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Determinacion analitica de cocaina

1. - SUMMARY

Drug abuse is a worldwide problem that claims thousands of lives each year; causing
the devastation of families and the suffering of thousands of people. Around half of these
deaths are caused by fatal overdoses in young victims [1].

Cocaine is one of the most widely used illegal drugs that acts as a local anaesthetic
and stimulates the brain causing euphoria, which leads to its addiction [2]. In the worst case,
this addiction can lead to cardiac arrest or seizures followed by respiratory arrest and death.
It must be taking into account that the effects of cocaine street samples are not only induced
by the drug itself but also by the adulterants that they contain. Furthermore, these adverse
effects are increased due to the combination of cocaine with other drugs or alcohol [3].

The determination of the concentration of cocaine has been checked through
analytical techniques such as gas chromatography [4-6], HPLC [7-9] or even capillary
electrophoresis [10]. These analyses, requested in fields such as forensic science or
criminology, have been applied to biological samples as well as to the evaluation of the
purity of street samples.

Electrochemical techniques have been also used in the determination of this drug.
However, interferences from substances with a redox potential close to the cocaine one
would make more difficult this analysis. This complication has been sometimes solved by
the modification of the working electrode with polymers [11-13], Schiff bases [14, 15], or
biomolecules [16-32], which provide selectivity to the electrochemical system.

This work describes a new methodology for the determination of the purity of
cocaine street samples, based on the use of redox modified screen-printed carbon electrodes
(SPCEs), nanomaterials modified SPCEs and voltammetric techniques.
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2.-STATE OF THE ART

2.1.— COCAINE

Cocaine, the main alkaloid extracted from Erythroxylum coca plant (Fig. 2.1),
consists on a central nervous system stimulant substance, leading to increased alertness and
euphoria. These effects stem from the ability of cocaine to block synaptic dopamine
reuptake. Thus, this compound causes pharmacodependence [14].

0

Figure 2.1. - Chemical structure of cocaine.

In the early twentieth century, it was used as a component of tonics and beverages.
Today, however, it is almost exclusively associated with its misuse, which poses great health
risks and can even lead to death. Actually, it consists on an illegal substance in most part of
the world, making part of the main constituent of police apprehensions, followed by hemp
and synthetic drugs, resulting in an increased amount of scientific efforts to analyze this
compound quickly and in a simple way [14, 15, 33].

2.2.- ANALYTICAL DETERMINATIONS

The determination of cocaine and its metabolites has been performed in different
complex matrixes by gas chromatography [4-6], HPLC [7-9] or even capillary
electrophoresis [10].

The simplicity of the electrochemical techniques, their low cost and their relative
short time of performance, have provided a great advantage in the use of these robust devices
in several fields compared to the rest of transducers and even, to chromatographic techniques
[34].

Electrochemical techniques have evolved in the last few years in aspects related not
only with the specificity of the sensors, thanks to bioelements such as enzymes or biological
receptors, but also with the miniaturization of the electrodes. Screen-printed technology has
been shown as an attractive method for mass production of sensors at low cost. The
technology has the advantages of design flexibility, process automation, good
reproducibility, a wide choice of materials and reduced expense. These sensors recognize the
chemical information present in the sample and transform it into an easily processable signal
[35].
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2.2.1. - Electrochemical methods

The structure of cocaine contains several functional groups that can suffer redox
reactions. These reactions can be divided into two electrochemical procedures:

= Reactions based on the oxidation of the tertiary amine [34, 36-38]. This irreversible
signal has been registered around + 1.0 V using carbon paste [34, 36, 37] and glassy
carbon electrodes [36-38], in buffer solutions at pH values higher than 6.5.
Additionally, working electrodes have been modified with Uranyl Schiff base films
[14, 39] and hexacyanoferrate films [33] in an attempt to lower the oxidation
potential, avoiding interferences from complex matrices (Table 2.1).

= Reactions based on the reduction of the ester groups, registered between — 1.0 and —

1.5 V in buffer solutions at pH values higher than 7, using mercury electrodes [40,
41].

Table 2.1. - Voltammetric determination of cocaine using modified electrodes.

