también es una herramienta cualitativa que permite identificar
las especies electroactivas a través del potencial en el que la corriente es la mitad de
la corriente limite (potencial de media onda, E7/2) en virtud de que este potencial en

particular es independiente de la concentracion de la especie quimica [57].
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2.4 Técnicas voltamperométricas

Muchas de las variaciones en la configuracion de la técnica de
voltamperometria estan dirigidas a mejorar la sensibilidad a partir de la
discriminacidn entre la corriente faradica del proceso 6xido reductivo y la corriente
residual. Las modificaciones principales son adaptaciones modernas del método
clasico de polarografia. Los parametros experimentales en los que se fundamentan
los principales cambios son: la forma en la que se aplica el potencial de excitacion,

el momento en el que se mide la corriente y la aplicacion de agitacion en la celda.

La clasificacion de las técnicas en los parrafos venideros se basa en la manera
que es aplicado el programa de barrido de potencial e, implicitamente, el tiempo en
el que se mide la corriente. Se diferencian los siguientes tres grupos: las técnicas
basadas en el barrido lineal de potencial, las técnicas de barrido escalonado y las

técnicas de barrido sinusoidal de corriente alterna.

2.4.1 Barrido lineal de potencial

Voltamperometria de barrido lineal (LSV del inglés Linear Sweep
Voltammetry). Esta técnica corresponde al método clasico y mas simple de
voltamperometria, en el cual se impone una rampa lineal de potencial en funcién del
tiempo como sefial de excitacion y se registra continuamente la corriente que fluye
en respuesta al cambio de potencial, tal como se muestra en la Figura 10. El
voltamperograma tipico de estos ensayos electroquimicos expone una corriente
maxima o pico de corriente i, producido por el aumento de la capa difusiva en
ausencia de agitacion. Entre las variables experimentales que se pueden controlar

se encuentran el potencial inicial, el potencial final y la velocidad de barrido [72].
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(a)

Potencial
Corriente

Tiempo Potencial

Figura 10 Voltamperometria de barrido lineal.

(a) Imposicion de voltaje de forma lineal en el tiempo. (b) Perfil del voltamperograma en
condicion de medicion estacionaria.

Voltamperometria ciclica (CV del inglés Cyclic Voltammetry). Si en la
imposicion de potencial en forma de barrido lineal en el tiempo se invierte la
direccion de la aplicacion del potencial y se repite por uno o varios ciclos adicionales,
da como resultado una voltamperometria ciclica (Figura 11). Aunque es cierto que
esta herramienta analitica no se emplea usualmente para cuantificar, es muy util

para estudiar los procesos electrodicos [73].

T
g () g (b) \E».
£ ‘/ retorno ;
— o| Red 20x+ne
.S s
e K
g =
3 5]
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Ox + ne = Red
£ Epc
Tiempo mds (-) Potencial mds (+)

Figura 11 Voltamperometria ciclica.

(a) Representacidon de la imposicion lineal del voltaje para dos ciclos. (b) Perfil del
voltamperograma de una reaccion electroquimica reversible.

La voltamperometria ciclica se lleva a cabo en una disolucidn sin agitacion, lo
que da como resultado una corriente maxima en lugar de una corriente limite. Si el

proceso es reversible, se observa tanto un pico de corriente para la oxidaciéon como
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otro pico para la reduccion (Figura 11b), cuyas magnitudes estan definidas a 25 °C

por la ecuacion de Randles-Sevcik:

i, = (2.69 X 10°) C An3/2 p/2 y1/2 (14)

en donde v corresponde a la velocidad de barrido del potencial. Por lo tanto, se
observa una dependencia de la corriente con respecto a la velocidad de aplicacién
del diferencial del voltaje [74]. La separacion entre ambos picos de potencial (AE)})
es independiente de la velocidad de barrido y esta dada por:

~0.059 (15)
B n

b.a EP:C

En la ecuacion anterior, E, , es el potencial de pico anddico y E,, . corresponde al

potencial de pico catddico. Por consiguiente, el potencial de media onda, E;/2, se

ubica entre ambos potenciales de pico como se define a continuacién:

o _Epat By (16)
1/2 2
Si el sistema es irreversible —cinética lenta de transferencia de carga- de manera que
no se satisface la ecuacion de Nernst, los potenciales de picos se ven desplazados en

funcion de la velocidad de barrido. La corriente de pico en estos casos esta dada por:
i, = (2.99 x 10%) C An3/% /2 p1/2 y1/2 (17)

en donde a es el coeficiente de transferencia de carga. Para sistemas
cuasirreversibles, la corriente de pico esta controlada tanto por difusion como por
la transferencia de carga. Las ecuaciones (14) y (17) nos indican cuanto se difunde
libremente el analito en la disolucion y qué peso tiene el coeficiente de transferencia
de carga en los sistemas no reversibles [75]. Las desviaciones de la linealidad en un

grafico de i, versus v'/? sugieren que el sistema es electroquimicamente

P
cuasirreversible o que la transferencia de electrones ocurre por via de adsorcion de
las especie electroactiva en la superficie del electrodo [76]. Para estos sistemas en

los cuales media la adsorcion, la respuesta de corriente se describe por:
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F2 (18)
p=4RTn2AFv=(9.39x105)n2AFU

[

en donde I' corresponde a la cobertura superficial de la especie adsorbida en
mol/cm? y la temperatura se considera 25 °C. En la ecuacion anterior se observa
que, en los casos adsortivos, la relacion de i, es lineal con respecto a v y no con

respecto a v/2 como en los sistemas difusivos.

En términos generales e independientemente del sistema electroquimico, el
aumento de la velocidad del barrido (v) provoca un gradiente de concentraciéon mas
alto cercano al electrodo, lo cual conduce a una disminucion en el tamafio de la capa

de difusidn; en consecuencia, se observa un aumento en el pico de corriente.

2.4.2 Barrido escalonado de potencial

En las técnicas de voltamperometria de barrido escalonado, el potencial se
incrementa a través de una serie de pulsos discretos y simétricos. Cuanto mas
pequefia sea la altura del peldafio (aumento de potencial) y entre mas corto sea el
tiempo del pulso, mas se asemejara al barrido lineal de potencial [77]. La principal
ventaja de estas técnicas es la mejora en la sensibilidad analitica que proviene de
dos factores. El primero de ellos se debe a la relacion del potencial de la celda con
las concentraciones de las especies reducidas y oxidadas por medio de la ecuacién
de Nernst. Al aplicarse un pulso de potencial, las concentraciones del cociente de la
reaccion quimica se modifican hasta que se cumpla la igualdad en la ecuacién de
Nernst; por lo tanto, al momento del pulso fluye una corriente mayor producto del

reajuste.

El segundo factor esta relacionado con la discriminacion entre las corrientes
capacitiva y faradica. Al inicio del pulso ambas corrientes son maximas para luego
decaer en el tiempo de forma exponencial; sin embargo, la disminucion de la
corriente capacitiva es mayor con respecto a la caida de la corriente faradica. Por el
contrario, si las mediciones de corriente se realizan al final del pulso o de forma
diferencial -i. e. la resta de las corrientes antes y después del pulso- en lugar de

hacer mediciones continuas, la corriente faradica sera mayor que la corriente
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capacitiva; consecuentemente la relacion sefial/ruido sera también mayor en este
punto [62]. En la Figura 12, se muestra la forma de la sefial de excitacion y el
voltamperograma resultante para las tres técnicas de barrido escalonado en las

disoluciones estacionarias que se describen a continuacion.
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Figura 12 Voltamperometrias de barrido escalonado.

Los rectangulos negros indican el momento de medicién de la corriente. (a) y (b)
representan la forma de imposicion de los pulsos de voltaje y el perfil de la onda tipico
parala voltamperometria de pulso normal, respectivamente. (c) y (d) simbolizan el pulso
escalonado de potencial y el perfil de la sefial para la voltamperometria de diferencial de
pulso. (e) y (f) son la onda de pulsos de potencial y el voltamperograma caracteristico

para la voltamperometria de onda cuadrada.

Voltamperometria de pulso normal (NPV del inglés Normal Pulse
Voltammetry). En esta técnica electroquimica el potencial se varia por medio de
una serie de pulsos de amplitud creciente, caracterizados por un ciclo de tiempo 7,
un tiempo del pulso t,,, un potencial del pulso AE}, y un cambio de potencial por ciclo

de AE; (Figura 12a). La corriente se mide justo antes de que finalice cada pulso de
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potencial —antes de volver a su valor inicial- y se registra frente al aumento de la
amplitud del pulso [78]. De la forma del voltamperograma se obtiene una corriente
limite de difusion i, tal como se aprecia en la Figura 12b, pues el tiempo rle permite
a la capa difusiva renovarse constantemente después de cada ciclo [79]. La NPV se
emplea principalmente cuando es importante mantener una superficie electrodica

invariable la cual podria verse afectada por imposicion de un voltaje.

Voltamperometria de diferencial de pulso (DPV del inglés Differential
Pulse Voltammetry). Esta modificacidn se caracteriza porque utiliza un barrido de
potencial muy parecido al que emplea la técnica de pulso normal, con la diferencia
significativa de que los pulsos tienen una amplitud fija y se superponen a un barrido
lineal o escalonado de potencial (Figura 12c). Ademas, la corriente se mide dos veces
por ciclo: una vez justo antes de aplicar el pulso y otra vez precisamente antes de
que finalice dicho pulso; la diferencia entre ambas mediciones da como resultado un
diferencial de corriente Ai, a raiz del cual proviene el nombre de esta técnica. Una
de las ventajas de la DPV es la forma del voltamperograma, pues resulta mas facil

medir la altura de un pico que establecer la corriente limite de difusién [77].

Voltamperometria de onda cuadrada (SWV del inglés Square Wave
Voltammetry). Su funcionamiento se basa en la aplicacion de dos pulsos de
potencial simétricos —uno negativo y otro positivo- los cuales se superponen a un
barrido escalonado de potencial que da como resultado una onda cuadrada con una
frecuencia usualmente entre 1 Hz y 100 Hz (Figura 12e). La primera medicién de
corriente se realiza al final del pulso de onda cuadrada de avance y la segunda
medicion al final del pulso de onda cuadrada de retorno; la diferencia de estas
magnitudes da como resultado un pico mas grande porque ambas sefales
individuales tienen polaridades opuestas y, por lo tanto, signos distintos, asi que se
suman. Una de las ventajas de esta técnica es que puede adoptar valores muy

pequeiios de 1, lo cual disminuye considerablemente el tiempo del analisis [72].

2.4.3 Barrido sinusoidal de potencial

A esta técnica se le conoce como voltamperometria de corriente alterna (ACV

de su nombre en inglés Alternating Current Voltammetry). En esta modificacion, un
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potencial constante de corriente alterna (onda sinusoidal) se superpone a un
potencial de barrido lineal (Figura 13). Como sucede en el procedimiento ordinario,
el potencial de la corriente continua se varia en la escala usual, con la particularidad
de que se mide la corriente alterna faradica producto del potencial alterno, en cuyo
voltamperograma se distingue la corriente maxima en forma de pico. La principal
ventaja de esta forma de imponer un voltaje de corriente alterna es su capacidad
para discriminar entre las corrientes faradica y capacitiva, pues existe un desfase de
45° entre ambas corrientes que permite su diferenciacion [80]. La técnica también

es util para estudios de cinética electrodica.

(a)

Potencial
Corriente alterna

Potencial

Figura 13 Voltamperometria de barrido sinusoidal de potencial.

(a) Programa de barrido en voltamperometria de corriente alterna. (b) Perfil del
voltamperograma en la forma de corriente alterna versus potencial.

La eleccion de la técnica para realizar un analisis electroquimico depende del
proposito y de las caracteristicas de la muestra. La voltamperometria ciclica es una
herramienta que suele ser empleada para estudiar el comportamiento general del
proceso electroquimico. En contraste, la voltamperometria de barrido lineal (LSV),
las técnicas de barrido escalonado (NPV, DPV y SWV) y ACV se utilizan,
primordialmente, para analisis quimico cuantitativo. La eleccién de cual técnica
utilizar a menudo depende de la concentracion del analito y de la exactitud y la

precision deseadas.

Los limites de deteccion para LSV generalmente son del orden de 10-> mol/L;
con el fin de mejorar este valor se impulsaron las modificaciones que dieron origen

a los métodos de barridos sinusoidal y escalonado, asi como asociaciones entre las
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técnicas y otros procedimientos alternos. Por su parte, ACV cuenta con limites de
deteccidon aproximadamente del orden de 10-° mol/L, NPV del orden de 10-7 mol/L,
DPV del orden de 10-8 mol/L y SWV del orden de 10-° mol/L. Actualmente, los
procedimientos de preconcentracion electrddica, ya sea por electroquimica o por
adsorcion, permiten disminuir estos limites de deteccién hasta 10-1° mol/L y
10-12 mol/L, respectivamente. Estos procedimientos son aplicables a las técnicas
anteriores y se les conoce con el nombre de voltamperometria de redisolucion

anddica, catédica o de adsorcion [63,65].

2.5 Sensores quimicos

Los sensores modernos se emplean para detectar multiples parametros de la
vida cotidiana. La clasificacion mas general de los sensores se describe con base en
el principio de las mediciones contemplado en el disefio. Los tres grupos principales
son: quimicos, fisicos y biolégicos. La IUPAC definié un sensor quimico como un
dispositivo que transforma la informacién quimica, desde la concentracion de un
componente especifico de la muestra hasta el analisis de la composicion total, en una
sefial analiticamente util. La informacién quimica puede provenir de una reaccién

quimica del analito o de una propiedad fisica del sistema investigado [81].

Al menos dos componentes basicos componen todo sensor quimico: un
sistema de reconocimiento -o receptor- que transforma la informacién quimica en
una forma de energia y un transductor que convierte la energia en una sefial de
interés analitico. La forma mas comun de clasificar los sensores quimicos se

fundamenta en estos dos elementos, tal como se resumen en la Figura 14.
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Figura 14 Clasificacion de los sensores quimicos con base en el tipo de receptor y

en el tipo de transductor.

Un sensor electroquimico, segin la misma IUPAC, es un sistema de medicion
que permite convertir la informacién de una reaccidon quimica en una sefial eléctrica
cuantificable por medio de un transductor apropiado [48]. Los componentes
transductores en este tipo de dispositivos son conjuntos electrodicos seleccionados
con base en la funcién del sensor y empleados bajo condiciones de operaciéon
controladas. Los electrodos sélidos de trabajo como los que estan hecho a base de
carbon vitreo o de diamante dopado con boro han sido extensamente estudiados
como transductores porque presentan una amplia ventana de potenciales eléctricos
y una baja corriente residual, caracteristicas muy deseables para la construccion de

los sensores [82,83].

Las mejoras sustanciales en el desarrollo de ciertos electrodos los hacen cada
vez mas versatiles y han solucionado algunos de los inconvenientes en el uso de los
electrodos convencionales, tales como la baja reproducibilidad, los procedimientos
tediosos de limpieza y la cantidad de muestra requerida para el analisis. Los
principales cambios han surgido de la miniaturizacion y del caracter desechable de
los nuevos electrodos. Por ejemplo, como ha sucedido con los dispositivos
elaborados con la tecnologia serigrafica, los cuales han impulsado el desarrollo

general de los sensores quimicos [84-86].
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El uso de los electrodos serigrafiados (SPE del inglés Screen-printed
Electrode) como una herramienta de analisis quimico ha revitalizado algunas de las
aplicaciones basicas de la electroquimica. Su disefio clasico de los tres electrodos
integrados en un sustrato ha llegado, incluso, a sustituir las celdas electroquimicas
comunes como consecuencia de la reduccidn del volumen de trabajo a una sola gota.
Para serigrafiar este tipo de electrodos se emplean tintas de diversas composiciones
entre las que destacan la tinta de carbono, de plata, de oro y de platino; ya sea sobre
un sustrato rigido como la ceramica o sobre un sustrato flexible como el plastico o
los textiles. El proceso de fabricacién de estos dispositivos incluye, ademas, una
etapa de secado y de curado a una determinada temperatura de acuerdo con las

propiedades que se requieran en el disefio del sensor [87-89].

La simplicidad de fabricacién y el bajo costo que conllevan los sensores
electroquimicos los han posicionado en el mercado como una herramienta analitica
significativa para detectar y cuantificar una amplia variedad de analitos en diversas
areas como la biomedicina, las ciencias ambientales y las ciencias forenses [90]. Es
importante resaltar que este tipo de sensor es el mas utilizado principalmente por
su buen desempeno analitico que se hace notorio en los bajos limites de deteccion,
en un amplio rango lineal y en una buena precisidon; todo lo anterior combinado con
cortos intervalos de tiempo de analisis y con la posibilidad de realizar mediciones
veraces en tiempo real sobre la composicion quimica de su entorno, ya sea en el

laboratorio o en condiciones de campo [91].

2.5.1 Clasificacion de los sensores electroquimicos

Los sensores electroquimicos se pueden subdividir en varias categorias en
funcion de la técnica de electroanalisis utilizada. Los sensores mas comunes son los
conductimétricos, los potenciométricos y los voltamperométricos. En este apartado
se describiran con mayor detalle los sensores voltamperométricos, cuya variable de

medicion es la corriente en funcion del potencial aplicado.

Sensores conductimétricos. El principio de funcionamiento de los sensores
de este grupo es la medicidn de los cambios de la conductividad eléctrica o de alguna

otra propiedad relacionada con la conductividad, ya sea de una porciéon de un
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material o del seno propio del material cuya conductividad se ve afectada por la
presencia de un analito. Las mediciones con estos dispositivos determinan la
habilidad de una sustancia para restringir el paso de una corriente entre dos
electrodos -resistencia eléctrica o en su lugar impedancia si emplea una corriente

alterna- [92].

Los métodos que se utilizan con los sensores conductimétricos son
principalmente no selectivos debido a que la gran mayoria de electrodos son
fabricados de metales inertes como el oro o el platino. No obstante, el desarrollo de
nuevos materiales aplicados en la modificacidon de superficies electrddicas junto con
una instrumentaciéon muy mejorada, han permitido formular procedimientos mas

viables para disefar sensores selectivos para ciertos iones [93].

Sensores potenciométricos. Este tipo de sensor se basan en la medicién
interfacial de la diferencia de potencial de un electrodo indicador con respecto a un
electrodo de referencia en condiciones de circuito abierto, es decir, cuando no hay
un flujo de corriente eléctrica en el electrodo. La sefial de un sensor potenciométrico
se basa en la ecuacién de Nernst (8), la cual predice una dependencia lineal de la
respuesta del sensor en funcion del logaritmo de la actividad o de la concentraciéon

de la especie en disolucidn.

Los sensores potenciométricos han sido el grupo de sensores
electroquimicos mas estudiados y desarrollados a través de varias décadas. La
mayor aplicacion de estos dispositivos provino de la creacion de los electrodos
selectivos de iones como sucedi6 con el electrodo de membrana selectiva de vidrio,
tan ampliamente utilizado hoy en dia para las mediciones de pH. Los electrodos
indicadores metalicos redox y los electrodos de 6xido metalico mixto son los otros
dos tipos de electrodos que se emplean para el disefio y elaboracién de los sensores

pertenecientes a esta categoria [94,95].

Sensores voltamperométricos. Los sensores de este tipo registran la
informacion del sistema de medicion a través de la intensidad de corriente obtenida
(directa o alterna) al imponer un potencial eléctrico sobre el electrodo de trabajo.

Tal como se explico en la seccion 2.3, la aplicacion de esta técnica en el desarrollo
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de sensores conlleva a la medicién de la corriente en funcién de un barrido temporal
de potencial en la celda electroquimica. Sin embargo, esta forma de imposicién de
potencial no es la tnica forma de aplicar un voltaje en el electrodo de trabajo. Si el
potencial se mantiene constante durante todo el ensayo se puede medir la corriente
en funcion del tiempo, a este subgrupo de sensores se les conoce como sensores
amperométricos. Otro subgrupo de sensores en esta categoria, aunque menos
comunes, son los dispositivos que no requieren de una fuente externa de corriente,

conocidos como sensores galvanicos [81,96].

Segun la IUPAC, los sensores voltamperométricos se fundamentan en el uso
de electrodos inertes, electrodos quimicamente activos y electrodos
modificados [81]. La investigacidon en el uso de materiales novedosos para este
ultimo grupo de electrodos ha mejorado algunas de las limitaciones que presentan
los sensores electroquimicos en general que ocasionan, por ejemplo, disminuciones
en la selectividad y en la sensibilidad. Los sistemas modernos de deteccion se han
beneficiado de los avances de la microelectrénica y la microingenieria,
principalmente en el desarrollo de electrodos miniaturizados y mas baratos cuya
respuesta analitica suele tener una mejor relacion de la sefial con respecto al

ruido [97].

La innovacion en el desarrollo de sensores voltamperométricos ha
implementado, ademas, los beneficios de la nanotecnologia y la nanociencia a través
de la sintesis y de la aplicacidn de los nanomateriales compuestos. Las propiedades
de estos materiales a escala nanométrica repercuten, particularmente, en los
sistemas de medicidn, en los cuales la relacion de la superficie entre el volumen
desempefia un papel importante, tal como sucede en las mediciones electrddicas

interfaciales [98,99].

Entre los materiales mas utilizados para la modificacion de superficies de los
electrodos estan los metales, las ceramicas, los semiconductores, los polimeros, los
compuestos organometalicos y las biomoléculas. Las estructuras nanométricas
comunes en las que se emplean estos materiales tienen formas de nanoparticulas,

nanotubos, nanoestrellas, nanofibras, nanoesferas y nanolaminas [100,101].
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Algunos de los materiales nanocompuestos ampliamente utilizados son las
nanoparticulas de oro, los nanotubos de carbono, el grafeno y las enzimas. Entre las
principales ventajas que aportan las modificaciones de los electrodos, aparte del ya
mencionado, aumento del area superficial, destacan el aumento de la reactividad,
una mayor biocompatibilidad, el incremento en la adsorcidn, la catalisis de
reacciones electroquimicas y el soporte estructural para la inmovilizaciéon de
moléculas. Algunas de estas caracteristicas influyen positivamente en la eficiencia
de la transferencia de carga, lo que se traduce en un mejor desempeifio analitico del

sensor [91].

2.5.2 Biosensores electroquimicos

La modificaciéon de los transductores electroquimicos (electrodos) con
biomoléculas ha sido una practica muy estudiada para el desarrollo de dispositivos
mas sensibles y puntualmente mas selectivos. Los biosensores se pueden
diferenciar de acuerdo con el elemento biolégico utilizado como receptor. Algunos
de estos pueden ser: organismos, anticuerpos, membranas, organelas, células,

tejidos, acidos nucleicos y enzimas [102].

Las modificaciones electrddicas dan origen a biosensores conductimétricos,
potenciométricos y voltamperométricos; la eleccion de la técnica de electroanalisis
depende de la reaccion bioldgica que media a través del sistema de reconocimiento.
El receptor molecular podria involucrar una conversion del analito en sus
respectivos productos por medio de un proceso biocatalitico, o bien, medir las
interacciones del analito a través del reconocimiento especifico sin una reaccién
quimica basada exclusivamente en la bioafinidad. De estos dos subgrupos de
biosensores, es claro que los biocataliticos requieren de una mayor atencion en esta
seccion puesto que los sensores voltamperométricos miden la corriente que se

produce en una reaccidn de transferencia de electrones [92,103].

Los biosensores surgieron en la década de los afios 1960. La primera
publicacion cientifica sobre un biosensor se refiere a un dispositivo propuesto para
la determinacion de la glucosa en la sangre. Su principio de medicion se fundamenté

en la reaccién catalitica de oxidacion del monosacarido en acido gluconico por
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accion de la enzima glucosa oxidasa inmovilizada en un electrodo selectivo de
oxigeno [104]. Desde entonces, los avances en el desarrollo de este tipo de sensor
electroquimico han sido muy significativos, convirtiéndolo en uno de los sensores
con mayores aplicaciones gracias a los enfoques innovadores que involucran

multiples disciplinas [105].

