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I.  Objetivo y plan de trabajo



EL objetivo de esta Tesis es el disefio, desarrollo, optimizacion y caracterizacion de biosensores amperométricos
enzimdticos para la deteccion in situ y en tiempo real de compuestos fendlicos, contaminantes medioambientales generados en

una gran variedad de actividades industriales.

Puesto que el fundamento de la respuesta de un biosensor estd basado en el biorreconocimiento de dichas especies y su
posterior transduccion en sefial analitica, se ha realizado un estudio profundo de ambas etapas. Para ello, se han utilizado

distintos materiales enzimdticos y electrédicos en cada una de ellas.

Como transductores amperométricos se planificd el disefio y desarrollo de tres materiales compdsitos distintos, ya que
este tipo de electrodos posee unas caracteristicas excelentes para la construccion de biosensores amperométricos. Los materiales
ensayados fueron grafito-Teflon, grafito-polimero de etilen/propilen/dieno, y carbono vitreo reticulado-resina epoxi. En primer
lugar se examind su morfologia y comportamiento electroquimico, para, posteriormente, proceder a la inmovilizacion de la
enzima tirosinasa en el seno de las tres matrices electrddicas compdsitas. Se obtuvieron, de esta manera, tres tipos de
biosensores, cuya capacidad para [a deteccion de fenoles en medio acuoso se ha comparado en términos de sensibilidad, [imites

de deteccion, estabilidad y reproducibilidad, tanto en sistemas en discontinuo como mediante andlisis por inyeccion en flujo.

Se estimd [a cantidad de enzima inmovilizada en cada electrodo, realizdndose un estudio de [a cinética de [a reaccion
enzimdtica en cada uno de los materiales electrddicos, con objeto de poder determinar cudl es la etapa limitante de [a velocidad

global de la respuesta de los biosensores, y evaluar como afecta cada matriz a dicha reaccion.

Por otra parte, la posibilidad de empleo de los sistemas enzimdticos en disolventes orgdnicos, cuyos efectos sobre la
proteina de la enzima pueden ser beneficiosos en algunos aspectos, nos llevé a estudiar el comportamiento del biosensor de
grafito-Teflon-tirosinasa en un medio de trabajo constituido por micelas inversas, que pueden considerarse como medios de
solubilizacion universales tanto para analitos hidrofilicos como hidrofdbicos. La comparacion de la respuesta de este biosensor

en este medio y en medio acuoso permite evaluar la influencia del entorno de trabajo en la actividad enzimdtica.

Otro objetivo que se planted en esta Tesis fue el disefio y desarrollo de un nuevo tipo de biosensor compdsito de
peroxidasa capaz de detectar fenoles manteniendo un exceso de perdxido de hidrdgeno en disolucion, y aprovechando que los
compuestos fendlicos son sustancias que pueden actuar como donadoras de electrones en el ciclo de [a peroxidasa para la
reduccion del perdxido de hidrdgeno. De este modo, se procedid a fabricar y optimizar un electrodo de grafito-Teflon-
peroxidasa, y a caracterizar su capacidad para la deteccion y determinacion de compuestos fendlicos, tanto en discontinuo

como en flujo.



Un disefio posterior de biosensor fue el compuesto por grafito-Teflon-glucosa oxidasa-peroxidasa. La hipdtesis de
trabajo fue proceder a la deteccion de fenoles en un medio con exceso de glucosa. De esta forma, el perdxido de hidrdgeno
necesario para producir la sefial analitica es generado in situ, lo que resuelve los problemas de inestabilidad de las disoluciones

de perdxido de hidrdgeno y minimiza el efecto nocivo que grandes concentraciones de este compuesto tienen sobre la peroxidasa.

Finalmente, y con objeto de acoplar la capacidad catalitica de [a tirosinasa con la del sistema glucosa oxidasa-
peroxidasa, se procedid a inmovilizar las tres enzimas en una misma matriz electrodica de grafito-Teflon, con el fin de

desarrollar un biosensor con capacidad para detectar un mayor niimero de fenoles.

Por otro lado, se evalud la posibilidad de utilizar deteccion dual con los electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa y

grafito-Teflon-glucosa oxidasa-peroxidasa.

El plan de trabajo para todos los biosensores compdsitos desarrollados incluyd la evaluacion de aspectos como el
tiempo de vida 1til de los electrodos, la reproducibilidad en las medidas obtenidas con distintos biosensores fabricados del

mismo modo y el establecimiento de las caracteristicas analiticas para distintos compuestos fendlicos.

Finalmente, un tiltimo objetivo fue aplicar los biosensores desarrollados al andlisis de diferentes muestras de aguas,
con la pretension de proporcionar un indice de fenoles, que permita conocer de una forma rdpida y fiable si la muestra contiene
compuestos fendlicos por encima de un valor establecido en la legislacion y, de este modo, posibilitar la toma de decisiones

oportunas en el menor tiempo posible.

Las muestras con un alto contenido en compuestos fendlicos se analizaron con sistemas en discontinuo, mientras que
se empled la metodologia propia del andlisis por inyeccion en flujo para las muestras con bajas concentraciones de fenoles. En
este tltimo caso, dependiendo de la naturaleza de la muestra, las diferencias de conductividad entre ésta y el portador pueden
producir problemas en [a medida amperométrica. Estos inconvenientes se evitaron introduciendo un cartucho adsorbente capaz
de retener fenoles en el sistema FIA antes de la vdlvula de inyeccion. La hipdtesis de trabajo fue que al separar los compuestos
fendlicos de la muestra ésta pudiera utilizarse como portador en el sistema en flujo. Esta metodologia, ademds de permitir
utilizar la disolucion portadora dptima para cualquier muestra, posibilita la utilizacion del cartucho como sistema de

preconcentracion de los fenoles.

Las muestras ensayadas fueron, en primer lugar, agua de grifo enriquecida con cantidades variables de diferentes
compuestos fendlicos con el objeto de comprobar la fiabilidad de los métodos desarrollados antes de su aplicacion a muestras
mds complejas procedentes de efluentes industriales. Sequidamente, se procedié a analizar muestras procedentes de aguas de
vertido de una refineria de petrdleo, tomadas en diferentes puntos de la linea de tratamiento de estas aguas antes de su

descarga al medio ambiente.






II. Introduccion



11.1. Generalidades sobre compuestos fenolicos



Los fenoles son compuestos aromdticos que se caracterizan por tener uno o varios grupos hidroxilo unidos

directamente al anillo aromdtico. Por lo general, se nombran como derivados del miembro mds sencillo de [a familia, el fenol.

En este apartado se pretende proporcionar una vision general del papel que juega esta familia de compuestos en
diversas actividades industriales, lo que conlleva la problemdtica ambiental derivada de su descarga en el medio. Se
comentardn los efectos toxicos de los fenoles sobre los organismos vivos y se resefiard [a legislacion nacional e internacional en

la que se recogen los niveles mdximos permitidos en aguas. Asimismo se revisardn los métodos de andlisis recogidos en la

bibliografia.

11.1.1. Propiedades fisicas y quimicas

La determinacion de propiedades fisico-quimicas de los compuestos fendlicos, tales como su solubilidad en agua, los
valores de pX,, el coeficiente de reparto n-octanol/agua (log P) y su densidad relativa, ha sido la base sobre la que se ha
edificado el conocimiento de los factores moleculares que gobiernan su distribucion medioambiental. Estos datos son también
esenciales para la interpretacion de los mecanismos de las reacciones orgdnicas y para los estudios concernientes a la relacion
estructura-actividad aplicables a Farmacologia y Toxicologia. En la Tabla 1 se recogen algunas constantes fisico-quimicas

caracteristicas, asi como la estructura de los fenoles que serdn objeto de nuestro estudio.

Los fenoles mds sencillos son liquidos o solidos de bajo punto de fusion, pero con puntos de ebullicion bastante
elevados debido a su facilidad para formar enlaces de hidrdgeno. Son incoloros, salvo que presenten algiin grupo capaz de
dotarles de coloracion, como por ejemplo el grupo -NO,. No obstante, se oxidan con facilidad, por lo que a menudo se les
encuentra coloreados, a menos que estén cuidadosamente purificados. La oxidacion de los fenoles depende del grado de
exposicion a la [uz y al aire y de [a presencia de impurezas metdlicas. El transcurso de la oxidacion es complejo e influye en
gran medida su propia estructura, aunque la mayoria de ellos dan lugar a derivados de difenilo 0 a quinonas que son las

responsables del color.

La mayor parte de los fenoles, fundamentalmente los mds sustituidos, son poco solubles en agua y su solubilidad se ve

drdsticamente disminuida cuando aumenta la fuerza ionica del medio.

En cuanto a sus propiedades quimicas, los fenoles son compuestos de cardcter ligeramente dcido, propiedad que los
distingue de los alcoholes. Esta diferencia entre los alcoholes y los fenoles se debe a la estabilidad del ion fendxido por
deslocalizacion de la carga en el anillo aromdtico. La mayoria de los fenoles son menos dcidos que el agua, lo que permite que
los hidroxidos alcalinos en disolucion acuosa reaccionen con ellos para formar sales o iones fendxidos, mientras que los dcidos
minerales los transforman de nuevo en fenoles. En general, la constante de acidez de los fenoles esta comprendida entre 10 ’ y

107, presentando, por tanto, una acidez considerablemente menor que la de los dcidos carboxilicos (K, alrededor de 10°).



La presencia de sustituyentes donadores de electrones (activantes) en el anillo aromdtico hace disminuir la acidez del
fenol al dificultar la deslocalizacion de la carga en el anillo. Por ello, los metilfenoles tienen valores de pX, mds elevados,
mientras que la presencia de sustituyentes aceptores de electrones (desactivantes), como el —NO, y el —Cl, hace aumentar [a

acidez del fenol considerablemente. ‘EL efecto es mds acusado cuando los sustituyentes se encuentran en la posicion orto- o

para- con respecto al grupo hidroxilo, debido a la conjugacion de esas posiciones con dicho grupo.



Tapla 1. Constantes fisisco-quimicas de los compuestos fendlicos

Solubilidad en
Compuesto Estructura P.F., °C PE., °C X, agua, % (w/w) log XK,
25°
OH
Fenol o 43 181.7 10.0 6.6 146
OH
Catecol @(OH 105 245.5 66.7
OH
2-clorofenol @(c 9 175 848 <0.1 2.17
!
3-clorofenol CL@(OH 33 214 9.02 0.26 2.49
4-clorofenol @0H 43 220 9.37 2.71 242
~clorofeno ol . . 4
‘ OH
2,4-diclorofenol g 45 210 7.85 25 312
¢ on
2,4,6-triclorofenol o @CI 70 246 6.00 PS 3.38
!
ol OH
2,3,5,6-tetraclorofenol @CI 5.44
cl
cl
Pentaclorofenol C'@OH 191 310 5.26 20-25 ppm 5.01
cryal
cl
OH
4-cloro-2-metilfenol 46 223 9.12
f C|/©(CH3
OH
4-cloro-3-metilfenol C 67 235 9.55 04 3.10
CHs
2-metilfenol @(2"' 309 191 10.26 S 1.95
Hs
3-metilfenol HBC\©(OH 11.5 202 10.00 PS 2.00
OH
4-metilfenol y c© 35 202 10.26 ®s 1.93
3
o OH
2,3-dimetilfenol CHe 75 218 10.50 2S
CHs
2,4-dimetilfenol @c’H 27 210 10.58 2S 2.42
HsC CHs
CH:bH
2,6-dimetilfenol @( 10.69 PS
CHs
OH
34-dimetilfenol H:C 67 227 10.36 PS
CHs
H:C,_~ OH
3,5-dimetilfenol 65 222 10.19 PS

CHs




11.1.2. Procedencia, utilidad y distribucion en el medio ambiente de

los compuestos fenolicos

La presencia de fenoles en el medio ambiente es consecuencia tanto de acciones naturales como del aporte
antropogénico, fundamentalmente, de cardcter industrial. Desde el punto de vista de la contaminacion, es de sumo interés la
presencia de estos compuestos en aguas y sedimentos, por lo que es necesario prestar interés al origen, migracion y distribucidn
de los fenoles en los distintos tipos de efluentes acuosos. Antes de tratar con mds detalle este tema, es interesante sefialar la
presencia de fenoles en otras partes de la naturaleza. Ast, por ejemplo, el dcido o-hidroxibenzdico (dcido salicilico), del que se
deriva la aspirina, puede obtenerse de la corteza de sauce. EL timol, anetol, eugenol e isoeugenol son responsables de los olores
del tomillo, el anis, el clavo y la nuez moscada, respectivamente. Algunos tienen efectos fisioldgicos y ast, se ha comprobado
que los constituyentes irritantes de [a hiedra contienen el sistema del 1,2-dihidroxibenceno (catecol) sustituido en posicion
meta- con una cadena larga de un grado de insaturacion variable. El salicilato de metilo se halla en el aceite de Guatheria
odorata. La tirosina, un aminodcido fendlico, se encuentra en los centros activos de algunas enzimas, y su oxidacion provocada
por la tirosinasa produce melanina. En general, se encuentran numerosos compuestos fendlicos en plantas cuyas funciones
bioldgicas se deben principalmente a su actividad antioxidante, su capacidad de unir especies con oxigeno activo y especies
electrdfilas, la capacidad de inhibir la nitrosacion y de quelatar iones metdlicos, su potencial autooxidacion, y su capacidad de

modular ciertas actividades enzimdticas en las células.