Peak Calibration | Limit of

Electrode Modification potential range detection | Reference
(mV) (umol-L™") | (umol-L™)
Platinum | V™Y1 Sehift 100 | 054-9.10 | 0.15 [14]
Carbon | Uranyl Schiff 620 0.1-13 ; [39]
base
Platinum Cobalt 780 240-1500 140 [33]
hexacyanoferrate

Electrochemical techniques, such as cyclic voltammetry [14, 34, 39], square-wave
voltammetry [41], differential pulse voltammetry [38] and chronoamperometry [36, 37],
have been used in these electrochemical procedures.

3. - OBJECTIVE

The main goal of this research activity is the development of sensitive and selective
sensors, based on the screen-printed methodology, for the electrochemical detection and
quantification of cocaine in synthetic samples and complex matrices, such as confiscated
cocaine street samples.

4. - EXPERIMENTAL

4.1. - REAGENTS

SPCEs produced by the Electronalysis Research Group in the University of Burgos
have been used [42].
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All solutions were prepared with water purified with a Milli-Q device, which
provided a resistivity of 18.2 MQ cm.

Stock standard solutions of cocaine (kindly donated by UCB Pharma S.A.) were
prepared by dissolving the adequate amount in water.

50 mM phosphate buffer and 100 mM KCI1 (Merck, Darmstadt, Germany) solutions
were used as supporting electrolyte. 1| M NaOH (J.T. Baker, Deventer, The Netherlands) and
98 % H;PO4 (Panreac, Barcelona, Spain) solutions were used to adjust the pH values.

4.2. - APPARATUS

Electrochemical measurements were made by an Autolab electrochemical system
with GPES software (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands). Differential pulse
voltammograms were recorded from — 0.4 V (initial potential) to + 1.5 V vs Ag/AgCl SPE
(final potential), using a step potential of 100.5 mV and a modulation amplitude of 250.5
mV.

The pH of the solutions was measured with a Crison Model 2002 (Barcelona, Spain)
pHmeter.
4.3.- SCREEN-PRINTED SENSORS MANUFACTURING

Screen-printed configurations of three electrodes (working, Ag/AgCl reference and
counter electrode) were fabricated by sequential layer deposition onto polyester films (Fig.
4.1).

Dielectric ink

Working
Conductive paths

Counter

Reference

Figure 4.1.- Screen-printed electrodes configuration.

Table 4.1 summarises the different fabrication steps for each configuration,
including the kind of ink that has been used and the most relevant cured parameters
(temperature and time).
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Table 4.1. - Composition of the different screen-printed electrodes used.

Typel

Type 11 Type III Type IV Type V

Conductive paths Ag Ag C C C

Teured (°C) 120 120 60 60 60

teured (MiN) 20 20 30 30 30
Reference electrode Ag/AgCl Ag/AgCl Ag/AgCl Ag/AgCl Ag/AgCl

Tewred (°C) 120 120 120 120 120

teured (MiN) 20 20 20 20 20
Counter electrode C C C C C

Teurea (°C) 60 60 60 60 60

teured (MiN) 30 30 30 30 30
Working electrode C C + tetrathiafulvalene C + ferrocyanide C + Prussian Blue C + ferrocenemethanol

Teured (°C) 60 60 60 60 60

teured (MiN) 30 30 30 30 30
Dielectric material 242-SB D2071120D1 D2071120D1 D2071120D1 D2071120D1

Tewed (°C) 120 80 80 80 80

teured (MiN) 60 30 30 30 30
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5.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE COCAINA UTILIZANDO
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE CARBONO

El comportamiento electroquimico de este compuesto en electrodos serigrafiados de
carbono (Tipo 1, tabla 4.1) se analiz6é mediante voltamperometria diferencial de impulsos, en
electrolito de soporte a diferentes valores de pH. Se registraron voltamperogramas de
disoluciones de cocaina en el rango de concentracion de 10® M a 10> M en 100 pL de
electrolito de soporte de pH 7, 8 y 9, entre — 0.4 y + 1.5 V vs Ag/AgCl SPE (Fig. 5.1,52y
5.3). Puede observarse que el unico pico de oxidacion que se registra aparece
aproximadamente a + 1.0 V vs Ag/AgCl SPE.