Entre los componentes receptores tipicos de los sensores biocataliticos
destacan las enzimas, unas biomoléculas de naturaleza proteica con actividad
catalitica muy especifica, i. e. son capaces de acelerar reacciones quimicas de forma
selectiva sin consumirse en el proceso quimico. La forma en la que llevan a cabo este
proceso es por la disminucion de la energia de activacion de la reaccion a través de
una interaccion pasajera con los sustratos o las sustancias reaccionantes. El
mecanismo basico de la catalisis enzimatica se describe como una enzima (E) y un
sustrato (S) que se asocian en un complejo transitorio enzima-sustrato (E-S) previo
a la transformacion del sustrato en un producto (P), tal como se muestra en la

siguiente reaccion general:

kq ks
E+S — ES —— P+E

La velocidad de formaciéon del producto en la expresién anterior, d[P]/dt, se
representa por medio de un reacomodo matematico de la ecuacion de Michaelis-
Menten y se muestra a continuacion:

dt K, +[S] (19)

en la cual V,,,, es la velocidad maxima de la reaccion y K, corresponde a la
constante de Michaelis-Menten definida como la concentracién del sustrato cuando
la velocidad de reaccion es la mitad de V,,,,. Esta constante es afectada por varios
factores, entre ellos la temperatura, el pH y ciertas propiedades del sustrato

mismo [63].

Unas de las enzimas mas empleadas en el disefio y construccion de los
biosensores cataliticos son las oxidorreductasas, un tipo de biomoléculas que

catalizan la transferencia de electrones en las reacciones tipo redox; cualidad que
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resulta muy util para el desempefio analitico del sensor electroquimico. Si bien,
dicha transferencia electrénica entre el centro redox de la proteina y la superficie
electrodica puede suceder de forma directa, la transferencia no siempre ocurre con
facilidad debido al aislamiento que generan las mismas cadenas polipépticas. En
estos casos es recomendable modificar estructuralmente la superficie del electrodo
o utilizar moléculas mediadoras para mejorar el flujo de transferencia de electrones

como se representa en la Figura 15 [106].
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Figura 15 Disefio basico de un biosensor con mediador para el flujo electrénico.

Las flechas indican la direcciéon del flujo de electrones en la catdlisis enzimatica.
S corresponde al sustrato.

La elaboracién de este tipo de sensor electroquimico requiere la adherencia
al transductor, tanto de la enzima como de cualquier otro elemento que forme parte
del disefio estructural. Los métodos de inmovilizacién se pueden agrupar en dos
categorias: a) los fisicos como el atrapamiento y los procedimientos con inclusion
en membranas y b) los quimicos, entre los que se pueden mencionar la adsorcidn, el
entrecruzamiento y la fijacion por medio de enlaces covalentes. La principal ventaja
de la fijacion de los componentes es brindar una mayor estabilidad de la enzima y
del sistema de medicion completo; aunque esto puede disminuir la actividad

catalitica ocasionalmente [107].

Una de las técnicas mas extendidas para la inmovilizacion de agregados
proteicos es la reaccidn de entrecruzamiento a través del glutaraldehido (CsHgO2).
Este compuesto organico se distribuye comercialmente en disoluciones acuosas que

presentan distintas estructuras quimicas -forma monomérica, cadenas lineales
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hidratadas, hemiacetales ciclicos y oligdmeros- de acuerdo con el pH, la
concentracion y la temperatura. El glutaraldehido suele reaccionar con las aminas
primarias presentes en la estructuras basicas de las proteinas para formar enlaces
covalentes entrecruzados que se extienden por polimerizacién fijando las
macromoléculas a la superficie electrodica [108-110]. Algunos procedimientos
alternativos que mejoran la fijacion polimérica de las proteinas son el depdsito
previo de nanomateriales como los nanotubos que sirven para un mayor soporte y

los pretratamientos electroquimicos de las superficies de los electrodos.

2.5.3 Sensores espectroelectroquimicos

El disefio de dispositivos de alta especificidad -e. g. los sensores selectivos de
iones o los biosensores— contribuye a mejorar la selectividad en los sistemas de
medicion electroquimicos. Para que esto suceda, deben cumplirse condiciones muy
especificas que no siempre se pueden garantizar si se toman en cuenta las
propiedades fisicoquimicas del analito y las caracteristicas de la matriz de analisis.
Otra solucion para aumentar la capacidad de resolucién analitica suele ser la
combinacién de técnicas instrumentales para recolectar informacién de los
fendmenos que ocurren en un proceso electrddico desde dos aristas distintas. Esta
tecnologia hibrida integrada en un sensor voltamperométrico combina las ventajas
de cada técnica analitica en un solo ensayo para obtener una mejor descripcion del

sistema quimico [111].

La espectroelectroquimica (SEC por sus siglas en inglés de
Spectroelectrochemistry) se compone de un grupo de métodos de andlisis que
combinan las mediciones de espectrometria y de electroquimica para adquirir datos
de forma simultanea e in situ en una celda electroquimica[112]. El aporte
espectroscdpico depende de la regiéon del espectro analizada, del tipo de interaccion
que tenga con el analito y de la forma en la que se mida. Los resultados de la
espectroscopia molecular, luminiscente o vibracional, por mencionar algunas
metodologias dpticas, contribuyen no solo a recopilar informacién estructural y

conformacional para identificar las especies electroactivas e intermediarios de la
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reaccion, sino a elucidar los mecanismos de transferencia electrénica y a entender

mejor los sistemas estudiados [113,114].

La cuantificacion en los analisis SEC generalmente se realiza a través del
transductor electroquimico empleado en el sensor, algunos de los cuales se
consiguen comercialmente en multiples presentaciones que van desde electrodos
Opticamente transparentes hasta sustratos de superficie mejorada para

espectroscopia Raman [115].

No obstante, cada vez resulta mas comun la eleccibn de técnicas
espectroscdpicas con una utilidad mas alld de la descripcidon e identificacion
molecular. Por tal motivo, las combinaciones de técnicas mas usadas para el
desarrollo de este tipo de sensor son: SEC de absorcidon UV-Vis, SEC de fluorescencia
y SEC de dispersion Raman. Independientemente del objetivo con el que se
configure el sistema hibrido SEC, su mayor potencial proviene del caracter dinamico
de la correlacién bidimensional de metodologias y de la capacidad de alta resolucion

temporal [116].

SEC de UV-Vis. Los sensores de esta categoria combinan la técnica de
absorcion molecular en la region del espectro ultravioleta o visible con alguna de las
técnicas electroquimicas. Ha sido por muchas décadas la herramienta
espectroelectroquimica mas explorada, principalmente por su versatilidad, su bajo

costo y porque es un procedimiento relativamente sencillo [117].

La configuracién de la celda de medicion se establece de acuerdo con el
angulo de incidencia del haz de luz, que puede ser perpendicular al electrodo
(configuracion normal) o de forma paralela (es decir, el camino 6ptico mas largo).
El principio de medicion espectroscopico varia tanto por la configuracion de la celda
como por lo que se desea investigar del sistema electroquimico; asi podria
emplearse, e. g. espectroscopia UV-Vis en modo de transmitancia o

reflectancia [116,118].

SEC de fluorescencia. Los sensores espectroelectroquimicos de este tipo
adicionan al desempefio electroquimico la alta sensibilidad y la selectividad de la

espectroscopia fluorescente; propiedades que permiten ampliar el rango de
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aplicaciones en distintos campos, principalmente en aquellos en los que se requiere
un analisis cuantitativo. Uno de los mayores aportes de esta metodologia es el
monitoreo del tiempo de vida de especies luminiscentes bajo la transformacién

electroquimica in situ del analito [119].

Por el contrario, la poca versatilidad de las celdas de medicion para cumplir
con el requisito de deteccidon luminiscente a 90°, sumado a que se limita a un grupo
reducido de moléculas electroactivas que presentan una buena intensidad
fluorescente, contribuyen a desestimular su investigacion y su uso. Esto ha impedido
el desarrollo exhaustivo de sensores como el que si ha tenido la SEC de absorcién

UV-Vis [120,121].

SEC de Raman. La espectroscopia Raman es una técnica basada en el efecto
de la dispersion inelastica -dispersion Raman- de una fuente de luz laser
monocromatica, usualmente en la region entre el ultravioleta cercano y el infrarrojo
cercano. En los ultimos afos la SEC de espectroscopia Raman se ha convertido en
una herramienta valiosa para estudiar diversos procesos electroquimicos. Algunas
de las aplicaciones mas importantes son: estudios de transferencia ionica y
electronica, analisis cualitativos y cuantitativos, caracterizacion de materiales y

estudios sobre la transformacién y el almacenamiento de la energia [122,123].

A pesar de que la espectroscopia Raman es una de las mejores técnicas para
la identificaciéon molecular a través de la huella espectroscopica de frecuencias
vibracionales, su uso en SEC ha estado subordinado a la sensibilidad analitica que
determina la sefial de la dispersién Raman, la cual es bastante baja en relaciéon con
la dispersion elastica de Rayleigh; ya que aproximadamente solo una molécula en el
intervalo entre 108 moléculas y 10! moléculas experimenta una dispersion
inelastica [118]. El posicionamiento como una herramienta versatil y con potencia
analitica para mediciones de SEC, proviene de la integracion de técnicas que
amplifican significativamente las sefales de las frecuencias de dispersion, por
ejemplo, la espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS por sus siglas en

inglés de Surface Enhanced Raman Spectroscopy) [124,125].
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El fendmeno SERS ocurre por la combinacién de dos mecanismos principales;
el primero es el mecanismo electromagnético, cuyo efecto se debe a la resonancia
de los plasmones cuando inciden los fotones sobre la superficie rugosa del sustrato
metalico, que ocasiona un aumento del campo eléctrico y asi un incremento de la
sefial. El segundo mecanismo es el aumento quimico, el cual es un tanto mas dificil
de predecir y significativamente mas débil que el efecto electromagnético. De forma
muy general, este efecto quimico se puede atribuir a la transferencia de carga que
se da en un pseudocomplejo entre las moléculas del analito y la superficie

nanoestructurada del sustrato [122,126].

La ganancia en la amplificacion de la sefial por medio de la técnica SERS es de
varios ordenes de magnitud, aproximadamente entre 1010 y 1014 veces mayor que
la sefial convencional [127,128], que segun reportes de la literatura cientifica, es

suficiente para detectar una molécula individual [129,130].

Hoy en dia existen muchas configuraciones de celdas para las mediciones de
SEC de Raman, multiples materiales empleados como sustratos y diversas formas de
dirigir los ensayos electroquimicos y los espectroscopicos. Por ejemplo, es posible
emplear el procedimiento electroquimico para cuantificar el analito, para
electroactivar la superficie del sustrato con el propdsito de favorecer el mecanismo

SERS o para absorber el analito sobre la superficie plasmoénica del metal [116].

El incremento cuantioso que proporciona la técnica SERS a la sensibilidad
analitica sumado a la alta selectividad de la espectroscopia Raman, convierten la SEC
de espectroscopia Raman en una de las técnicas mas promisorias para el desarrollo
de sensores espectroelectroquimicos. Los esfuerzos de investigacion actuales van
dirigidos hacia la busqueda y creaciéon de nuevos y mejores materiales que

funcionen como superficie electrédica y a su vez como sustrato para SERS [131].

2.6 Uso de sensores electroquimicos para el analisis de NSP

El analisis quimico de las sustancias psicoactivas abarca una serie de

elementos que incluyen procedimientos muy especificos para la recoleccion de las
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muestras y técnicas de analisis muy especializadas para la determinacion de los

analitos [16].

En el campo de las pruebas de drogas se distinguen, generalmente, dos tipos
de analisis: las pruebas preliminares y las pruebas confirmatorias. Las metodologias
analiticas por excelencia para la confirmacién cualitativa y cuantitativa de NSP se
basan en técnicas estandarizadas de separacion acopladas con la espectrometria de
masas, e. g. la cromatografia de gases (GC-MS del inglés Gas Chromatography-Mass
Spectrometry) y la cromatografia liquida (LC-MS del inglés Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) [132,133].

En contraste, las pruebas preliminares son un campo mas dindmico que
adapta y aplica algoritmos in situ con el propoésito de obtener resultados en tiempo
real. El desarrollo de los sensores electroquimicos ha puesto una especial atencién
a los requerimientos del analisis de campo, en el cual es imprescindible una
respuesta inmediata sin comprometer la calidad analitica de los resultados, tal como

lo demandan la toxicologia y la medicina forense.

Es bien conocido el buen desempeiio analitico que presentan las técnicas de
separacion con espectrometria de masas. Las altas sensibilidad y selectividad hacen
posible la determinacién, basicamente, de cualquier psicoestimulante y de sus
derivados con un elevado porcentaje de confiabilidad, incluso a niveles de
concentracion muy bajos y en diferentes matrices [134]. No obstante, estas potentes
plataformas analiticas estan restringidas a un entorno de laboratorio debido a la
falta de caracteristicas de portabilidad instrumental. Asi mismo, los tiempos de
respuesta analitica no son inmediatos debido a la manipulacién y a la preparaciéon
de muestras en varias etapas [135]. Estas caracteristicas ~-sumadas a los altos costos
de mantenimiento- han motivado la busqueda de herramientas mas versatiles y con
menores costos operativos que permitan solventar las necesidades de una primera

respuesta en ensayos preliminares.

Los nuevos dispositivos de deteccion miniaturizados han provisto a la
comunidad cientifica de aplicaciones modernas para el monitoreo analitico en

tiempo real en las pruebas de drogas. Ciertas caracteristicas de los sensores
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electroquimicos -como la facil manipulaciéon, una minima huella residual
relacionada con la capacidad de analizar micro cantidades de muestra, asi como un
bajo costo para el disefio y el desarrollo del dispositivo- destacan la idoneidad para

los analisis in situ [136].

Los procedimientos electroquimicos de los distintos sensores se adaptan
bien a las condiciones requeridas de campo. Ofrecen, ademdas, métodos de
cuantificacion precisos y con bajos limites de deteccion, cuyos resultados permiten
tomar decisiones en el sitio en conjunto con las autoridades correspondientes,
previo al envio de las muestras al laboratorio para su procesamiento y analisis

confirmatorio [15,137].

En el Cuadro I se muestran los sensores electroquimicos reportados para la
determinacion cuantitativa de las siguientes NSP sintéticas: las piperazinas
bencilpiperazina (BZP) y meta-clorofenilpiperazina (mCPP), la fenetilamina
sustituida 25B-NBOMe, la triptamina dimetiltriptamina (DMT), las catinonas
mefedrona (4-MMC) y su derivado 4-metiletcatinona (4-MEC), asi como el fentanilo
(FYL). La busqueda bibliografica de los sensores incluidos en el Cuadro I se limité a
estas sustancias psicoactivas aun presentes en el mercado global clandestino porque

son las moléculas estudiadas y reportadas en esta tesis doctoral.



Cuadro 1.

Sensores electroquimicos reportados en la literatura para la

cuantificacion de un grupo de NSP sintéticas.

Electrodo Fecha de
Método Referencia
de trabajo (ug/mL) publicacién

25B-

NBOMe

BZP

mCPP

DMT

4-MMC

4-MEC

SWV
Swv
DPV
DPV
DPV
Swv
DPV
DPV
DPV
DPV

POT

DPV
DPV
DPV
DPV
Swv

DPV

DPV

DPV

DPV
Ccv
Ccv

Ccv

Swv
CV-SERS
AdSSWV

DPV

POT

Ccv
Ccv

Ccv
CV-SERS

SP-C
BDD
BDD
BDD
SP-C
SP-Pt
CP
BDD
SP-C
SP-Pt
SP-C

PMBS

BDD
BDD
SP-C
SP-Pt
SP-C
GC
modificado
BDD
SP-C
SP-Pt
SP-G
SP-G
Moneda de
un penique
GC
modificado
SP-Au
CP
modificado
GC
modificado
Selectivo de
iones

SP-G
SP-G
Moneda de
un penique
SP-Au

PBSpH 7.0
BA pH 4.0
BA pH 9.5
CH3CN/TEAP
BBR pH 8.0
CH3CN/TEAP
BBR pH 9.5
CH3CN/TEAP
BBR pH 9.0
CH3CN/TEAP
BBR pH 5.0
Tris-HCl
pH 7.0
BBR pH 10
CH3CN/TEAP
BBR pH 8.0
CH3CN/TEAP
BBR pH 7.0
NaClO4
pH 6.0
CH3CN/TEAP
BBR pH 8.0
CH3CN/TEAP
PBS pH 12.0
BA pH 4.3

BApH 8.5

pH 6.0

H2S04 pH 1.8
Tris-HCI
pH 9.0

BF pH 6.0

PBS pH 12.0
BA pH 4.3

BA pH 8.5
H2S04 pH 1.8

0.04
0.04
0.24
0.44
0.76
1.0
0.77
0.61
1.3
0.05

0.10

0.22
0.27
0.15
1.1
0.02

0.33

0.38
0.33
1.8
13.2
11.8

0.56

1.4x10-4
6.6
6.08x107

0.21

0.18

36.3
11.6

0.50
2.4
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12-2016
08-2017
04-2018
01-2021
01-2021
01-2021
12-2016
01-2021
01-2021
01-2021
04-2021

09-2019

02-2020
01-2021
01-2021
01-2021
10-2021

03-2020

01-2021
01-2021
01-2021
11-2013
08-2014

07-2015

08-2018
12-2021
02-2022

04-2022
01-2023
11-2013
08-2014
07-2015
12-2021

[138]
[139]
[140]
*[141]
*[141]
*[141]
[142]
*[141]
*[141]
*[141]
[143]

[144]

[145]
*[141]
*[141]
*[141]

[146]

[147]

*[141]
*[141]
*[141]
[148]
[149]

[150]

[151]
*[152]
[153]

[154]

[155]

[148]
[149]

[150]
*[152]
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Continuacion del Cuadro L.

, Electrodo | H0))) Fecha de .
Método . ., Referencia
de trabajo (ng/mL) | publicacion

CSWV mogﬂicca i  PBPH74 1.68 02-2019 [156]
SWV mogﬂ;cca 4  PBSPH74 336 04-2019 [157]
DRV dﬁfca 4  PBPH7O 0.101 01-2020 [158]
DPV gztsif/‘\;lcaﬁg PBS pH 7.4 0.004 01-2020 [159]
DPV mogﬂicca 4  PBPH7O 0.101 04-2020 [160]

AdSSWV SP-C Tp“;g_lg g:g;; 07-2020 [161]

FYL  adsppv Gc PB pH 7.4 0.034 09-2020 [162]
modificado

DRV dﬁfca 4  PBSPH7.0 0.003 10-2021 [163]

SWV LCE PBS pH 7.4 0.336 04-2022 [164]
ppV dﬁfca 4  PBSPH7.0 0.001 07-2022 [165]
swv d‘?f‘ilca 4  PBPH74 0.002 08-2022 [166]
swv dﬁfca 4o  PBSpPH7.4 0.002 09-2022 [167]

AdSCV mogﬂicca 4  PBPHTS 0.086 11-2022 *[168]

*Publicaciones realizadas de esta tesis doctoral. POT: potenciometria, AASSWV: adsorptive stripping
SWYV, AdSDPV: adsorptive stripping DPV, SP-C: screen-printed carbon, BDD: boron-doped diamond, SP-
Pt: screen-printed platinum, CP: carbon paste, PMBS: Polymeric membrane-based sensor, SP-G: screen-
printed graphite, SP-Au: screen-printed gold, GC: glassy carbon, SWCNT: single-walled carbon
nanotubes, LCE: laser carbonized electrode, PBS: phosphate-buffered saline, BA: buffer de acetato,
TEAP: tetraethyl ammonium perchlorate, BBR: Buffer Britton Robinson, BF: buffer de fosfatos.

En la dltima década se han reportado alrededor de cincuenta sensores
electroquimicos de distintas técnicas y modificaciones electrodicas solo para estas
siete sustancias psicoactivas. El aumento reciente de propuestas analiticas con
nuevos dispositivos electroquimicos evidencia la relevancia de las metodologias
electroquimicas, tanto asi que se ha incrementado la oferta comercial de
instrumentos, electrodos y distintos accesorios electroquimicos para el desarrollo
de sensores disefiados para analizar, no solo drogas, sino una enorme variedad de

analitos.
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3 Hipotesis

Los métodos electroquimicos basados en la medicion de sefales de
diferentes técnicas electroquimicas con electrodos soélidos tienen la capacidad
analitica para identificar y cuantificar nuevas sustancias psicoactivas, conocidas
como drogas emergentes o de disefio, de manera mas sencilla que otras técnicas de

analisis quimico.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Desarrollar sensores electroquimicos para la determinacién cualitativa y

cuantitativa de drogas sintéticas a partir de varios tipos de electrodos sélidos.

4.2 Objetivos especificos

1. Optimizar las condiciones electroanaliticas para desarrollar sensores
electroquimicos a través del uso de diferentes materiales empleados como

electrodo indicador y soporte electrolitico.

2. Recomendar un sensor electroquimico 6ptimo para el analisis de
drogas sintéticas en saliva por medio de la comparacién de los parametros

de desempefio analitico.

3. Desarrollar un sensor selectivo para la determinaciéon de drogas de
disefio con estructuras quimicas similares por medio de la sincronizacién de

una técnica electroquimica con una técnica espectroscdpica.

4. Usar un sensor espectro-electroquimico para la identificacion de
drogas en aplicaciones forenses por voltamperometria ciclica y

espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS).

5. Crear un biosensor enzimatico para la determinacion de drogas de uso
recreativo a través de la modificacion de electrodos serigrafiados de carbono

con nanotubos de carbono y citocromo c.

6. Validar la metodologia electroquimica utilizada por el biosensor
enzimatico para analizar fentanilo en orina mediante la determinacion de
algunos parametros analiticos tales como: sensibilidad, linealidad,

reproducibilidad, limites de deteccion y cuantificacion, entre otros.
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5 Seccion experimental

En las siguientes figuras se esquematizan los procesos generales de la parte
experimental de esta investigacion para la elaboraciéon de los tres sensores
quimicos, el biosensor enzimatico y el sensor espectroelectroquimico. Los
procedimientos detallados que corresponden a cada una de las etapas de esos
procesos de elaboracidn se describen en los respectivos apartados de la seccion de

resultados y discusion [108,159,169-172].

SENSORES ELECTROQUIMICOS

Se evaluaron los parametros de
desempeifio analitico tales como:
rango de trabajo, precision,
sensibilidad, selectividad, LOD,
LOQ y veracidad

Validacién de la
metodologia del andlisis
electroquimico

Se estudié la electroactividad de
once moléculas clasificadas como
psicoestimulantes de las cuales se
escogieron cuatro aminas
secundarias: 25B-NBOMe, BZP,
mCPP y DMT

Analisis exploratorio
de drogas de diseio

1 2 )

Aplicacion del método
para analizar muestras
de drogas en saliva

Optimizacion de las
variables involucradas
en el electroanalisis

Evaluacion electroquimica
de un conjunto de
electrodos sélidos

Se seleccionaron los electrodos
serigrafiados de platino y
carbén y el electrodo de

diamante dopado con boro
para el cual se elaboré una
microcelda

Se establecieron las condiciones
generales del andlisis y los
pardmetros analiticos para las
técnicas DPV y CV en funcién
de la maxima corriente anédica

Se utilizé el sensor quimico de
mejor respuesta electro-
quimica para analizar
muestras preparadas en saliva
natural por adicion estandar

Figura 16 Esquema que ilustra el proceso para desarrollar los tres sensores
electroquimicos para el analisis de las drogas 25B-NBOMe, BZP, mCPP y DMT.
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SENSOR ESPECTROELECTROQUIMICO

Se realizé la activacion
electroquimica de la superficie para
SERS por medio de la formacion y
remocién in situ de agregados de
nanoparticulas

Modificacién electroquimica in
situ de la superficie del sustrato
para obtener EC-SERS

Valoracién de posibles
sustratos para
espectroscopia Raman

Se evaluaron electrodos
serigrafiados de distintos

materiales y se eligié Au
curado a baja temperatura

Caracterizacién fisica
de la superficie del
sustrato

Se determiné la rugosidad y el
tamafo de agregados en la
superficie del sustrato de Au
pristino y electroactivado por
imagenes SEM y AFM

Se optimizé la metodologia
espectro-electroquimica para
identificar por EC-SERS y
cuantificar por CV dos drogas con
estructuras quimicas muy similares

Determinacion selectiva de las
catinonas sintéticas 4-MMC y
4-MEC por EC-SERS

Andlisis de muestras
de incautacién y de
orina sintética

Se analizaron muestras
preparadas en el laboratorio
tanto de incautacién como de

orina para determinar

4-MMC y 4-MEC

Figura 17 Esquema que resume el proceso para desarrollar el sensor espectro-

electroquimico para la determinacion de las catinonas sintéticas 4-MMC y 4-MEC.
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BIOSENSOR ENZIMATICO

Se utilizaron imagenes SEM
para calificar el proceso de
elaboracion del biosensor
enzimatico

Caracterizacién fisica del
proceso de construccién
del biosensor

Disefio y construccion del
biosensor enzimatico
sobre un electrodo
serigrafiado de carbono

Se modificé la superficie del
electrodo con nanotubos de
carbono y luego se anclé
covalentemente el citocromo ¢

Optimizacién de las
condiciones para emplear
el biosensor en mediciones

voltamperométricas

Se optimizaron la concentraciéon
de la enzima, la estabilidad del
biosensor, el tiempo de
adsorcion, el soporte electrolitico
y la velocidad de barrido

Se evaluaron los paradmetros de
desempefio analitico tales como:
linealidad, precision,
sensibilidad, selectividad, LOD,
LOQ y veracidad

Validacién de la
metodologia para la
determinacién de fentanilo

Determinacién de la
eficacia del método
para analizar muestras
de fentanilo en orina

Se enriquecieron muestras
de orina de voluntarios no
consumidores y se analizaron
por la técnica de adiciéon
estandar

Figura 18 Esquema representativo del proceso para desarrollar un biosensor

enzimatico para la determinacion cuantitativa de fentanilo.
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6 Resultados y discusion

Los resultados que se muestran a continuacidon estan separados en tres
apartados que abordan el disefio, la experimentacién y el desarrollo de distintos
sensores electroquimicos para los analisis de las NSP. La forma en la que se presenta
cada apartado corresponde al formato original de la publicacién cientifica en el
idioma inglés, generada de acuerdo con los objetivos planteados -se tradujo el

resumen y la introduccion-.