FENOLES ENAGUAS NATURALES
En la Tabla 2 se muestra un esquema simplificado y altamente condensado que enumera los productos de
descomposicion de las sustancias bioldgicas, e incluye una lista abreviada de los compuestos orgdnicos encontrados e

identificados en aguas naturales.

Puede observarse como los compuestos fendlicos son productos intermedios de degradacion de sustancias proteicas, y

como, a su vez, son degradados para formar otro tipo de compuestos.

Tabla 2. Proceso de descomposicién de la sustancia bioldgicas

Productos intermedios y finales

Sustancias bioldgicas Productos intermedios de descomposicion encontrados tipicamente en aguas
naturales
RCOOH . o,
Proteinas RCH,0HCOOH NH,' ,CO,HS ,CH,, HPO,”, péptidos,
Polipéptidos ——RCHNH,)COOH RCH,0H aminodcidos, urea, FENOLES, indol,
(aminodcidos) ﬁg;[j%}{z dcidos Jrasos, mercaptanos.
Polinucledtidos, nucledtidos Bases de purina y pirimidina
ipi " CH,OH

Lipidos ﬁcoéﬂ CO,, CH,, dcidos alifdticos, acético,

Grasas deidos de cadenamds  ldctico, citrico, gliclico, mdlico,

Ceras RCH,CH,COOH + CH,OHCHOHCH,0H cortn P o oféico, carbofiid

] edos grasos e — o palmitico, estedrico, oléico, carbohidratos e
Aceites ﬁs{ ; hidrocarburos.

—



Carbohidratos HPO,*, CO,, CH, glucosa, fructosa,
il L. Hexosas
Celulosa Monosacdridos Pent
o entosas
Almiddn C(H,0), — oligosacdridos )
. Glucosamina
Hemicelulosa

Lignina (C,H,0),  ——>alcholes aromdticos insaturados
deidos polihidroxicarboxilicos

galactosaarabinosa, ribosa, xilosa

Porfirinas y pigmentos de plantas Fitano, priatano, carotenoides,
Clorofila isoprenoide,alcofioles, cetonas, deidos,
Hemina porfirinas
Carotenos y Clorip  feofitin__fidrocarburos
xantofilos

Sustancias complejas formadas a partir de intermediarios, ej.:
FENOLES + quinonas + amino compuestos ~ Melaninas, melangidina, ‘gelbstoffe”

Amino compuestos + productos de ruptura de carbohidratos Acidos fuimicos, fiilvicos

La cantidad de derivados hidroxilados expulsados diariamente por el organismo humano (transformacion de
triptdfano en indoxilo y procesos de desintoxicacion) se evaliia de 200 a 300 my. ‘Estos fenoles evolucionan con bastante
rapidez bajo la accidn bacteriana, por lo que, cuando se encuentran estos niveles en el medio ambiente en ausencia de toda
contaminacion industrial, se pone de manifiesto una contaminacion fecal reciente.

La concentracion media de fenoles en aguas naturales no contaminadas es de 2 \\g L, aunque este valor varia mucho

de un tipo de agua a otro.

FENOLES DE PROCEDENCIA INDUSTRIAL EN AGUAS

La mayoria de los compuestos fendlicos que se pueden encontrar en aguas residuales son de origen industrial. Son
utilizados en industrias de cuero y textiles, coquerias, refinerias de petrdleo, destilerias de alquitrdn, sintesis y formulacion de
pesticidas, fdbricas de pasta de papel, plantas de tratamiento de maderas, fdbricas de colorantes, etc. En la Tabla 3 se

muestran los principales usos y origenes industriales de estos compuestos (Buikema et. al, 1979).

Por ejemplo, el fenol y sus derivados mds simples se utilizan principalmente en la fabricacion de polimeros sintéticos y
pldsticos entre los que se encuentran la baquelita y polimeros similares. Algunos fenoles se utilizan como plaguicidas por su
accidn herbicida, fungicida e insecticida, lo que provoca su difusion en el medio ambiente a través de las actividades agricolas

(Primo Yufera y Carrascon Dorrien, 1980) y su entrada en la cadena alimenticia.

Antiguamente los fenoles se empleaban como germicidas medicinales y sanitarios, pero su uso se ha eliminado debido
a su cardcter irritante, que puede [legar a producir necrosis si el contacto es prolongado. Dado su cardcter bactericida, se

emplean en formulaciones de productos de limpieza y en dentifricos.

La aplicacion de ciertos fenoles para la obtencion de medicamentos es bien conocida; asi, el dcido salicilico es el

precursor de la aspirina, y el catecol se emplea en [a fabricacion de guayacol y adrenalina. Igualmente, los fenoles son



productos de partida de ciertos ésteres que se emplean en perfumeria, como el anisol y el fenetol. Otros se usan para la
obtencion de sabores, como la vainillina y el anetol, que son de origen natural, o los ésteres alifdticos del 2-amino-4-nitrofenol,

que posee un gran poder edulcorante.

Otros fenoles, como el dcido picrico y el diazonitrofenol, presentan propiedades detonantes, y son de utilidad en
ciertos explosivos. La hidroquinona (1,4-dihidroxibenceno), el pirogalol (1,2,3-trikidroxibenceno), el 4-aminofenol y sus

derivados se emplean en fotografia como reveladores por oxidarse muy fdcilmente.

Los cresoles butilados son antioxidantes del caucho y estabilizadores para grasas no comestibles y aceites aislantes,
mientras que el 2,4,6-triclorofenol se usa en la fabricacion de agentes de control de lodos en torres de enfriamiento y en la
fabricacion de papel. ‘El pentaclorofenol es utilizado en procesos de blanqueado, el etoxilato de nonilfenol se usa en las
fdbricas de papel, el bisfenol A se utiliza para la manufactura de materiales pldsticos duraderos, empaquetamientos de cocina,

empastes dentales, y recubrimientos del interior de latas de comidas y bebidas.

Las industrias mencionadas que utilizan fenoles, y algunas otras, originan fenoles como residuos de su actividad. Las
industrias petroquimicas y de transformacion del carbon descargan fenol, metilfenoles y en general alquilfenoles. Las fdbricas
de papel y pulpa descargan, a un nivel detectable, metoxifenoles, dihidroxifenoles y p-hidroxivainillil- y siringilfenoles que se
producen también en la degradacion de la materia natural. Todos estos fenoles pueden dar lugar a sus correspondientes
derivados clorados en el proceso de blanqueado de la pasta. Las industrias colorantes pueden descargar fenol, nitrofenoles y

dinitrofenoles ademds de fenoles polinucleares.
El empleo de Cl, para evitar el crecimiento de algas y otros microorganismos en las aguas de refrigeracion de las

centrales eléctricas hace que se encuentren fenoles clorados, que, aunque en concentraciones bajas, suponen grandes cantidades

liberadas al medio ambiente debido al volumen de aguas tratadas.

Tabla 3. Sintesis y usos industriales de los fenoles

TIPO DE FENOL  ESTRUCTURA ORIGEN USOS
Fenol oH Cumeno, benceno Resinas fendlicas, bisfenol A, alquifenoles,
@f ! caprolactama

Resinas fendlicas, tricresilfosfato,
desinfectantes, antioxidantes, [impiadores
Cresoles Petrdleo o brea f T 70 o P

metdlicos, flotacidn de minerales, disolvente

OH
@gf de esmaltes
Hs

&



Biocidas e intermedios para biocidas,

Clorofenoles Fenol, clorobenceno, nitrobenceno .
preservacion de madera
. Antioxidantes, gasolina, aceite, grasas,
Alquilfenoles Fenol o
pldsticos
Polihidroxi-bencenos
(piragalol, dcido Acido trinitrobenzdico Pigmentos, medicinas, fotografia, colorantes
gdlico)
Pirocatecol Resinas naturales, ligninas Antioxidantes, colorantes
% ol Halofenoles, dcido bencenodisulfonico, dcido  Antioxidantes, colorantes, antisépticos,
esOrCino L. . .
fenosulfonico, benceno medicamentos, explosivos
Hidroguinona Anilina Fotografia, antioxidantes, medicamentos
4
nitrofenoles Fenol, nitroclorobenceno, benceno Tintes, intermediarios de sintesis, explosivos

Una vez en el medio ambiente los fenoles sufren una dispersion que depende de sus propiedades fisico-quimicas. Ast,
se ha comprobado que la lipofilia de los clorofenoles influye en su dispersion (Xie et al., 1986), [a cual viene determinada por
procesos de dilucion y adsorcion. También la filtracion en aguas subterrdneas depende de la lipofilia (Schaffner et al., 1987).
Un estudio de Hutchins y col (1985) demuestra que los fenoles no se fijan totalmente en el terreno cuando se filtran aguas
residuales, por lo que sufren procesos de migracion. También se ha comprobado que los compuestos mds halogenados son mds
persistentes que los menos halogenados (Kulovaara et al., 1987), y que la volatilidad del 2-clorofenol (que determina su bajo

nivel de deteccion olfativa —2ug L) favorece su dispersion a través de la atmdsfera.

De todos los estudios [levados a cabo sobre la presencia de fenoles en el medio ambiente realizados en los iiltimos
arios, se ha podido comprobar la presencia de compuestos fendlicos en diferentes tipos de aguas: subterrdneas (Goerlitz et al.
1985), de rio (Wegman y Van der Broek, 1983), de mar (Xie et al., 1986), potable (Ventura y Rivera, 1986), de manantial
(Frank et al., 1987), e incluso en precipitaciones de [luvia y nieve (Mazurek y Simoneit, 1986). Asimismo, se han localizado
fenoles en la orina de trabajadores de fdbricas en las que se emplean estos compuestos (Dahms y Metzner, 1979), en el aire

(Leuenberger et al., 1985) y en sedimentos junto a diversos efluentes (Watanabe et al., 1985).

La descarga al medio ambiente puede dar lugar a la entrada de fenoles en la cadena alimenticia, y asi, se ha
encontrado pentaclorofenol, tetraclorofenol y otros compuestos orgdnicos halogenados en mejillones (Folke y Birklund, 1986).
Los peces pueden matabolizar pentaclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,6-tetraclorofenol en el higado, excretdndolos como

glucurdnidos (Oikari y Anas, 1985). Los fenoles voldtiles pueden ser concentrados por los organismos, habiéndose comprobado



que los peces adquieren olor con concentraciones ambientales menores que el limite de deteccion olfativo. ‘El pentaclorofenol se
ha encontrado también en aves, corroborando asi su condicion de contaminante global (Paasivirta et al., 1985). Esta
I

bioconcentracion y persistencia hace a éste y a otros fenoles peligrosos para el medio ambiente y para el hombre.

11.1.3. Mecanismos de actuacion y efectos toxicos

La toxicidad de los compuestos fendlicos es conocida desde antiguo. ‘Esta toxicidad aumenta en los derivados
sustituidos (Merck, 1983). Buikema y col. (1979) clasifican a los fenoles como inhibidores metabdlicos no especificos. EL
pentaclorofenol, al igual que otros fenoles, ejerce una inhibicion de enzimas o sistemas de enzimas, probablemente por unién a
proteinas mitocondriales. Sin embargo, la mayoria de los efectos se centran en la reduccion de la sintesis de ATP (adenosin
trifosfato) y el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, aunque no afectan la fosforilacion de otros sustratos. Estos
mecanismos afectan a una gran variedad de organismos de distintas formas, por lo cual los fenoles muestran distintos grados

de toxicidad.

Por otro lado, esta actividad desacoplante es diferente segiin la estructura del fenol. Parece estar asociada a la
capacidad del hidroxilo fendlico de disociarse al pH de la membrana mitocondrial y actuar como grupo protondforo, por lo
cual, dado que los sustituyentes influyen en el valor del pX,, modificardn dicha actividad desacoplante. Los efectos de

distintos fenoles sobre distintos organismos se resumen en [a ‘Tabla 4.