200
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Potencial (V vs Ag/AgCl SPE)

Figura 5.1.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampon fosfato pH
7 con KCI 100 mM (A), y en disoluciones de cocaina de concentracién 10°M (B), 10° M
(C), 10* M (D), 10°M (E) y 10°M (F) en tampon fosfato pH 7 con KCI 100 mM, utilizando
electrodos serigrafiados de carbono.

Intensidad (nA
2

50 y
0

-0.5 0 0.5 1 1.5

Potencial (V vs Ag/AgCl SPE)

Figura 5.2.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampén fosfato pH
8 con KCI 100 mM (A), y en disoluciones de cocaina de concentracion 10°M (B), 10° M
(C), 10* M (D), 10°M (E) y 10°M (F) en tamp6n fosfato pH 8 con KCI 100 mM, utilizando
electrodos serigrafiados de carbono.
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Figura 5.3.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampon fosfato pH
9 con KCI 100 mM (A), y en disoluciones de cocaina de concentracién 10%M (B), 10° M
(C), 10* M (D), 10°M (E) y 10°M (F) en tampon fosfato pH 9 con KCI 100 mM, utilizando
electrodos serigrafiados de carbono.

Si se comparan los voltamperogramas registrados a diferentes valores de pH para
una misma concentracion de cocaina, se observa una sefial de oxidacién maés intensa en el
caso de pH 9, por lo que fue el pH seleccionado como 6ptimo para la determinacion
voltamperométrica de cocaina (Fig. 5.4).

-0.5 0 0.5 1 1.5
Potencial (V vs Ag/AgCl SPE)

Figura 5.4.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en una disolucion de
cocaina 10 M en tampdn fosfato pH 7con KCI 100 mM (linea azul), pH 8 (linea roja) y pH
9 (linea verde), utilizando electrodos serigrafiados de carbono.



Trabajo fin de grado, 2013/14

5.1.1.- Validacion del método

La validacion de un método analitico se define como el proceso basado en estudios
sistematicos de laboratorio, mediante el cual se pone de manifiesto que dicho método posee
unas caracteristicas de funcionamiento adecuadas para la aplicacion que se le quiere dar.
Dichas caracteristicas de funcionamiento se determinan a través de la precision, la capacidad
de deteccion, la exactitud, el intervalo dinamico, la sensibilidad, la selectividad y la robustez,
los llamados parametros de calidad. La precision, la capacidad de deteccion y la exactitud se
consideran parametros primarios ya que su impacto sobre la calidad de un método analitico
es mayor [43].

5.1.1.1.- Precision del método

La precision es el grado de concordancia entre los resultados de ensayos
independientes obtenidos en unas condiciones bien definidas. Asi pues, evalta la dispersion
de los resultados que se obtienen al realizar réplicas de medidas sobre una misma muestra.
Se expresa estadisticamente a través de la desviacion estandar, bien en términos absolutos
bien en términos relativos. En general, la desviacion estandar aumenta con la concentracion
mientras que la desviacion estdndar relativa (RDS) disminuye, es decir, se estabiliza a
concentraciones elevadas [43]. Por esta razon, este parametro se evaluara en todo el rango de
concentracion en el que se construiran las diferentes curvas de calibrado, lo que conlleva el
analisis de las pendientes de las mismas.

Ademés, es recomendable distinguir entre unas condiciones de minima variaciéon de
los factores de influencia y unas condiciones de maxima variacion de los mismos sobre la
precision, lo que se conoce como condiciones de repetibilidad y de reproducibilidad. Las
condiciones de reproducibilidad son aquellas en las que las medidas se realizan aplicando el
mismo método a un mismo material, con reactivos, equipos, condiciones ambientales y
operadores distintos se habla de condiciones de reproducibilidad. Cuando las medidas se
obtienen con el mismo método, sobre las mismas muestras, pero con los mismos reactivos,
equipos, condiciones ambientales y operador, y en un intervalo corto de tiempo,
generalmente una sesion de trabajo, se habla de condiciones de repetibilidad [43].