En el primer apartado se exponen tres sensores electroquimicos construidos
con electrodos serigrafiados de carbon y platino, asi como con el electrodo sélido de
diamante dopado con boro. Los dispositivos se optimizaron para analizar cuatro
drogas del conjunto de nuevas sustancias psicoactivas: 25B-NBOMe, BZP, mCPP y
DMT. La efectividad de los tres sensores para determinar las cuatro drogas se midi6
en muestras simuladas de fluido oral. El esquema general de la parte experimental

se puede consultar en la Figura 16.

Seguidamente, en el apartado II, se muestran los resultados y los datos de la
experimentacion para el desarrollo de un sensor espectroelectroquimico basado en
voltamperometria ciclica y espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS). El
dispositivo se utilizd para identificar y cuantificar la mefedrona (4-MMC) y su
derivado la 4-metiletcatinona (4-MEC). Se emple6 un electrodo serigrafiado de oro,
tanto para la voltamperometria como para SERS (ver la Figura 17 para consultar la
parte experimental). La viabilidad del sensor se prob6 en muestras simuladas de

incautacion y de orina sintética.

Por ultimo, en el tercer apartado se presenta un biosensor
voltamperométrico de catalisis enzimatica para la determinacion de fentanilo, segtin
el procedimiento experimental que se ilustra en la Figura 18. El disefio se baso en
un electrodo serigrafiado de carb6n modificado con nanotubos de carb6n y con una
biopelicula de citocromo c. El desempefio analitico del dispositivo se midié con los

resultados del andlisis de muestras simuladas de fentanilo en orina natural.



Resultados y discusién |56

6.1 Apartado I: Sensores electroquimicos

Sensores electroquimicos para el analisis cuantitativo de las
drogas de disefio 25B-NBOMe, DMT, BZP y mCPP en saliva

6.1.1 Resumen

Las drogas 25B-NBOMe, N,N-dimetiltriptamina (DMT), 1-bencilpiperazina
(BZP) y 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) se clasifican como nuevas sustancias
psicoactivas (NSP) con potentes efectos alucindgenos y estimulantes. Con el fin de
desarrollar dispositivos basados en métodos expeditos para el analisis preliminar
de drogas, se investig6 el comportamiento electroanalitico de estas moléculas
mediante las voltamperometrias ciclica (CV) y de diferencial de pulso (DPV). Los
transductores que se utilizaron en el disefio de los sensores fueron un electrodo de
diamante dopado con boro —ensamblado en una microcelda impresa en 3D- y varios
electrodos serigrafiados desechables, tanto de carbon como de platino. El método
de bajo costo propuesto en este estudio se caracteriza por requerir un volumen
entre los 50 pL ylos 100 pL, por una preparaciéon simple de la muestra y por generar

muy pocos residuos.

Las sefales electroquimicas registradas como picos de corriente anodica se
obtuvieron de curvas de regresion lineal de cinco puntos (n = 3), optimizadas para
estimar la sensibilidad, los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ), la
repetibilidad y la precision intermedia. Los resultados fueron concordantes con
dispositivos analiticos de alta sensibilidad, con una precision satisfactoria -
coeficientes de variacion entre el 1.7% y el 9.0%- y con bajos limites de deteccién -
valores entre 0.15 pg/mL y 1.8 ug/mL- que prevén un potencial valor analitico en
aplicaciones clinicas y forenses. La veracidad del método y la aplicabilidad del
sensor voltamperométrico se evaluaron a través de curvas de adicion estandar para
analizar muestras enriquecidas de fluido oral; cuyas recuperaciones analiticas
estuvieron entre el 98% y el 103%. Este trabajo de investigacidn permitié comparar,
por primera vez, los parametros de desempefio analitico de cada uno de los tres
sensores electroquimicos para la determinacion de las cuatro sustancias

psicoactivas elegidas.
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6.1.2 Introduccion

Las NSP con potentes efectos psicotropicos preparadas en laboratorios
clandestinos plantea retos importantes para la salud publica, ya sea por el uso
indebido o por el abuso de estas sustancias[173]. A principios del afio 2020,
alrededor de 120 paises de todo el mundo reportaron la apariciéon de un total
acumulado de casi mil tipos de NSP, muchas de las cuales son agonistas y
estimulantes de los receptores de cannabinoides sintéticos como las fenetilaminas

y las catinonas sintéticas [174].

La expansion en la produccion de NSP se evidencia, ademas, en el nimero de
incautaciones de los precursores, en el analisis de residuos de drogas sintéticas en
diferentes matrices y en la deteccion de nuevos laboratorios para la sintesis de

drogas no legales, lo que indica un aumento en la demanda de estas sustancias [175].

El estudio de la actividad comercial de las NSP revela un mercado complejo
que cambia rapidamente por muchas razones, principalmente, por motivos sociales
y legales que afectan su estabilidad [3]. Parte de esta dindmica se debe a la
introduccion de nuevas sustancias que actualmente no estan bajo ningtin control y
que pueden comercializarse como alternativas a las drogas ilegales a través de

mecanismos de distribucion como internet o las redes sociales [5].

Ciertas drogas emergentes se venden libremente porque no estan prohibidas
de manera oficial. Es comun conocer estas sustancias en el mercado como
“euforizantes legales” cuya distribucion evidencia un estatus de legalidad ambiguo

que no se aborda de la misma forma en todos los paises [6].

La innovacion en la manipulacion quimica de las sustancias psicoactivas
ocurre de muchas formas, desde la eliminacion o adicién de atomos en una molécula
ya conocida por sus efectos psicotropicos, hasta la sintesis quimica de un producto
completamente nuevo [4]. Estos procedimientos aumentan la probabilidad de que
las NSP no sean reconocidas por las autoridades y de favorecer su comercializacion,
tanto en pequefas cantidades como a mayor escala por los grupos del crimen

organizado [2].
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En respuesta a los nuevos desafios que plantea el mercado de las NSP, es
fundamental desarrollar métodos analiticos practicos y mas rapidos que puedan
aplicarse en el laboratorio o en el campo. Estos procedimientos le permiten a las
autoridades tomar acciones oportunas en el analisis forense de drogas y en la
incautacion de las NSP, lo que resulta en una rapida identificacion y cuantificacion

de drogas legales e ilegales [16].

Para hacer frente a la creciente necesidad de agilizar la generacion de datos
para el analisis de NSP y al mismo tiempo reducir los costos operativos sin disminuir
la sensibilidad del método [176], diferentes grupos de investigacion han promovido
el uso de técnicas de deteccion electroquimica como la CV, la DPV, la SWV y la
amperometria [156,177]. La electroquimica como una herramienta analitica para la
cuantificacion de NSP ha recibido una amplia aceptacién debido a sus muchas
ventajas que incluyen: costos moderados, alta sensibilidad, preparaciéon minima de
la muestra, tiempo cortos de andlisis, determinaciones simultaneas de varios

analitos y portabilidad instrumental [161,169,178].

La GC-MSy la LC-MS suelen ser las técnicas de analisis para NSP mas comunes
en los laboratorios quimicos forenses. La desventaja de estas plataformas analiticas
es que estan restringidas a un entorno de laboratorio, por lo que carecen de
portabilidad y requieren altos costos de mantenimiento [179]. En contraste, las
técnicas electroquimicas son bastante versatiles y se adaptan muy bien tanto a las
condiciones de laboratorio como a las de campo para un analisis preliminar de

sustancias psicoactivas [88,142].

El desarrollo de electrodos de deteccion miniaturizados y desechables
capaces de analizar microcantidades de un material de prueba y con una generacion
minima de residuos, ha abierto nuevas oportunidades dentro de las comunidades
forenses y toxicoldgicas [180]. Asi mismo, la poca afectacion de los efectos de
acumulacion presentes en los electrodos sélidos convencionales, aunado a la
versatilidad para modificar la superficie de estos electrodos con el propoésito de

aumentar la sensibilidad y la selectividad de la respuesta analitica de los
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dispositivos, lo convierten en una excelente herramienta para la deteccion de

NSP [181-183].

Durante el desarrollo de un experimento electroquimico pueden surgir
algunos imprevistos, e. g. el dep6sito de contaminantes insolubles producto de las
reacciones quimicas en la superficie del electrédica y la pasivacion del electrodo.
Estas limitaciones se minimizan al utilizar electrodos serigrafiados o un electrodo
de diamante dopado con boro (DDB) empleando un procedimiento de limpieza
electroquimico [18]. Para el siguiente trabajo de investigacion se utilizaron tres
tipos de electrodos de trabajo disponibles comercialmente para estudiar los

resultados y los parametros analiticos.

El método electroquimico desarrollado se aplico para la deteccidon en saliva
de algunas NSP (ver Figura 19) que contienen una amina secundaria en sus
estructuras. Se construy6 una microcelda casera (100 pL) para el electrodo de DDB
y se empled el analisis en gota (50 pL) para los electrodos serigrafiados de carbono
y de platino. Se compararon por primera vez los resultados obtenidos por DPV con

los tres electrodos de trabajo para estas cuatro drogas sintéticas.

A) 25B-NBOMe

P B IR

Figura 19 Estructuras quimicas de la drogas 25B-NBOme, BZP, mCPP y DMT.

C) mCPP D) DMT

(a) Alucinégeno sintético de la serie NBOMe. (b) Bencilpiperazina y (c) 1-(3-
clorofenil)piperazina son ambas estimulantes sintéticos pertenecientes al grupo de las
piperazinas. (d) N,N-dimetiltriptamina es una sustancia alucinégena de la familia de las
triptaminas [184].
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25B-NBOMe These results translate into methods with high sensitivity, satisfactory precision (range of 1.7% to 9.0%) and low limits
Benzylpiperazine of detection (LOD from 0.15 pg/mL to 1.8 pg/mL) with analytical value in clinical and forensic techniques. Accuracy
1-(3-chlorophenyl)piperazine and applicability of the voltammetric method was assessed in spiked oral fluid samples by standard additions calibra-
NN-dimethyltryptamine tion curves with recovery ranging from 98% to 103%. For the first time, the electrochemical data obtained by DPV on

three different working electrodes and the analytical parameters are compared for these NPS.

1. Introduction

The United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), defines novel
psychoactive substances (NPS) as “substances of abuse, either in a pure
form or a preparation, that are not controlled by the Convention on Nar-
cotic Drugs or Psychotropic Substances, but which may pose a public health
threat” [1].

The last reports of UNODC reflect an increase in the production and dis-
tribution of illicit drugs. The large and rising amounts of seized drugs by au-
thorities are not limited only to traditional drugs. Newer and unexpected
illicit NPS prepared in clandestine laboratories with unknown quality con-
trol pose a growing threat to public health, either due to misuse or abuse of
these substances [1].

In early 2020, 120 countries worldwide have reported the emergence of
a cumulative total of almost one thousand individual NPS, most of which
are synthetic cannabinoids receptor agonists and stimulants, such as
phenethylamines and synthetic cathinones [2]. The expansion in NPS pro-
duction is also evidenced by the seizures of precursors, the analysis of

synthetic drug residues in different matrices and the detection of new ille-
gal drug laboratories, indicating an increase in demand [3].

The study of the supply and demand of NPS has revealed a very complex
market which changes very quickly for a variety of reasons, mainly societal
and legal, which affect its stability [4]. Part of this dynamic is due to the in-
troduction of the synthesis of new substances that are not currently under
control and that can be marketed as alternatives to illegal drugs through
new distribution mechanisms such as the internet or social media [5].
These emerging drugs are called “legal highs” because they may be consid-
ered legal in some places, thus revealing a legal status that is, in fact, ambig-
uous and not present in all countries [6].

Innovation in the chemical manipulation of these substances occurs in
many ways, from the simple removal or addition of atoms in a molecule al-
ready known for its psychotropic effects to the chemical synthesis of a
completely new product [7]. These procedures increase the likelihood
that the NPS will not be identified by the authorities and therefore, are
more easily marketed in both small amounts and on a larger scale by orga-
nized crime groups [8].

* Corresponding author at: Centro de Investigacién en Electroquimica y Energia Quimica (CELEQ), Universidad de Costa Rica, San José 11501-2060, Costa Rica.
E-mail addresses: jerson.gonzalez@ucr.ac.cr (J. Gonzélez-Hernandez), miriam.barquero@ucr.ac.cr (M. Barquero-Quirés).
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1572-6657/© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.
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In response to the new challenges posed by the NPS market, it is essen-
tial to develop practical and quicker analytical methods which can be ap-
plied in the laboratory or in the field. These novel procedures will allow
authorities to take timely actions in forensic drug analysis and seizure of
NPS, resulting in the rapid identification and quantification of both legal
and illegal drugs [9].

To address the growing need to streamline the data generation for NPS
analysis while also reducing operating costs and not decreasing the sensitiv-
ity of the method [10], different research groups have promoted the use of
electrochemical screening techniques like cyclic voltammetry, differential
pulse voltammetry, square wave voltammetry and amperometry [11,12].
The use of electrochemistry as an analytical tool for the quantification of
NPS has received wide acceptance because of its many advantages, includ-
ing: moderate cost, high sensitivity, minimum sample preparation, rapid
analysis time, simultaneous determinations of several analytes and porta-
bility [13-15].

Typically, gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) and liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) are the most common NPS
analysis techniques in forensic laboratories. The combination of high sensi-
tivity and selectivity makes possible the identification of a large number of
organic substances with a reliable confirmation capacity [16]. The disad-
vantage of these analytical platforms is that they are restricted to a labora-
tory environment, therefore lacking portability features and requiring high
maintenance costs [17].

The electrochemical techniques are quite versatile and adapt very well
to laboratory or field conditions for a preliminary screening of target
drugs [18,19]. Coupling electrochemical techniques with confirmatory
methods such as Raman spectroscopy, allows processing a larger number
of samples, reduces costs, and provides better identification criteria [20].
The development of miniaturized sensing devices capable of analyzing
microquantities of a testing material, and with minimum waste generation,
has opened new opportunities within the forensic and toxicology communi-
ties [21]. Also, the lack of memory effects present in solid electrodes and
the practical ability to chemically modify the surface of these electrodes
to increase the sensitivity and selectivity of the analytical response of the
devices, make it an excellent tool for the detection of NPS [22-24].

During the development of an electrochemical experiment some
challenges, such as the deposition of insoluble contaminants from
chemical reactions on the electrode surface and the solid electrode pas-
sivation, may arise. These limitations are overcome when using either
disposable screen-printed electrodes or a boron-doped diamond (BDD)
electrode, optimizing an electrochemical procedure for cleaning [25].
Consequently, three types of commercially available working electrodes
were used to investigate the results and analytical parameters in order
to recommend the best method for assessing the applicability for the
testing of real samples.

In this work, an electrochemically eco-friendly method applied to the
sensing of NPS containing one secondary amine group was developed. It
was performed in a homemade microcell (100 pL) for BDD electrode and
drop solution (50 pL) techniques for screen-printed electrodes based on car-
bon and platinum. For the first time, the electrochemical results obtained
on three different working electrodes by DPV are compared for these illicit
drugs under study shown in Scheme 1.

A) 25B-NBOMe

B) BZP
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2. Experimental
2.1. Materials

All chemicals used were of analytical grade without further purification.
All solutions were prepared with deionized water of resistivity 18.2 MQ-cm
supplied by TKA (inverse osmosis with an UV lamp irradiation system).

Britton Robinson buffer (BRB) solutions for screen-printed carbon
(SP-C) electrodes determinations were prepared at 0.04 M with H3BO3
(= 99.5%), H3PO, 85% (ACS reagent) and acetic acid Suprapur®
(CH,COOH, 99.8%) purchased from Merck, Darmstadt, Germany; and the
pH was adjusted with NaOH Suprapur® solution (Merck, Darmstadt,
Germany). Tetraethylammonium perchlorate (TEAP, (CoHs)4NClO4, = 99.0%,
Sigma-Aldrich) 0.02 M in acetonitrile (CH3CN, Merck, Darmstadt,
Germany) was used as the supporting electrolyte for boron-doped diamond
(BDD) and screen-printed platinum (SP-Pt) electrodes determinations.

Na,CO3'10H,0 and NaHCO3; (Merck, Darmstadt, Germany) were used
for the preparation of 0.10 M carbonate-bicarbonate buffer solution at
pH 10.0 adjusted with NaOH Suprapur® solution.

The Analytical Reference Standards of the NPS in methanol solu-
tion were supplied by Sigma-Aldrich (Cerilliant®): 2-(4-bromo-
2,5-dimethoxyphenyl)-N-[(2-methoxyphenyl)methyl]ethanamine HCI
(25B-NBOMe), 1-Benzylpiperazine 2HCI (BZP), 1-(3-Chlorophenyl)pipera-
zine HCl (mCPP) and 2-(1H-indol-3-yl)-N,N-dimethylethanamine (DMT),
also mCPP was supplied in the form of crystalline powder and additionally
BZP was synthetized and characterized by Laboratorio de Quimica Supra-
molecular, Escuela de Quimica, Universidad de Costa Rica.

2.2. Instruments and apparatus

Voltammetric measurements were carried out using an electrochemical
system Autolab PGSTAT Echo Chemiel28 N (Echo Chemie, Utrecht, The
Netherlands) controlled by the electrochemistry software Nova v2.1.4.

Experiments were performed utilizing a 3 mm diameter BDD electrode
(Windsor Scientific Ltd.) assembled in a glass and polylactide polymer for
3D printing the homemade microcell (Fig. 1, platinum wire and Ag/AgCl
wire were used as auxiliary and reference electrodes), SP-C electrodes
(DRP-C110 Metrohm, WE carbon, CE carbon and RE Ag/AgCl pseudo-
reference electrode) and SP-Pt electrodes (thick film 61,208,510 Metrohm,
WE platinum, CE carbon and RE Ag/AgCl pseudo-reference electrode).

A DropSens connector for plastic substrate screen-printed electrodes
was used for the measurements. Since non-aqueous solvents were being ap-
plied to the platinum electrodes, a DRP-Transcell, purchased from
DropSens, was utilized.

The pH values were adjusted with a pH-meter (Mettler Toledo™,
Schwerzenbach, Switzerland).

2.3. Electrochemical measurements

The supporting electrolytes tested were BRB, carbonate buffer, and ace-
tonitrile containing TEAP.

The electrochemical parameters were optimized using three different
working electrodes under study for the detection of these analytes. The

C) mCPP D) DMT

T O g

Scheme 1. Chemical structures of the NPS and their trivial names. (A) Synthetic hallucinogen from the NBOMe series, (B) benzylpiperazine and (C) 1-(3-chlorophenyl)
piperazine are synthetic stimulants belonging to the piperazine group and (D) N,N-dimethyltryptamine is a hallucinogenic substance from the tryptamine group [26].
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A B

Fig. 1. (A) Homemade microcell, working electrode of BDD, reference electrode of
Ag/AgCl (green electrode) and platinum auxiliary electrode. (B) Assembled
microcell for measurements on BDD electrode.

sequential variation of the parameters within the selected range led to the
selection of the best instrumental conditions: scan potential (—0.1 V -
1.8 V), interval time (0.15 s — 0.5 s), modulation amplitude (40 mV —
80 mV) and scan rate (10 mV/s — 100 mV/s).

The chemical standards in methanol were evaporated, using either a
continuous flow of nitrogen gas or an oven with a controlled temperature
of 30 °C for two hours, and then were dissolved in the corresponding sol-
vent (BRB solution for measurements at SP-C electrodes and acetonitrile
for BDD and SP-Pt electrodes).

BDD electrode was manually polished with alumina powder on a nylon
pad, followed by rinsing with deionized water. Electrode surface was
pretreated galvanostatically in 0.5 M H,SO,4 with a cathodic pretreatment
by applying a current density of 25 mA/cm? (1.77 mA) for 120 s followed
by an anodic pretreatment by applying —25 mA/cm?*

(—1.77 mA) for 180 s [14]. The differential pulse voltammetry was per-
formed using the following optimized electrochemical parameters: modula-
tion time of 0.05 s, the interval time of 0.2 s, modulation amplitude of
70 mV, step potential of 10.5 mV, and a scan rate of 50 mV/s.

SP-C electrodes analytical determinations were optimized in aqueous
solution at different pH values (BRB at pH values of 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0
and 10.0). The carbon electrodes were rinsed with 1.0 mL of deionized
water. The differential pulse voltammetry analysis was performed using
the following optimized electrochemical parameters: modulation time of
0.05 s, the interval time of 0.2 s, modulation amplitude of 60 mV, step po-
tential of 10.5 mV, and a scan rate of 50 mV/s.

SP-Pt electrodes were rinsed with 100 pL of acetonitrile between each
measurement. The differential pulse voltammetry analysis was carried out
using the following optimized electrochemical parameters: modulation
time of 0.05 s, interval time of 0.3 s, modulation amplitude of 60 mV,
step potential of 10.5 mV and a scan rate of 35 mV/s.

2.4. Influence of interferences

This study was conducted assuming the same analytes as possible
interferents. The binary solutions were prepared at a concentration ratio
of 1:1 (analyte:interference) to investigate the overlapping peaks. A concen-
tration mixture of 5 pg/mL was used for the method using the BDD elec-
trode and 15 pg/mL for the SP-Pt electrodes. The influence of
interference on the SP-C electrode was studied at 3 pg/mL and 5 pg/mL. Ad-
ditionally, a mixed solution with the four analytes at the same concentra-
tion was also analyzed to evaluate the selectivity of the methods for the
target NPS.

2.5. Analysis of spiked samples

Four simulated samples were prepared by spiking drug-free oral fluid
from volunteers with the standards (25B-NBOMe, BZP, mCPP or DMT).
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Saliva was self-collected by having volunteers spit into a sterile test tube
one hour after the last food or drink consumption.

A micro-aliquot from oral fluid was spiked with the standard at
50 pg/mL in BRB at pH 8.0. Another micro-aliquot of saliva was spiked
with only BRB and treated as an analytical blank. The spiked sample at
10 pg/mL and the blank were crashed with cold acetonitrile at a ratio of
1:1 and centrifuged at 3500 rev/min for 5 min. The supernatant was sepa-
rated from the protein pellet and the residual acetonitrile was evaporated
using a flow of nitrogen.

The optimized electrochemical procedure by DPV on SP-C electrode
was applied to test the simulated samples by standard addition calibration
technique and assess the potential use of this method in biological samples.

3. Results and discussion

An electrochemical method is proposed for the analytical determination
of four analytes classified as NPS: 25B-NBOMe, BZP, mCPP and DMT as
shown in Scheme 1. Differential pulse voltammetry (DPV) was optimized
in both aqueous and organic solvents using BDD, SP-C and SP-Pt as working
electrodes in microvolume samples ranging from 50 pL to 100 pL. The min-
imal sample sizes make this an eco-friendly technique. The electroanalyti-
cal conditions for each electrode were optimized to enhance the peak
height current to analyze all compounds of interest in the same supporting
electrolyte and electrochemical parameters. The solutions selected were
BRB solution for SP-C electrode and acetonitrile containing TEAP for BDD
and SP-Pt electrodes due to these solvents having an electrochemical win-
dow that allows the four substances to be tested under the same conditions.

