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EFECTOS DE LA COCAINA
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METABOLIZACION DE LA COCAINA
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METABOLITOS DE LA COCAINA

Ecgonine methyl-ester
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Screening Test |:>

g

Confirmatory Test

>

)

Ensayo de color
Ensayo de olor
Immunoensayo (EIA)

DETERMINACION DE COCAINA

(0]
CH
° 0
NaOH
OCH;,
COCAINA CH,OH

A
Wik

J. Arcos.




24/09/2016

DETERMINACION DE COCAINA

DETERMINACION DE COCAINA
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DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE COCAINA UNA ALTERNATIVA PARA LADETERMINACION DE DROGAS DE ABUSO

* Fndimeyo,
*TIRO% de electpg

2
%"'“'“Wimm

NECESIDAD DE TECNICAS
MAS VERSATILES

GC-ECD- FID GROMATOGRAFO DE GASES AGILENT 6890 GC

‘ A
Y Tt
| Tall Y o
l l J. Arcos. I Areos

FUNDAMENTOS FUNDAMENTOS

Métodos eléctricos - @@ | Métodos eléctricos

Celda electroquimica

WORKING
ELECTRODE REFERENCE
N Reaccion electroquimica .2 ELECTRODE
2, 2,
ol B priah
i i ..




WORKING
ELECTRODE REFERENCE
ELECTRODE
A R
lal ]
I W . Arcos.

24/09/2016

'WORKING
ELECTRODE REFERENCE
N ELECTRODE
A
Nall}
ry ...

AMPEROSTATO
POTENCIOSTATO

Referencia

Referencia

L

/
Trabajo Auxiliar

POTENCIAL CONSTANTE FUNDAMENTOS

AMPEROMETRIAS

tiempo L ]

\ tiempo

&)

POTENCIAL VARIABLE

VOLTAMPEROMETRIAS
P

SWv

FUNDAMENTOS

ELECTRODOS DE TRABAJO

Electrodos de
carbono

Electrodos de Hg

A,
ilr'lvl

J. Arcos




24/09/2016

ELECTRODOS DE TRABAJO

ELECTRODOS DE TRABAJO

ng, hus P i

Pasta de carbono
Carbono vitrificado

Grafeno
Hg Nanotubos de C
Dropping
Hanging
A
| Tal |

Grafeno
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ELECTRODOS SERIGRAFIADOS
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ASPECTOS GENERALES
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TRANSDUCTORES
ELECTROQUIMICOS
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*Robustez

*Fabricacién simple

*Bajo coste

*Amplio rango de linealidad
*Tiempo de respuesta bajo
*Miniaturizacién

*Facilidad de integracion en sistemas

*Automatizacion
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ASPECTOS GENERALES

GLUCOSA
COLESTEROL
ALCOHOL
PESTICIDAS
FERTILIZANTES
FARMACOS
DROGAS
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ASPECTOS GENERALES

TEJIDOS
MICROORGANISMOS

VENTAJAS

*MEDIO NATURAL

*ACTIVIDAD ESTABLE

pH, T?
PRECIO
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hrs
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DESVENTAJAS

« PERDIDA DE SELECTIVIDAD

*TIEMPOS LARGOS DE
RESPUESTA

*MENOR SENSIBILIDAD
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ASPECTOS GENERALES

BIOSENSORES
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ADSORPTION
MICROENCAPSULATION

CROSSLINKING

COVALENT BOND
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ADSORCION

«ISOTERMA LANGMOUIR

«TEMPERATURA

«POCO ESTABLES
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ATRAPPMENT IN GEL MATRIX

Monémero que polimeriza y
retiene al material biolégico

ACRYLAMIDA

POLYACRYLAMIDA
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+Pérdida de la actividad enzimatica
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SWV DETERMINACION DE COCAINA

Analytica Chimica Acta 512 (2004) 49-56
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SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

Cocaina: 3.5 10°M

0225010°
0.200x10°
0.175x10°
0.150x10°
0.125x10%
010010
2078610
0.050c10°

0.025¢10°

0
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Analytica Chimica Acta 512 (2004) 49-56

SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)
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SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

LD: 2 x 10~° mol/l
SWV 0.05 mol/l NaOH

(tacc.): 60 s (no stirring)
(Eacc.): =0.500V

[cocaina mol/L]

250807

1) 2.5%10%
200807 2) 7.5%10%
1.50E-07 3) 3.0x107
-1.00E07 4) 7.0%107
5.00E.08 5) 8.0x107

6) 1.0x10-

Analytica Chimica Acta 512 (2004) 49-56
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SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)
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Anal. Chim. Acta; 834, 27,2014, 30-36
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SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