Para estimar la precision del procedimiento electroquimico en la determinacion de
cocaina se realizaron varias curvas de calibracion, mediante voltamperometria diferencial de
impulsos entre — 0.4 y + 1.5 V vs Ag/AgCl SPE, en 100 uL de disoluciones de cocaina de
concentracion entre 10 y 900 uM en electrolito de soporte del pH 9, utilizando distintos
electrodos serigrafiados de carbono para el andlisis de la reproducibilidad, y un mismo
electrodo serigrafiado de carbono en el caso de la repetibilidad.

Los parametros de calibrado y la desviacion tipica, fueron 6ptimamente evaluados. Con
el objetivo de detectar la existencia de puntos anémalos, se utilizé el programa PROGRESS
[44], que evalua el intervalo lineal y la presencia de datos anomalos mediante una regresion
en minima mediana de cuadrados (LMS) y una vez eliminados estos del conjunto de
calibracién, construye nuevamente con los restantes puntos una recta de calibracion
mediante una regresion en minimos cuadrados ordinarios (OLS). Esta regresion OLS
proporciona una correcta valoracion de la pendiente (sensibilidad) y del término
independiente del calibrado, siendo ambos importantes para juzgar la calidad del calibrado y
a partir de ésta, la del método analitico.

10
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En la figura 5.5 se muestran los puntos experimentales y las rectas de calibracion
construidas a partir de ellos, una vez eliminados los puntos andémalos, en los diferentes
calibrados realizados para estimar la reproducibilidad del método. A su vez, la tabla 5.1
recoge los parametros de calibracion obtenidos con los distintos métodos de regresion
utilizados para la estimacion de este parametro.

[=205+35C
3000 2=0.98945

2500 [=27.1+3.5C
R?=10.99589

35.1+3.6C

Intensidad (nA)

0.0 200.0 400.0 600.0 800.0 1000.0
Concentracion de Cocaina (uM)

Figura 5.5.- Puntos experimentales y rectas de calibrado, construidas una vez eliminados
los puntos anémalos, utilizadas en la estimacion de la reproducibilidad del método.

La reproducibilidad de los SPCEs en el rango de concentracion de 10.0 a 900.0 uM,
en términos de desviacion estandar relativa (RDS) asociada a las pendientes de las rectas de
calibracion construidas, fue de 7.8 % (n =5).

Analogamente, se construyeron diferentes rectas de calibracion, una vez eliminados
los puntos andémalos, utilizando el mismo electrodo serigrafiado de carbono. Se observo
como la pendiente de dichas rectas disminuia con el numero de calibrados realizados con un
mismo electrodo, lo que se atribuye a la contaminacion progresiva de la superficie del
electrodo de trabajo con los productos de oxidaciéon. Teniendo en cuenta el caracter
desechable de los electrodos serigrafiados, este parametro no se considera de especial
relevancia en la validacion del procedimiento.

5.1.1.2.- Capacidad de deteccion del método

Se define la capacidad de deteccion como la concentracion o la cantidad de analito
derivada de la medida mas pequefia y que puede detectarse con una certeza razonable
mediante un determinado procedimiento analitico. Es muy habitual analizar componentes de
muestras a niveles bajos de concentracidn, por lo que debe discriminarse entre muestras en
las que se detecta analito y muestras en las que no se detecta. Ademas, una vez detectado el
analito, se ha de fijar un limite a partir del cual poder estimar cuantitativamente y de forma
fiable su concentracion [43].

11
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Tabla 5.1.- Pardmetros de calibracidn, obtenidos con distintos métodos de regresion, para
estimar la reproducibilidad del método

Regresion OLS | Regresion LMS Rseit;glr:lsli(;');:l);s

N° de datos 10 10 9
Término independiente (LA) -0.02314 0.02793 -0.03509
Pendiente (MA uM™) 0.00368 0.0035 0.00358
Desviacion estandar residual 0.12759 0.07032 0.04266
Coeficiente de determinacion (R?) 0.98953 0.97492 0.99884
N° de datos 10 10 8
Término independiente (UA) 0.10838 0.03358 0.02048
Pendiente (WA pM™) 0.00272 0.00355 0.00346
Desviacion estandar residual 0.19169 0.07414 0.06539
Coeficiente de determinacion (R?) 0.95824 0.96858 0.98945
N° de datos 10 10 8
Término independiente (LA) 0.07022 0.07173 0.08463
Pendiente (LA pM™) 0.00334 0.00305 0.00312
Desviacion estandar residual 0.09625 0.08517 0.07726
Coeficiente de determinacion (R?) 0.99275 0.96501 0.9904
N° de datos 10 10 8
Término independiente (LA) 0.11837 0.0444 0.02709
Pendiente (A uM™) 0.00364 0.0036 0.00349
Desviacion estandar residual 0.31028 0.10634 0.08453
Coeficiente de determinacion (R?) 0.9401 0.92765 0.99589
N° de datos 10 10 9
Término independiente (LA) 0.01244 0.00737 0.02392
Pendiente (LA pM™) 0.00289 0.00296 0.00298
Desviacion estandar residual 0.13602 0.0798 0.07522
Coeficiente de determinacion (R?) 0.98091 0.9738 0.9948