The electro-oxidation process of the analytes was investigated by cyclic
voltammetry (CV) using the selected medium for the three types of elec-
trodes. The voltammograms in Fig. 2, evidenced an electrochemical non-
reversible behavior with anodic peaks for chemical reactions from all target
substances on the working electrode surface as reported by other re-
searchers [18,27-29]. The voltammograms recorded on BDD and SP-Pt
electrodes are presented in the supplementary information (Fig. S1 and
S2). Probably due to the combination of a low sensitivity of the CV tech-
nique with a low concentration of the tested NPS, only a non-reversible ox-
idation wave was observed for BZP on BDD electrode and DMT on SP-Pt
electrode, contrary to the two anodic signals suggested by screening using
differential pulse voltammetry. The oxidative waves (E,) for 25B-NBOMe,
BZP, mCPP and DMT recorded by CV on the SP-C electrode were 0.74 V,
0.71V, 0.56 and 0.51 V respectively.

3.1. Sensing on the BDD electrode

Fig. 1A shows the parts of the homemade microcell designed for this re-
search to replace the traditional cell of 5 mL with a system in which the
sample size is in the order of microvolume (maximum 100 pL). By assem-
bling the microcell as in Fig. 1B, the three electrodes are brought into con-
tact with the liquid sample, which allows the electrochemical
determination of the analytes driven by a diffusion process to access the
working electrode at the bottom of the microcell. This method has some in-
herent advantages, such as minimum sample preparation and reduced sam-
ple size requirements. Therefore, the chemical residues generated from the
tests are minimal compared to the waste produced by using cells with
higher volume capacity (5 mL — 20 mL) for measurements on the BDD
electrode.

The electroanalytical determination of the substances was performed in
0.02 M TEAP/CH;CN at the anodic potential in the range from +0.2 V to
+1.8 V. These conditions allowed the target species' characterization in
which different electrochemical mechanisms are probably involved.
These included either the electro-oxidation peak of the secondary amine
present in the four analytes' chemical structure or the electro-oxidation
peak of the substitution chemical reaction to replace the halide group by
the hydroxyl group in the aromatic ring for 25B-NBOMe and mCPP
[30,31].
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Fig. 2. Cyclic voltammetry profiles for the analytes at 25.0 pg/mL in BRB solution at pH 8.0, recorded using a SP-C electrode. (A) 25B-NBOMe; (B) BZP; (C) mCPP; and

(D) DMT. Scan rate: 100 mV/s.

The initial test concentration was from 0.5 pg/mL to 1.0 pg/mL to iden-
tify an oxidation signal different from the blank. In the case of BZP, the con-
centration was increased every 2 pg/mL until obtaining a quantifiable
signal ranging from 15.0 pg/mL to 20.0 pg/mL. Before conducting any mea-
surements on the BDD electrode, preliminary treatment of its surface was
performed. This electrochemical procedure consists of an initial cathodic,
and later galvanostatic treatment using 0.5 M H,SO, for cleaning the elec-
trode surface and improving the repeatability of the method [14]. Addition-
ally, the electrode was manually polished at the beginning of each
calibration curve with alumina powder on a nylon pad, followed by rinsing
with deionized water.

Fig. 3. depicts the curve profile of the voltammograms recorded by DPV
at the BDD electrode assembled in the microcell and increasing concentra-
tion of 25B-NBOMe (1.0 pg/mL - 5.0 pg/mL), BZP (20.0 pg/mL -
40.0 pg/mL), mCPP (1.0 pg/mL - 5.0 pg/mL) and DMT (1.0 pg/mL -
5.0 pg/mL). A five-point analytical curve demonstrates a linear relationship
between anodic peak current (I,) and the standard concentration (C) (see
Fig. S3). The investigation of the electro-oxidation process of BZP
(Fig. 3B) and mCPP (Fig. 3C) exhibited a second slightly increasing peak
(ID) shifted to more positive potential (+1.4 V and + 1.2 V respectively)
which can contribute to the electrochemical identification of piperazines,
however, the analytical determination was carried out at peak I (+0.92 V
for BZP and +1.05 V for mCPP) in order to get a higher selectivity. Other
researchers suggest that the oxidation reaction of piperazines can take
place through the tertiary amine [18], therefore the electro-oxidation
mechanism could involve two functional groups (secondary and tertiary
amine) in two different steps depending on the type of electrode used and
the solvent, such as is evidenced in this study.

Based on the BDD electrode results, this method showed good perfor-
mance for the electro-oxidation of the selected substances. Table 1 summa-
rizes the analytical parameters of each calibration curve on this working
electrode. It can be seen that the oxidation potentials are in the range

from +0.92 V to +1.30 V. The highest sensitivity of the method is for
DMT and the lowest for BZP based on the slope of the analytical curve,
and correlation coefficients r* > 0.990 confirm the linear dependence.

3.2. Sensing on the SP-C electrode

The experimental conditions for the SP-C electrode were optimized
using BRB because the best analytical response signal was obtained in this
medium for the standards studied. Fig. 4A demonstrates a linear relation-
ship of oxidation potential (E,) vs. pH of the buffer, in which the potential
is inversely proportional to the pH in the range of 5.0 to 10.0 using DPV
[32]. This electrochemical dependence on the pH suggests a redox process
governed by the amines rather than other possible groups in the structure of
the NPS such as halides or benzene ring. The slopes of the analytical curves
tested in triplicate for the 25B-NBOMe (2 0.986), BZP (r* 0.976), mCPP
(r* 0.984) and DMT (r* 0.993) were —40, —49, —40 and —49 mV by
pH unit at 25 °C respectively. These values were close to the expected
theoretical slope of 59 mV by pH unit at 25 °C [33] for an irreversible
oxidation mechanism based on a single proton and electron by analogy
to the Nerst equation, a process attributed to the monoelectronic oxida-
tion of the secondary amine present in all drugs studied [30].

Fig. 4B shows the analytical response of the SP-C electrode for a
2.0 pg/mL standard screened at different pH values of BRB. The highest
peak current for the substances was obtained at pH values close to the cal-
culated pKa [34] of the NPS tested. For 25B-NBOMe (pKa 8.79), mCPP (pKa
8.87) and DMT (pKa 9.55) the pH with the maximum response peak (1,,)
was 8.0, while for BZP (pKa 9.26) it was at pH 9.0, since as the pH increases,
the solubility of these compounds decreases, allowing for a more significant
interaction with the hydrophobic surface of the carbon electrode.

The measurements on screen-printed electrodes were performed in a
drop of 50 pL on the electrode surface. Thus, the analyte contact with the
working electrode depended on a diffusion mechanism similar to the
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Fig. 3. DPV curve profiles for increasing analytes concentration in 0.02 M TEAP/CH;CN solution recorded using BDD electrode. (A) 25B-NBOMe; (B) BZP; (C) mCPP; and

(D) DMT. Scan rate: 50 mV/s.

Table 1
Analytical parameters for the five-point calibration curve of the analytes in TEAP/CH3CN on BDD electrode assembled in the microcell by DPV. I, = peak current (pA), C = con-
centration (ug/mL).
Parameter 25B-NBOMe BZP mCPP DMT
Calibration range (pg/mL) 1.0-5.0 20.0-40.0 1.0-5.0 1.0-5.0
Oxidation potential (V) 1.30 0.92 1.05 1.06
Regression equation (n = 5) I, = 0.215 - C — 0.064 I, = 0.048 - C — 0.634 I, = 0.320 - C + 0.205 I, = 0.371 - C + 0.006
Correlation coefficient (r?) 0.998 0.999 0.996 0.998
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Fig. 4. Relationship between oxidation peak and pH of buffer solution at SP-C electrode. (A) Effect of pH on the oxidation potential (E,) and (B) Effect of pH on the sensor
response (I,), the gray rectangles correspond to the highest peak current and the pH selected for each NPS. Conditions: DPV (scan rate: 50 mV/s), BRB solution and NPS

concentration of 2.0 pg/mL.
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homemade microcell. Notably, the advantage of the drop technique is that
a smaller sample size is required than is needed to conduct the measure-
ment at the BDD electrode, which is already a tiny volume (100 pL).
Fig. 5 depicts the voltammograms of the curve profiles recorded by DPV
at the same SP-C electrode in BRB solution for 25B-NBOMe, mCPP and
DMT standards from 1.0 pg/mL to 5.0 pg/mL and BZP standard of
2.0 pg/mL to 10.0 pg/mL, demonstrating a linear relationship between an-
alytical response vs. concentration (see Fig. S4).

The electroanalytical determinations on carbon electrode in aqueous
medium exhibited oxidation peaks shifted to less positive potentials that
ranged from +0.39 V to +0.66 V (Table 2) compared to those recorded
at the BDD electrode or those potentials previously reported in the litera-
ture for these same drugs using similar techniques or conditions
[18,28,29,31]. The added advantage of working at higher pH values, as ob-
served in Fig. 4, is that there is a lower probability of oxidizing interfering
substances. The highest sensitivity of the method was obtained for mCPP,
and the lowest was for BZP, as we observed on BDD electrode; for this rea-
son, the concentration range for this analyte was increased for quantitative
determinations. However, when comparing the general results of both elec-
trodes, the carbon electrode method showed to be more sensitive and easier
to carry out because, after measuring a calibration curve, the SP-C electrode
is discarded. Additionally, this method is more versatile, allowing it to
adapt better for future analysis in the field.

3.3. Sensing on the SP-Pt electrode

Electrochemical screening on SP-Pt electrode, as well as on the BDD
electrode, was performed at 0.02 M TEAP/CH3CN but at higher concentra-
tions than on BBD and SP-C electrodes. The corresponding voltammograms
shown in Fig. 6 were obtained in the following ranges of increasing drug
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concentrations: 25B-NBOMe 5.0 pg/mL - 15.0 pg/mL, BZP 15.0 pg/mL -
35.0 pg/mL, mCPP 7.5 pg/mL - 20.0 pg/mL and DMT 5 pg/mL —
25 pg/mL. A double anodic oxidation peak was observed for DMT
(Fig. 6D), therefore, for analytical determination, the highest peak was
measured (II), which corresponds to the most positive potential. The
same electrochemical appearance was slightly observed in the oxidation
of mCPP and BZP but at low concentrations. The chemical structure of
these three psychotropic substances share in common two amino groups
which are prone to the oxidative applied potential. In this way, as previ-
ously explained, the oxidation mechanism could take place through two
different routes generating two anodic waves. A platinum electrode SP-Pt
per calibration curve (see Fig. S5) was used; it was rinsed with acetonitrile
between measurements and verified that there were no absorbed residues
on the surface electrode measuring blanks.

Compared with the results on the SP-C electrode, the slopes of the linear
regression of the curves (Table 3) are smaller values, demonstrating that the
electrochemical method based on the SP-Pt electrode is less sensitive for all
the analytes than the method on the carbon electrode. Moreover, it is less
sensitive for BZP, mCPP and DMT than on the BDD electrode. The oxidation
peaks on platinum electrode are shown shifted to the most positive poten-
tials (between +1.15 V and +1.44 V) compared to the records on BDD
and SP-C electrodes as was observed in Tables 1 and 2.

Working and counter electrodes made of carbon ink or carbon are prone
to substances' adsorption in different media because the analyte solution is
not stirred; thus, the mass transfer is performed by a diffusion process.
When the interface is reached, the concentration's analyte increases
through adsorption on organic carbon film. This explains a higher current
for SP-C than for SP-Pt, as well as a higher sensitivity. Oxidation potentials
are higher for the SP-Pt electrode due to overpotential oxidation associated
with non-aqueous solutions on the metallic platinum electrodes. Usually,
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Fig. 5. DPV curve profiles for increasing analytes concentration in BRB solution recorded using a SP-C electrode. (A) 25B-NBOMe at pH 8.0; (B) BZP at pH 9.0; (C) mCPP at

pH 8.0; and (D) DMT at pH 8.0. Scan rate: 50 mV/s.
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Table 2
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Analytical parameters for the five-point calibration graph of the analytes in BRB on disposable SP-C electrodes by DPV. I, = peak current (uA), C = concentration (ug/mL).

Parameter 25B-NBOMe

BZP mCPP DMT
Calibration range (pg/mL) 1.0-5.0 2.0-10.0 1.0-5.0 1.0-5.0
Oxidation potential (V) 0.66 0.58 0.51 0.39
Regression equation (n = 5) I, = 0317 - C — 0.164 I, = 0.133 - C — 0.162 I, = 0.774 - C — 0.265 I, = 0.565 - C + 0.033
Correlation coefficient (r%) 0.994 0.999 1.000 0.998
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Fig. 6. DPV curve profiles for increasing analyte concentration in 0.02 M TEAP/CH3CN solution recorded using a SP-Pt electrode. (A) 25B-NBOMe; (B) BZP; (C) mCPP; and

(D) DMT. Scan rate: 35 mV/s.

potentials are lowered with binary or ternary alloys that increase the ana-
lyte coverage on platinum electrodes but not in the case of screen-printed
electrodes.

3.4. Analytical evaluation parameters
The analytical performance of the method using three different elec-

trodes for four analytes was assessed in terms of sensitivity, selectivity,
limit of detection (LOD), quantification limit (LOQ), repeatability,

reproducibility, and recovery coefficient for SP-C electrode. The methods
were validated in the lowest possible calibration range to detect analytes
in samples of very low concentrations, while at the same time avoiding
the electrodes saturation. The electroanalytical data for the methods with
different electrodes were studied by statistical evaluation of the linear re-
gression curves to obtain the parameters and analytical characteristics sum-
marized in Table 4. Sensitivity was assessed by the electrochemical
response factor as the peak current height divided by the concentration of
the analyte. A solution standard in the middle of the calibration range

Table 3
Analytical parameters for the five-point calibration graph of the analytes in TEAP/CH3CN on disposable SP-Pt electrodes by DPV. I, = peak current (uA), C = concentration
(ug/mL).
Parameter 25B-NBOMe BZP mCPP DMT
Calibration range (pg/mL) 5.0-15.0 15.0-35.0 5.0-20.0 5.0-25.0
Oxidation potential (V) 1.44 1.15 1.30 1.27
Regression equation (n = 5) I, = 0.210 - C — 0.607 I, = 0.029 - C — 0.273 I, = 0.158 - C + 0.861 I, = 0.050 - C + 0.044
Correlation coefficient (r*) 0.995 0.995 0.995 0.995
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Table 4
Comparison of analytical parameters for the electrochemical determination of NPS
on three different working electrodes by differential pulse voltammetry, n = 3.

NPS Analytical parameter BDD SP-C  SP-Pt
(TEAP/CH3CN) (BRB) (TEAP/CH3CN)

25B-NBOMe Response factor 0.21 0.25 0.17
(hA-mL/pg)
LOD (pug/mL) 0.24 0.44 0.76
LOQ (pg/mL) 0.81 1.5 2.5
Repeatability (S,) 2.0% 5.0% 8.2%
Within-lab reproducibility ~ 3.6% 8.8% 17%
(Srw)

BZP Response factor 0.03 0.11  0.02
(hA-mL/pg)
LOD (pug/mL) 0.77 0.61 1.3
LOQ (pg/mL) 2.6 2.0 4.4
Repeatability (S,) 3.6% 2.7% 3.6%
Within-lab reproducibility ~ 8.3% 8.1% 14%
(Srw)

mCPP Response factor 0.37 0.82 0.13
(hA-mL/pg)
LOD (ug/mL) 0.27 015 1.1
LOQ (pg/mL) 0.91 049 3.8
Repeatability (S,) 1.7% 7.4% 3.9%
Within-lab reproducibility  1.3% 8.4% 6.0%
)

DMT Response factor 0.35 0.56  0.06
(A-mL/pg)
LOD (ug/mL) 0.38 0.33 1.8
LOQ (ug/mL) 1.3 1.1 59
Repeatability (S,) 2.8% 6.4% 9.0%
Within-lab reproducibility — 4.7% 4.5% 16%
(Srw)

was used for this measurement. The method based on SP-C electrode exhib-
ited the highest sensitivity (from 0.11 pA-mL/pg to 0.82 pA-mL/ug) toward
all target analytes while platinum electrode showed the lower sensitivity
(SP-C > BDD > SP-Pt) under optimized analysis conditions.

The LOD was estimated at three times the standard deviation of the lin-
ear regression divided by the slope of the linear curve (30/S,n = 3) and the
LOQ was calculated as ten times the standard deviation over the slope of the
linear curve (100/S, n = 3). The method based on carbon electrode SP-C
exhibited the lowest LOD range of 0.15 pg/mL to 0.61 pg/mL followed by
the BDD electrode with LOD from 0.24 pg/mL to 0.77 pg/mL and finally

Table 5
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the platinum electrode SP-Pt with the highest values (0.76 pg/mL -
1.8 pg/mL).

The precision of the method was assessed in terms of repeatability (S,)
and intermediate precision (within-lab reproducibility, Sgy) reported as
standard relative deviation (RSD, %). The S, was calculated from the RSD
of the slopes of three five-point analytical curves measured on the same
electrode, within the same day of analysis and under the same optimal mea-
surement conditions. In comparison, the Sgy, was estimated from the RSD
of three analytical curves measured on different electrodes (for SP-C and
SP-Pt electrodes) at different measurement days. The data in Table 4
show that the developed methods have a reliable precision, BBD
(S, < 3.6%), SP-C (S, < 7.4%) and SP-Pt (S, < 9.0%); however, to obtain
better results in periods of analysis of several days, the use of BDD
(Srw = 8.3%) and SP-C (Sgw =< 8.8%) over SP-Pt (Sgw 17%) is
recommended.

The average detection limits found in this work are in the same order or
even lower than the limits of other similar electrochemical methods, as
shown in Table 5. The combination of these methods with the lower LOD
values, could be sufficient to analyze some of these substances in urine sam-
ples based on the range of concentration reported previously in the litera-
ture (BZP 4.9 pg/mL — 429 pg/mL [35,36], mCPP 0.22 pg/mL -
0.78 pg/mL [37,38] and DMT 1.0 pg/mL - 7.9 pg/mL [28]) or even in
other matrix such oral fluid which demonstrates a potential value in clinical
and forensic toxicology procedures.

3.5. Influence of interference

For the purpose of conducting this study, mixtures of the same analytes
were considered as possible interferents since it is common to find these
mixed drugs for human consumption [40], and could be difficult to identify
the right substance because of the oxidation potentials of secondary amines
could overlap.

Table 6 summarizes the results of interference studies per method con-
sidering one potential interferent at a time. The electrochemical technique
based on BDD electrode was selective for detecting mCPP in the presence of
all three interferents. This is possible because this substance has two oxida-
tion peaks and one of them is always detected. In contrast, BZP was de-
tected only in the binary solution with DMT, probably because the
technique is less sensitive for this compound and at 5 pg/mL it was either
not detected or it overlapped with the interferent signal. DMT was detected
in the presence of 25B-NBOMe and BZP, but with mCPP, the signal is

Comparison of limit of detection (LOD) estimated in this study to other electrochemical methods recently reported in the literature. SWV: square wave voltammetry, DPV:
differential pulse voltammetry, BDD: boron-doped diamond, SP-C: screen-printed carbon, SP-Pt: screen-printed platinum, CPE: carbon paste electrode, PMBS: Polymeric
membrane-based sensor, GC/BMIMNTF2/ZnTRP: glassy carbon electrode modified with ionic liquid and tetraruthenated zinc porphyrin, PBS: phosphate buffer solution,

BRB: Britton Robinson buffer and TEAP: tetraethylammonium perchlorate.

NPS Method Working electrode Medium LOD (pg/mL) Reference
25B-NBOMe SWvV BDD Acetate buffer pH 9.5 0.04 [31]
DPV SP-C PBS pH 7.0 11 [27]
DPV BDD CH3CN/TEAP 0.24 This work
DPV SP-C BRB pH 8.0 0.44 This work
DPV SP-Pt CH3;CN/TEAP 0.76 This work
BZP SWV CPE BRB pH 9.5 1.0 [18]
DPV BDD CH3CN/TEAP 0.77 This work
DPV SP-C BRB pH 9.0 0.61 This work
DPV SP-Pt CH;CN/TEAP 1.3 This work
mCPP DPV BDD BRB pH 10 0.22 [29]
Potenciometric PMBS Tris-HCl pH 7.0 0.10 [39]
DPV BDD CH3;CN/TEAP 0.27 This work
DPV SP-C BRB pH 8.0 0.15 This work
DPV SP-Pt CH3CN/TEAP 1.1 This work
DMT DPV GC/BMIMNTF2/ZnTRP NaClO, pH 6.0 0.33 [28]
DPV BDD CH3;CN/TEAP 0.38 This work
DPV SP-C BRB pH 8.0 0.33 This work
DPV SP-Pt CH3CN/TEAP 1.8 This work
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Table 6

Interference study based on the detection of the NPS oxidation signal at concentra-
tion ratio 1:1 for the three optimized electrochemical methods. (+) = detected,
(=) = undetected and (*) = merged.

NPS Interferent NPS electrochemical signal
BDD SP-C SP-Pt
(5.0 pg/mL) (5.0 pg/mL) (15.0 pg/mL)
25B-NBOMe BZpP + + +
mCPP - + -
DMT - +
BZP 25B-NBOMe - -
mCPP - - -
DMT + - *
mCPP 25B-NBOMe + + +
BZp Peak IT + + +
DMT Peak I + + *
DMT 25B-NBOMe + + +
BZP + + Peak I +
mCPP * + *

overlapped with peak II of the interferent. In the case of 25B-NBOMe, it was
detected only in the presence of BZP.

For the platinum electrode, as observed on the BDD electrode, BZP did
not interfere in the other substance's determination at a concentration ratio
of 1:1 (15 g/mL). Using this method, the highest number of overlapping
peaks was found for oxidation signals. As such, peak II of DMT overlapped
with the BZP signal and analysis of the DMT and mCPP showed a single ox-
idation signal for the two compounds.

The results in Table 6 for SP-C electrode demonstrated the lack of inter-
ference between 25B-NBOMe, mCPP and DMT. For BZP determination, it
was found that this compound cannot be identified in a mixed solution
with one of the other three drugs. Still, in a mixture of two or three sub-
stances of 25B-NBOMe, mCPP or DMT the method at SP-C electrode is se-
lective enough to identify and quantify all the compounds individually
(Fig, 7).

Consequently, whereas electrochemical techniques can simultaneously
achieve the distinction of three NPS, it is not possible to differentiate the ox-
idation peak for BZP in binary solution; a single peak is observed in the volt-
ammogram due to the oxidation of the two analytes. However, this method
based on SP-C electrode is a very useful tool for detection purposes before
the laboratory's confirmatory analysis.

A mixed solution of the four standards studied was prepared at
3.0 pg/mL and 5.0 pg/mL in BRB at pH 8.0 to be screened by DPV in
order to study possible interfering effects between these compounds in a
mixture and assess the selectivity of the method. Since the oxidation poten-
tials recorded on this type of electrode are more separated from each other
and also shifted toward less positive potentials as observed in Table 2,
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analytes are more likely to be identified and quantified due to minimal in-
terference problems. Fig. 7 shows the electrochemical profile of the voltam-
mogram obtained by DPV in which the oxidation peaks for 25B-NBOMe,
mCPP and DMT are clearly distinguished.

The mixed solutions of the four NPS were also analyzed by the other two
methods. A single oxidation signal was recorded at SP-Pt electrode and it
was not possible to observe an oxidation peak using the BDD electrode
due to the saturation at the working electrode surface. The results of
these voltammograms provide evidence that the electrochemical technique
at SP-C electrode is the most selective of the three methods proposed in this
work.

3.6. NPS determination in spiked oral fluid samples

In order to check the method's efficacy and applicability in real samples,
the method using the SP-C electrode was chosen to test the simulated sam-
ples in oral fluid based on the performance parameters for the analytical
methods. Drug analysis in this promising matrix could be applied in on-
site tests to provide quick, accurate, and reliable information as has been
done so far in urine or serum [41].

Spiked saliva samples were treated to crush the proteins and then were
tested by the standard addition quantitative technique using the optimized
DPV method for the four target analytes. An aliquot of the oral fluid matrix
at 10 pg/mL was placed into five microtubes for a diluted concentration of
1.0 pg/mL for 25B-NBOMe, mCPP and DMT and 2.0 pg/mL for BZP. Subse-
quently, a standard curve was generated by adding successive additions of
the target analyte into each sample followed by diluting to a final volume of
50 puL with BRB at pH 8.0. The measure of the increasing response resulting
from DMT is shown in Fig. 8. The voltammograms and calibration curves
for the other NPS are shown in the supplementary information (Fig. S6).