La toxicidad de los fenoles varia con la posicion y el niimero de sustituyentes en el miicleo aromdtico. La toxicidad es
mayor para los sustituyentes halogenados, siendo los yodofenoles y bromofenoles mds toxicos que los clorofenoles. En cuanto a
la posicion relativa, la toxicidad sigue el orden p- > m- > o-. También se produce un aumento de capacidad téxica con el
niimero y el volumen de los sustituyentes (Buikema et al, 1979). Por otro lado, Schultz y Riggin (1985) atribuyen un mayor
cardcter toxico a los sustituyentes aceptores de electrones frente a los donadores. También se ha comprobado que el aumento de
la toxicidad de los clorofenoles con el niimero de sustituyentes —Cl estd relacionado con la dificil biodegradacion de estos
compuestos, y ésta, a su vez, con el aumento de la lipofilia (Banerjee et al., 1984). Ademds de este factor debe tenerse en
cuenta el bloqueo de las enzimas debido al mayor tamafio molecular (Beltrame et al., 1985). Schultz y Riggin (1985)
encontraron, asimismo, una correlacion entre la toxicidad de los fenoles y el coeficiente de particion n-octanol/agua, K, que

es una medida de la lipofilia.

La bioconcentracion de los fenoles es un factor importante que contribuye a su toxicidad. Debido a la relacion con la

lipofilia se encuentra que el pentaclorofenol, que es el mds lipdfilo entre los policlorofenoles, es el que mds se bioconcentra.

Tabla 4. Efectos de distintos fenoles sobre distintos organismos (Alarcén de Pablo, 1989).



COMPUESTO ORGANISMO EFECIO

Desacoplamiento de la fosforilacion

nitro y clorofenoles aerobios
y f oxidativa
clorofenoles cebollas Aberraciones en los cromosomas
Interferencia en [a fijacion del or
pentaclorofenol planta e . fy o Nep
reduccidn acetilénica
nitrofenoles drboles Disminucion de los bosques
2,4,6-triclorofenol animales Carcinogénesis
Inhibicion de la glandula adrenal.
fenol perca Disminucion de la tiroxina en sangre
Incremento del coldgeno y disminucion de
hidroxiprolina. Empobrecimiento de las
pentaclorofenol peces . .
aptitudes vitales
. 3 Accidn sobre hormonas y aminotransferasas
2,4—tﬁc[orafeno[ raton . y f
de alanina y aspartato
fenol raton Teratogenia
Cambios de estructura y funcion en la
placenta. Cambios en cromdtidas de
fenol hombre - . .,
linfocitos T. Anestesia local. Degeneracion
del nervio
. Teratogenia y fetotoxicidad. Oncogenia
pentaclorofenolfenol, 2,4,5-triclorofenol hombre eniay fetotord gemey

fetotoxicidad

11.1.4. Legislacion sobre compuestos fenolicos

El empleo de fenoles en las diversas actividades industriales y agricolas descritas en el apartado 11.1.2 ha hecho
necesario su control debido a su posible toxicidad que incide sobre la salud humana. EL gran niimero de fenoles potencialmente
presentes obliga a una seleccion previa de especies representativas, de forma que su presencia o ausencia suministre
informacion del conjunto. En este sentido, la agencia de proteccion medioambiental norteamericana (EPA 8041, 1995) ha
seleccionado 21 fenoles contaminantes prioritarios en funcion de su frecuencia de aparicion, toxicidad y persistencia (Tabla 5).
Asimismo, en la Resolucion del Consejo de [a Unidn Europea (CEE, 1983) se aprobd la lista de 129 sustancias que deben ser

controladas en los vertidos. En esa lista se incluyen 9 compuestos fendlicos que también se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Compuestos fendlicos clasificados por la US EPA como contaminantes prioritarios y fenoles incluidos en (a lista de las 129
sustancias aprobada por ef Consejo de la UE (CEE, 1983).



fenol US EPA

2-metilfenol US EPA
3-metilfenol US EPA
4-metilfenol US EPA
2-clorofenol USEPA EC
3-clorofenol EC
4-clorofenol EC
2,4-diclorofenol USEPA EC
2,6-diclorofenol US EPA

2,4, 5-triclorofenol USEPA EC
2,4,6-triclorofenol USEPA EC
2,3,4,5-tetraclorofenol US EPA
2,3/4,6-tetraclorofenol US EPA
2,3,5,6-tetraclorofenol US EPA
pentaclorofenol USEPA EC
2,4—L{imeti§[eno[ US EPA
4-cloro-3-metilfenol USEPA EC
2-amino-4-clorofenol EC
2-nitrofenol US EPA
4-nitrofenol US EPA
2,4-dinitrofenol US EPA
Dinoseb (DNMP) US EPA
4,6-dinitro-2-metilfenol US EPA
2-ciclohexil-4,6-dinitrofenol US EPA

La adhesion de Esparia a la Comunidad Europea hizo necesario armonizar la legislacion a las disposiciones
comunitarias en cuanto a la reglamentacion de calidad de las aguas. Estas disposiciones se resumen en la Tabla 6. La
normativa espatiola (RD 1138/1990 del 4 se septiembre, ‘BOE 226, de 20.09.1990) recoge prdcticamente los mismos

pardmetros y limites que los establecidos por la CEE.

Tabla 6. Disposiciones comunitarias sobre el contenido en compuestos fendlicos en distintos tipos de a‘qua.s’,

DIRECTIVA TIPO DE AGUAS NIVEL MAXIMO PERMITIDO
Aguas continentales superficiales utilizadas
o destinadas a ser utilizadas en la
produccion de agua potable después de la
aplicacion de los tratamientos apropiados. AL 1pg L
) . o = 10° mol L™
75/440/CEE del Consejo, de 16.06.1975 Las aguas superficiales se dividen en 3 A2: 510 pg L
(tiltima modificacion: véase DO L 327 grupos de valores [imites segiin los procesos N ; 4
22.12.2000 p.1) de tratamiento tipo necesarios: = (0‘5_1){50 mol L
A1: Tratamiento fisico simple y desinfeccion A3 100 g L )
~ 6 1
A2: Tratamiento fz’sica normal, tratamiento = 10" mol L
quimico y desinfeccion
A3: Tratamientos ﬁ’sico y quimico
intensivos, afino y desinfeccion
Aguas de bafio, con excepcion de las aguas
76/160/CEE del Consejo, de 08.12.1975 destinadas a usos terapéuticos y de las Ausencia de olor especifico
aguas de piscina
76/464/CEE del Consejo, de 04.05.1976 Aguas de vertido: Sefiala los fenoles como sustancias que
(tiltima modificacion: véase DO L 327 aguas interiores superficiales, deben ser controladas. El nivel mdximo debe




22.12.2000 p.1) aguas interiores del litoral, aguas ser establecido en las normas que fije cada

marinas territoriales y aguas estado miembro u organismo competente (2
subterrdneas mgL?)"”
0.5ug L*

80/778/CEE del Consejo, de 15.06.1980
(tiltima modificacion: véase DO L 330 Agua para el consumo humano
05‘12.1998}1.32)

= 0.5x10° mol L
(excluidos los fenoles naturales que no
reaccionan con el cloro)

’ Expresado como concentracion de fenol.
v Consejeria de Medio Ambiente de la Comunidad de Madrid, ley 10/1993, de 26 de octubre.

En las aguas de vertido, el Consejo sélo ha establecido [imite para algunas sustancias (Directiva 86/280/CEE, de
12.06.1986), debiendo cada organismo, a través de las normas de emision expedidas, fijar los valores limite. La Consejeria de
Medio Ambiente y Desarrollo Regional de la Comunidad de Madrid ha fijado en su legislacion sobre vertidos industriales un
valor mdximo instantdneo de 2 mg L =2x10° mol L) de fenoles totales en dichos vertidos (Ley 10/1993, de 26 de octubre,

sobre Vertidos Liquidos Industriales al Sistema Integral de Saneamiento en la Comunidad de Madrid).

El hecho de que la legislacion de los paises fijen diferentes limites se debe al efecto econdmico negativo que se produce
sobre la industria al regular una sustancia, pues, cuanto mds bajos sean los niveles permitidos, mds cara serd la depuracion de

los residuos industriales, [o que encarecerd los costes de produccion (Navarro Villoslada, 1997).

El método oficial de referencia en la Comunidad Europea para el andlisis de aguas, y por consiguiente en Espafia, es
el espectrofotométrico que utiliza 4-aminoantipirina (4-AAP) para formar un complejo coloreado con los compuestos fendlicos,
con precision del 30%, exactitud del 50% y limite de deteccion de 0.5 \wg/L (Directiva 79/869/CEE), siendo igualmente oficial
en EEUU. (APHA, 1985) y en las normas internacionales (15O, 1990). No obstante, estas normas y la Agencia de Proteccion
Medioambiental de Estados Unidos (US EPA) (EPA 604, 1984) también prevén la utilizacion de la cromatografia de gases
con deteccion de captura electrdnica o ionizacion de lama (ISO, 1992). En el caso de la determinacion general de
contaminantes prioritarios incluidos los fenoles, la US EPA recomienda la cromatografia de gases con detector de

espectrometria de masas (EPA 625, 1984).

11.1.5. Revision bibliografica de metodos para la determinacion de

compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos se han determinado tradicionalmente mediante métodos colorimétricos, ya que dichos
compuestos son capaces de sufrir una gran variedad de reacciones utilizables para su deteccion espectrofotométrica (Rodier,
1990). Las mds comunes son las de copulacion o condensacion que producen colorantes fdcilmente analizables en el espectro
del visible. En estos métodos, el fenol se emplea como patron y el resultado obtenido corresponde a la concentracion minima de
compuestos fendlicos presentes en la muestra, ya que los sustituyentes del grupo bencénico tienen cierta tendencia a disminuir

la reaccion coloreada. ‘Es dificil que los fenoles sustituidos en para- reaccionen bien, por tener impedida la posicion mds activa



tanto para las condensaciones como para las copulaciones. Por otra parte, los fenoles muy desactivados, como nitrofenoles o
clorofenoles muy sustituidos tampoco dardn reacciones, asi como tampoco se dardn las que necesiten una molécula de
caracteristicas reductoras (Box, 1983). Son métodos directos, y el limite de deteccion se encuentra en el rango de my L

Cuando se extrae el colorante formado con un disolvente orgdnico pueden obtenerse limites de deteccidn de pg L.

El método colorimétrico de la 4-aminoantipirina, con destilacion previa y extraccion, requiere largos tiempos de
andlisis, pero es muy sensible y es particularmente itil para contenidos inferiores a 1 mg/L. Este método permite la
determinacion de fenol y de sus derivados sustituidos en orto- y meta-, pero no la de los derivados sustituidos en para-. Es un
método estandarizado de andlisis, y estd incluido en el compendio ‘Standard Methods for the Analysis of Water and
Wastewater” (APHA, 1981). Bartos y Pesez (1984) han realizado una revision de los métodos espectrofotométricos para el

andlisis de fenoles.

Otros métodos mds modernos para determinacion de fenoles son los que utilizan las técnicas cromatogrdficas y
bioquimicas. La cromatografia de gases en conjuncion con varios detectores ha sido extensamente utilizada en los tiltimos
afios. Actualmente es la técnica elegida en los métodos oficiales US-EPA. Tiene la ventaja de su alta sensibilidad y
selectividad, asi como de [a existencia de librerias de espectros de masas, lo que permite el andlisis de muestras desconocidas
(Muino et al., 1991). Sin embargo, se requiere derivatizacion previa al andlisis. De entre los agentes derivatizantes, el mds
usado es el bromuro de pentafluorobenzoilo, y es el usado por la metodologia US-EPA (método 604), conjuntamente con un
detector FID 0 ECD, obteniéndose unos limites de deteccion para los compuestos fendlicos incluidos en las listas US-EPA de
0.1-13 pg/L y de 0.5-2.2 pg/L, respectivamente. El método 625 US-EPA utiliza un espectrometro de masas como detector.
Sin embargo, en estos uiltimos afios se ha sefialado que estos métodos pueden [levar a error como consecuencia de problemas en
el proceso de derivatizacion, por lo que la US-EPA ha elaborado un nuevo protocolo (método 8041) que recomienda la

derivatizacion con diazometano, aunque éste iiltimo posee un peligro potencial al ser explosivo y carcinogénico.