A menor ruido y mayor sensibilidad del método, mayor sera también la capacidad de
discriminacion entre el blanco y las muestras o patrones a baja concentracién. Dado que
todas las medidas experimentales estan siempre sujetas a errores, sera necesario recurrir
siempre a criterios estadisticos y de probabilidad. Al determinar la presencia o la ausencia de
analito en una muestra se han de evitar dos tipos de errores [43]:

v" Los falsos positivos (), denominados errores de tipo a, que consisten en dictaminar
la presencia de analito cuando en realidad la muestra no lo contiene.

v" Los falsos negativos (B), denominados errores de tipo B, en los que se determina que
no hay analito cuando en realidad la muestra lo contiene.

Este procedimiento analitico fue también caracterizado mediante su capacidad de

deteccion, teniendo en cuenta oy B [45, 46]. En el calculo de este indice de calidad también
se precisaron regresiones validadas entre la concentracion y la sefial analitica, construidas en

12
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el rango de 10.0 a 900.0 uM [47]. El valor minimo de concentracién detectable fue 100.2 +
1.0 uM (0 =B =0.05; n = 3).

5.1.1.3.- Exactitud del método

La IUPAC define la exactitud como el grado de concordancia entre el resultado de
una medida y el valor real del mensurando. En una nota asociada a esta definicion se afiade
que es un concepto cualitativo utilizado para describir el error asociado a un resultado y para
ello hace falta un parametro que permita medir cuantitativamente la exactitud. Este
parametro es el error, que se define como la diferencia entre el resultado de la medida y el
valor real del mensurando. Estas definiciones son mas bien estadisticas, donde aparece el
valor verdadero o real como ultimas referencias. Desde el punto de vista metrologico se
habla mas bien de trazabilidad, sustituyendo estos valores que no son conocidos por los
valores de referencia de patrones y materiales de referencia certificados [43].

La exactitud de un método analitico se puede demostrar de diversas formas, pero no
todas poseen la misma categoria metrologica ni se pueden aplicar con la misma facilidad.
Las mas utilizadas son el empleo de materiales de referencia certificados, la comparacion
con un método de referencia, el analisis de muestras adicionadas y el analisis de muestras
manufacturadas con un contenido de analito conocido, como es este caso [43].

De este modo, los electrodos serigrafiados de carbono se emplearon finalmente para
analizar la pureza de una muestra de cocaina confiscada por la policia.

Una alicuota de la muestra confiscada de cocaina (5 mg) se disolvié en 2 mL de
electrolito de soporte pH 9. 68 uL de esta disolucion se diluyeron a un volumen final de 5
mL de electrolito de soporte pH 9. En la figura 5.6 se muestra el voltamperograma de esta
disolucidn, registrado utilizando un electrodo serigrafiado de carbono. Se observa un pico de
oxidacion mal definido, que no se corresponde con el de los patrones analizados, lo que se
atribuye a la presencia de otros compuestos en la muestra cuyos picos de oxidacion se
solapan con el de la cocaina, impidiendo su cuantificacion.

Por lo tanto, puede concluirse que si bien el método propuesto podria utilizarse
satisfactoriamente en el analisis de muestras sintéticas de cocaina, en el caso de muestras
mas complejas debe utilizarse un procedimiento alternativo.

Con el objetivo de encontrar un procedimiento electroquimico en el que el pico de
oxidacion de cocaina se registre a potenciales mas reducidos, evitando el solapamiento con
otros compuestos interferentes, se propuso la utilizacion de electrodos serigrafiados de
carbono modificados con mediadores redox.