In the resulted voltammograms of the tested spiked samples, a slight
positive shift in the oxidation potential (approximately 0.1 V) was observed
due to the matrix’ effects, however, to identify and quantify the analytes,
these effects are minimized by conducting the standardization in the
samples.

The analysis of simulated samples was performed in triplicate for each
analyte under optimized conditions. The accuracy achieved by this method
was good and satisfactory as shown in Table 7, where recoveries ranged
from 98% to 103% and the precision (RSD) of these determinations
was < 9%.

The results obtained in spiked samples, using the proposed analysis
method, demonstrate both the applicability and the feasibility of this
method in the determination of NPS. It proves to be an effective and
rapid screening test of clinical samples of oral fluid and could be applied
to future research in the analysis of urine samples.

10.00- B
— 12.5 pg/mL
8.00- - Blank
S 6.00-
€
o
S 4.00-
(&)
2.00-
0.00-
050 075 1.00 125 150

Applied Potential (V vs Ag/AgCl)

Fig. 7. DPV profile for a mixed solution of 25B-NBOMe, BZP, mCPP and DMT. (A) Voltammogram at 3.0 pg/mL (brown line) and 5.0 pg/mL (gray line) in BRB solution at
pH 8.0 using a SP-C electrode, scan rate: 50 mV/s, and (B) Voltammogram at 12.5 pg/mL in 0.02 M TEAP/CH3CN solution using a SP-Pt electrode, scan rate: 35 mV/s.
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Fig. 8. Determination of mCPP in spiked oral fluid sample. (A) DPV curve profile for increasing standard additions recorded using a SP-C electrode, and (B) Standard
additions calibration curve in the form of oxidation peak current vs analyte concentration.

Table 7
Analysis of spiked oral fluid samples by DPV on SP-C using the standard addition
method. Calculated concentrations are reported as mean + SD (n = 3).

NPS Concentration Oxidation Measured RSD Recovery
added (pg/mL)  potential concentration (%) coefficient
(%] (ng/mL) (%)
25B-NBOMe 1.00 0.75 1.005 =+ 0.030 3 100
BZP 2.00 0.68 1.99 * 0.16 8 100
mCPP 1.00 0.62 0.979 = 0.092 9 98
DMT 1.00 0.53 1.03 + 0.10 9 103

4. Conclusions

The electrochemical micro-method developed to analyze new psycho-
tropic substances (NPS) by three different working electrodes, BDD, SP-C
and SP-Pt, is cost-effective, requires minimal sample preparation and gener-
ates fewer chemical residues.

The results revealed a satisfactory precision and high sensitivity for the
three methods that translate into low detection and quantification limits,
enhancing the application of this electrochemical analysis technique as a
complementary tool for the conventional analytical methods in the screen-
ing of seized drugs.

It is possible to identify and quantify three of the psychotropic sub-
stances studied (25B-NBOMe, mCPP, and DMT) simultaneously in a
mixed solution on an SP-C electrode as a rapid screening technique due to
the high selectivity of this method.

For the first time, these three methods are compared for 25B-NBOMe,
BZP, mCPP, and DMT. Although reliable results were obtained for the
three types of electrodes, the SP-C electrode is recommended for several
reasons: the oxidation potentials are shifted to less positive values, allowing
it to work in an aqueous medium; it has the lowest range of LOD; it is highly
selective even in the presence of other similar drugs, and the electrodes are
disposable, making the procedure much easier to be applied. Finally, the
method based on the carbon electrode is more sensitive, precise, selective,
and cheaper than the other two electrodes.

Because of the demonstrated feasibility and applicability of the electro-
chemical method in spiked oral fluid samples, this method could be very
useful in the determination of NPS in biological samples, both in the field
and in the lab.
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Fig. S1. Cyclic voltammetry profiles for the analytes at 25.0 pg/mL in 0.02 M TEAP/CH3CN solution recorded, using
a BDD electrode. (A) 25B-NBOMe; (B) BZP; (C) mCPP; and (D) DMT. Scan rate: 100 mV/s.
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Fig. S2. Cyclic voltammetry profiles for the analytes at 25.0 pg/mL in 0.02 M TEAP/CH3CN solution, recorded using
a SP-Pt electrode. (A) 25B-NBOMe; (B) BZP; (C) mCPP; and (D) DMT. Scan rate: 100 mV/s.
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Fig. S3. Calibration curves in the form of oxidation peak current vs analyte concentration in 0.02 M TEAP/CH3CN
solution, recorded by DPV on BDD electrode. A. 25B-NBOMe; B. BZP; C. mCPP; and D. DMT.
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Fig. S5. Calibration curves in the form of oxidation peak current vs increasing analytes concentration in 0.02 M
TEAP/CH3CN solution, recorded by DPV on SP-Pt electrode. A. 25B-NBOMe; B. BZP; C. mCPP; and D. DMT.
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Fig. S6. Determination of the analytes in spiked oral fluid samples using the method based on SP-C electrode. (A1,
B1 and C1) DPV curve profile for increasing standard additions of 25B-NBOMe, BZP and DMT respectively, and
(A2, A3 and A3) Standard additions calibration curve in the form of oxidation peak current vs analyte concentration

for the respective NPS.
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6.2 Apartado II: Sensor espectroelectroquimico

Sensor espectroelectroquimico para la determinacion de las
catinonas sintéticas 4-MMC y 4-MEC en muestras
de incautacion y de orina

6.2.1 Resumen

La creciente cantidad de catinonas sintéticas —como la mefedrona (4-MMC) y
4-metiletcatinona (4-MEC)- en varios paises del mundo, refleja la naturaleza
dinamica del mercado de nuevas sustancias psicoactivas categorizadas por sus
efectos psicotropicos como estimulantes. El uso y abuso de estas sustancias puras o
mezcladas que suelen venderse como “euforizantes legales”, ponen de manifiesto el
interés por desarrollar nuevas metodologias para el andlisis cualitativo y
cuantitativo en distintas matrices. En este trabajo se explord, por primera vez, la
respuesta espectroelectroquimica de estas dos catinonas sintéticas por medio de la
voltamperometria ciclica (CV) acoplada con la espectroscopia Raman en un

instrumento portatil.

Se observo que los estimulantes exhiben una sefial de corriente anddica
sobre un electrodo serigrafiado de oro, entretanto la superficie se electroactiva
simultdneamente para generar un sustrato 6ptimo para la espectroscopia Raman de
superficie mejorada (SERS) con alta reproducibilidad. El estudio de las ondas de
oxidacion de las moléculas y de las bandas caracteristicas de los espectros SERS
electroquimico, evidenci6 la rapida y fiable respuesta del sensor
espectroelectroquimico para el analisis selectivo de ambas sustancias. Se evaluo la
viabilidad y la aplicabilidad de la metodologia hibrida para analizar las drogas en
muestras simuladas de incautacion y de orina sintética. El dispositivo basado en la
técnica espectroelectroquimica de resolucion temporal, ofrece una herramienta de
bajo costo y facil de emplear para la determinacion in situ de psicoestimulantes
sintéticos en materiales incautados y en matrices biolégicas con baja concentraciéon

de analitos.
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6.2.2 Introduccion

La ONUDD estima que el 5.4% de la poblacién adulta mundial ha consumido
algun tipo de droga, al menos, una vez durante el afio 2018, entretanto un 0.7% se
ven afectados al punto de sufrir dependencia o de requerir tratamiento
meédico [185]. El control de las sustancias psicoactivas es un problema recurrente,

principalmente, por las devastadoras consecuencias del mal uso, abuso y la adiccion.

En la tiltima década ha habido una expansion sin precedentes del mercado de
NSP. El numero total de psicotropicos y estupefacientes fiscalizados a nivel
internacional aument6 de 230 en 1990 a 282 en el 2018 [148,186]. En muchas
regiones del mundo, principalmente en Asia Central y Europa Oriental, las drogas
sintéticas estan reemplazando a los opiaceos. La evidencia sugiere que las
metanfetaminas y las catinonas estan globalmente difundidas y disponibles en la

actualidad [185].

El OEDT supervisa aproximadamente 138 tipos de catinonas sintéticas, un
grupo de drogas cada vez mayor que encabeza las listas de incautaciones de NSP en
el continente europeo [187]. La mefedrona (4-MMC) y la 4-metiletcatinona (4-MEC)
son sustancias sintéticas similares a las anfetaminas -e. g. MDMA o éxtasis-, tanto
en la estructura como en el mecanismo de accion, el cual se caracterizan por
estimular el sistema nervioso central [188,189]. Estas drogas emergentes
generalmente se encuentran en el mercado como productos quimicos para la
investigacion, comestibles a base de plantas, sales de bafio o limpiadores de vidrio y

se venden en forma de polvo, pildoras o capsulas [190].

La mefedrona y sus derivados son de las catinonas sintéticas mas consumidas
y de las sustancias que se encuentran con mayor frecuencia en incautaciones [191].
Por tanto, es fundamental obtener una respuesta inmediata a partir de métodos
analiticos que se puedan aplicar en el campo para tomar medidas oportunas. En esta
linea, se han sugerido e implementado varios métodos alternativos de analisis de
drogas con el fin de responder rapidamente a dicha necesidad [141,176]; por
ejemplo, los procedimientos electroquimicos como la voltamperometria y la

amperometria aplicados a través de sensores quimicos [192,193].
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En algunas situaciones se requieren herramientas analiticas adicionales para
discriminar adecuadamente entre analitos electroactivos. Las limitaciones de
selectividad en la exploracion electroquimica es un desafio importante,
principalmente, cuando se trabaja con drogas que contienen adulterantes quimicos
o cuando es necesario distinguir entre moléculas con estructuras quimicas muy
similares [194]. En tales circunstancias, una prueba confirmatoria como la

espectroscopia Raman puede ser la clave en la solucidn analitica [195].

Hay varios mecanismos disponibles para potenciar la sefial Raman, entre
ellos el fenomeno SERS mediante el uso de nanoestructuras en el sustrato como
nanoestrellas [196,197], nanoparticulas [198], nanopilares [199] 0
nanotubos [200] que propician la superficie adecuada para generar espectros de
moléculas en bajas concentraciones o incluso de moléculas individuales [201-203].
Nuestro grupo de investigacion ha reportado previamente el estudio de los centros
de cobre en enzimas por medio de oro nanoestructurado como sustratos para

SERS [204].

Durante un experimento combinado de SEC-SERS, la activacién de la
superficie metalica del sustrato se produce in situ de forma controlada y directa.
Para ello se hace un pretratamiento electroquimico en la superficie del electrodo
que genera las nanoestructuras requeridas [205-207]. El aumento en la rugosidad
de la superficie electrddica, principalmente en los materiales de oro y plata, se

consigue de forma reproducible en la generacién del sustrato SERS [125,208-210].

La evidencia indica que los electrodos serigrafiados son sustratos
promisorios para experimentos relacionados con SERS [211-213]. Varios sensores
miniaturizados SEC-SERS se han descrito en una revision reciente que involucra los
campos de control de calidad, diagnostico médico, quimica ambiental y seguridad
alimentaria [126]. Este tipo de ensayos combina las ventajas de la espectroscopia
Raman con los atributos del analisis electroquimico, lo que ofrece capacidades tanto

de identificacion como de cuantificaciéon [214].

El estudio que se muestra a continuacién presenta un método

espectroelectroquimico de resolucién temporal para la deteccién de dos catinonas
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sintéticas (4-MMC y 4-MEC) con un electrodo serigrafiado de oro como sustrato
SERS. Las dos moléculas analizadas son estructuralmente muy similares -difieren
solo por un grupo -CHz como se observa en la Figura 20- por tanto, es muy dificil
identificarlas basada en la electroactividad, ain mas cuando estan presentes en
mezclas con agentes cortantes o con otras drogas. Asimismo, se describen algunas
de las ventajas y limitaciones del enfoque SEC-SERS y se discute el uso de la técnica
CV para generar nanoestructuras in situ y a la vez funcionar como una herramienta

semicuantitativa de analisis quimico.

A B
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/@/u\rn\ /@/‘H/n\/

4-MMC 4-MEC

Figura 20 Estructuras quimicas de las catinonas sintéticas 4-MMC y 4-MEC.
(a) (R/S)-2-(metilamino)-1-(4 metilfenil)propan-1-ona (4-MMC). (b) (R/S)-2-
(etilamino)-1-(4 metilfenil)propan-1-ona (4-MEC).
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Abstract: The synthetic cathinones mephedrone (4-MMC) and 4-methylethcathinone (4-MEC) are
two designer drugs that represent the rise and fall effect of this drug category within the stimulants
market and are still available in several countries around the world. As a result, the qualitative
and quantitative determination of ‘legal highs’, and their mixtures, are of great interest. This work
explores for the first time the spectroelectrochemical response of these substances by coupling
cyclic voltammetry (CV) with Raman spectroscopy in a portable instrument. It was found that the
stimulants exhibit a voltammetric response on a gold screen-printed electrode while the surface is
simultaneously electro-activated to achieve a periodic surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS)
substrate with high reproducibility. The proposed method enables a rapid and reliable determination
in which both substances can be selectively analyzed through the oxidation waves of the molecules
and the characteristic bands of the electrochemical SERS (EC-SERS) spectra. The feasibility and
applicability of the method were assessed in simulated seized drug samples and spiked synthetic
urine. This time-resolved spectroelectrochemical technique provides a cost-effective and user-friendly
tool for onsite screening of synthetic stimulants in matrices with low concentration analytes for

forensic applications.

Keywords: spectroelectrochemistry; synthetic cathinones; Raman SERS; 4-MMC; 4-MEC

1. Introduction

The United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) estimates that 5.4% of
the world’s adult population has used drugs at least once in the previous year. Even
more serious, around 0.7% are affected to the point of suffering dependence or requiring
treatment [1]. Considering the devastating consequences of drug misuse, abuse and
addiction, the control of these drugs continues to be a recurrent problem.

In the last decade, there has been a dramatic expansion of the novel psychoactive
substances (NPS) market. According to UNODC'’s annual report of 2020, the number of
NPS increased from 166 between 2005-2009 to 950 by the end of 2019, while the total
number of psychoactive substances under schedule was 230 in 1990 and increased to 282 in
2018. These chemical compounds are commonly referred to as ‘legal highs’ because they
may be bought without legal restrictions through head shops and online websites; however,

Sensors 2022, 22, 295. https:/ /doi.org/10.3390/522010295
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they pose a growing threat to public health similar to those illegal drugs listed in the
Convention on Narcotic Drugs or Psychotropic Substances [2,3].

The stimulants market appears to be continuously growing and changing. In many
regions of the world, mainly in Central Asia and Eastern Europe, synthetic drugs are
replacing opiates. Evidence suggests that methamphetamines and cathinones are widely
available today [1]. The European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction
(EMCDDA) currently monitors at least 138 synthetic cathinones, an increasing group of
stimulants that dominate the seizures of novel psychoactive substances in the continent [4].

Mephedrone (4-MMC) and 4-methylethcathinone (4-MEC) are synthetic cathinones
that are similar to amphetamine, methamphetamine, and ecstasy in structure and mecha-
nism of action, predominantly as central nervous system stimulants [5,6]. These designer
drugs are usually encountered as research chemicals, plant food, bath salts or glass cleaner
and are sold in powder, pill, or capsule forms [7]. Mephedrone and its derivates are some
of the more commonly seized synthetic cathinones. Therefore, it is crucial to obtain an
immediate response from analytical methods that can be applied in the field to take timely
actions in seizure situations and provide investigative leads.

In an effort to quickly respond to a growing need to streamline the delivery of results,
several alternative drug testing approaches have been recently suggested [8,9]. For example,
electrochemical techniques such as voltammetry [10-13] and amperometry have been
utilized as novel forensic tools for the detection of drugs [14,15]. These electrochemical
techniques adapt well to the required field conditions [16], offering screening opportunities
that can provide on-site decisions to law enforcement before sending evidence to the
forensic lab for later analysis and processing [17].

In order to overcome limitations in discriminating between electro-active analytes,
additional analytical tools are needed to increase the selectivity of the electrochemical
examination. This is especially true when working with drugs that may have been mixed
with cutting agents and chemical adulterants, and to distinguish between drugs with similar
chemical structures [18]. Under these circumstances, a parallel and more confirmatory
test such as Raman spectroscopy can resolve this limitation [19]. Several strategies are
available to boost the Raman signal including SERS through the use of nanostructures
such as nanostars [20,21], nanoparticles [22], nanopillars [23] or nanotubes [24] that induce
surface-enhanced scattering [25,26], allowing the collection of spectra for molecules at low
concentrations or even of individual molecules [27]. Our group has reported the behavior
of Cu centers of enzymes using nanostructured Au as SERS substrates [28].

During a combined EC-SERS experiment, the metal surface activation occurs in situin a
controlled and straightforward way. The voltammetric pretreatment at the electrode surface
allowed an efficient and reproducible development of roughened nanostructures [29-31].
The advantage of this procedure is that it combines Raman spectroscopy with electrochemi-
cal analysis, thus offering both identification and quantification capabilities [32]. Several
EC-SERS miniaturized sensors have been described in a recent review, covering quality
control, diagnosis, biomedical, environmental and food safety fields [33]. A novel electro-
chemical roughening technique of commercial disposable electrodes of metallic surfaces
such as gold and silver has been used to improve the reproducibility of the SERS substrate
based on the deposition of nanostructures [34-37]. Additionally, screen-printed electrodes
(SPE) have been recently reported as excellent substrates for SERS experiments [38—40].

This manuscript presents a time-resolved spectroelectrochemical method for detecting
two synthetic cathinones -4-MMC and 4-MEC- using a gold SPE electrode as SERS substrate
(AuSPE). These two cathinones (Scheme 1) are structurally similar, differing only by a CH2
group, which challenges their identification when they are present as mixtures in diluents
or other drugs. Some of the advantages and limitations of the EC-SERS approach are
described. The purpose of using the CV technique to generate onsite nanostructures and as
a semi-quantitative tool is also discussed.
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Scheme 1. Chemical structures of synthetic stimulant drugs. (A) (R/S)-2-(methylamino)-1-(4-
methylphenyl)propan-1-one (4-MMC) and (B) (R/S)-2-(ethylamino)-1-(4-methylphenyl)propan-1-one
(4-MEC).

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

The Analytical Reference Standards of 4-MMC hydrochloride in the form of crystalline
powder and 4-MEC hydrochloride in methanolic solution and crystalline powder were
supplied by Cayman Chemical Company. The standards were reconstituted in methanol
99.99% purchased from Fisher Scientific (Optima® Grade) at different concentrations.
Sulfuric acid (H,SO4) was supplied by Fisher Scientific and D-(+)-maltose monohydrate
by MP Biomedicals LLC. All solutions were prepared with deionized water of resistivity
18.2 MQ-cm supplied by the system Millipore Direct-Q®.

2.2. Instrumentation for Electrochemistry and Raman Spectroscopy

The portable SPELEC Raman instrument from Metrohm DropSens was used to per-
form the spectroelectrochemical experiments. The compact unit combines a Raman spec-
trometer, a bipotentiostat/galvanostat and a LASER Class 3B (785 nm). It includes an
adapter for disposable SPE and an opaque cell for Raman spectroscopy analysis. This
instrument uses DropView SPELEC 1.2 interface to control the hardware and analyze the
data obtained.

Confirmatory voltammetric measurements were carried out using a potentiostat Auto-
lab PGSTAT Echo Chemie 128 N (Utrecht, The Netherlands) controlled by the electrochem-
istry software Nova v2.1.4.

2.3. Substrate Characterization

Characterization of the gold electrode surface before and after in situ SERS generation
was achieved using scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy
(AFM). Analysis was carried out on a new electrode (pristine electrode) and after in situ
electro-activation of the substrate through a positive sweep from +0.6 to +1.4 V and then
returning to +0.1 V. To this end, a JEOL SEM JSM7600 operating at 5.0 keV was used to
obtain images of the surface at magnification from 40x to 30,000x. A Denton Desk V
Sputter coater with Carbon Rod Accessory for carbon evaporation was used to lightly coat
the samples for SEM analysis.

Surface morphology of the AuSPE was studied using an Asylum Research MFP-3D™
AFM. WSXM free software was used for AFM data processing [41].

The SEM images were processed and analyzed using Image]. The scale was set to
define the pixels in terms of SEM scale. A fast Fourier transformation (FFT) and a band-pass
filter were used. The threshold was adjusted to analyze particles of size larger than 0.1 pm?.

2.4. Spectroelectrochemical Determinations

The chemical standards in methanol were evaporated using a continuous flow of
nitrogen from Matheson Tri-Gas, Inc. and reconstituted in HySO4 0.01 M. Screen-printed
electrodes (EC-SERS platform) were purchased from DropSens (220BT cured at low tem-
perature). The SPE system included a gold working electrode, a silver pseudo-reference
electrode (AgSPE) and a gold counter electrode. These electrodes were selected to evaluate
the reproducibility of the SERS substrate.
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Raman detection was performed using an infrared 785 nm laser wavelength. The
Raman probe focus was optimized using O-rings as spacers (0.5-1.5 mm) in the cell to
adjust the focal distance. The laser power was optimized between 36.3 and 550.5 mW and
integration time between 100 and 5000 ms. Cyclic voltammetry screening was carried out
at the best instrumental conditions: the potentials were stepped in 2 mV increments from
+0.1to +1.2 or +1.4 V starting at 0.6 or 1.0 V and a scan rate of 50 mV /s. The electrochemical
measurements and Raman spectroscopy were performed simultaneously on a drop of
50-70 uL solution pipetted on the electrode placed into the cell.

2.5. Raman Measurements

Raman data in the solid-state were acquired using the SPELEC instrument in the mode
for Raman spectroscopy only using a spacer of 0.5 mm. A small amount of each sample was
deposited onto aluminum foil placed inside the Raman cell forming a small powder film.
The spectra were recorded with an integration time of 10 s and a laser power of 464.8 mW.

2.6. Interference Study

For the interference effect assessment, simulated seized drug samples were prepared
from solid powdered drugs and cutting agents (maltose and lidocaine). Preparation of
mixtures was performed by weight to provide a ratio of drug to cutting agent 1:4. Target
drug and maltose or lidocaine were mixed into plastic baggies. The samples were analyzed
by placing approximately 1 mg of the seized mixture sample into a microcentrifuge tube
and dissolving in 1000 uL of 0.01 M sulfuric acid. Analysis occurred in the following order
to obtain EC SERS data (all CV and Raman parameters were set as detailed previously,
laser power of 379.1 mW and integration time of 5000 ms):

1.0—-14—01-10V

0.6—1.4—0.1—0.6 V (using the same drop on the electrode)

This procedure was performed for both 4-MMC and 4-MEC simulated sample detection.

2.7. Reproducibility of the EC-SERS Substrate

Simulated seized samples of 4-MMC and 4-MEC cut with maltose in a ratio of solid
drug to cutting agent 1:4 was tested by the simultaneous technique. The measurements
were performed in triplicate on different electrode sensors to assess the Raman intensity of
the two principal bands in the EC-SERS spectrum (Section 3.3).

2.8. Urine Analysis

Synthetic urine (Ricca Chemical Company, Arlington, TX, USA) was selected as a
biological specimen to expand the scope of applicability of the method. Drug stocks were
prepared at 100 pg/mL from standard chemical solutions by drying down the required
amount and reconstituting in 0.1 M KCI ACS reagent >99% purchased from Sigma-Aldrich.
Two milliliters of synthetic urine was spiked using 20 pL of the drug stocks for a final
cathinone concentration of 1.0 pg/mlL.

The spiked samples and blank were placed into separate 15 mL conical tubes. An
aliquot of 400 uL of 10% ammonium hydroxide ACS Plus grade from Fisher Scientific
was added to raise the pH to approximately 11.5. The tubes were vortexed for 30 s before
and after adding 2.0 mL of methyl tert-butyl ether (MTBE) HPLC grade supplied by
Fisher Scientific. They were centrifuged for one minute to ensure phase separation. The
top organic layer was removed into a separate microcentrifuge tube and dried down
under nitrogen flow. Finally, the chemical residues were reconstituted in 50 uL of 0.01 M
sulfuric acid.