[cocaine] = 98.0 uM [paracetamol] = 98.0 uM

04 06 08 10 12 14 00 02 o4 6 Lo
Potential (V) vs. Ag/AgCl SPE Potential (V) vs. Ag/AgCl SPE

[codeine] = 98.0 uM [cafeina] = 147 uM

Current (uA)
Current (nA)
&

04 06 08 10 12 14 06 08 10 12
Potential (V) vs. Ag/AgCl SPE Potential (V) vs. Ag/AgCl

SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

ESTRATEGIAS

MWCNTs-SPCE

0

15 15

as 1 0 s 1
Fooursial (V). AgAgCl SBE Botental (V) AgAgC1 SPE

A
i n i Caffeine (- --) Codeine (-.-.) Paracetamol (-..-..) Cocaine (—)

Y Jacos

Anal. Chim. Acta; 834, 27, 2014, 30-36

Supporting electrolite (-=-) pH7 (-——-) pH 8.0 () pH 9 (===) and pH 10 (-~
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SWV DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

DETERMINACION DE COCAINA USANDO PELICULAS DE COMPLEJOS DE URANILO Y

BASES DE SCHIFF

I l J. Arcos.

Eectoanalysi 2016, 28,320 - 326

DETERMINACION DE COCAINA USANDO PELICULAS DE COMPLEJOS DE URANILO
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DETERMINACION DE COCAINA USANDO PELiCULAS DE COMPLEJOS DE

URANILO Y BASES DE SCHIFF

(LOD) : 110 pmolL"
(LOQ) : 390 pmolL-"

€ 3.72x10%molL!

N}

.70 x 103 molL-

WA

.00 x 10-°molL"!
150 x 10-°molL-!
.25 x 103 molL-!

oo
oo~

RSD :3%

T T T T
02 04 08 08 10 12
EN (vs Ag/AgCl)

24/09/2016

DETERMINACION DE COCAINA USANDO PELICULAS DE COMPLEJOS DE

URANILO Y BASES DE SCHIFF BASE

= wpporing secaiye (SPE)
—— cxmear 27 mmal” 5oE)

MOMA RS 27 mmar U 8T

menpnen 50, 27mmart ! 59E)
—— cocare 10 27 mmat” 89

merphen 50, 27 mmeit " CU5PE)

MoMAHG 2T meat” CHS
—— ppring lecrae (CU59%)

I I J. Arcos.
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02 04 06 0B 10 12

BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

citocromo P450 (CYP450)

Y .aces

BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

AMPEROMETRIC DETERMINATION OF COCAINE (SPCE)

citocromo P450 (CYP450)

. N L. e H H
Polimerizacion N N,

Curtent (1)
o

00 03 o6 09
Potential (V) vs. Ag/ASCl SPE.

00 03 06 09
Potential (V) vs. AASCI SPE

CV de la electrodeposicién de polipirrol y CYP de una
solucién que contiene el mondmeroy la enzima

en el electrodo de trabajo de carbono

CV de la electrodeposicion de una precapa de polipirrol ‘

:

Analytica Chimica Acta 685, 2011, p.15-20).|

BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

BFy
3mM N,CeHNO; BF,
01 MNBBF, o on

Intensidad (4A)

Analytica Chimica Acta 685, 2011, p.15-20)
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BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE) BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)
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mo 7 . I
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8
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o HN- o ¢
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N4 T 0N
~600 | " .
~ & I
-700 4 (BIOSENSOR'
P e R s

T
48 16 <14 <12 <10 08 06 04 02 00 02
Potencial (V)

Analytica Chimica Acta 685, 2011, p.15-20)

Analytica Chimica Acta 685 (2011) 15-20

BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE) BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

Polimerizacién Enlace covalente

o l M
w1 ! J{ﬂ W

Curtent (nA)

Intensidad (nA)

[
- |

1200 1400 1600 1800

Time (5) Tiempo (5)

Registros amperométricos de adiciones sucesivas de 100 L de
solucién de cocaina 1,0 M en 5 ml de electrélito de soporte pH
8,1a-250 mV frente a Ag / AgCl SPE.