5.2.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE COCAINA UTILIZANDO
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE CARBONO MODIFICADOS CON MEDIADORES
REDOX

Con el objetivo de estudiar el comportamiento electroquimico de cocaina en
electrodos serigrafiados de carbono modificados con tetratiafulvaleno (TTF) (Tipo 2, tabla
4.1), se registraron voltamperogramas de disoluciones de cocaina en el rango de
concentracion de 10° M a 10 M en 100 uL de electrolito de soporte de pH 9, entre — 0.4 y +

13
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1.5 V vs Ag/AgCl SPE (Fig. 5.7). Puede observarse que el pico de oxidacion sigue
registrandose a aproximadamente + 1.0 V vs Ag/AgCl SPE, por lo que se probaron otros
electrodos modificados: electrodos serigrafiados de carbono con ferrocianuro potasico (Tipo
3, tabla 4.1) (Fig. 5.8), con Prussian Blue (Tipo 4, tabla 4.1) (Fig. 59) y con
ferrocenometanol (Tipo 5, tabla 4.1) (Fig. 5.10).
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Figura 5.6.- Voltamperograma diferencial de impulsos registrado en tampdn fosfato pH 9
con 100 mM de KCI (linea azul) y en la disolucion de cocaina confiscada por la Policia
(linea roja), utilizando un electrodo serigrafiado de carbono.
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Figura 5.7.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampén fosfato pH
9 con KCI 100 mM (A) y en disoluciones de cocaina de concentracion 10°M (B), 10° M (C),
10" M (D), 10°M (E) y 10°°M (F) en tamp6n fosfato pH 9 con KCI 100 mM, utilizando
electrodos serigrafiados de carbono modificados con TTF.
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Figura 5.8.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampén fosfato pH
9 con KCI 100 mM (linea azul) y en disoluciones de cocaina de concentracion 10°M (linea
roja) ,10° M (linea verde) en tamp6n fosfato pH 9 con KCI 10 mM utilizando un electrodo
serigrafiados de carbono modificados con ferrocianuro.
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Figura 5.9.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampon fosfato pH
9 con KCI 100 mM (linea azul) y en disoluciones de cocaina de concentracion 10?M (linea
roja) ,10° M (linea verde) y 10™*M (linea morada) en tampdn fosfato pH 9 con KCI 10 mM
utilizando electrodos serigrafiados de carbono modificados con Prussian Blue.
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Figura 5.10.-Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampon fosfato pH
9 con KCI 100mM (linea azul) y en disoluciones de cocaina de concentracién 10%M (linea
roja) ,10° M (linea verde) y 10™*M (linea morada) en tampdn fosfato pH 9 con KCI 10 mM

utilizando electrodos serigrafiados de carbono modificados con ferrocenometanol.

En el caso de los electrodos modificados con ferrocianuro, se observa una sefial debida
a la oxidacion de la cocaina nuevamente a + 1.0 V vs Ag/AgCl SPE, mientras que los
modificados con Prussian Blue y ferrocenometanol se registra una nueva sefial de oxidacion
a potenciales proximos a de + 0.5 V vs Ag/AgCl SPE, pero desafortunadamente no siguen la
tendencia observada en los electrodos descritos previamente de aumentar con la
concentracion.

Se abordé por tanto un nuevo tipo de modificacion de los electrodos con
nanomateriales, nanotubos de carbono (MWCNTSs), ya que se caracterizan por incrementar la
superficie activa del electrodo de trabajo y mejorar tanto la transferencia electronica entre el
electrodo y el compuesto estudiado, como la reversibilidad del proceso [48].

5.3.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE COCAINA UTILIZANDO
ELECTRODOS SERIGRAFIADOS DE CARBONO MODIFICADOS CON NANOTUBOS
DE CARBONO

Los electrodos serigrafiados de carbono tipo 1, descritos en la tabla 4.1., se
modificaron con MWCNTs (MWCNTs-SPCEs), para lo que se depositaron 5 ul. de una
suspension de MWCNTs en dimetilformamida sobre el electrodo de trabajo y se dejé a
temperatura ambiente durante 12 horas para permitir la completa evaporacion del disolvente.