Spectroelectrochemical analyses were performed in a homemade black box prepared
for Raman and conditions were set as described in Sections 2.4 and 2.6.
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3. Results and Discussion

The two synthetic stimulant drugs studied are classified as secondary amines with
a calculated pKa around 8.1 [42]. The electrochemical potential of these weak bases is
influenced by the pH of the medium in which the measurement is performed. Sulfuric acid
at a pH of 1.8 made it possible to work with a wider electrochemical window when gold
electrodes were used [43]. These conditions enabled the separation of the two oxidation
waves corresponding to the analyte and the substrate.

3.1. Determination of the Electro-Activity

The electro-activity of the target drugs was determined via cyclic voltammetry (CV).
The experiment was conducted in the positive direction, starting the sweep at +0.60 V,
which allowed the resolution of the peaks to the gold’s oxidation wave used as the working
electrode. The electrochemical process of 4-MMC and 4-MEC using AuSPE is outlined in
Figure 1, where the average of the three measurements for each concentration is plotted.
The electro-oxidation of both substances occurs at a potential of around +0.91 V (peak I) as
suggested by the growth of the current peak when increasing the concentration from 50 to
100 pug/mL, while gold oxidizes around +1.1 V (peak II). The prominent cathodic peak at
+0.62 V for drug samples (peak III) or +0.52 V for the blank, corresponds to the reduction of
the gold compounds previously formed in the positive scan. Both oxidation and reduction
peaks are shifted towards less positive potentials for the blank. The voltammograms
demonstrate the common hysteresis of the oxide formation-reduction behavior that some
metals such as gold undergo in the electron transfer reactions [44].
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Figure 1. Cyclic voltammograms of the target drugs. (A) 4-MMC and (B) 4-MEC, both in 0.01 M
H,SOy4 at a AuSPE starting at +0.6 V in the positive direction. Scan rate: 50 mV/s.

In the spectroelectrochemical analysis, voltammetric scanning has the dual role of
tentatively determining the amount of analyte in the sample while performing in situ
pretreatment on the electrode surface, which serves as a substrate for the acquisition
of Raman spectra. Attention is now turned toward the quantitative application of this
technique (see Figure 2). Calibration curves of peak height vs. analyte concentration
were obtained using cyclic voltammetry (CV) on the AuSPE. The generation of these
curves opened the possibility to utilize the method for quantitative purposes, which is
desirable in forensic and other analytical fields. One of the limitations of using CV is
the overall low sensitivity offered mainly due to the susceptibility to residual currents
encountered [45]. Therefore, at low concentrations, the shape of the analyte peaks is
more difficult to recognized from the gold oxidation peak as shown in Figure 2B. The
corresponding calibration plots show a linear response: I, = 0.064-C — 0.532 for 4-MMC
(Figure 2A) and [, = 0.119-C — 3.92 for 4-MEC (Figure 2B) with regression coefficients
(R?) of 0.997 and 0.999, respectively. The limit of detection (LOD) was estimated at three
times the standard deviation of the linear regression divided by the slope of the linear
curve (30/S). The method for 4-MMC exhibited a LOD of 6.6 and 2.4 ug/mL for 4-MEC.
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Finally, time-resolved electrochemical and spectroscopic information provides the necessary
methodology to perform the selective determination of these two designer drugs.
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Figure 2. Partial CV profile recorded on a AuSPE for different concentrations of the drugs in 0.01 M
H;SOy4. (A) 4-MMC (20-120) png/mL. (B) 4-MEC (40-120) pg/mL. Insert shows the calibration curve:
peak height vs. analyte concentration. Scan rate: 50 mV/s.

3.2. Substrate Characterization

The dynamic electrochemical process in the SPE allows the surface of the gold to
become SERS-active by roughening the metal surface through the oxide formation-removal
reaction. The substrates were characterized with SEM images, as shown in Figure 3. Au
microparticles form the surface of the pristine SPE; however, this rough surface with some
cavities is not sufficient to induce the SERS response, as will be shown below. In Figure 3A,B,
a slight alteration is noted in the morphology of the electro-reduced substrate to the
unaltered electrode. Au nanoparticles are electrochemically deposited on the surface of the
Au microparticles, obtaining a high density of the nanoparticle aggregates [46]. The particle-
size distribution analysis demonstrated an increase of 17% for nanoparticles with a size of
0.1 um and 50% for nanoparticles with a size around 0.3 pm after voltammetric treatment.
If the images are analyzed at a higher magnification ratio (Figure 3C,D), it is observed
that the nanoparticles of the in situ electro-activated substrate are aggregated, yielding a
homogeneous distribution of metallic particles that are rougher and with greater surface
area, increasing the probability of generating the excitation of the surface plasmon [47].

Figure 3. Structural characterization of the AuSPE surface with SEM. (A) Image at 5000 x magnifica-
tion of the pristine AuSPE. (B) Image at 5000 x magnification of the in situ electro-activated substrate
by CV scanning. (C) Image at 20,000 x magnification of the pristine AuSPE. (D) Image at 20,000

magnification of the in situ electro-activated substrate by CV scanning.
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In the SERS mechanism, the long-range effect produces a much stronger electric field
close to the substrate surface, which increases the relative SERS intensity. According to the
short-range effect, the polarizability tensor of the ligand is perturbed by chemical bond
formation with the metal or by charge-transfer, giving a redistribution of the electron density
between the molecular states and the energy levels of the metal conduction band [48]. These
two effects result in improved resolution of the spectra for the identification of the molecule.
Nonetheless, SERS electromagnetic theory requires that the size of the metal particles be
much smaller than the wavelength of the exciting radiation (Rayleigh approximation). The
primary enhancement derives from the resonance between the incident radiation and the
electronic excitation wave on the metal surface, called the surface plasmon band [49]. As
such, a face roughness on a nanometer length scale is necessary. On the electrode surface,
these conditions are obtained after in situ electro-deposition of AuNPs aggregates. The 3D
AFM image of the pristine AuSPE substrate (Figure 4A) shows a microscopic roughness,
as well as deep and micrometer-scale cavities. In contrast, a smoother and restructured
surface is observed in Figure 4B. This electrochemical modification may change the size
cavities to the desirable nanometer range and consequently promote SERS phenomena.

Figure 4. AFM study of the AuSPE surface morphology. (A) 3D AFM image of the pristine AuSPE
substrate. (B) 3D AFM image of the in situ electro-activated substrate by CV scanning.

3.3. Spectroelectrochemical Sensing

Figure 5 depicts the voltammetric profile and the EC-SERS effect of a diluted 4-MMC
solution on the AuSPE in a simultaneous measurement. The potential-dependent evolution
of spectra—acquired at potentials marked with an asterisk—shows an active surface just
after the electro-reduction of the gold oxides. This critical change suggests an increase in
the adsorption of the target molecules on the electro-synthesized AuNPs and generates the
overall SERS effect necessary to identify some characteristic bands.

The EC-SERS spectrum, which is shown in an orange color (Figure 5B), appears at
0.45 V in the negative direction when the substrate is chemically activated by electro-
chemical deposition of gold nanoparticles. It is noteworthy that neither the initial Raman
spectrum at 1.0 V in the positive direction nor the spectra at 1.35 and 0.75 V during the
cathodic scan show any band corresponding to the molecule, confirming that the pristine
SPE does not demonstrate SERS properties. Raman spectra obtained at 1.0, 1.35 and 0.75 V
can be related to the ink used in the fabrication of the SPE.

The vibrational spectral analysis is based on the most significant bands: the signal
arising at 804 cm ! is assigned to the p-disubstituted ring vibrational mode y(CH) out-of-
plane, the 975 cm ! mode may be attributed to methyl rocking vibration p(CH3) coupled
with v(CN) motion, the wavenumber at 1213 cm ™! results from aromatic §(CH) in-plane
deformation vibrations, and the ring stretching mode v(CC) gives rise to the strong peak at
1605 cm 1 [50-52].
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Figure 5. Raman spectroelectrochemical screening of 4-MMC 100 pg/mL in 0.01 M HpSO;, using the
SPELEC instrument. (A) The sweep of the cyclic voltammogram recorded on a AuSPE starting at
+1.0 V in the positive direction, scan rate: 50 mV/s. (B) Potential-dependent evolution of normalized
Raman spectra marked with colored asterisks in the cyclic voltammogram. Laser power: 379.1 mW
and integration time: 3 s.

Under the spectroelectrochemical conditions for both molecules individually tested,
the electro-oxidation potentials of +0.88 V for 4-MMC and +0.90 V for 4-MEC were obtained
at 100 pg/mL, and the relative standard deviation (RSD, n = 5) was estimated at 1.0% and
2.3%, respectively. When comparing these values to the oxidation potentials previously
recorded in the individual drug analysis, it was observed that in the data collected from
the SPELEC instrument, there was minimal differentiation between the oxidation peaks of
the two analytes. Furthermore, the peaks were slightly shifted towards lower potentials
than the Autolab results.

Due to the structural similarity of both molecules (Scheme 1), these substances share
a few physical and chemical properties that make it difficult to distinguish them by elec-
trochemical techniques as a rapid screening because the peaks become wider as the con-
centration increases, causing slight shifts in the potential at which the current reaches a
maximum (seen in Figure 6A).

Intensity

4-MEC

C "_: 15000 a.u.
4-MMC

— 4-MMC
—— 4-MEC
Blank

Intensity

4-MEC

0.8 1.2 400 750 1100 1450 1800
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Figure 6. Comparison of the spectroelectrochemical results of 4MMC and 4-MEC obtained in
solution at 50 ug/mL in 0.01 M H,SO,4 and the spectra from the crystalline powders using the
SPELEC instrument. (A) Overlay of cyclic voltammetry recorded on a AuSPE at 50 mV /s starting at
0.6 V in the positive direction. (B) EC-SERS spectra, laser power of 379.1 mW and integration time of
3 s. (C) Raman spectra of the drugs as solid powders.
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Electrochemical methods are useful for quantification because the characteristics of
the oxidation wave depend on the concentration of the analyte; however, for a rapid and
accurate identification, it is essential to use a more selective analytical tool that allows
for the unequivocal characterization of the substance in solution [53,54]. Despite the
mentioned similarity of the drugs studied, it is possible to discriminate the chemical
structures accurately by EC-SERS in a quick and simple analysis that can even be applied
in the field due to the portability of the SPELEC instrument. Figure 6B depicts EC-SERS
spectra of both substances in acid solution. The most significant difference between the two
spectra is in the region of the gray dashed rectangle (1150-1225 cm™!). The spectrum of
4-MMC shows a triplet with signals at 1161, 1185 and 1213 cm ™!, which could be attributed
to aromatic 6(CH) in-plane deformation vibrations [55,56], while for 4-MEC, only one
doublet is distinguished with the signals at 1185 and 1213 cm ™. The absence of the band
at 1161 cm~! in the 4-MEC EC-SERS spectrum agrees with the results in Figure 6C for the
spectra acquired from substances in the form of crystalline powder, allowing for the correct
identification of each of the stimulants studied, as it has been reported [57,58].

The advantage of activating an optimal surface morphology to induce the SERS effect
is its ability to analyze a low concentration of the analyte, according to the results. In
comparison, these low concentrations may not be detected using non-SERS Raman due
to a decrease in sensitivity, and therefore a loss in peak resolution compared to SERS. The
possibility to identify and quantify low concentrations of the target drugs gives the tech-
nique a potential use for testing both seizure samples and biological matrices [59] or even in
instances where the fluorescence overwhelms the Raman signals [60]. Furthermore, in situ
SERS substrate activation provides some benefits to overcoming a possible time-dependent
decrease of the surface and plasmonic properties, which could affect the reproducibility
and reliability of the measurements [29].

3.4. Interference Study

The interference effect was evaluated by testing simulated seized drugs cut with
maltose and lidocaine, common cutting agents for this type of psychoactive substance [61].
The sensing of the seized sample, prepared at a ratio of drug to maltose or lidocaine 1:4,
provides sufficient information to determine the presence or absence of the stimulants in
the analyzed powder mixture. In this instance, the maltose, used as a cutting agent, is
not electro-active under the test conditions; therefore, the oxidation signals correspond
to synthetic cathinones (Figure 7A). This electrochemical technique (CV) may be applied
to quantify the analyte in the mixture and determine the appropriate ratio. Additionally,
the in situ EC-SERS spectrum allows the identification of drugs through the most relevant
signals, which were marked in Figure 7B with dashed lines. This highlights one of the
advantages of this method: the confirmation of the presence of the molecule by two
techniques simultaneously in a single run. Although maltose represents 80 percent of the
mixture, the characteristic bands of the drugs are prominent and easy to identify.

Regarding the synthetic cathinones cut with lidocaine, the electrochemical response
is different because this cutting agent is electro-active as can be seen in Figure 8A, in
which only the oxidation waves of lidocaine are distinguished under optimized working
conditions for 4-MMC /lidocaine (the same results were observed for 4-MEC/lidocaine).
Despite this substance does not allow the quantification of drugs by the CV technique,
the simulated samples EC-SERS spectra show significant differences with respect to the
spectrum of lidocaine dissolved in 0.01 M H,SOy4. The identification of some characteristic
bands of the stimulants, mainly the Raman shift at 804 and 1213 cm ™! (Figure 8B, the
dashed lines indicate the position of the drug bands in the spectra of cathinones solution)
is evidence that the proposed method may be a useful screening tool in preliminary tests
for drug samples cut with different substances, whether solid or in solution, even at low
concentrations. These previous results demonstrate the potential on-site application of this
method to investigate other common mixtures in seized drug samples by a rapid procedure.
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Figure 8. Application of spectroelectrochemistry to simulated seized drug samples cut with lidocaine
and diluted at an approximate concentration of 1 mg/mL in 0.01 M H,SOy. (A) Overlay of cyclic
voltammograms. (B) Normalized EC-SERS spectra.

The selectivity of the synchronous experiment can be evaluated independently. The
electrochemical activity of the substances present in the mixture and the oxidation waves
developed at the gold electrode caused limited selectivity on the target analyte peaks.
When the EC-SERS was set, the selectivity improved. Several characteristic bands of
the target molecules were enhanced and allowed the proper identification of each drug
with contrasting responses when the mixture involved maltose and lidocaine. Adequate
identification and quantification were possible in the seized drug cut with maltose only.

The EC-SERS substrate reproducibility was assessed by measuring drug samples cut
with maltose. Here, high selectivity is required to improve the identification of studied
analytes. The two main bands in the corrected EC-SERS spectrum by baseline subtraction
were considered to determine the Raman intensity RSD (1 = 3). Table 1 shows a low RSD
for the most intense and significant band of 4-MMC and 4-MEC at 1605 cm ™! (<2%). For
the second band at 1213 cm ™!, RSD values are a little higher, probably because the signal
intensity is lower and the interaction and overlay with the cutting agent bands are more
likely. These preliminary determinations demonstrate a good reproducibility for the SERS
platform and the values for this performance parameter are sufficient for this study in
which the EC-SERS technique is used as an identification tool.
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Table 1. Relative standard deviation (RSD) of the intensity-corrected EC-SERS spectrum of the
simulated seized drug at 1 mg/mL in 0.01 M H,SOy,.

Raman Intensity

Matrix. EC-SERS Band RSD (1 = 3)
1605 cm ! 1.7%
4-MMC /Maltose ratio 1:4
1213 cm™! 14%
1605 cm ™! 1.4%
4-MEC /Maltose ratio 1:4 1
1213 cm™ 12%

3.5. Applicability of the Method

In order to demonstrate the feasibility and applicability of the method, synthetic
urine samples were spiked with the target drugs and analyzed. Based on the possible
concentration of free-mephedrone excreted in urine [62], synthetic urine samples were
prepared at 1.0 ng/mL of 4-MMC and 4-MEC for testing. The drugs were extracted and
reconstituted in HSOy4 0.01 M. In the voltammetric profile of the cathinones an oxidation
peak is observed that overlaps with the oxidation wave of gold required for the in situ
EC-SERS effect (Figure 9A). If the goal goes beyond identification in biological samples,
other more sensitive electrochemical techniques are recommended such as SWV or DPV.
The characteristic bands of the analytes can be identified in the EC-SERS spectra (Fig-
ure 9B). The spectroelectrochemical data analysis demonstrates that it is possible to identify,
quantify and even differentiate between 4-MMC and 4-MEC at low concentration in urine
as described above, considering the discriminatory region in the spectrum from 1150 to
1225 cm ™!
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Figure 9. Analysis of spiked synthetic urine prepared in the laboratory at 1.0 ug/mL. (A) Voltammet-
ric profile for the extracted analytes and concentrated in HySO4 0.01 M. (B) EC-SERS spectra—baseline
corrected—for the extracted drugs.

An outstanding advantage of this method is the implementation of the SERS substrate
electro-activation procedure for the quantification of the two drugs studied, either in
samples mixed with their cutting agents or in biological matrices in which the analyte
concentrations are low. The spectroelectrochemical approach of this work is based on
the preliminary measurement of either 4-MMC or 4-MEC in its pure form or mixed with
cutting agents. However, the data obtained from the same gold sensor demonstrates the
feasibility of the coupled technique to be able to identify both drugs in a mixture. Efforts in
this direction are important because the new generation of ‘legal highs’ are generally sold
in combined with other controlled substances [63].
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4. Conclusions

In the present work, the spectroelectrochemical sensing and comparison of the results
for 4-MMC and 4-MEC were explored for the first time using a portable instrument. Both
drugs were found to be electro-active on a gold electrode at pH 1.8 by the CV technique.
This electrochemical sweep allows a simultaneous in situ activation of the SPE surface to
induce the SERS effect. The CV vs. SERS spectroelectrochemical process enables a rapid and
reliable analysis technique in which both synthetic cathinones can be selectively analyzed
or detected through the characteristic bands of the EC-SERS spectrum that provide a real
fingerprint of the molecule, even for molecules as similar as those studied in this work.

The time-resolved technique proposed in this study, in addition to being cost-effective
and user-friendly, has a potential quantitative on-site application for samples from bio-
logical matrices with analytes in low concentration or for drug seizure samples. Further
work for the evaluation of analytical performance parameters and the validation of this
promising coupled technique is underway to extend the applicability of the method.
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6.3 Apartado III: Biosensor enzimatico

Biosensor enzimatico para la determinacion de
fentanilo en orina

6.3.1 Resumen

El fentanilo es un potente opioide sintético que se utiliza en medicina por sus
propiedades analgésicas y anestésicas. No obstante, ciertas nuevas rutas de
administracion dirigidas al consumo ilegal con fines recreativos representan una
amenaza importante para la salud publica, principalmente, por el creciente mal uso
y abuso de esta sustancia y de sus derivados. Como respuesta a esta problematica,
surge el interés de una rapida determinacion cualitativa y cuantitativa de fentanilo

en biofluidos.

En este estudio se propuso un nuevo biosensor enzimatico basado en la
técnica de voltamperometria ciclica de redisolucién por adsorcién como un
dispositivo de bajo costo, fiable y eficiente para la determinacién de fentanilo en
muestras de orina. El prototipo del sensor se desarroll6 con electrodos serigrafiados
desechables de carbono, cuya superficie fue modificada con nanotubos de carbono
de pared multiple y con la enzima monomérica citocromo c El barrido
electroquimico del fentanilo exhibié una onda anddica bien definida alrededor de
0.66 V con respecto al pseudoelectrodo de referencia de plata. Se optimizaron las
condiciones experimentales para obtener la mejor respuesta analitica y se aplic6 un
analisis de regresion lineal con estandares de concentracion crecientes para estimar

los principales parametros de desempeno.

El analisis de los resultados mostré un método simple con un amplio rango
de linealidad, alta sensibilidad, bajos limites de deteccion (0.086 pg/mL) y de
cuantificacion y una precisidon satisfactoria (RSD =2.9%). La factibilidad y la
aplicabilidad del método voltamperométrico se evaluaron en muestras de orina
enriquecidas con fentanilo a dos niveles de concentracion. Los datos obtenidos por
las curvas de calibracion de adiciones estandar indicaron recuperaciones del 92% y

del 100%.
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6.3.2 Introduccion

El OEDT hace referencia a las drogas emergentes como NSP que se fabrican
mediante un proceso quimico en el que los principales componentes psicoactivos no
se derivan de fuentes naturales [215]. En los ultimos afios, el nimero de NSP
encontradas a nivel mundial se ha estabilizado en alrededor de 550 sustancias
distintas. A pesar de esto, surgen continuamente nuevos compuestos quimicos como
los opioides sintéticos, lo que plantea serios problemas de salud para la sociedad en

general [1].

La cantidad de NSP con efectos opioides ha aumentado significativamente;
situacion que agrava la crisis de los opioides que libran algunos paises como los de
América del Norte [9]. Una de las principales causas de este problema es el aumento
de los medicamentos opioides recetados para aliviar el dolor crénico. La potencia
analgésica y los bajos costos de produccion de los opioides sintéticos,
particularmente el fentanilo, los convierten en un negocio atractivo para los
proveedores de drogas, quienes facilitan nuevas vias de administracion para el

consumo ilegal con fines recreativos [10].

El fentanilo farmacéutico es un agonista de los receptores opioides empleado
para tratar el dolor. Posee efectos psicotropicos muy potentes -~hasta 100 veces mas
fuerte que la morfina- aptos para la comercializacion y el uso ilegal [216-218]. Se
ha visto una tendencia al aumento en los casos de sobredosis por la propagacién de
productos adulterados con fentanilo o con sus analogos, la mayoria de ellos sin
informacion importante como el contenido y la concentracion [219]. El fentanilo
usualmente se mezcla con heroina, cocaina y metanfetaminas o se vende como

heroina pura o incluso como medicamentos falsificados [10,220].

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos estiman que en el periodo de 12 meses que finaliz6 en octubre de 2021, mas
de ciento cinco mil personas murieron por sobredosis con drogas. El 66% de esas
muertes se relacionaron directamente con el uso de opioides sintéticos como el

fentanilo [221]. La razon principal del gran nimero de muertes atribuidas a esta
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sustancia es que la dosis letal (aproximadamente 2 mg) es pequefia en comparacion

con otras drogas [222].

La espectrometria de masas (MS) junto con las técnicas de separacion
incluyendo GC-MS y LC-MS, son las técnicas de analisis mas empleadas para
determinar fentanilo y sus analogos en los laboratorios forenses [132,223-227]. Sin
embargo, su falta de versatilidad para el analisis de campo ha motivado a la
comunidad cientifica a emplear otras herramientas analiticas como las
metodologias electroquimicas. Estos procedimientos se adaptan bien a las

condiciones de campo y brindan resultados precisos con bajos limites de deteccion.

Investigaciones previas sugieren el uso de sensores electroquimicos para el
analisis de fentanilo [160,162,228,229]; incluso algunos estudios proponen los
posibles mecanismos de oxidacién [161,230]. A pesar de esto —~hasta donde tenemos
conocimiento- adn no se han reportado biosensores cataliticos para la
determinacion de fentanilo. Estos dispositivos transducen eventos bioquimicos
como mecanismos de inhibicion, activacion o catalisis enzimatica, lo que permite
una mayor selectividad analitica. Desde que se disefid el primer biosensor para
analizar oxigeno y didéxido de carbono en sangre [104], se han desarrollado varios
tipos de biosensores para diferentes propdsitos, incluido el andlisis de sustancias

psicoactivas [231-233].

El citocromo ¢ (cyt c¢) es una hemoproteina con un centro de hierro de
valencia intercambiable, funcionalmente involucrada en la cadena de transporte de
electrones, ubicada en la membrana interna mitocondrial de las células [234,235].
Se encuentra entre las proteinas mas investigadas debido a su pequefio tamafio

(12.26 kDa), a la estructura simple y a la alta estabilidad en diferentes medios.

El grupo hemo catalitico del cyt c tiene capacidad para dirigir el transporte
de electrones en metaloproteinas [236]. Las propiedades fisicas y quimicas de esta
enzima han sido de considerable interés en el campo de la quimica electroanalitica
para funcionalizar diferentes materiales para electrodos de trabajo o para mediar la

transferencia de carga con otras proteinas redox [237,238].
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Los biosensores basados en cyt ¢ han tenido éxito en la determinacion de
analitos como peroxido de nitrogeno, 6xido nitrico, oxianones de halégenos, acido
ascorbico y L-cisteina [239]. En este estudio, la enzima mencionada se utiliz6 en la
construccion del biosensor voltamperométrico como un catalizador en la
electrooxidacion del fentanilo (ver Figura 21) a través de la técnica de CV de
redisolucion anddica por adsorcion. Para ello se funcionalizé la superficie del
electrodo de trabajo con nanotubos de carbono de pared multiple [171,240],
seguido de la inmovilizacion covalente de la enzima [108]. Una vez optimizadas las
condiciones de medicion, el dispositivo se utilizd para la determinacion

electroquimica de fentanilo en muestras de orina enriquecidas con fentanilo.