Para alcanzar los limites de deteccion que se han sefialado empleando las técnicas mencionadas y las que se
comentardn a continuacion, es necesaria una preconcentracion de los fenoles que contiene la muestra. Para ello se utilizan
técnicas como la extraccion liquido-liquido (LLE), empleando como disolvente cloroformo-dietiléter, cloroformo,
diclorometano, o n-butilacetato, la extraccion en fase solida (SPE) sobre gel de silice modificada, resinas poliméricas,
intercambiadores idnicos y sobre carbono grafitizado, y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), ast como la destilacion
por arrastre de vapor con y sin extraccion. El empleo de LLE es laborioso, requiere mucho tiempo y una gran cantidad de
disolventes caros y la mayoria toxicos. La SPE ofrece ventajas tales como un menor tiempo de andlisis, un coste inferior y
menores voltimenes de disolventes orgdnicos. Una variedad de adsorbentes como carbono negro grafitizado, Chromosorb 102,
resinas de intercambio ionico, C,s y columnas de silice con ciclohexilo se ha utilizado en SPE ‘off-line”. Los métodos de SPE

‘on-line” se han desarrollado empleando C,, PS-DVB (poli(estireno-divinilbenceno)) o precolumnas de resinas



intercambiadoras de aniones y también discos de extraccion con membrana C,q. Entre los distintos adsorbentes, el PS-“DV'B
presenta mayor retencion y selectividad para los compuestos aromdticos que el C,; unido a la silice, y es muy adecuado para la
preconcentracion de compuestos fendlicos. Finalmente la microextraccion en fase solida (SPME) estd siendo ampliamente

utilizada en la actualidad (Puig y Barceld, 1996a).

La no necesidad de derivatizacion y la posibilidad de acoplamiento "on-line" con extraccion solido-liquido, hacen de la
cromatografia de liquidos con columnas Cy y C,4 la técnica de separacion aplicada mds comiinmente al andlisis de compuestos
fendlicos. ‘EL detector mds usado en estos casos es el ultravioleta (Ledn Gonzdlez et al., 2000). Son recomendables los
detectores de diodo array, puesto que es posible utilizar las librerias de espectros para confirmar [a presencia de los compuestos,
a pesar de que la sensibilidad con ellos es algo menor. Con un sistema de cromatografia de liquidos acoplado a un detector UV,
es posible obtener unos [imites de deteccion menores de 0.7 \g/L y de 0.25 pg/L, dependiendo de que la extraccion se realice

‘on-line" (Puig y Barceld, 1996b) u "off-line" (Castillo et al., 1997).

La obtencion de limites de deteccion muy bajos, del orden de ng/L para la mayoria de los compuestos, ademds de la
posibilidad de utilizar volilmenes muy pequefios de muestra, es posible mediante el empleo de deteccion electroquimica en un
sistema de HPLC (Galcerdn y Jduregui, 1995; Arundell et al., 2000). A pesar de ofrecer varias ventajas, la deteccidn
electroquimica tiene como contrapartida una respuesta inestable, debido a [a necesidad de limpieza del electrodo. La aplicacion
de potenciales elevados, necesarios para conseguir la oxidacion de los fenoles, aumenta el ruido de fondo y posibilita la
oxidacion de otros componentes de la matriz. La deteccion amperométrica de impulsos proporciona una mayor estabilidad de [a
sefial, pero sigue siendo necesaria la limpieza del electrodo de trabajo. Por estas razones, la deteccion electroquimica es una

alternativa muy buena cuando se analizan muestras con matrices no demasiado complejas.

El uso de detectores array culombimétricos en HPLC, en los que se oxida el 100% del analito debido a la alta
porosidad del electrodo, combinados con extraccion sélido-liquido, proporciona limites de deteccion comprendidos entre 0.03
Wg/L y 0.38 Wg/L (Achilli et al., 1995). Sin embargo estos dispositivos son costosos, por lo que su utilizacion no estd muy
extendida. Dispositivos menos sofisticados, compuestos solamente por dos electrodos de trabajo, uno para limpiar la muestra
utilizando un potencial aplicado bajo, y el otro para realizar el andlisis, proporcionan limites de deteccion de 0.034 /L
(Rennie y Mitchell, 1987). No es posible su utilizacion para "multi-screening" puesto que no puede aplicarse gradiente de

elucion con ellos.

Varios autores han descrito métodos basados deteccion fluorescente directa (Ruiter et al, 1988) o indirecta
(Lamprecht y Huber, 1994) tras la separacion por HPLC. Aunque los limites de deteccion que se consiguen son buenos, por
debajo del nivel de ng/L, es necesario formar derivados con dansilo, por lo que la técnica no resulta tan atractiva, debido a la

toxicidad de estos derivados.



La utilizacion del detector de masas acoplado a la cromatografia de liquidos ha sido posible gracias al desarrollo de
diversas interfases. La interfase de termospray (15P) proporciona una buena respuesta para la mayoria de los compuestos
(limites de deteccion comprendidos entre 0.4-2 ng) aunque algunos fenoles no pueden desprotonarse y por tanto no son
detectados (Puig y Barceld, 1995). Las interfases de presion atmosférica (API) tienen como principales ventajas su gran
sensibilidad (especialmente cuando se utiliza [a ionizacion quimica a presion atmosférica), su robustez y su facilidad de uso.
Ademds es posible obtener informacion estructural (Puig et al, 1996). Con este detector acoplado a una columna de
cromatografia de liquidos se consiguen unos l[imites de deteccion de 0.15-9 wg/L (Di Corcia et al., 1993). La interfase de spray
de iones requiere normalmente la adicion postcolumna de un requlador de pH para generar iones, por lo que esta técnica no
resulta muy atractiva (Aguilar et al., 1993). En general, todas las interfases de presion atmosférica requieren la limpieza del

cono de muestra, lo que conduce a valores de reproducibilidad no muy buenos.

En los tltimos afios se han desarrollado aplicaciones para la determinacion de fenoles mediante la técnica de
electroforesis capilar, debido a su rapidez, alta resolucion y adecuacion al andlisis de compuestos polares e idnicos y de otros
mds apolares. La mayor desventaja que presenta esta técnica es su limitada capacidad de carga, que es del orden de unos pocos
nL. En la mayoria de los casos se utiliza en conjuncion con un detector ultravioleta, obteniéndose limites de deteccion
comprendidos entre 0.3 y 1 pg/L. (Gaitonde y Pathak, 1994). Estos limites de deteccion pueden mejorarse si se utiliza

deteccion electroquimica (Martinez et al., 1996) o fluorimétrica (Praus y Donbek, 1993; Onyg et al., 1990).

Debido al creciente interés por desarrollar métodos de campo efectivos y rdpidos capaces de detectar ‘in situ” los
analitos objeto de estudio en muestras medioambientales, se ha producido un gran auge en las iltimas décadas en el desarrollo
de técnicas basadas en principios bioquimicos. En esta drea, destacan los inmunoensayos y los biosensores, que presentan la
ventaja de la alta especificidad del reconocimiento bioldgico de los analitos de interés en muestras complejas. Ambos
proporcionan respuestas en tiempo real, y por tanto evitan problemas de manipulacion de la muestra y permiten realizar la

medida “in situ”.

El dinico inmunoensayo disponible comercialmente para fenoles es especifico para pentaclorofenol. Proporciona
resultados comparables a los obtenidos con los métodos cromatogrdficos en agua y en suelo, con un limite de deteccion de 60
ng/L (Hottenstein et al., 1995), siendo un buen método para 'pre-screening” puesto que no da falsos negativos. También se han

desarrollado inmunoensayos para 4-nitrofenol y 2,4-dinitrofenol (Li et al., 1991), éste ltimo con un limite de deteccion de 7

Lyg/L.



Los biosensores son mds rdpidos y mds fdcilmente automatizables que los inmunoensayos, sin embargo, casi siempre
presentan problemas de estabilidad y de sensibilidad a los niveles medioambientales. En el apartado 11.2.4 se hard una revision

mds profunda de los biosensores encontrados en la bibliografia para [a deteccion de compuestos fendlicos.



/11.2. Biosensores



La necesidad de hacer frente a los problemas analiticos que se presentan actualmente en el control medioambiental
requiere el uso de técnicas rdpidas y fiables que permitan la deteccion “in situ” de los contaminantes, y por tanto posibilite [a
adopcion de las medidas necesarias para la resolucion del problema que plantea dicha contaminacion. Esta necesidad en el
control medio ambiental, al igual que ocurre en otros campos como la medicina, la tecnologia de alimentos o la industria, ha

impulsado el desarrollo en los iiltimos afios de los sensores quimicos en general y de los biosensores en particular.

Un biosensor es un dispositivo analitico integrado que combina una parte bioldgicamente sensible con un
transductor, de forma que la reaccion de reconocimiento molecular que tiene lugar en [a primera se traduce en sefial eléctrica u
dptica en el sequndo, sefial que se procesa electronicamente y que es proporcional a la concentracion de la sustancia que se
quiere determinar (analito) (Turner et al., 1986). Los dos constituyentes forman una unidad funcional (Figura 1) cuya
selectividad viene dada por la parte bioldgicamente activa y la sensibilidad se consigue mediante un mecanismo de

transduccion adecuado.
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Figura 1. Esquema de un dispositivo sensor con el material bioldgico inmovilizado.

Los biosensores proporcionan, por tanto, una integracion temporal, que permite realizar un proceso de medida
quimica directa, y asi obtener una sefial continua y reversible, ademds de una integracion espacial, lo que favorece la

miniaturizacion. En la Figura 2 se representa esquemdticamente el funcionamiento de un biosensor.
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Figura 2. Esquema del funcionamiento de un biosensor.

Las ventajas de un biosensor son, entre otras, la alta selectividad y sensibilidad de [a medida, [a facilidad de manejo y
el bajo coste, permitiendo su utilizacion por personal no especializado, rapidez en el andlisis, posibilidad de miniaturizacion,
la posibilidad de evitar etapas del método analitico tan tediosas como la toma y el tratamiento de la muestra, no siendo
necesario, en general, la separacion del analito y la adicion de reactivos, y la posibilidad de una medicion continua, in situ,
remota, distribuida, multidimensional, y en condiciones de trabajo dificiles para otras técnicas. En general, suponen una

simplificacion del método analitico.

En 1956 el principio del papel litmus para la medida del pH fue adoptado para simplificar la determinacion
enzimdtica de glucosa. Por impregnacion del papel de filtro con enzimas especificas de glucosa se crearon las primeras “tiras de
test enzimdtico”. ‘Este dispositivo puede considerarse como el predecesor de los biosensores dpticos, y al mismo tiempo, el inicio
de la l[lamada ‘quimica seca” (Scheller et al., 1997). En los afios sesenta, Clark y Lyons (1962) propusieron la inmovilizacion
de una capa enzimdtica sobre detectores eléctricos construyendo de esta forma el primer biosensor para la deteccion de glucosa.
EL primer biosensor comercial se desarroll también para la determinacion de glucosa por la compariia ExaTech™, Medisense
Inc., EEUU., en 1987 (Lechuga y Calle, 1995). En la actualidad, [a mayoria de los biosensores comercializados se basan en
reacciones enzimdticas y antigeno-anticuerpo para aplicaciones clinicas especificas para glucosa, alcohol, metanol, lactato,
colesterol, aminodcidos, urea, xantina, hipoxantina, colina, acetilcolina, dcido tirico, oxdlico, lactosa, sucrosa, galactosa,

dextrosa, almidon, sustancias inmunoquimicas, y también para contaminacion microbiana y DBO, entre otras.

La parte sensible del biosensor se obtiene de la naturaleza, donde hay todo un conjunto de principios bioldgicos que
permiten reacciones especificas con casi todas las sustancias de interés analitico, principios que se han ido perfeccionando a lo
largo de la evolucion bioldgica. Los biosensores, se pueden clasificar, en general, en dos grandes grupos en funcion de la
naturaleza del proceso bioldgico de reconocimiento: biosensores cataliticos, cuyos sistemas bioldgicos pueden ser enzimas,
tejidos o microorganismos; y biosensores de afinidad, entre los que se encuentran los inmunosensores y los basados en

quimiorreceptores y macromoléculas protéicas (dcidos nucleicos, carbohidratos, ADN; ARN).

Los elementos de reconocimiento bioldgico cubren prdcticamente todos los analitos relevantes. Como un primer paso

para el disefio de procesos bioanaliticos, se debe escoger uno de los elementos de biorreconocimiento para el analito o analitos de



interés. ‘Esta seleccion, sin embargo, estd supeditada al tamafio y la concentracion del analito (Figura 3). Idealmente, los
sistemas de reconocimiento bioldgico deberian unirse tan solo a una molécula en particular. No obstante raramente se cumple
esta situacion ideal vy, en general, el sistema de reconocimiento bioldgico actila sobre un conjunto de moléculas similares en
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Ademds de estos materiales de reconocimiento molecular tomados de la naturaleza, hoy en dia se estdn empleando
polimeros impresos molecularmente (MIPs). Estos pueden sintetizarse formando una red de polimero alrededor de una
molécula molde. De esta forma se crean estructuras complementarias al analito que pueden servir como materiales de

reconocimiento sintéticos.