En la figura 5.11 se muestran los voltamperogramas diferenciales de impulsos de
disoluciones de cocaina en un rango de concentracion de 10 a 900 uM registrados en 100 pL
de electrolito de soporte del pH 9, entre — 0.4 y + 1.5 V vs Ag/AgCl SPE. Puede observarse
el ligero desplazamiento del pico de oxidacion caracteristico de cocaina a potenciales
inferiores a + 1.0 V vs Ag/AgCl SPE y la tendencia de la intensidad a aumentar linealmente
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con la concentracion, por lo que se utilizo esta sefal para caracterizar electroquimicamente
esta droga de abuso.
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Figura 5.11.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en tampén fosfato
pH 9 con KCI 100 mM (---) y en disoluciones de cocaina de concentracién 10 4M (-----), 30
MM (), 50 UM (-), 70 pM (), 90 uM (), 100 pM (—), 300 pM (), 700 UM () y

900 uM (- ) utilizando MWCNTs-SPCEs.

5.3.1.- Validacion del método

5.3.1.1.- Precision del método

Para estimar la reproducibilidad del procedimiento se realizaron varias curvas de
calibracion mediante una voltamperometria diferencial de impulso de disoluciones de
cocaina en el rango de concentracion de 10 a 900 uM en 100 pL de electrolito de soporte del
pH 9, entre — 0.4 a 1.5 V vs Ag/AgCl SPE utilizando cada vez distintos MWCNTs-SPCEs.

En la figura 5.12 se muestran los puntos experimentales y las rectas de calibracion
construidas a partir de ellos, una vez eliminados los puntos anémalos, en los diferentes
calibrados realizados con distintos MWCNTs-SPCE:s.

A su vez, la tabla 5.2 recoge los parametros de calibracion obtenidos con los
distintos métodos de regresion utilizados para la estimacion de la reproducibilidad.

La reproducibilidad de los MWCNTs en el rango de concentracion de 10 uM a 900
uM, en términos de desviacion estandar relativa (RDS) asociada a las pendientes de las
rectas de calibracion construidas, fue de 2.6 % para n = 3.

Analogamente, se construyeron diferentes rectas de calibracion, una vez eliminados
los puntos andémalos, utilizando el mismo electrodo serigrafiado de carbono. Se observo
como la pendiente de dichas rectas disminuye nuevamente con el numero de calibrados
realizados con un mismo electrodo, lo que como se ha mencionado anteriormente se atribuye
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a la contaminacion progresiva de la superficie del electrodo de trabajo con los productos de
oxidacion. Teniendo en cuenta el caracter desechable de los electrodos serigrafiados, este
parametro no se considera de especial relevancia en la validacion del procedimiento.
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|=252.2+ 86C
R?=0.99022
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1000.0

Figura 5.12.- Rectas de calibrado para el calculo de la reproducibilidad del método.

Tabla 5.2.- Parametros de calibracién, obtenidos con distintos métodos de regresion, para
estimar la reproducibilidad del método.

Regresion OLS Regresion LMS liiﬁr:;?:lgés

N° de datos 10 10 8

Término independiente (UA) 0.37582 0.10645 0.25219
Pendiente (WA uM™) 0.00917 0.00849 0.00859
Desviacion estandar residual 0.66962 0.35141 0.29217
Coeficiente de determinacion (R?) 0.95524 0.93523 0.99022
N° de datos 10 10 10

Término independiente (UA) 0.5093 0.18091 0.15138
Pendiente (WA pM™) 0.00959 0.0089 0.00892
Desviacion estandar residual 0.89698 0.08659 0.08036
Coeficiente de determinacion (R%) 0.92861 0.99708 0.99946
N° de datos 10 10 9

Término independiente (UA) 0.03063 0.02099 -0.07785
Pendiente (WA pM™) 0.00764 0.00836 0.00848
Desviacion estandar residual 0.31718 0.15038 0.12096
Coeficiente de determinacion (R%) 0.98509 0.95857 0.99702
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5.3.1.2.- Capacidad de deteccién del método

Este procedimiento analitico fue también caracterizado mediante su capacidad de
deteccion, teniendo en cuenta a y B [45, 46]. En el calculo de este indice de calidad también
se precisaron regresiones validadas entre la concentracion y la sefial analitica, construidas en
el rango de 10.0 a2 900.0 uM [47].