A

Figura 21 Estructura quimica del fentanilo y representacion de la estructura
proteica del citocromo c.

(a) N-fenil-N-[1-(2-feniletil)piperidin-4-il]propenamida (fentanilo). (b) Cyt ¢ (Protein
Data Bank code 2N9], www.rcsb.org) [241].
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Abstract

Fentanyl is a powerful synthetic opioid used to treat severe pain. New administration routes toward its illegal consumption
for recreational purposes pose a growing threat to public health, either due to misuse or abuse of this substance. As a result,
the rapid qualitative and quantitative determination of fentanyl in biofluids is of great interest. A novel enzymatic biosensor
based on adsorptive-stripping cyclic voltammetry is proposed as a cost-effective, reliable, and efficient device for fentanyl
determination in urine samples. Disposable screen-printed carbon electrodes modified with multi-walled carbon nanotubes
and cytochrome ¢ were used to develop the testing platform. The electrochemical behavior of fentanyl exhibited a well-
defined anodic wave around 0.66 V vs. pseudo reference electrode. The experimental conditions were optimized to obtain
the best analytical response, and linear regression analysis of increasing concentration standards was applied to estimate
the performance parameters. The results suggest a simple method with a wide linearity range, high sensitivity, low limits
of detection (0.086 pg/mL) and quantification, and satisfactory precision (2.9% RSD). The feasibility and applicability of
the voltammetric approach were assessed by fentanyl-spiked urine samples by standard additions calibration curves in two
levels of enrichment with an accuracy of 92% and 100%.

Keywords Fentanyl - Cytochrome ¢ - Enzymatic biosensor - Carbon nanotubes - Adsorptive-stripping cyclic voltammetry

Introduction

Synthetic drugs constitute one of the most significant drug
problems worldwide. The European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) strictly refers to
these chemical compounds as new psychoactive substances
(NPS) that are manufactured through a chemical process, in
which the main psychoactive components are not derived
from natural sources [1]. In recent years, the number of NPS
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found globally has been stabilizing slightly at more than
500 substances. Despite this, potent new cannabinoids and
new synthetic opioids are still emerging, posing health and
social threats [2].

The amount of NPS with opioid effects has continued to
grow in the last years, worsening the opioid crisis [3]. One of
the main causes of the current overdose problem is the increase
in prescription opioid drugs to relieve chronic pain. The anal-
gesic potency and low production costs of synthetic opioids,
particularly fentanyl, make them an attractive business for drug
suppliers, facilitating new administration routes for their illegal
consumption for recreational purposes [4].

The US Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) estimates that in the 12-month period ending in Octo-
ber 2021, more than 105,000 people died of drug overdoses,
with 66% of those deaths related to synthetic opioids such
as fentanyl [5]. The main reason for the large number of
deaths attributed to this substance is because the lethal dose
is small compared to other opioids. Pharmaceutical fenta-
nyl is an opioid receptor agonist developed to treat severe

@ Springer
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pain (Scheme 1A); however, due to its high potency—up to
100 times stronger than morphine—it is also made and used
illegally [6-8].

The accidental overdose crisis is aggravated by the rapid
emergence of products containing fentanyl and its analogs
in street drug markets because of the variable quantity and
potency of the active components [9]. Many users and deal-
ers are unaware of what they are handling because fentanyl
and other opioids are frequently mixed with heroin, cocaine,
and methamphetamines, or they are sold as heroin or even
as counterfeit prescription drugs [4, 10]. This ongoing fen-
tanyl outbreak poses new challenges for authorities, such as
international controls involving efficient analysis methods
that can be applied in the laboratory or in the field in order
to take timely actions.

Typically, mass spectrometry (MS) coupled with separa-
tive techniques, including gas (GC-MS) and liquid chro-
matography (LC-MS), is the most common fentanyl and its
analogs analysis techniques in forensic laboratories [11-15].
The high sensitivity, selectivity, and accuracy make possible
to identify a large number of target substances and their deri-
vates with a reliable confirmation capacity [16]. The main
disadvantage of these powerful analytical platforms is that
they are restricted to a laboratory environment due to the
lack of portability features. In addition, multi-stage sample
preparation requires time-consuming analysis, and the main-
tenance costs are relatively high [17].

Recently, several alternative drug testing approaches,
such as electrochemical screening technologies, have been
suggested to quickly respond to a growing need to streamline
the delivery of results [18, 19]. New low-cost miniaturized
sensing devices capable of real-time monitoring, analyzing
microquantities of testing material, and with minimum waste
generation have opened new opportunities within the foren-
sic and toxicology communities through electrochemical
techniques, as we have reported in previous studies [20, 21].
These procedures adapt well to the required field conditions,
offering accurate screening opportunities with low detection

Scheme 1 Chemical structures A
of the target synthetic opioid

and the biological molecule

used to design the biosensor. A
N-phenyl-N-[1-(2-phenylethyl)
piperidin-4-yl]propenamide

(C,,HxN,0, fentanyl). B

Cytochrome ¢ (Protein Data

Bank code 2N9J, www.rcsb.

org) [42]

@ Springer

limits to provide on-site decisions to law enforcement before
sending evidence to the forensic lab for later analysis and
processing.

Electrochemical sensors based on screen-printed elec-
trodes are designed from functionalizable working elec-
trodes that can be modified with materials such as biomole-
cules, metallic nanoparticles, and carbon-base nanomaterials
in order to improve sensitivity by increasing the surface area
of the working electrodes [22]. For example, multi-wall car-
bon nanotubes have been extensively studied as a multifunc-
tional scaffold on enzymatic biosensors due to their excellent
conduction and electrocatalytic properties [23].

Previous research suggests the use of electrochemical
sensors for the analysis of fentanyl [24-27]; some studies
even propose the possible oxidation mechanisms [28, 29].
However, catalytic biosensors for fentanyl determination
have not yet been reported to the best of our knowledge.
These devices transduce biochemical events as mechanisms
of inhibition, activation, or enzymatic catalysis, allowing
greater analytical selectivity which is considered a challenge
in electrochemical methods. Since the first biosensor was
designed to analyze oxygen and carbon dioxide blood [30],
various types of biosensors have been developed for different
purposes, including drug analysis [31-33].

Cytochrome c¢ (cyt ¢) is a heme protein in interconvert-
ible oxidized and reduced forms (Scheme 1B), functionally
involved in the respiratory electron transport chain, located
in healthy cells in the mitochondrial inner membrane [34,
35]. It is among the most investigated proteins due to its
small size (12.26 kDa), simple structure, and high stabil-
ity. Its catalytic heme group has been widely studied for its
ability to direct electron transport in typical metalloproteins
[36]. This enzyme’s physical and chemical properties have
been of considerable interest in the field of electroanalytical
chemistry to functionalize different materials for working
electrodes or to mediate other redox proteins [37, 38]. Cyt
c-based biosensors are considered a promising tool in ana-
lytical chemistry. Their applications have been successful
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in the determination of analytes such as nitrogen peroxide,
nitric oxide, halogen oxyanion, ascorbic acid, and 1-cysteine
[39]. In this study, cyt ¢ has been utilized as a catalyst in the
electrooxidation of fentanyl.

A voltammetric biosensor is presented for the first time
herein to provide a new analytical tool for forensic cases
in addressing the challenging global opioid crisis. This
work aimed to develop a new rapid and low-cost method
for determining fentanyl in biological samples, using the
catalytic effect of the cyt ¢ through the adsorptive-stripping
cyclic voltammetry (AdSCV) technique. The enzymatic
biosensor was built by a known functionalization of the
working electrode surface of the SPE with multi-walled
carbon nanotubes [40], followed by the covalent immobili-
zation of the water-soluble enzyme cyt c [41]. The catalytic
biosensor was further applied for selective and sensitive
electrochemical determination of fentanyl in simulated
urine samples.

Experimental
Reagents and materials

The Analytical Reference Standard of fentanyl (C,,H,3N,0)
solution in methanol was purchased from Sigma-Aldrich
(Cerilliant®). The solution in methanol was evaporated
using a continuous flow of nitrogen (N,, ultra-high purity).
Fentanyl citrate (C,,H,gN,0-CcHg0-) in the form of crystal-
line powder was supplied by Kern Pharma (99.86%). Both
standards of fentanyl were reconstituted in phosphate buffer
0.1 M at pH 7.5 as supporting electrolyte.

Phosphate buffer solution at 0.1 M was prepared using
sodium phosphate monobasic dihydrate (NaH,PO,-2H,0,
99.5%, Merck) and sodium phosphate dibasic dihydrate
(Na,HPO,-2H,0, 99.1%, Fisher Scientific), and the pH was
adjusted with micro-pearls of sodium hydroxide for analysis
(NaOH, Acros Organics).

Britton Robinson buffer solution was prepared at 0.1 M
with boric acid (H;BO3,>99.5%), phosphoric acid (H;PO,,
85%, ACS reagent), and acetic acid Suprapur® (CH;COOH,
99.8%), and the pH was adjusted with NaOH Suprapur®
solution 1 M. These reagents were purchased from Merck.

Tris—HCI buffer solution at 0.1 M was formed by
tris(hydroxymethyl)aminomethane (NH,C(CH,OH);,
99.8%, Sigma-Aldrich) and adjusted to the desired pH
value with hydrochloric acid (HCI, 37%, VWR Chemicals,
AnalaR® NORMAPUR®).

Cytochrome ¢ from bovine heart (cyt ¢, >95%), bovine
serum albumin (BSA, fraction V,>95%), and glutaralde-
hyde solution (grade 11, 25% in H,O) were obtained from
Sigma-Aldrich.

Cyt ¢ stock solution at 1.2% weight by volume was made
by dissolving 10 mg of the enzyme in 830 pL of phosphate
buffer 0.1 M at pH 7.0, BSA at 0.75% weight by volume
was prepared with 75 mg of BSA in 10 mL of deionized
water, and glutaraldehyde was diluted at 2.5% by volume in
deionized water.

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNT, diameter
110-170 nm, length 7-9 pm, >90%) were purchased from
Sigma-Aldrich.

The diluted suspension of MWCNT was carried out using
the nitric acid oxidation technique. The appropriated amount
of MWCNT was weighed and added into 25 mL of HNO,
(69%, Merck) 2.5 M in a flask. The mixture solution at
0.01% was placed in an ultrasonic bath at 50 °C for 3 h [40].

Stock standard solutions of cocaine hydrochloride
(C,sH,NO,-HCI, Sigma-Aldrich), pseudoephedrine
(CoH;5NO, Sigma-Aldrich), and caffeine (CgH,;,N,O,,
Sigma-Aldrich) were prepared by dissolving the adequate
amount of each compound in Milli-Q water and diluting it
with phosphate buffer solution at pH 7.0.

All solutions were prepared with deionized water of resis-
tivity 18.2 MQ-cm supplied by TKA (inverse osmosis with
a UV lamp irradiation system).

All the materials were directly used as received without
further purification.

Screen-printed carbon (SPC) electrodes were purchased
from DropSens (DRP-110 Metrohm, WE carbon, CE carbon,
and RE silver pseudo-reference electrode).

Instrumentation

Voltammetric measurements were conducted using a
Metrohm Autolab potentiostat/galvanostat PGSTAT Echo
Chemiel28 N and PGSTAT 204 (Utrecht, The Netherlands),
both instruments controlled by the electrochemistry software
package Nova v2.1.4.

The pH values were adjusted with pH-meters Mettler
Toledo™ (Schwerzenbach, Switzerland) and sensION™
(CO, USA).

Field emission scanning electron microscopy (FE-SEM)
surface images were acquired on a ZEISS Sigma 300 oper-
ating at 15 kV (Oberkochen, Germany). The biosensor
assembling process was imaged by FE-SEM to examine the
surfaces at magnification from 40 X to 7650 X.

Biosensor preparation

The chemically modified electrodes to form MWCNT/SPC
were prepared by dropping 10 pL. of MWCNT dispersion on
the working carbon electrode. The drop was allowed to dry
out completely at room temperature. Immobilization of cyt
c over the modified MWCNT/SPC electrode was done by
drop-casting 10 pL of cyt ¢/BSA/glutaraldehyde at a dilution
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ratio of 2:1:1 [41, 43]. Subsequently, the sensor was incubated
for 2 h at room temperature to produce cross-linked enzyme
aggregates on the working electrode. The Cyte/MWCNT/SPC
biosensor was washed with deionized water several times to
remove the non-immobilized excess of enzyme and glutaral-
dehyde and was kept in the refrigerator at 4 °C in phosphate
buffer solution at pH 7.5.

Electrochemical measurements

The Cytc/MWCNT/SPC biosensor was cleaned and acti-
vated by cyclic voltammetry screening (two cycles) recorded
in PB buffer at these conditions: the potentials were stepped
in 10 mV increments from 0.0 to+1.0 V and at a scan
rate of 50 mV/s. This treatment was conducted before any
measurement.

Cyclic voltammetric measurements for parameters optimization
and fentanyl determinations were performed between 0.0 and 1.0V,
with a step potential of 10 mV and at a scan rate of 100 mV/s.

All electrochemical determinations were performed in a
drop of 50 pL over the enzymatic biofilm, counter electrode,
and pseudo-reference electrode at room temperature.

Interference study

The interference effect was assessed in binary solutions con-
sidering cocaine, caffeine, and pseudoephedrine as possible
interferents. Simulated drug samples were prepared at three
different concentration ratios of drug to interferent 1:1, 1:5,
and 1:10. Target drug and interferent were mixed into a cen-
trifuge tube in PB buffer solution at pH 7.5 to obtain a fentanyl
concentration of 2.0 pg/mL..

Spiked samples

Urine samples were self-collected from healthy volunteers into
a sterile tube. The simulated sample was prepared by spiking
drug-free urine to evidence the potential application of a new
electrochemical method to determine fentanyl in biological
fluids. A micro-aliquot of urine of 150 pL was spiked with 150
pL of fentanyl standard solution at 10 pg/mL (Cerilliant®). A
blank sample was prepared by spiking urine with PB buffer
at pH 7.5. Standard addition calibration curves were prepared
with fentanyl citrate standard solution (Kern Pharma) to assess
by triplicate the recovery of the analyte at low and intermediate
concentrations of the optimized range.

Results and discussion
Previous studies suggest an electro-oxidation process of fen-

tanyl to norfentanyl which exhibits a voltammogram with
two anodic peaks, offering the hypothesis that the second
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signal corresponds to the oxidation of the newly secondary
amine formed [29, 44]. In this work, a single well-defined
peak was observed, likely because there is a selective cata-
Iytic effect on the fentanyl oxidation reaction. The voltam-
mogram in Fig. 1 evidenced an electrochemical non-revers-
ible behavior with an anodic peak around 0.66 V on the
biomodified working electrode.

Optimization of the analysis conditions

In order to obtain a very sensitive electrochemical response,
experimental variables affecting the peak height and defini-
tion, such as supporting electrolyte, pH, cyt ¢ concentration,
accumulating time, and scan rate, were optimized.

Influence of the adsorption time

The adsorption behavior of the analyte on the Cytc/
MWCNT/SPC biosensor was assessed by an accumulation
study at 1, 2, 3,4, 5,7, 10, 14, 21, and 30 min. Figure 2
shows the relation between the adsorption time of fenta-
nyl and the peak current as an analytical response. A linear
increase in the anodic current was found for Cytc/MWCNT/
SPC in the tested range with a change in direction at 10 min.
From this accumulation time chosen as the optimum time
for the analysis, the slope is slightly lower though satura-
tion is not yet observed. The response for Bare-SPC on this
comparative scale was almost constant. The current reached
values up to 30 pA for the longest accumulation time on
the enzymatic biosensor, while the same experiment for
the Bare-SPC showed a maximum peak current of barely
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Fig. 1 Cyclic voltammetry profile for fentanyl at 10.0 pg/mL in PB
solution at pH 7.5 recorded using a Cytc/SPC biosensor. Scan rate
50 mV/s in the positive direction
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Fig. 2 Influence of the accumulation time on the analytical response
for fentanyl at 10.0 pg/mL in PB at pH 7.0 by AdSCV at Cytc/
MWCNT/SPC biosensor and Bare-SPC electrode (n=3, scan rate:
50 mV/s). Inset plot shows the amplification of the peak current for
Bare-SCP electrode

1.25 pA after which the signal was saturated as shown in
the inset graph of Fig. 2.

The analytical method is conducted using a drop of 50
pL; hence, after 30 min of accumulation is not recommend-
able for sensing on the biosensor since the evaporation is
very significant. The abundant fentanyl enrichment on the
biosensor surface, driven by an adsorption process, indicates
a strong adhesion of the analyte to the cross-linked enzyme
matrix and MWCNT likely by hydrophobic interaction at
neutral pH [44].

Optimization of the supporting electrolyte

Britton Robinson, Tris—HCI, and phosphate (PB) buffer
solutions at pH 7.5 were tested in quintuplicate as supporting
electrolyte at room temperature. No statistically significant
difference was found for the anodic peak current of fentanyl
electro-oxidation at 10.0 pg/mL using different supporting
electrolytes. One-way ANOVA reports a P value >0.05.
Phosphate buffer was chosen to reconstitute the enzyme
and conduct the experiments because it is the simplest. Fig-
ure S1A shows the analytical response of the biosensor for
a 10.0 pg/mL standard screened at different pH values of PB
close to the fentanyl pKa reported slightly above 8 at room
temperature [45]. The highest current peaks were obtained
at pH 7.5 and pH 8.0. Other studies have demonstrated that
cyt ¢ is thermodynamically stable at least between pH 7.0

and pH 10.0, but at extreme pH values, the structure can
undergo conformational changes by the denaturant-induced
unfolding [35, 46, 47].

Figure S1B demonstrates a linear relationship between
oxidation potential and pH of the electrolyte, in which the
potential is inversely proportional to the pH in the range
of 7.5 to 8.5 using AdSCV. The slope of the linear regres-
sion line tested in triplicate (29 mV by pH unit) suggests an
electro-oxidation process based on two electron transfers by
the analogy of the Nernst equation [48]. This pH-dependent
reduction potential profile is consistent with a redox process
governed by the tertiary amine through the N-dealkylation of
the piperidine nitrogen in the electro-oxidation of the mol-
ecule [29, 49, 50].

Effect of the cyt c concentration and stability
of the electrochemical response

The amount of cyt ¢ enzyme immobilized onto MWCNT/
SPC electrodes also influences the recorded anodic peak
intensity. Voltammetric measurements were made to evalu-
ate the optimum concentration of drop-casted cyt ¢ between
6.0 and 0.8 mg/mL and the stability of the enzymatic biosen-
sor at 4, 24, 48, and 72 h after preparation.

The biosensors tested after 4 h exhibited biofilm detach-
ment during the first measurements. Considering both the
stability over time and the intensity of the anodic peak, in
Fig. S2, it was observed that biosensors prepared at 3.0 mg/
mL of cyt ¢ recorded relatively high peaks with a coeffi-
cient of variation of 14% for measurements over time. The
biosensors at 1.5 mg/mL showed the highest current sig-
nals; however, the variability was 24%, which may affect
the reproducibility of the method. Based on these results,
it was proposed to prepare the disposal biosensors with
the enzyme at 3.0 mg/mL and use them in an operational
lifetime between 1 and a maximum of 3 days after their
preparation.

Effect of the scan rate

The rate of voltage changing over time was explored from
20 to 250 mV/s. Figure 3A shows the voltammetric pro-
file of the scan rate study. The corresponding relationship
between peak height and scan rate is shown in Fig. 3B. The
observed linear correlation up to 100 mV/s suggests a sur-
face adsorption-controlled kinetic process as shown in pre-
vious accumulation experiments [51]. This observation was
enough to make the decision to choose an adequate scan
rate. In addition, above 100 mV/s the signals become wider,
shifting the oxidation potentials toward more positive values.

Table 1 summarizes the optimum conditions for fentanyl
analysis, which were selected from the studies described
above. These conditions were used for the analysis of both
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Fig.3 A AdSCYV profiles of fen- 100 +
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tanyl at 10.0 pg/mL in PB solu- A somus
tion at pH 7.5 recorded on Cytc/ 80 -
MWCNT/SPC at scan rates 9
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the positive direction. B Plot of 3
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Table 1 Summary of parameter optimization for the electrochemical
method based on sensing at Cytc/MWCNT/SPC biosensor by adsorp-
tive-stripping cyclic voltammetry

Assessment parameter Optimum value

Accumulation time (min) 10
pH 7.5
Cyt ¢ concentration (mg/mL) 3.0
Biosensor stability (h) 24-72
Scan rate (mV/s) 100

the analytical performance parameters and the simulated
samples.

Biosensor characterization
The disposable device was constructed from the modifica-

tion of an SPC electrode. The biosensor assembling was
characterized by FE-SEM images. Analysis was carried out

0.50
Potential (V)

B

[
o
)
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= >

1.00 10 30 50 70 90
Scan rate (mV/s)

0.75 110

on the bare screen-printed carbon (Bare-SPC) electrode sur-
face and after drop-casting carbon nanotubes at 0.01% and
cyt ¢ enzyme solution at 0.30% weight by volume. Figure 4A
depicts the rough surface of the pristine working electrode
as a control. The surface modification was performed with
MWCNT since they have been widely used in electrochemi-
cal sensors for their ability to improve the signal resolution
by increasing the surface-active area [43—45]. In this work,
the carbon nanotubes were used mainly because they signifi-
cantly improved the anchoring of the enzyme, preventing the
biofilm from detaching and providing greater stability to the
biosensor. Figure 4B demonstrates that MWCNT aggregates
were drop-casted on the carbon electrode. FE-SEM images
at higher magnification are seen in the supplementary infor-
mation (Fig. S3). Finally, a drop of cyt ¢ solution was drop-
casted on the modified MWCNT/SPC electrode, as an essen-
tial component in electron transfer through redox reactions.
The immobilization of the enzyme to the solid matrix was
done by cross-linking reaction with glutaraldehyde and BSA
forming a homogeneous thin film as shown in Fig. 4C.

Fig.4 Structural characterization of the working electrode in the
biosensor assembling process by FE-SEM images at 2850 X magni-
fication. A Pristine screen-printed carbon electrode (Bare-SPC). B
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MWCNT drop-casted on the screen-printed carbon electrode. C Cytc/
MWCNT/SPC biosensor surface prepared at optimum conditions
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Comparison between Cytc/MWCNT/SPC
and Bare-SPC at optimal conditions

A fentanyl standard at 10 pg/mL was analyzed under opti-
mized conditions with both a pristine carbon electrode
(Bare-SPC) and the biosensor (Cytc/MWCNT/SPC) to
demonstrate the amplification of the electrochemical
signal using the cyt ¢ enzyme, which ranges from 5 to
10 times the signal of the Bare-SPC sensor. Figure 5 is
shown the voltammetric profiles recorded by screening on
the two tested sensors. The enhancement in the current
intensity is due not only to the accumulation effect, but
also probably due to the enzymatic catalysis of the fenta-
nyl electro-oxidation reaction. Therefore, further research
is required to determine the contribution of enzymatic
catalysis.

The biotransformation of opioids, such as codeine, metha-
done, tramadol, or fentanyl, takes place in the liver. Phase
I metabolism of drugs consists of reactions mainly cata-
lyzed by the cytochrome P450 (CYP) system, which con-
tains various isoenzymes, including CYP-3A4, the primary
metabolizer of fentanyl, through the metabolic route of the
N-dealkylation to norfentanyl [52—55]. The ability of these
enzymes to oxidize xenobiotics and their role in the electron
transfer chain led us to propose a smaller enzyme contain-
ing a heme group as a cofactor. Cyt ¢ showed very positive
results in voltammetric procedures, improving the sensitivity
of the techniques.

70
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Fig.5 Comparison of AdSCV profiles for fentanyl oxidation at
10.0 pg/mL in PB solution at pH 7.5 using a Cyte/MWCNT/SPC
biosensor and a Bare-SPC electrode at optimum analysis conditions.
Scan rate 100 mV/s in the positive direction

Sensing on the biosensor

In order to demonstrate that it can be a useful tool in forensic
applications, analytical determinations such as performance
parameters, interference study, and simulated sample analy-
sis were carried out.