Por lo que respecta a los biosensores cataliticos, los mds utilizados, sin duda alguna, son los biosensores enzimdticos.
Las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones bioquimicas en los seres vivos. ‘En estas reacciones la molécula
transformada se denomina sustrato y usualmente implica el empleo de otro reactivo llamado cofactor, para generar los
correspondientes productos. Aproximadamente se han caracterizado 2000 enzimas diferentes, y se ha comercializado un gran
niimero de ellas. Con estas enzimas, ha sido posible detectar mds de 100 analitos diferentes (Lechuga y Calle, 1995). Las
enzimas pueden clasificarse fundamentalmente en seis grupos, de los cuales, los mds importantes con fines analiticos son los
correspondientes a las oxidorreductasas, las hidrolasas y algunas liasas (Langone y Van VanaKis, 1982). ‘L cardcter catalitico
hace que en su reaccion con el sustrato se regeneren a su estado inicial y no sea necesario ningiin tipo de tratamiento para
restablecer el biosensor. Esta caracteristica hace que, en principio, sea posible una monitorizacion continua y reversible, lo que

no siempre ocurre con otro tipo de material bioldgico, como es el caso de los anticuerpos. La reaccion catalitica enzimdtica es



eficiente y ademds extremadamente selectiva, por lo que se combinan los factores de reconocimiento particular y de

amplificacion necesarios para la mayoria de las aplicaciones analiticas de los biosensores.
Si la reaccion enzimdtica involucra un solo sustrato, puede formularse en general como:

Keat
E+ ES— EP (1)

Para una concentracion fija de enzima, la velocidad de reaccion catalizada enzimdticamente viene dada por la

ecuacion de Michaelis-Menten:

V= [EO }\/méx

o K v + [S ] ‘FEcuacion 1
donde YV, es la mdxima velocidad de reaccion y K, es la constante de Michaelis, que corresponde a la concentracion de
sustrato para la cual la velocidad es igual a la mitad de [a velocidad mdxima. En la Figura 4 se muestra la dependencia tipica
de [a velocidad de reaccion enzimdtica con la concentracion de sustrato, sefialdndose los valores de los pardmetros Kor yy Vs Y
las zonas donde la sefial obtenida es itil para la determinacion del sustrato y para la determinacion de la actividad
enzimdtica. Desde el punto de vista analitico, a medida que se tiene una constante de Michaleis mds elevada la sensibilidad

del método disminuye, pero aumenta el intervalo de linealidad.

Es posible desarrollar biosensores enzimdticos donde se empleen dos o mds enzimas, fundamentalmente con los
siguientes objetivos: aumento de la sensibilidad del método utilizando una sequnda enzima que regenere el analito; que la
segunda enzima actiie cataliticamente sobre alguno de los productos de la reaccion enzimdtica principal con el fin de obtener
un nuevo producto que se detecte con mayor facilidad; por iiltimo, puede ocurrir que alguno de los productos de la reaccion
enzimdtica principal actite sobre la actividad enzimdtica inkibiéndola, o bien existan otros inkibidores en disolucion, o incluso
que haya sustratos interferentes, en estos casos, la sequnda enzima puede catalizar una reaccion de dichas sustancias

interferentes de modo que la reaccion enzimdtica con el sustrato de interés no se vea afectada.
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Figura 4. Dependencia de la velocidad de (a reaccion enzimdtica frente a la concentracién de sustrato.

El buen funcionamiento de un biosensor depende, en gran medida, de la inmovilizacion del sistema de reconocimiento
bioldgico sobre el transductor. Es necesario favorecer un intimo contacto entre el biorreceptor y el transductor, manteniendo
inalterable en lo posible la estabilidad de dicho sistema de reconocimiento. La inmovilizacion de la proteina, particularmente
de las enzimas, conlleva una serie de ventajas para su posterior aplicacion en Quimica Analitica: (I) en muchos casos la
enzima es estabilizada; (I1) el material inmovilizado puede ser fdcilmente separado de la muestra y reutilizado en posteriores
andlisis; y (I11) la actividad altamente constante y estable de la biomolécula hace que [a enzima sea parte integrante del

instrumento analitico (Scheller et al., 1997).

En la Figura 5 aparecen esquematizados los tipos de inmovilizacion que se suelen emplear para fabricar biosensores.
La inmovilizacion puede realizarse mediante métodos fisicos, fundamentalmente por adsorcion o por atrapamiento, y métodos
quimicos, mediante el acoplamiento covalente o por entrecruzamiento o crosslinking. Dentro de cada uno de estos métodos
existen numerosas variantes, por lo que solo se dard una vision general de cada uno de ellos. Ademds, es posible utilizar

combinaciones de diferentes métodos de inmovilizacion.

El método de inmovilizacion mds sencillo es la adsorcion de las biomoléculas sobre materiales adsorbentes que sean
insolubles en el medio de ensayo. ‘Este tipo de inmovilizacion se basa en uniones de tipo no covalente, como fuerzas
electrostdticas, hidrofdbicas, enlaces de hidrdgeno o de Van der Waals, entre los lugares activos del adsorbente y las moléculas
bioldgicas. EL procedimiento de adsorcion consiste en poner en contacto las moléculas de enzima con el material adsorbente
durante el tiempo suficiente para que se produzcan las interacciones. Los adsorbentes mds utilizados son resinas de
intercambio ionico, gel de silice, arcillas, aliimina, vidrio poroso y materiales cerdmicos. La ventaja de este método es su
sencillez, aunque tiene como contrapartida que es un proceso reversible, por lo que cambios de pH, fuerza idnica o de
temperatura en el medio pueden provocar la desorcion de la biomolécula. ‘Este tipo de inmovilizacion es especialmente
interesante cuando la enzima es insoluble en el medio de trabajo. En este caso, la biomolécula puede adsorberse directamente

sobre el transductor, sin necesidad de emplear ningiin material adsorbente.



Otro método fisico de inmovilizacion es el denominado por atrapamiento, que puede [levarse a cabo de tres formas

diferentes: por inclusion dentro de una matriz de polimero altamente entrecruzado o en un gel; por inclusion en la matriz del

transductor; o por separacion de la biomolécula del seno de [a disolucion mediante encapsulamiento en una membrana

semipermeable.
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método mencionado, el procedimiento general de inmovilizacion consiste en disolver el material enzimdtico en la disolucion de



polimero, colocar una alicuota sobre la superficie del transductor y permitir evaporar el disolvente, de forma que la enzima
queda atrapada entre las cadenas poliméricas. Otro procedimiento de atrapamiento en matriz polimérica consiste en preparar
una disolucion de enzima y mondmero. Se sumerge un electrodo en la disolucion y se lleva a cabo una electropolimerizacion
sobre la superficie electrodica, formdndose una capa de polimero sobre dicha superficie en la que queda atrapada la

biomolécula. Este método es muy apropiado para la construccion de biosensores electroquimicos.

El segundo método de atrapamiento, la inclusion de la enzima en la matriz del transductor, se usa principalmente en
la fabricacion de electrodos compdsitos. EL procedimiento mds sencillo consiste en preparar una mezcla de enzima y grafito en
polvo a la que se agrega un aglutinante. Se homogeniza la mezcla y se coloca en un molde con un contacto eléctrico. Con este
procedimiento se obtienen biosensores con un depdsito tridimensional de enzima, que permite la renovacion de la superficie del

biosensor mediante un simple pulido.

La inmovilizacion por encapsulamiento consiste en atrapar la enzima sobre la superficie del transductor con una
membrana de didlisis o una pelicula polimérica. Con este tipo de inmovilizacion se observa una disminucion en la velocidad de
la reaccion enzimdtica, y por tanto, de la sefial analitica, debido a que los analitos tienen que difundir a través de la membrana
o de la pelicula. Estos dispositivos tienen la ventaja de aumentar la selectividad, ya que permiten una restriccion en el paso de

sustancias a través de la barrera membranosa.

Los métodos quimicos de inmovilizacion pueden [levarse a cabo por acoplamientos o uniones covalentes entre la
enzima y centros activados de polimeros, o por el entrecruzamiento intermolecular a dichos centros activados, presentando de
este modo una fuerte fijacion al polimero. En el acoplamiento covalente la inmovilizacion se lleva a cabo haciendo reaccionar
la enzima con un polimero insoluble en agua que posea centros activos, o bien por copolimerizacion con un mondmero. La

reaccion debe involucrar grupos funcionales de la biomolécula que no sean esenciales para su actividad bioldgica.

Los métodos basados en el entrecruzamiento intramolecular se llevan a cabo entre enzimas y polimeros con grupos bi
y multifuncionales (glutaraldehido, derivados de bis-iscianato, etc), por copolimerizacion con otra proteina inerte o por

adsorcion de las biomoléculas en un adsorbente, realizdndose después el entrecruzamiento.

Las propiedades de la enzima pueden verse alteradas con la inmovilizacion, pudiendo el mismo método afectar de
forma diferente a distintas enzimas. Los cambios producidos se deben a alteraciones conformacionales de la enzima como
consecuencia del proceso de inmovilizacion, y/o a la presencia y naturaleza del soporte, por lo que, los pardmetros intrinsecos

de la cinética de la enzima se ven también afectados, segiin el esquema de la Figura 6:

PARAMETROS INTRINSECOS DE LA PARAMETROS INTRINSECOS DE LA PARAMETROS APARENTES DEBIDO A
ENZIMA EN DISOLUCION ENZIMA INMOVILIZADA l PARTICION Y DIFUSION




Figura 6. Relacion entre los pardmetros cinéticos de la enzima en distintas circunstancias.

Cuando los pardmetros cinéticos de una enzima inmovilizada son calculados experimentalmente se ven afectados por
los equilibrios de particion de las moléculas entre [a fase continua y el entorno de la enzima, y por la difusion de los sustratos

en la fase continua (Chaplin y BucKe, 1990).

Las interacciones hidrofdbicas pueden causar la particion de las moléculas entre la fase continua y el microdominio de
la enzima inmovilizada. Las interacciones hidrofdbicas reducen la constante dieléctrica del microdominio, provocando una
modificacion en las constantes de acidez de los grupos dcido-base de [a enzima, los sustratos, los productos y los reguladores

del pH. Esto puede afectar a [a constante de Michaelis Ky, de la enzima inmovilizada.

Si la superficie donde estd inmovilizada la enzima es predominantemente hidrofdbica, las moléculas hidrofdbicas
tenderdn a permanecer en el microdominio y las moléculas hidrofilicas en [a solucion continua. Estos cambios de concentracion
local de las moléculas afectan a los pardmetros cinéticos. Cuando el sustrato y el soporte son hidrofdbicos la Ky disminuye. Si
el soporte es hidrofdbico y el sustrato hidrofilico la K, permanece igual (Chaplin y Bucke, 1990). Asimismo, pueden tener lugar

interacciones electrostdticas entre el soporte y el analito que influyan de la misma manera en los pardmetros cinéticos.

A pesar de presentar innumerables ventajas, los biosensores enzimdticos tienen algunos problemas, como son la poca
estabilidad temporal de algunas enzimas, la dificultad de su inmovilizacion, la escasa actividad especifica en determinados

casos, i la necesidad de emplear a veces un cofactor o reactivo auxiliar.

Para el desarrollo de un dispositivo que funcione correctamente, resulta crucial el comportamiento quimico de las
interfases entre medio de andlisis y la capa de reconocimiento molecular (interfase externa), y entre la biocapa y el transductor
(interfase interna). Por tanto, ademds de la eleccion de un material bioldgico y de un método de inmovilizacion adecuados, es

importante escoger un sistema de transduccion éptimo.

Los factores que influyen en la eleccion del transductor son: facilidad de fabricacion, miniaturizacion, estabilidad y
resistencia. Ademds, si deben ser implantables, hay que tener en cuenta la toxicidad de los materiales y su resistencia a la

biodegradacion.