El valor minimo de concentracion detectable fue 49.7 £ 3.4 uM (o =B = 0.05; n = 3).

5.3.1.3.- Exactitud del método

Los electrodos serigrafiados de carbono se emplearon finalmente para analizar la
pureza de una muestra de cocaina confiscada por la policia. Una alicuota de la muestra
confiscada de cocaina (5 mg) se disolvié en 2 mL de electrolito de soporte pH 9. 68 pL de
esta disolucion se diluyeron a un volumen final de 5 mL de electrolito de soporte pH 9. En la

figura 5.13 se muestra el voltamperograma de esta disolucidn, registrado utilizando un
MWCNTs-SPCEs.
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Figura 5.13.- Voltamperograma diferencial de impulsos registrado en tampon fosfato pH 9
con KCI 100 mM (linea azul) y en la disolucion de cocaina confiscada por la policia (linea
roja), utilizando un electrodo MWCNTSs-SPCE.

La intensidad de oxidacion registrada a + 0.8 V vs Ag/AgCl SPE, 0.8 pA, se utilizo
para calcular la pureza de la muestra de cocaina.

Dicha sefial de oxidacion esta relacionada con la concentracion de cocaina en la
muestra de cocaina confiscada, por lo que interpolando este valor en las curvas de
calibracion anteriormente obtenidas se obtiene el valor de concentracion deseado. La tabla
5.3 muestra los buenos resultados obtenidos con este procedimiento en términos de RSD y
de intervalo de confianza para la media, lo que confirma su exactitud.
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Tabla 4.3.- RSD e intervalo de confianza para la media de los valores de cocaina obtenidos
en la muestra confiscada por la policia, utilizando MWCNTs-SPCEs.

Pureza de la muestra
Pureza de la muestra ,
, de cocaina
de cocaina T Intervalo de
confiscada (%), ’ RSD (%) confianza al 95%
calculada con el .
calculada con .. para la media
: . procedimiento
método de referencia
propuesto
75.7
76.7 72.8 2.2 747+£1.9
75.7

6.- CONCLUSIONES

Con los datos recogidos en este trabajo se puede concluir que:

* El empleo de sensores construidos a partir de electrodos serigrafiados de carbono supone
una técnica sencilla, reproducible y econémica para la deteccion voltamperométrica de
cocaina.

» El analisis de cocaina mediante voltamperometria diferencial de impulsos estd muy
influenciado por variables experimentales como el pH del electrolito de soporte.

* El pH optimo para el analisis voltamperométrico de cocaina en el intervalo de potenciales
entre —0.4y+ 1.5V vs Ag/AgCIl SPE es de 9.

* El potencial al que aparece el pico de oxidacion de la cocaina se reduce a + 0.8 V vs
Ag/AgCl SPE utilizando electrodos serigrafiados de carbono modificados con MWCNTs.

* Los sensores modificados con MWCNTs han demostrado su viabilidad para realizar
analisis cuantitativos de cocaina en muestras confiscadas.

* La reproducibilidad asociada a las pendientes de las curvas de calibracion, construidas en el
intervalo de concentracion de 10 a 900 pM utilizando electrodos serigrafiados de carbono
modificados con MWCNTs, en términos de RSD es de 2.6 % (n = 3).

» La capacidad de deteccion obtenida para cocaina en las condiciones Optimas de las
variables experimentales es de 49.7 uM (a = § = 0.05, n = 3), cuando se utilizan electrodos
serigrafiados de carbono modificados con MWCNTs.

* El método voltamperométrico propuesto para la determinacion de cocaina basado en la
utilizacion de MWCNTs-SPCEs, presenta mejor capacidad de deteccion que los sensores de
platino modificados con hexacianoferrato de cobalto previamente descritos en la bibliografia
[33], pero no llega al limite descrito para los sensores de platino modificados con bases de
Schiff [14]. Sin embargo, teniendo en cuenta el caracter desechable de los dispositivos
desarrollados en este trabajo, se presentan como una atractiva alternativa para su uso en
analisis rutinarios in Situ.
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