Analytical parameters

The analytical performance of the method using the enzy-
matic biosensor for fentanyl was assessed in terms of linear-
ity, sensitivity, selectivity, limit of detection (LOD), quantifi-
cation limit (LOQ), reproducibility, and recovery coefficient
[56]. The evaluation was conducted in the lowest possible
calibration range to detect fentanyl in biofluids of very low
concentrations. Figure S4A depicts the curve profile of the
voltammograms recorded by AdSCV at increasing concen-
trations of fentanyl (0.5-5.0 pg/mL). These measurements
performed in a drop of 50 pL placed on the biosensor surface
demonstrate a linear relationship between anodic peak cur-
rent (/,) vs the standard concentration (C) (see Fig. S4B),
and they were statistically studied to determine the analytical
parameters of the electrochemical method.

Linearity was determined by sensing a series of fentanyl
standards ranging from 0.5 pg/mL to five-fold the expected
calibration range (25 pg/mL). The criteria to define accept-
able linearity were R>>0.995. Figure S5 is shown the linear-
ity graph obtained by triplicate, in which R*=0.9897 con-
sidering the complete data set, while R*=0.9956 plotting
the data up to 20 pg/mL. The main figures of merit are sum-
marized in Table 2. Sensitivity was assessed by the electro-
chemical response factor as the peak current height divided
by the concentration of the analyte. The slope of the seven-
point calibration curve was used for this measurement. The
limits of detection and quantification were calculated based
on the standard deviation of the linear regression divided
by the slope of the linear curve according to the formulas
LOD=30/S and LOQ=100/S (n=3).

Table 2 Analytical parameters for the seven-point calibration graph
of fentanyl on Cyte/MWCNT/SPC biosensor by adsorptive-stripping
cyclic voltammetry, n=3

Analytical parameter Cytc/MWCNT/SPC
Oxidation potential (V) 0.66+0.01

Linear range (pg/mL) 0.50-20.0
Calibration range (pg/mL) 0.50-5.00
Response factor (uA/ug-mL™1) 1.92+0.06

LOD (ug/mL) 0.086+0.008

LOQ (ug/mL) 0.29+0.03
Within-lab reproducibility (RSD) 2.9%
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For the electrochemical procedure, the precision was
evaluated in terms of within-lab reproducibility (Sgy,) esti-
mated as relative standard deviation (RSD, %). The inter-
mediate precision Sgy, was calculated from the RSD of the
slopes from three analytical curves measured on different
enzymatic biosensors at different measurement days. The
data in Table 2 show that the developed method has a reli-
able precision (Sgy <2.9%). Repeatability was not calcu-
lated because biosensors are discarded after measuring a
calibration curve; therefore, reproducibility is a more suit-
able parameter to estimate precision.

The detection limit found in this work differs by one or
two orders of magnitude lower than the limits from most
similar electrochemical methods, as shown in Table 3. As
can be seen in this table, some proposed methods show a
lower LOD; however, they are not easily prepared sensors
like the biosensor presented in this work.

CSWYV cyclic square wave voltammetry, SWV square wave
voltammetry, DPV differential pulse voltammetry, AdSDPV
adsorptive stripping differential pulse voltammetry, SWAdSV
square wave adsorptive-stripping voltammetry, RTLI room
temperature ionic liquid, MWCNT multi-walled carbon
nanotubes, CNOs carbon nano onions, LCE laser carbonized
electrode, MOF metal-organic framework, SWCNT single-
walled carbon nanotubes.

Interference study

The selectivity of the method was evaluated by testing
spiked fentanyl solutions with caffeine, pseudoephedrine,
and cocaine as possible fentanyl-laced substances for con-
sumption [61-63]. The testing of the simulated samples,
prepared at three different ratios of drug to interferent from

electro-active species at the tested electrochemical window,
while cocaine exhibits an anodic peak shifted around 0.85 V
(Fig. S6C).

Table 4 summarizes the experimental results of the qualita-
tive and quantitative study of interferents. The method enables
quantifying the target analyte in a 1:1 ratio with cocaine. At a
ratio of 1:5, the fentanyl signal is seen as a shoulder along with
the oxidation wave of cocaine; thus, it is considered detect-
able, while at a 1:10 ratio, cocaine completely interferes with
the fentanyl signal. In contrast, fentanyl can be analyzed with
caffeine and pseudoephedrine present since these compounds
do not significantly interfere with the analytical response
of the analyte. The RSD of the fentanyl determinations was
calculated considering the responses of three concentration
ratios and the individual fentanyl. A precision of 3.8% was
obtained when present with caffeine and 4.7% for the fenta-
nyl-pseudoephedrine mixtures, coefficients of variation near
the reproducibility of the method. The lack of interference
between fentanyl and cocaine at a ratio of 1:1, caffeine, and
pseudoephedrine allows selective sensing of fentanyl on Cytc/
MWCNTY/SPC biosensor.

Applicability of the method

Biological specimens such as urine, blood, or saliva can
be used in forensic sciences to demonstrate previous or

Table 4 Interference study based on the quantification of fentanyl sig-
nal at 2.0 pg/mL conducted in binary solution at three different con-
centrations of the interfering compound tested. FYL fentanyl, COC
cocaine, CAFF caffeine, and PSE pseudoephedrine

Ratio
FYL:interferent

FYL oxidation signal

1:1 to 1:10, provides sufficient information to detect and cocC CAFF PSE
quantify fentanyl in mixtures. Figure S6 depicts de vol- -
. - 1:0 Quantified RSD 3.8% RSD 4.7%
tammograms obtained from the interference study. The i
. c e 1:1 Quantified
interferent substances were analyzed individually to deter- 15 b J
mine the electro-activity of the molecules. In Fig. S6A and 1’10 Ue:'Cte d
.. . . : tect
S6B, it is noted that caffeine and pseudoephedrine are not ndefecte
'Ijabble 3 ComParison of the Method Working electrode Electrolyte LOD (ug/mL) Reference
limit of detection (LOD)
estimated in this study to CSWV RTLI-SPC PB pH 7.4 1.68 [57]
values calculated in other SWV MWCNT-RTIL-SPC PBS pH 7.4 3.36 (58]
electrochemical methods
recently reported in the DPV CNOs-GC PB pH 7.0 0.101 [59]
literature for fentanyl sensing SWV LCE PBS pH 7.4 0.336 [60]
DPV MOE-SPC PB pH 7.0 0.101 [25]
AdSDPV MWCNT-GC PBpH 7.4 0.034 [26]
DPV SWCNT network PBS pH 7.4 0.004 [44]
SWAdSV Bare-SPC Tris—HCI pH 8.5 0.233 (drop) [29]
0.037 (cell)
AdSCV Cytc/MWCNT/SPC PB pH 7.5 0.086 (drop) This work
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historical drug exposure. Commonly, target drugs and drug
metabolites are present in urine at higher concentrations than
in the blood after consumption and absorption, increasing
the possibility to detect drugs for a longer period of time
[11]. In order to examine the effectiveness and applicability
of the proposed method, a biofluid was prepared as simu-
lated samples. To evaluate the method’s performance in
terms of trueness, drug-free urine was spiked with fentanyl
at two different levels of the calibration range.

The first spiked sample was prepared at 1.0 pg/mL and
the second at 2.5 pg/mL based on the concentration found in
previous urine analyses [64, 65]. Both samples were tested
in triplicate by five-point standard addition curves adding
successive aliquots of fentanyl standard followed by dilut-
ing with buffer to a final volume of 50 pL. The increasing
voltammetric response was recorded using the optimized
AdSCV method on a Cyte/MWCNT/SPC biosensor as
depicted in Fig. 6A for the intermediate region of enrich-
ment. A slight shift of the oxidation potential toward more
positive values is observed compared to the results obtained
in the buffer solution. This is probably due to matrix effects
that infer mainly on the pH of the test solution. However, it
does not affect the fentanyl determination since the standard
addition minimizes these effects. Furthermore, it is impor-
tant to note that the diluted urine blank does not interfere
with the electrochemical signal of the analyte; therefore, it
is not necessary to perform a drug extraction.

The measured peak current for the increasing oxidation
waves was plotted against the corresponding fentanyl con-
centration with a very good linear correlation. The extrapo-
lation in Fig. 6B represents the sample’s concentration of
which the average recovery was 100% and the estimated
precision (RSD) at 3%, as shown in Table 5. The recovery
for the low level of enrichment was 92% (see Fig. S7 pre-
sented in supplementary information), slightly lower than for
the medium level, as expected. These results suggest that the
accuracy achieved by the proposed method is good and sat-
isfactory. It also demonstrates the applicability of a reliable
and rapid screening that requires minimal sample volume

Fig.6 Determination of 100

fentanyl in the spiked urine A C (ug/mL)
sample. A AdSCV curve 80 50
profile for increasing standard 35
additions recorded using Cytc/ < 60 — 25
MWCNT/SPC biosensor (scan =2 o 1'5
rate 100 mV/s in the positive Tt 40 '
direction). B Average standard g -
addition calibration curve in the 8 20 === Biank
form of anodic peak current vs

fentanyl concentration to assess 0

the trueness at intermediate

level (2.5 pg/mL, n=3) -20

0.00 0.30 0.60

Potential (V)

Table5 Analysis of fentanyl-spiked urine samples by AdSCV on
Cyte/MWCNT/SPC biosensor using the standard addition method.
Calculated concentrations are reported as mean+SD (n=3)

Concentration Oxidation = Measured RSD (%) Recovery
added (pg/ potential concentration coefficient
mL) V) (ng/mL) (%)

1.00 0.74 0.92+0.02 2 92

2.50 0.74 2.50+0.08 3 100

and pretreatment, which could be applied in the future as a
new forensic tool in drug sensing.

Conclusions

A voltammetric enzymatic biosensor for the determination
of fentanyl in biological samples of urine was developed for
the first time. The analysis method is based on the catalytic
activity of cyt ¢ enzyme which enhances the magnitude of
the analytical response up to an order of magnitude com-
pared to the signal from a Bare-SPC electrode. Further work
to explain the phenomenon of enzyme catalysis involved in
the electrochemical reactions is underway.

The optimal conditions for the electrochemical deter-
mination based on an adsorptive-stripping voltammetry
technique were set at accumulation time of 10 min, pH of
the electrolytic support at 7.5, cyt ¢ concentration of 0.30%
weight by volume, stability time ranging from 24 to 72 h,
and a scan rate for the AASCV of 100 mV/s.

Voltammetric biosensing is proposed as a selective
approach toward mixtures of fentanyl and adulterants such
as caffeine. It can be used to identify and quantify the tar-
get drug even when other substances, for example, pseu-
doephedrine or cocaine, have been consumed. Nonetheless,
cocaine becomes an interferent for the analysis in larger
proportions than 1:1 since it is an electro-active molecule.

The analysis results of fentanyl-spiked urine samples
demonstrate that the biosensor elaborated and validated
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in this study shows a satisfactory closeness of agreement
between the experimental values and the expected concen-
trations for both levels of enrichment. Therefore, the accu-
racy achieved by this analysis method is acceptable.

Noticeably, an additional advantage of this method is that
a small sample size is required—generating very few resi-
dues. This is important when sampling is limited, as is the
case with biological fluids. Consequently, enzymatic biosen-
sor provides a feasible analysis tool with potential applica-
tion in forensic sciences as a rapid and reliable screening of
biological samples from drug users.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00604-022-05578-x.
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Fig. S1 Relationship between oxidation parameters and pH of buffer solution at the Cytc/MWCNT/SPC biosensor.
(A) Effect of the pH on the biosensor response. (B) Effect of pH on the oxidation potential. Conditions: AdSCV (n =
3, scan rate: 50 mV/s), fentanyl at 10.0 pg/mL and PB solution.
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Fig. S2 Effect of cyt ¢ amount in the Cyte/MWCNT/SPC biosensor on the peak current and stability of the

electrochemical response over time. The data was obtained by AdSCV for fentanyl at 10.0 pg/mL in PB solution at
pH 7.5 (n = 3, scan rate: 50 mV/s).

Fig. S3 Structural characterization of the working electrode in the biosensor assembling process by FE-SEM images
at 7650x magnification. (A) Pristine screen-printed carbon electrode (Bare-SPC). (B) MWCNT drop-casted on the
screen-printed carbon electrode. (C) Cyte/MWCNT/SPC biosensor surface prepared at optimum conditions.
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Fig. S4 AdSCV measurements for fentanyl at various concentration ranging from 0.5 to 5.0 pg/mL in PB solution at
pH 7.5. (A) Voltammograms for increasing concentration recorded using Cytc/MWCNT/SPC biosensor (Scan rate 100
mV/s in the positive direction). (B) Average calibration curve of the anodic peak current against fentanyl concentration
(n=23).
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Fig. S5 Average calibration curve of the anodic peak current against fentanyl concentration (n = 3) for linearity study
based on AdSCV measurements for increasing fentanyl concentration in PB solution at pH 7.5 using
Cyte/MWCNT/SPC biosensor. (A) Line fitting ranging from 0.5 to 25.0 pg/mL. (B) Line fitting ranging from 0.5 to
20.0 pg/mL.
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Fig. S6 AdSCYV profiles obtained from the interference study for fentanyl (FYL) determination. (A) Voltammograms
of fentanyl vs. caffeine (CAFF). (B) Voltammograms of fentanyl vs pseudoephedrine (PSE). (C) Voltammograms of
fentanyl vs cocaine (COC).
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Fig. S7 Determination of fentanyl in spiked urine sample. (A) AdSCV curve profile for increasing standard additions
recorded using Cyte/MWCNT/SPC biosensor (scan rate 100 mV/s in the positive direction). (B) Average standard
addition calibration curve in the form of anodic peak current vs fentanyl concentration to assess by triplicate the
trueness at low level (1.0 pg/mL, n = 3).
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6.4 Discusion general

El mercado global de las drogas se caracteriza por ser un sistema muy
complejo y dinamico. Variables tales como el desarrollo de nuevas tecnologias
impulsan la oferta de una amplia variedad de productos, asi como los mecanismos
de distribucién que facilitan la adquisicién de sustancias psicoactivas para la

poblacién.

La reclasificacion general de las drogas basada en evidencia cientifica y en la
aplicacion de politicas globales eficaces es apremiante, tanto para garantizar la
disponibilidad adecuada para fines médicos, como para resguardar la salud y la vida
de las personas. La gran cantidad de nuevas sustancias psicoactivas (NSP) en la
actualidad, evidencia el obsoleto sistema de fiscalizacion que obliga a las
autoridades correspondientes a librar una “guerra antidrogas” que no ha logrado

sus objetivos, en caso de tenerlos.

Desde la perspectiva de la investigacion cientifica relacionada con la
identificacion, la caracterizacion y la cuantificacion de sustancias psicoactivas, ya
sean drogas legales, ilegales o no controladas, la discusiéon se centra en la
importancia de brindar herramientas analiticas que cumplan con los mas altos
estandares de calidad y que respondan a las necesidades del mercado y de la
sociedad actuales. El objetivo de estas metodologias es discriminar adecuadamente
entre moléculas, hacer cumplir los requerimientos legales -sean o no objetivos,
realistas y efectivos- y de atender correctamente las emergencias sanitarias que se

presentan por el abuso de estupefacientes y psicotropicos.

Con miras a contribuir con informacion cientifica en el debate global sobre el
manejo y la clasificacién de las drogas, principalmente en la categoria mas grande y
diversa denominada NSP, se plante6 en esta investigacion —-enmarcada en una tesis
doctoral- el disefio, el desarrollo y la experimentacion pertinente para la
implementacion de sensores quimicos fiables y precisos. Las tecnologias analiticas
como la electroquimica y la espectroelectroquimica son los pilares idéneos para la
creacion de los dispositivos, esencialmente por sus caracteristicas y propiedades

entre las que destacan: tiempos cortos de analisis, capacidad de resolucion temporal
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in situ, costos relativamente bajos, versatilidad de las metodologias, generacion de
pocos desechos y excelentes parametros de desempefio como los bajos limites de

deteccion.

En la categoria de NSP, algunos de los grupos de sustancias de mayor
crecimiento y diversificacion segun datos de la ONUDD y el OEDT [22,39], son los
estimulantes, los opioides sintéticos y los alucindgenos. Ciertos ejemplares de estas
drogas han persistido en el mercado por muchos afios y han dado origen a nuevas
drogas con efectos mas potentes. Esto motivo la seleccion de las sustancias
psicoactivas para su investigacion electroquimica y el posterior analisis, situaciéon
que se abordd con cinco sensores quimicos distribuidos en tres categorias: tres
sensores electroquimicos, un sensor espectroelectroquimico y un biosensor

enzimatico.

Las drogas sintéticas 25B-NBOMe, DMT, BZP y mCPP se estudiaron
electroquimicamente tomando en cuenta diferentes condiciones de analisis como
las técnicas voltamperométricas, los soportes electroliticos, el pH y los materiales
de los electrodos de trabajo, entre otros. La optimizacion de estas variables se
realizdé con base en la influencia directa que ejercen sobre la intensidad de la

corriente al aplicar el barrido de potencial.

Los transductores de los sensores electroquimicos seleccionados fueron el
electrodo solido de diamante dopado con boro y los electrodos serigrafiados de
carbono y de platino. La respuesta electroquimica de la oxidacién de las cuatro NSP
sobre los tres sensores se analizé por DPV, la técnica que mostrd, en este caso, la
mayor sensibilidad analitica. Los microvolimenes empleados para cada corrida
fueron de 50 pL para los electrodos serigrafiados y de 100 pL para el electrodo de
diamante con boro, para el cual se disefi6 y se imprimié una microcelda para el

ensamblaje del electrodo de trabajo junto con los electrodos auxiliar y referencial.

La determinacion de los parametros de desempefio del método utilizado con
cada uno de los sensores para cada molécula psicoactiva deja una clara perspectiva
de las ventajas y las debilidades de los tres dispositivos. Caracteristicas como el bajo

LOD, la alta sensibilidad, la menor influencia de interferencias, asi como las
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condiciones en medio acuoso que simplifican los procedimientos, posicionan al
sensor basado en el electrodo de carbono como el mas apto para el analisis quimico
de las cuatro sustancias. Los porcentajes de recuperacion de las muestras de fluido
oral enriquecidas con las drogas tuvieron valores entre el 98% y el 103%, lo que
revela viabilidad y aplicabilidad de la metodologia del sensor electroquimico de
carbono. Estos resultados discutidos en la primera publicacién cientifica responden

a los objetivos uno y dos del proyecto doctoral.

El analisis electroquimico de las catinonas sintéticas 4-MMC y 4-MEC, en
comparacidon con el estudio anterior, tiene el reto adicional de la identificaciéon
inequivoca de dos moléculas que son muy parecidas estructuralmente. La SEC de
Raman fue la técnica empleada para el disefio del sensor espectroelectroquimico,
principalmente por la portabilidad del instrumento para hacer los analisis in situ y
por la electroactividad de ambas drogas sobre el electrodo serigrafiado de oro, un
material con caracteristicas muy apropiadas para el sustrato SERS. La optimizacién
del procedimiento incluyé maximizar la corriente anddica de la reaccion redox
simultdneamente con la electroactivacion de la superficie electrdédica para
promover el efecto SERS, i. e. se optimiz6 un procedimiento que tiene como objetivo
cuantificar las NSP y dotar al sensor de selectividad para la descripcion cualitativa

de las sustancias.

La caracterizacion del sustrato de oro por SEM (del inglés Scanning Electron
Microscopy) y AFM (siglas en inglés de Atomic Force Microscopy), antes y después
del barrido electroquimico, evidencia los cambios en la morfologia de la superficie
que propiciaron el fendmeno SERS requerido para la identificacidon de las sefales
Raman a bajas concentraciones de los analitos. Al menos cuatro bandas se utilizaron
para confirmar la identidad de las catinonas; asimismo la diferenciacion entre un
triplete y un doblete en el intervalo de 1161 cm?! a 1213 cm marco la
discriminacidn entre ambas drogas. La activacion in situ del sustrato SERS minimiza
la posibilidad de afectacion temporal de las propiedades plasmoénicas que pueden

afectar la reproducibilidad y la confiabilidad de las mediciones.
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La funcionabilidad del sensor espectroelectroquimico se midié con el analisis
de muestras simuladas de incautacion -las catinonas mezcladas con maltosa y
lidocaina como agentes adulterantes- y muestras de orina enriquecida. La
identificacion de las moléculas se llevdé a cabo sin inconvenientes, tanto en las
muestras de orina como en las drogas adulteradas con maltosa y lidocaina. En
cuanto a la cuantificacion por la técnica electroquimica de CV, la lidocaina resulté
ser una interferencia considerable porque es electroactiva, no obstante, los analisis
voltamperométricos con la maltosa y con la orina no se vieron afectados. El
desarrollo de este sensor espectroelectroquimico se explica en mayor detalle en la
segunda publicacidn cientifica y obedece alos objetivos tres y cuatro de la propuesta

de la tesis.

El sensor desarrollado mas recientemente en este proyecto de investigacion
se construyé con un transductor de carbono modificado con nanotubos de carbono
y con una pelicula de la enzima citocromo ¢ adherida por entrecruzamiento del
glutaraldehido. El objetivo de este biosensor fue la determinacién analitica in situ
del fentanilo y el mejoramiento de los limites de deteccidon reportados con otros
sensores quimicos. El aumento de la sensibilidad del dispositivo miniaturizado
proviene del efecto catalitico relacionado con la actividad enzimatica y con la
propiedad adsorbente de la superficie modificada del electrodo; de esta forma se
empled6 una técnica voltamperométrica de redisolucion anddica para la

cuantificacion.

La optimizacion de la metodologia electroquimica incluy6: la influencia del
tiempo de adsorcion, la concentracion de la enzima, el soporte electrolitico, la
estabilidad de la respuesta en el tiempo y la velocidad del barrido electroquimico.
Los parametros analiticos como el LOD, la sensibilidad y la precision respaldan las
conclusiones concordantes con un sensor robusto y fiable para el analisis del
fentanilo. Ademas, el analisis de muestras de orina enriquecidas con la sustancia
psicoactiva mostré resultados de veracidad entre el 92% y el 100% con coeficientes

de variacion menores al 3%. La explicacion de estos resultados se amplia en la
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tercera publicacion cientifica y satisface los objetivos cinco y seis del proyecto

doctoral.

Los sensores electroquimicos miniaturizados con capacidad de respuesta
in situ y monitorizacion con resolucion temporal, se presentan en la actualidad como
una opcidn rigurosa ante los requerimientos de los analisis preliminares de campo.
La versatilidad en el disefio de sensores y en la experimentacion electroquimica
ofrece variadas alternativas analiticas para la pronta respuesta del analisis de
nuevas sustancias psicoactivas, ya sea en matrices compuestas de drogas incautadas
o en pruebas de toxicologia con muestras bioldgicas de saliva, orina o plasma. La
aparicion continua de nuevas drogas en el mercado, asi como la verificacion y el
control de sustancias fiscalizadas a nivel internacional, ofrecen un amplio campo de
investigacion y de aplicacion de nuevos dispositivos cada vez mas completos y

robustos para el analisis quimico de las drogas.
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7 Conclusiones generales

Los sensores electroquimicos basados en micrométodos para el analisis
quimico de nuevas sustancias psicoactivas, requieren una minima preparacion de la
muestra, generan pocos residuos quimicos y suelen ser de menor costo que la

instrumentacion tipica de analisis en un laboratorio quimico.

Ciertas caracteristicas operacionales observadas en el desarrollo de los
sensores como la capacidad de resolucion temporal, la portabilidad de la
instrumentacién para los analisis tanto en el laboratorio como en el campo, asi como
los cortos tiempos de respuesta de las técnicas electroquimicas o
espectroelectroquimicas, les conceden ventajas sustanciales a estos dispositivos

frente a otras metodologias para el analisis preliminar de NSP.

Los sensores fundamentados en las técnicas espectroelectroquimicas
ofrecen un valor agregado al analisis quimico, sustancialmente por combinar las
ventajas de las técnicas electroquimicas como la sensibilidad y la versatilidad de los
meétodos, simultdneamente con las ventajas que brinda la huella espectroscépica de

las sustancias para la determinacion selectiva e inequivoca.

La biodeteccidon voltamperométrica basada en la actividad catalitica de las
enzimas, aumenta significativamente la sensibilidad y la selectividad de los
dispositivos, parametros deseados en el disefio de los sensores electroquimicos para
analizar drogas puras, mezclas de drogas o cantidades remanentes posterior al

consumo humano.

La factibilidad y 1a aplicabilidad demostradas de los métodos electroquimicos
de los diferentes sensores desarrollados en este proyecto de investigacion doctoral,
revela la potencial aplicacion de los sensores para la determinaciéon de drogas en
areas como la toxicologia o las ciencias forenses, principalmente en materiales

incautados o en muestras bioldgicas como la orina o el fluido oral.
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