Con respecto al transductor empleado, los biosensores se pueden clasificar en: electroquimicos (amperométricos,
potenciométricos, conductimétricos), dpticos (absorbancia, reflectancia, fluorescencia, bioluminiscencia, onda evanescente,

resonancia de plasmon superficial), calorimétricos y de masa (piezoeléctrico), entre otros.
de ple p [), cal t y de P léct tre ot

De todos los transductores empleados, los basados en principios electroquimicos han dominado claramente el mercado y la

investigacion en biosensores (Lechuga y Calle, 1995), en general, debido a que poseen una serie de ventajas, como son:

a) Las medidas electroquimicas pueden ser realizadas en voliimenes pequefios, incluso del orden de nanolitros, con
relativa facilidad, lo que es consecuencia de [a naturaleza interfacial de la medida electroquimica. Esto hace que estos

dispositivos sean especialmente apropiados para la monitorizacion ‘“in vivo”.

b) La sefial obtenida es, obviamente, eléctrica, y por tanto es factible la transduccion directa de la velocidad de reaccion

en la sefial de lectura.

c) Los limites de deteccidn que se obtienen normalmente, entre 10° y 10° mol L, son adecuados para la deteccidn de

muchos analitos interesantes.
d) 9, por iiltimo, la relativa simplicidad y bajo coste de la instrumentacion analitica permiten una fdcil disponibilidad.
No obstante, los sensores electroquimicos tienen dos graves inconvenientes:
a) Como es conocido, las técnicas electroanaliticas poseen una baja selectividad en comparacion con otras técnicas analiticas,
si bien este inconveniente se minimiza drdsticamente al utilizar un sistema de reconocimiento bioldgico que posea una alta

especificidad para ciertos analitos.

b) La necesidad de utilizar un electrodo de referencia que mantenga el potencial durante el transcurso de la medida puede ser

problemitico, sobre todo cuando se monitoriza una medida durante un largo periodo de tiempo.

Los transductores electroquimicos mds utilizados son los potenciométricos y los amperométricos, aunque también se
han utilizado biosensores conductimétricos. Los dispositivos amperométricos proporcionan respuestas mds rdpidas que los

potenciométricos, y poseen mayor selectividad e intervalo de actividad mds amplio.



En los ultimos afios se han desarrollado transistores de efecto de campo (FET), que son transductores
potenciométricos fabricados con la tecnologia microelectronica de los semiconductores (Turner et al., 1986, Hanazato et al.,

1989).

11.2.1. Enzimas selectivas de compuestos fenolicos

Las enzimas que catalizan la oxidacion de los compuestos fendlicos (tirosinasa, lacasa y peroxidasa) se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza, y son de importancia fundamental para aquellos organismos que producen
compuestos polifendlicos, como melaninas (Prota, 1995). Ademds, la oxidacion de fenoles estd implicada en procesos de
cicatrizacion, defensa inmunoldgica (Gotz y Boman, 1985), esclerotizacion de la cuticula de los artrdpodos (Peter, 1993), y en
la biosintesis de muchos metabolitos secundarios, como alcaloides, ligninas y taninos. El estudio de estas enzimas en los
iltimos afios ha abierto unas posibilidades inesperadas en sus aplicaciones técnicas para la determinacion de compuestos

fendlicos de importancia medioambiental mediante la construccion de biosensores.

La especificidad de la tirosinasa estd limitada a compuestos monofendlicos y catecoles con una posicion orto del
anillo aromdtico libre o bien ocupada por un grupo -OH (Scheller et al, 1997), mientras que la peroxidasa es una enzima menos
selectiva capaz de reaccionar con un mayor niimero de compuestos fendlicos. Por otro lado, la lacasa tiene una reactividad mds
limitada que [a peroxidasa, aunque el mecanismo de reaccion entre la enzima y los compuestos fendlicos no estd claramente
determinado. ‘En la revision bibliogrdfica (Apartado 11.2.4) se presenta una relacion de electrodos enzimdticos para la

determinacion de fenoles basados en la inmovilizacion de los tres tipos de enzimas mencionados.

11.2.1.1. Tirosinasa

La enzima tirosinasa es una fenol oxidasa que contiene cobre y que cataliza la oxidacion de los monofenoles y los
catecoles a o-quinonas. ‘Estd ampliamente distribuida en la naturaleza, y se ha encontrado en bacterias, hongos, plantas y
animales. Actila en la biosintesis de los pigmentos de melanina en la piel de los invertebrados, en la esclerotizacion de las
cuticulas de los insectos, y en la biosintesis de compuestos polifendlicos (la mayoria de los cuales poseen una actividad
antibidtica) en plantas y microbios. Es claramente diferente de la tirosina hidroxilasa, la cual requiere tetrahidropteriding

como cofactor.

La tirosinasa ha sido purificada a partir de una gran variedad de fuentes que incluyen champirion, gusanos de seda y
melanoma de ratén. El tamafio de las subunidades es similar, y sugiere la existencia de un Cu por subunidad de 32000 Da,
pudiendo la unidad funcional catalitica ser un dimero, que implica dos cobres por sitio activo. ‘Es posible que el cobre en el

estado nativo de la enzima se encuentre como Cu'.



Mecanismo de [a reaccion enzimdtica catalizada por la tirosinasa:

El mecanismo de la hidroxilacion de monofenoles y oxidacion de difenoles por la tirosinasa ha sido deducido en su
mayor parte a partir de estudios estructurales de [a tirosinasa de Neurospora crassa, ademds de andlisis cinéticos de enzimas
melanogénicas procedentes de vertebrados (Wilcox et al., 1985; Sdnchez-Ferrer et al., 1995). Los resultados han levado a

Suponer un mecanismo como el que aparece en la figura 7.

En el estado basal, [a enzima estd compuesta por un 2-30% de la forma “azul” oxi (Ey,) y el resto por la forma
incolora Eqgr. La oxidacion monofendlica es iniciada mediante la union del sustrato a la forma ‘E ., para dar, via intermedio
Eori FENOL, la forma g CATECOL. Esto deriva hacia una o-quinona y la forma ‘Eqy oy de la enzima. EL ciclo catalitico

de [a oxidacion de los monofenoles es completado por la unidon de oxigeno.

La oxidacion difendlica se inicia por la union de un catecol a la forma Ey,. Se forma el complejo E, CATECOL que
se transforma en quinona y la forma enzimdtica Eogyp la cual se une a una sequnda molécula de catecol dando el producto

EnarCATECOL, que sufre las mismas transformaciones hacia oy, Y Eox, que en el caso de la oxidacion de monofenoles.
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Figura 7. Esquema de las reacciones catalizadas por la tirosinasa (Wilcox et al., 1985; Sdnchez Ferrer et al, 1995).



Especificidad de la tirosinasa:

Segiin la fuente de procedencia de la tirosinasa, la especificidad por los sustratos fendlicos puede variar. La tirosinasa
de rdbano oxida el fenol, [a DOPA y una variedad de otros compuestos monofendlicos, incluyendo la L-tirosina y sus residuos
en péptidos (Cori y Frieden, 1967; Ito et al., 1984). En general, puede decirse que la especificidad de las tirosinasas se reduce a

los monofenoles con una posicion orto libre y orto-difenoles.

Inhibidores de la tirosinasa:

Es conocido que la tirosinasa sufre una inhibicion autocatalitica. Esta inhibicion parece deberse a la union covalente
de un producto quindnico de reaccion a la enzima (Wood y Ingraham, 1965), al ataque de un radical hidroxilico unido a un
cobre generado por el complejo Cu(I)-perdxido (Coche-Guerente et al., 2001), o por la destruccion de un residuo de histidina

durante los procesos de oxidacion en la catdlisis (Lerch, 1978, 1983).

Ademds, se conoce un niimero de inhibidores competitivos de la tirosinasa que se unen al centro activo de la enzima.
Los mds eficientes son los que poseen una funcion con un nitrdgeno o un oxigeno en conjuncion con otro oxigeno en una
distancia 2.7-2.8 4, que corresponde a la distancia de 3 4 de los dtomos de cobre en el centro activo de [a enzima. Algunos

ejemplos son el dcido salicilhidroxdmico (Allan y Walker, 1988) y la tropolona (Kahn y Andrawsi, 1985).

11.2.1.2. Peroxidasa

Las peroxidasas causan, con la participacion del perdxido de hidrdgeno como aceptor de electrones, la oxidacion
monoelectronica de un amplio espectro de sustratos. La mayoria de las peroxidasas son glicoproteinas de 20-70 KD de peso
molecular, y contienen un grupo férrico de protoporfirina IX como grupo prostético, denominado citocromo ¢ (Figura 8). Se

distribuyen de forma ubicua en la naturaleza y se nombran después de especificar su fuente (Scheller et al., 1997).



Figura 8. Estructura del grupo hemo de las peroxidasas.

Mecanismo de las reacciones catalizadas por la peroxidasa:

El mecanismo de las reacciones catalizadas por la peroxidasa ha sido ampliamente estudiado (Anni y Yonetani, 1992;
Everse et al., 1991; Poulos et al., 1980; Ryan et al., 1994). La cinética de las reacciones catalizadas por el citocromo c, grupo
hemo de las peroxidasas (también de la enzima HRP) se realiza mediante un mecanismo de doble desplazamiento o “ping-

ponyg’, cuando se utilizan dos sustratos, segiin la secuencia de reacciones siguiente:

PEROXIDASA(FelILP) + ROOH Camklhugta I+ ROH 2)
Compuesto I + AH, Corr&mesto II + 4 (3)
Compuesto I1 + AH,  PEROXIDASA(FelILP) + AH. ()

En un primer paso, el perdxido se une a un sitio libre del hierro (I11) y es reducido a ROH en un proceso rdpido en el
que intervienen dos electrones, donde se forma el Compuesto I (Fe(I'V)=O,%P-) como un intermedio primario estable de acuerdo

con la reaccidn (Scheller et al.,, 1997).

En la mayoria de las peroxidasas, se toma un electron del dtomo de hierro y otro del macrociclo hemo (P), formando
hierro (IV) y un radical porfirina (P-). Ademds, un dtomo de oxigeno procedente del perdxido es transferido al hierro presente
en el grupo hemo. ‘En el siguiente paso, reaccion (3), un sustrato AH, reduce el radical de porfirina del Compuesto I mientras
que el hierro permanece en su estado oxidado (Fe(I'V)=O,P). ‘Este intermedio estable se suele denominar Compuesto I1. ‘Este
Compuesto 11 a su vez reacciona con el sustrato reductor (AH,) para regenerar la forma nativa de la peroxidasa, como se

muestra en la reaccidn (4).

La formacion del Compuesto I es rdpida con una constante de velocidad de segundo orden aparente de entre 10°-100 M's?
(Barman, 1992). Ademds, la oxidacion de los sutratos reductores por el Compuesto I es 10-100 veces mds rdpida que por el
P p pida que p

Compuesto I1. Por tanto, en presencia de un exceso suficiente de peroxido con respecto a AH,, la reaccion global estd controlada por



la concentracion de AH,, y la velocidad de la reaccion estd limitada por la constante de velocidad K;. ‘El radical AH- del sustrato

sufre una serie de reacciones no enzimdticas (5), (6)y (7).
AH- + AH —AH>+ A (3)
AH- + AH- _AH-GH (6)

AH- + ... polimeros-AH (7)

En la Figura 9 se resumen el mecanismo de actuacion de la peroxidasa.

A,
Compuesto 1
}—e4+ — O/ Kj
aH
7,0
ompuesto 11
,‘7: e4+= O
#H,0,
‘Estado inicial AH,
’,}—e_H

Figura 9. Ciclo catalitico peroxi

Especificidad de la peroxidasa:

Los Compuestos 1 y II formados tras la oxidacion de la peroxidasa por el perdxido de hidrdgeno, pueden ser reducidos
a la forma nativa de la enzima mediante fenoles (Dunford y Adeniran, 1986; Ruzgas et al., 1995), aminas aromdticas (Job y
Dunford, 1976; Kulys et al, 1991), ferrocenos (Smith y Cass, 1990), complejos de amino rutenio (Frew et al., 1986) y

tetraciano-p-quinodimetano (Kulys et al., 1980).

Inhibidores de la peroxidasa:
Se conocen unos pocos inhibidores de esta enzima. Entre ellos, se encuentran los iones sulfuro y el cianuro, que
inkiben la reaccion enzimdtica de forma reversible. Por otro lado, la accion de la peroxidasa es inhibida en presencia de iones

metdlicos bivalentes en el orden Mn™ > Co™* > PF* >Fe* > Cu*X > C > Ni©* (Zollner, 1993). La inactivacion de la



peroxidasa durante [a oxidacion de fenoles se debe principalmente a la formacion de polifenoles que se unen inespecificamente
a la enzima. Ademds, concentraciones altas de peroxido de hidrdgeno pueden originar la formacion de un complejo entre este el

perdxido y el Compuesto I, provocando la inactivacion enzimdtica (Anni y Yonetani, 1992).

11.2.1.3. Lacasa

Las lacasas, oxidasas ‘azules” que contienen cobre, encadenan cuatro procesos de oxidacion monoelectronica de los p-
difenoles con cuatro reducciones monoelectronicas del oxigeno molecular, produciéndose agua. Al igual que las tirosinasas, las
lacasas son glicoproteinas con un contenido de carbohidratos que supone el 10-45 % del peso molecular total, que es de 55-

90000 Da para lacasas procedentes de hongos, y de 110-140000 Da para enzimas de plantas.

Aunque se hayan ampliamente distribuidas en la naturaleza, aparentemente no se encuentran en organismos

superiores. En las plantas, las lacasas estdn implicadas en [a polimerizacion de monolignoles a ligninas.