'NORCOCAINE|

Analytica Chimica Acta 685 (2011) 15-20

Analytica Chimica Acta 685 (2011) 15-20

BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)

BIOSENSOR AMPEROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE COCAINA (SPCE)
Reproducibilidad T Fosfato 0.05 M
RSD: 3.6 % (n = 4) _ pH(-)=6 Ewp(-)=-04V KCl 0.1 M, pH7 -
- . % PH(#)=10  Ew(+)=-01V = ) N
g PH(0)=8  Ew(0)=-025V - / \
z
H " s o
= | 2. Filtracion 3, Centrifugacién
Capability of detection [23.1+ 3.5] nM
1. Disolucién
E I A S A T A A A
Ceocaina (aM)
- ey
A _ a0
: . X . /
g b - g o k /\M
Repetitividad 3 é I 2 . | VMV“"
3 " z H
} ; i ¥ =N
. 0. /W\V L 4. Enrase
g |
J. Arcos. e w & e i 3 i i e 6 _Bh. B o B
—— Nimerod plss Tiempo ) Analyca Chiica Acta 685 (2011) 15-20
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DETERMINACION AMPEROMETRICA DE COCAINA (SPC E) DETERMINACION AMPEROMETRICA DE COCAINA (SPC E)

Repeatability (10.5 %, n = 3)

0
Reproducibilty (5.9 %, n =

| E 3
150
¥ COOCH; 100 - W
0COPh E
COCAINE 0 P
o
0 .
2 3

00 025 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 | i

z E

Current (nA)
% Sensiivity
2

Ho o
*>\‘/coocl 5 Ccocaine (M) Number of calbration curves performed with
)\‘/OC Reference value  Cocaine 95 % confidence
(%) detected (%) interval for mean (%) Recovery (%) RSD (%)
w52 T
%9
1185
200 uM %67 [84.4+78) 58
range from 0.2 t 818 1066
9.7 103.9
lr‘ J. Arcos.

Talanta 105, 2013, 131134 - - Talanta 105, 2013, 131-134

ETERMINACION AMPEROMETRICADE CODEINA (SPCE) DETERMINACION AMPEROMETRICA DE CODEINA (SPCE)

FLCO.

o
Enzyme
. Enzyme y/
HOOC, O o T~ i " ~y
warg o 9
Ei )
o o mme ] Ao REDY
& \_,T»—/ ' Enazyme \»\r
¢ B
< vrzDo < B —ad
> ~o~ Enzyme
NCH, C ~
HO™ Crosslinks
Thco. Cross Linking (Copolymerization)
| E—
vrias
o
LA HO T Hooc o,
(Norsotsing)  noyis e

r‘ . Arcos.
Norcodeine-6-glucuronide J 05

DETERMINACION AMPEROMETRICA DE CODEINA (SPCE) DETERMINACION AMPEROMETRICA DE CODEINA (SPCE)

0.5uL

0.5l de CYP2B6
2 ul de BSA (6% en PO4-3 10mM, p
{ bl de GA (2.5%)

Carbon surface

Glutaraldehido

Adsorntion
S
crosshink,

-

>

J. Arcos. n
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DETERMINACION AMPEROMETRICA DE CODEINA (SPCE)

Adiciones de 50 pL de disolucién de codeina 0.5 mM en 5 mL de electrolito de soporte (pH 7)

Ep =+200 mV vs. Ag/AgCl SPE

Current (uA)

900 1000 1100 1200
Time (s)

Talanta 111, 2013, p. 812

AMPEROMETRIC DETERMINATION OF CODEINE (

DETERMINACION AMPEROMETRICA DE CODEINA (SPCE)

Rebree  Codeine  Sttcmfdme  Reowery oo
value doeced  mmralSrmen (g
3 286 ®7
3
3 300 1045
H - " (09220} #
; 28.7mg uler 324 bl 120 54
i 284 %0
g 302 1052
3 108 108
3
3 03 o
3 106 106
100mM 122 105 =13]mM 12 04
108 100

Talanta 111, 2013, p. 8-12

BIOSENSOR BASED ON THE INHIBITION OF THE ACETYLCHOLINESTERASE

ACHE
+H0 e i ic acid
anodic oxidation
2 thiocholing ww-reerrrrerneee > dithio-bis-choline + 2H" + 2¢
+410 mV/SCE
5
2.0 -
2L comens 9 \/
< 15 Con enzimg )J\ N
: 7 N
= ~
T IATI O
E L
5] .
0.5 Sin enzima
00+—r""""""""""——

1000 1500 2000

Time (5)
J. Arcos. Talanta 111, 2013, 8-12

00
49t045.4 M
_ Reproducibilty
LD:4.9uM z RSD=8.9%n=6
P
S g
3 100
E
3
50
o
S0 105 w0 | 150 1500 0 0 0 s a0 s
Time (5)
Ceodeine (M)
w
B
<o
°
50
S-S i 2 3
Cooteinu)
ru" J. Arcos. " Talanta 111, 2013, p. 812