Mecanismo de las reacciones enzimdticas catalizadas por la lacasa:
El mecanismo de la lacasa es menos conocido que los de [a tirosinasa y la peroxidasa. La mayoria de las lacasas son

proteinas de una sola cadena que contienen 3 6 4 iones cobre.

Se ha propuesto un mecanismo para la lacasa en base a estudios de reduccion de la lacasa de Rus Vernicifera por la
hidroquinona y el dcido ascérbico (Andreasson y Reinhammar, 1979). Los electrones transferidos por el sustrato a uno de los
cobres de la enzima son transportados al cobre donde se ha fijado el oxigeno formando un intermedio perdxido fuertemente
unido, mientras que un tercer cobre facilita la ruptura del enlace oxigeno-oxigeno de éste. Sin embargo, el mecanismo detallado
de los pasos de transferencia de electrones del cobre unido al sustrato y la formacion de los intermedios del oxigeno aiin no

estdn claros.

Especificidad de la lacasa:

La lacasa oxida una amplia variedad de fenoles y aminas aromdticas, como el guaiacol, el 4-metilcatecol, el o-naftol,
la p-anisidina, la p-fenilendiamina, el 2,7-diaminofluoreno y la siringaldazina. Ademds, puede oxidar un nimero amplio de
complejos orgdnicos e inorgdnicos de iones metdlicos, como ferricianuro (Cenas y Kulys, 1988), ferroceno (Ghindilis et al.,

1995) y citocromo c (Jin et al., 1996).

Inhibidores de la lacasa:
Azidas e iones de haldgenos son inhibidores inespecificos de las oxidasas de cobre. Solo se conocen algunos especificos

para la lacasa, como el dcido “Kojic” y el dcido salicilhidroxaminico.



11.2.2. Enzimas en medios organicos y en micelas inversas

Hasta hace muy poco tiempo sélo se habian desarrollado biosensores para la deteccion de analitos capaces de
solubilizarse en medio acuoso y de esta forma interaccionar con la enzima, ya que el agua, convencionalmente, era utilizada
como tinico disolvente para las reacciones enzimdticas, debido a la creencia de que otros disolventes podrian desnaturalizar el
biocatalizador. Contrariamente a esta creencia, se ha comprobado recientemente que la biocatdlisis puede funcionar en medios
orgdnicos y en sistemas organizados. La primera evidencia de que las enzimas retienen su actividad catalitica en disolventes
orgdnicos fue realizada por el grupo de Klibanov (Zaks y Klibanov, 1988), mientras que las ventajas que puede presentar estos
medios para el desarrollo de biosensores se puso de manifiesto por los grupos de Turner (Hall et al., 1988; Saini et al., 1991) y
Wang (1992).

Desde el punto de vista bioanalitico es necesario discutir los factores que influyen en la actividad de [a enzima en un
disolvente orgdnico. Se acepta que, generalmente, las enzimas retienen actividad catalitica en ciertos disolventes orgdnicos
siempre y cuando exista una capa de hidratacion que recubra la biomolécula. Ademds, se ha sugerido que la cantidad de agua

que se requiere para mantener la actividad catalitica depende de cada enzima.

Por otro lado, un aspecto fundamental para dicha actividad catalitica es [a seleccion de una fase orgdnica
compatible, es decir, que no reaccione fuertemente con la capa de hidratacion indispensable. Asi, se ha encontrado que los
disolventes orgdnicos suficientemente hidrofdbicos, inmiscibles con el agua, son normalmente mds apropiados para la catdlisis
enzimdtica, debido a que asi disminuye [a posibilidad de interaccion con el agua estrechamente asociada a la superficie de la
enzima. La hidrofobicidad de un disolvente orgdnico puede expresarse por el valor de log P, donde P es el coeficiente de reparto
del disolvente en el sistema bifdsico octanol/agua. A medida que log P aumenta, la hidrofobicidad del disolvente orgdnico
también aumenta. Se ha sugerido que disolventes con log P < 2 no son apropiados para la biocatdlisis, puesto que distorsionan
fuertemente la interaccion biocatalizador-agua. Disolventes con valores de log ‘P entre 2 y 4 tienen una débil interaccion con
los microalrededores de [a enzima, afectando a su actividad de forma poco predecible. Por tiltimo, aquellos disolventes con log
P > 4 son biocompatibles. Esta tendencia, sin embargo, ha sido establecida con relativamente pocos sistemas y en algunos
casos no se cump[e‘ Ast, ciertas enzimas muestran una actividad safprem{entemente alta en alz’qunos disolventes orgdnicos, lo
cual es debido probablemente a que dichas enzimas retienen su capa de hidratacion tan fuertemente que incluso los disolventes
hidrofilicos no pueden arrancarla, o a que el reparto del sustrato hacia el centro activo de la enzima estd lo suficientemente

favorecido como para contrarrestar los otros efectos perjudiciales.

La utilizacion de biosensores en fase orgdnica ofrece una serie de ventajas, de las cuales, sin duda, [a mds obvia es la
posibilidad de determinar analitos escasamente solubles en agua, lo cual amplia [a gama de especies que pueden detectarse con

estos dispositivos. Por otro lado, la baja solubilidad de las especies que son electroactivas en medio acuso da lugar a una



disminucion de las interferencias por parte de especies ionicas hidrofilicas. Puede conseguirse, asimismo, una mejora de la

estabilidad operacional del sensor y un esquema de inmovilizacion de la enzima muy simplificado.

Por lo que respecta a los electrodos enzimdticos, pueden destacarse fundamentalmente tres aspectos. Primero, estos
biosensores pueden utilizarse para la deteccion especifica de analitos hidrofdbicos escasamente solubles en agua, los cuales
acceden al microentorno de la enzima a través de la fase orgdnica. La enzima, a su vez, interacciona directa o indirectamente
con la superficie del electrodo. Como ya se ha discutido, el microentorno de la enzima debe contener un nivel de hidratacion
suficiente que asegure la actividad dptima de la enzima. En sequndo lugar, se ha demostrado que es posible utilizar mediadores
en la fase orgdnica, invirtiendo el concepto convencional de inmovilizacion de mediadores insolubles en agua por adsorcion
sobre los electrodos. Utilizando un mediador soluble en agua en una fase predominantemente orgdnica, éste tendrd poca
tendencia a desprenderse del electrodo en condiciones de bajo contenido de agua. Por iiltimo, debe destacarse la facilidad de
inmovilizacion de la enzima sobre la superficie de un electrodo. De esta manera, es posible la adsorcion directa de las enzimas
sobre materiales de soportes inertes o directamente sobre los electrodos. Esta técnica, ademds de simple, es rdpida, y se
consiguen inmovilizar, normalmente, mayores cantidades de enzima que con las técnicas de inmovilizacion covalente. Sin

embargo, la adsorcion sufre cuando el contenido en agua del disolvente orgdnico es elevado.

El primer trabajo de un biosensor en el que el biocatalizador estaba en contacto directo con la fase orgdnica aparecié
en 1988, cuando Hall describié un electrodo enzimdtico amperométrico para la determinacion de fenoles en cloroformo (Hall et
al., 1988). ‘Entre los analitos que se ha determinado con biosensores amperométricos enzimdticos en fase orgdnica pueden

citarse el colesterol (Hall y Turner, 1991) y algunos fenoles (Wanyg et al., 1992; Wang y Lin, 1993).

Los avances recientes en los biosensores en fase orgdnica incluyen el uso de microelectrodos para minimizar la caida
ohmica en medios apolares (Wanyg et al, 1991) y el desarrollo de detectores en flujo con biosensorizacion en fase orgdnica de
respuesta rdpida (Wang y Lin, 1993). La reciente introduccion de reactores enzimdticos con inmovilizacion no covalente en
medios no acuosos (Brace et al., 1992) debe facilitar, asimismo, el desarrollo de sistemas analiticos en flujo para monitorizar
caudales orgdnicos. Las separaciones ‘on line” (por ejemplo, cromatografia de liquidos o extraccion con disolventes) pueden
también beneficiarse de estos detectores de flujo en fase orgdnica. Finalmente, estos medios han demostrado también ser
apropiados para la biosensorizacion de bajos niveles de inhibidores enzimdticos, tales como tiourea, dcido benzdico,

dietilditiocarbamatos, sulfato de hidroxilamonio y mercaptoetanol (Wanyg et al., 1993).

Una alternativa al empleo de disolventes orgdnicos como medio de trabajo para biosensores es la utilizacion de
micelas inversas, también [lamadas emulsiones agua/aceite. Las micelas inversas son sistemas de tres componentes formados
por un disolvente orgdnico, que constituye la fase continua, una fase acuosa dispersa, y un tensoactivo que actiia como agente

emulsificante.



En la Figura 10 se representa la estructura de una micela inversa, donde puede observarse como las cabezas polares

del tensoactivo estdn orientadas hacia el interior de la micela, atrapando una microgoticula de agua.

La catdlisis por enzimas atrapadas en micelas inversas hidratadas, es decir, la enzimologia micelar, se ha convertido
en una nueva tendencia en la biologia molecular, debido a su utilidad para la comprension del funcionamiento de las enzimas

en los sistemas [ipidos naturales (Martinek et al., 1989).

Pueden hacerse tres consideraciones importantes en cuanto a [as reacciones enzimdticas en micelas inversas:
a) Lareaccion enzimdtica siempre tiene lugar en medio acuoso.
b)  Las propiedades cataliticas de [a enzima permanecen inalteradas.

c¢) ‘Elreparto del sustrato entre la fase acuosa y la fase orgdnica puede ser descrito por una constante de reparto.
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Las ventajas mds importantes que pueden esperarse de la utilizacion de micelas inversas como medios de trabajo para
las reacciones enzimdticas son, en primer lugar, que en este tipo de sistemas es posible la solubilizacion de sustancias
hidrofdbicas e hidrofilicas, por lo que se puede variar [a naturaleza molecular de los sistemas objeto de investigacion; es decir,
la enzima puede interaccionar con sustancias solubles en agua y con sustancias escasamente solubles en medio acuoso, teniendo
de este modo un medio universal para llevar a cabo reacciones enzimdticas. La sequnda ventaja radica en el fdcil control de [a
cantidad de agua necesaria para obtener el grado dptimo de hidratacion de la enzima y, por tanto, de su actividad en
disolventes no miscibles con el agua. Por tiltimo, y de la misma forma que ocurre en fase puramente orgdnica, puede esperarse
una relativa facilidad para la inmovilizacion de la enzima en la superficie del electrodo o en [a matriz electrodica si se trabaja

en estos sistemas, en los que las enzimas son escasamente solubles.



11.2.3. Electrodos Compositos

9a se ha comentado anteriormente la importancia del transductor en un correcto disefio de un biosensor, y el esfuerzo
realizado en los iltimos afios por consequir una mejora de la sensibilidad, selectividad (o universalidad), conveniencia o
economia a través del disefio apropiado de un transductor. En electroandlisis, este esfuerzo se ha realizado en la mejora de los
electrodos de trabajo, en dreas como los microelectrodos, los electrodos modificados quimica o fisicamente y materiales

electrodicos compdsitos.

Un electrodo compdsito consiste en un material formado por al menos una fase conductora mezclada con al menos
una fase aislante, siendo el caso tipico el de un material formado por una sola fase conductora y una sola fase aislante

(Tallman y Petersen, 1990).

Los electrodos compdsitos ofrecen ventajas potenciales comparados con los electrodos tradicionales consistentes en
una sola fase conductora, como son, por ejemplo, los de carbono vitrificado, de mercurio, platino u oro. Ast, los electrodos
compdsitos pueden fabricarse con una gran flexibilidad en lo que se refiere a su forma y tamario, permitiendo una fdcil
adaptacion a una gran variedad de configuraciones electrodicas. Los electrodos compdsitos de metales preciosos necesitan una
menor cantidad de estos materiales y por tanto tienen un menor coste (por unidad de densidad de corriente) en comparacion con
su correspondiente conductor puro. Una de las ventajas mds importantes de los electrodos compdsitos es que presentan una
mayor relacion sefial/ruido que los electrodos de conductor puro, lo que generalmente se traduce en una mejora de los limites de
deteccion. Finalmente, quizds el aspecto mds relevante de los electrodos compdsitos es la versatilidad que proporcionan para
incorporar sustancias en el seno del material que mejoren la sensibilidad y/o selectividad, de forma que la superficie de los

electrodos pueda regenerarse sin pérdida de modificador.