BIOSENSOR BASADO ON THE INHIBITION OF THE ACETYLCHOLINESTERASE

AChE
acetylthiocholine + H;0 > thiocholine + acetic acid

anodic oxidation

2 thiocholing =--—s-sssrmmremeeees:
+410 mV/SCE
0\
@ / —
f
Gt smo GGE
Mo

" dcenyithiocholine
& SH
\ &
CH,COOH + NS

®
Thiocholine

&
. —N—
i ,—s—s—/ By J
N
/® " Dithio-bis-choline

Talanta 111, 2013, 812

BIOSENSOR BASED ON THE INHIBITION OF THE ACETYLCHOLINESTERASE

10 ¥
z h

. Em ey
2 B “—V\x\ Cronoamperograma obtenido en SPCyE,
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BIOSENSOR BASED ON THE INHIBITION OF THE ACETYLCHOLINESTERASE
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12 Etapa:
Modificacion del anticuerpo: pAbCOC 1r30n MBs-prG ¢ Wr+f} -
! | I
’ 5 pL of a 30.0 mg mL-' MBs + 1.2 pL of a 1.0 mg mL"" solution of the pAbcoc 10 min :

32 Etapa: Ensayo competitivo
0.25 pl COC-HRP

25 L coC

ML MBs-prG-pAb-COC

30 min

I IC :If X ¢ o — ..

B 4t 14 Medida electroquimica
MBs-prG s "{ |40 uLHQ + 40 pL H,0,

Electroanalisis, 2016,28, 685-694

o L VRS
( %
pAbCOC // \ ) e 22 Etapa: Bloqueo
» AbCOC b

300 pL de 1% BSA
30 min

s A,

J. Arcos.

2016,28, 685694
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8 (spce) O o

Urine

_ 10 114118 1127 140
_ 50 58.50.9.67 11671 7.0
_ 100 113.43.21.68 11331 34
_ 10 10.54.1.97 1033 54
_ 50 44.91.881 89.4 102
e prned _ 100 11603.19.19 1158 160
H:0: + HRP(Red) ., H:0 + HRP(Ox)
_ 10 9.37.0.88 89.7 63
HRP(OX) + HQ - BQ HRP(Red) _ 50 44.388.74 88.0- 12
_ 100 111.05.20.28 1107 111
BQ+ 2H* + 2e- — HQ Y
J. Arcos. [lal J. Arcos.
r 01628 665 604
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APTASENSOR PARA LA DETERMINACION DE COCAINA

H:0: + HRP(Red) .., H:0 + HRP(Ox)
HRP(Ox) + HQ . BQ +HRP(Red

BQ+2H" +2e" == HQ

LD=20 nM

J. Arcos.
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Biosensors and Bioslectrorics 31 (2012) 363- 368
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APTASENSOR PARA LA DETERMINACION DE COCAINA

W mmmm)  Filtracion  mmmmm)  Medida mmmmm)  Intensidad
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Biosensors and Bioslectrorics 31 (2012) 363- 368
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Biotin-C2

Potential

Biosensors and Bioel

(2012) 305-308

APTASENSOR PARA LA DETERMINACION DE COCAINA

Barridos ciclicos entre =0.6 y +0.6 V.
20 mM Tris-HCI. pH 7.4

g 5 uL solucion acuosa de GO (0.25 mg mL~")
Secado: GO/SPCE

GO/SPCE — 10 mM Fosfato (pH 5.0) ?
5 Barridos ciclicos 0.0 y —1.5 —»erGO/SPCE

g erGO/SPCE—+ 1% HAuCI, -0.66 V, 30 s
Secado con N, :AuNPs/erGO/SPCE

5L de (SH-C1) 2 uMen 1 M Fosfato (pH 7.0)
Incubacién 12 horas. 10 mM Fosfato (0.01% Tween 20)
g Cubrir con 5 L. de MCH 2 mM 1 h. Lavado con agua. Secado con N,.

5uM de biotin-C2 m10 M y cocaina

Incubacién 40 min. mn

Lavado (WB, 50 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 0.01% Tween 20, pH 7.4)
1 gota de STV-ALP (0.5 g mL™")

Secado ¢
Incubacién de 1h
Lavar WB. Secar con N,.

Biosensors and Bioslectrorics 32 (2012) 305-308
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NH,
(p-APP)
OPO,?
NADH
< W
NH, NH
@(p—AP) @wqu
U - -
50 uL p-APP 1 mM
2e 5 mM NADH
i:rlhi Tris byffer pH9.0
(@ | 0 min

J. Arcos.

24/09/2016

Biosensors and Biool (2012) 305308

=
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(a) 0nMm
(b) 1nM
(c) 5nM
(d) 25 nM
(e) 50 nM
(f) 150 nM
(g) 250 nM

(h) 500 nM
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