Esta ventaja es utilizada para la fabricacion de biosensores enzimdticos, procediendo a la inmovilizacion de la
enzima en el seno de la matriz compdsita, de manera que se obtiene un depdsito tridimensional del biorreceptor. Asi, puede
regenerarse el biosensor por simple pulido de la superficie electrédica. Ademds, se tiene [a posibilidad de incorporar a la matriz
otros componentes, como pueden ser el mediador, el cofactor o incluso otra/s enzima/s para obtener electrodos
multienzimdticos. Otra de las ventajas de la incorporacion de la enzima dentro de la matriz electrédica es [a rapidez de [a
respuesta debido a la eliminacion de barreras membranosas para retener la enzima y la proximidad de [a enzima y del mediador

al material electrodico.



Es posible clasificar los electrodos compdsitos basdndose en la manera en la que el conductor y el aislante estdn

distribuidos en el material. La Figura 11 ilustra un esquema de dicha clasificacion.
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La primera diferenciacion se basa en una distribucion ordenada de las zonas conductoras y aislantes (arrays) o al
azar (conjuntos). Los electrodos compdsitos distribuidos al azar pueden clasificarse a su vez en dispersos (cuando existe la
misma probabilidad de encontrar una particula en cualquier punto de la matriz), y consolidados (el conductor se encuentra

distribuido de forma reticulada, existiendo regiones de conductor puro y aislante puro que no se mezclan entre si).

Conductividad de los electrodos compdsitos:

El mecanismo de conduccion en los electrodos compdsitos es diferente segin sea la naturaleza del material. Los
electrodos de array y los electrodos compdsitos impregnados conducen a través de regiones continuas de material conductor
puro mds o menos homogéneas. Por otro lado, los electrodos compdsitos dispersos y segregados conducen a través de regiones
altamente heterogéneas discontinuas de conductor y aislante, proceso descrito mediante la “Teoria de Percolacion” (Tallman y
Petersen, 1990). ‘Esta teoria sostiene la existencia de un camino abierto conductor que conecta dos extremos lejanos de un
enrejado mds o menos reqular. A medida que la fraccion de conductor en el seno de la matriz compdsita (f) va aumentando
desde cero, la conductividad del material aumenta gradualmente hasta que a un valor de f=f. (umbral de precolacion o
probabilidad critica) la conductividad aumenta drdsticamente varios ordenes de magnitud. A partir de esta fraccion de
conductor, hay una segunda region de incremento gradual de la conductividad a medida que aumenta f. ‘Esta tendencia estd

representada en la Figura 12.



El umbral de percolacion caracteriza la aparicion de un camino abierto y por tanto un cluster infinito de extremos
conectados que permite la conduccion eléctrica a través del compdsito (Grimmet, 1989). Por debajo de la concentracion del
umbral de percolacion, la conductividad del conjunto es parecida a la del polimero, mientras que por encima del umbral [a
conductividad del compdsito aumenta varios drdenes de magnitud aproximdndose asintdticamente a la conductividad del

conductor.

La respuesta eléctrica de un compdsito se ha explicado considerando el material como un conjunto de resistencias y
condensadores, ya que el transporte electronico por debajo del umbral es producido por ‘electron tunnelling” entre particulas

individuales, y por encima por contacto directo entre particulas vecinas (Navarro Laboulais et al., 1994).
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Un material compdsito debe contener una fraccion de conductor f un poco por encima del umbral de percolacion para

poseer una conductividad adecuada para su uso en electroandlisis. ‘Esta composicidn critica es signiﬁcativamente menor para
los electrodos segregados que para los dispersos, puesto que las particulas de conductor segregadas pueden conducir la corriente
mds fdcilmente que las dispersas, que tienen mayor proporcion de particulas aislantes a su alrededor. Para ambos tipos de
materiales, la fraccion de conductor (f) mayor que se puede utilizar estd determinada generalmente por la estabilidad mecdnica

requerida para el material.

Las propiedades eléctricas y mecdnicas dependen de [a forma, el tamafio y distribucion espacial del conductor.
Tipicamente, suele escogerse un didmetro de particula del material aislante superior al del material conductor, siendo necesaria
una menor cantidad de material conductor para alcanzar el umbral de percolacion, puesto que se observa una tendencia a

forzar a las particulas de conductor a agruparse en los intersticios de las particulas aislantes.

Consideraciones sobre la relacion sefial/ruido de los electrodos compdsitos:




Si se considera un solo electrodo plano de geometria arbitraria rodeado por un plano aislante semiinfinito en una
disolucion quiescente, de modo que el tinico mecanismo de transporte de masa es la difusion, la dependencia a tiempos cortos de

la corriente limitada por difusion es la que derivo Oldham (1981), y que se indica en [a siguiente ecuacion:

A P
(xD1)2 2

i=nFDC

Ecuacion 2

donde A y P son el drea activa y el perimetro del electrodo respectivamente. Para los macroelectrodos de dimensiones
milimétricas el término del perimetro es insignificante, pero, para los microelectrodos, sin embargo, la corriente puede mejorarse

significativamente gracias al término del perimetro, por el llamado “efecto borde”.

La ecuacion puede ser aplicada a una coleccion de microelectrodos (un compdsito) si las capas de difusion no
solapan entre ellas. La corriente total es, por tanto, la suma de las corrientes individuales de los sitios conductores del
compdsito, y A y P se convierten en la suma de las dreas activas Yy los perimetros activos, respectivamente. A tiempos mds
largos, las capas de difusion de los sitios activos adyacentes solapan. Para un tiempo suficientemente largo, el solapamiento de
las capas de difusion envuelve completamente la superficie del compdsito y el electrodo se comporta como si su superficie
geométrica fuera activa. De la ecuacion anterior se deduce que las geometrias de los sitios activos con mayor relacion P/A
deben producir las mayores densidades de corriente, al menos a tiempos cortos e intermedios. Para experimentos a escala mayor
de tiempo, el espaciamiento entre los sitios activos debe ser mayor para minimizar el solapamiento de las capas de difusion.
Estas consideraciones ponen de manifiesto la mejora de la corriente de un electrodo compdsito con respecto a un macroelectrodo

de igual drea activa.

Se ha demostrado que bajo las condiciones hidrodindmicas del FIA, los electrodos compdsitos también

producen una mejora de la corriente con respecto a los electrodos convencionales (Tallman y Petersen, 1990).

En lo que respecta a la corriente de fondo, la corriente de carga (y la mayoria de otras formas de corriente fondo) es
proporcional al drea activa del electrodo, por lo que un electrodo compdsito correctamente disefiado debe mostrar una mejora en
la relacion corriente faradaica/corriente de fondo, en comparacion con su correspondiente conductor puro, y, por tanto, mejores
limites de deteccion. No obstante, en ocasiones el ruido de fondo de los electrodos compdsitos aumenta como consecuencia de
pequefias imperfecciones o huecos en las interfases entre el conductor y el aislante, que provocan un aumento del drea

interfacial y, por tanto, un incremento concomitante de la corriente de fondo.



En definitiva, puede generalizarse el hecho de que un electrodo compdsito es capaz de producir mayor corriente por
unidad de drea activa que el correspondiente macroelectrodo de conductor puro, tanto en disoluciones quiescentes como bajo

condiciones hidrodindmicas.

Por otro lado, de todas estas consideraciones se deduce que cuanto mayor es la fraccion del drea geométrica cubierta
por el conductor, menor es la relacion S/R, aproximdndose en el limite al caso del conductor puro. Es por esta razén que los
electrodos compdsitos consolidados, que poseen buena conductividad a bajo f (fraccion de conductor en el material compdsito),

proporcionan relaciones S/R mayores que los electrodos compdsitos dispersos.

Materiales empleados para la fabricacion de electrodos compdsitos:

Para el desarrollo de este tipo de electrodos se ha empleado un gran niimero de materiales. En general, los materiales
de carbon son fases conductoras ideales para compdsitos usados como sensores amperométricos, ya que poseen una elevada
inercia quimica y muestran un amplio intervalo de potenciales de trabajo accesible, asi como una baja resistencia eléctrica y
una estructura cristalina responsable de corrientes residuales bajas (Alegret, 1996, Céspedes et al., 1996). Los materiales
aislantes pueden ser resinas epoxi, silicona, poliuretano, metacrilato, Teflon, etc. La matriz electrodica mds utilizada es la que
estd formada por pasta de carbono, en la que se utiliza grafito como material conductor y aceite mineral o parafina como
material aislante o aglutinante (Wang et al., 1990). ‘Este tipo de electrodos entra dentro de la clasificacion antes expuesta
como materiales dispersos. Otra forma muy extendida de fabricar los electrodos compdsitos enzimdticos consiste en emplear
una matriz rigida de grafito-resina epoxi (Wang y Varughese, 1990; Alegret, 1996; Albareda Sirvent et al., 2001). Por otro
lado, Wang y col. (1993) demostraron [a utilidad de los electrodos de grafito-Teflon como alternativa para la fabricacion de
electrodos compdsitos enzimdticos. Los electrodos compdsitos de grafito-polimero de etilen/propilen/dieno se han desarrollado
en nuestro Grupo de investigacion, y han demostrado poseer unas caracteristicas adecuadas para su aplicacion en la
construccion de biosensores (Alonso et al., 1999). Wang y Dewald (1983) han desarrollado electrodos compdsitos que emplean
una matriz en la que el componente conductor no es grafito, sino un material poroso denominado carbono vitreo reticulado,

siendo el material aislante una resina epoxi, para su aplicacién como biosensores.

En las investigaciones que se describen en esta Memoria, se han desarrollado tres tipos de biosensores enzimdticos
compdsitos basados en tres tipos de matrices diferentes: grafito-Teflon, grafito-polimero de etilen/propilen/dieno (EPD), y

carbono vitreo reticulado (RVC)-resina epoxi.

Los electrodos compdsitos de grafito-Teflon se construyen mezclando cantidades conocidas de grafito y de Teflon en
polvo, para posteriormente proceder a prensar mecdnicamente en forma de pastilla la mezcla homogeneizada. En nuestro grupo
de trabajo estos electrodos han sido ampliamente estudiados, y se ha llegado a la conclusion de que presentan excelentes

caracteristicas para su uso desde el punto de vista electroanalitico, pudiendo utilizarse en disolventes no acuosos (Ortiz et al.,



1997). Ademds, se ha demostrado la posibilidad del empleo de este tipo de electrodos compdsitos como detectores en flujo, tanto

en FIA (Ferndndez et al., 1995; Guzmdn Vizquez de Prada et al., 2002;) como en HPLC (Ferndndez et al., 1996).

Por otro lado, también se ha demostrado (del Cerro et al., 1997; Serra et al., 1999; Pefia et al., 2001; Cayuela et al.,
1998; Dominguez et al., 2001) que es posible llevar a cabo una inmovilizacion de la enzima por simple atrapamiento fisico en
la matriz del electrodo de grafito-Teflon, obteniéndose biosensores reproducibles, sin necesidad de enlaces covalentes entre la
enzima y el grafito. Este procedimiento implica grandes ventajas prdcticas como son una fabricacion mucho mds sencilla y mds
rdpida y una mayor retencion de la actividad enzimdtica. ‘El seno del electrodo de grafito-Teflon sirve de este modo como

depdsito tridimensional de enzima, de forma similar a los ya comentados de pasta de carbono y de grafito-resina epoxi.

Los electrodos de grafito-EPD se construyen disolviendo el polimero en ciclohexano y mezclando la disolucion con el
grafito en polvo. Una vez evaporado el disolvente, el polvo resultante se prensa en forma de pastilla. Este tipo de electrodos
también ha resultado ser excelente para su aplicacion en estudios electroquimicos (Alonso et al., 1999), asi como en andlisis en
continuo (Salas Villanueva, 2000), habiéndose modificado su matriz con particulas metdlicas y oxidos metdlicos. En la Figura

13 se muestra la composicion del polimero de etilen/propilen/dieno.
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Figura 13. Polifetilen-co-propilen-co-5-metilen-2-norborneno). Nombre comercial: polimero de etilen/propilen/dieno (EPD)

Los electrodos de RVC-epoxi se construyen rellenando los poros del material reticulado con una resina epoxi,
permitiendo posteriormente el curado de ésta antes de su uso. Las resinas epoxi son una familia de polimeros ampliamente
utilizados por sus excelentes propiedades quimicas, su buena adhesion a otros materiales (que se debe a la polaridad de los
grupos alifdticos hidroxilo y éter presentes en la cadena de [a resina inicial) y sus caracteristicas aislantes. EL RVC es una
forma relativamente impermeable de carbono, muy parecida al carbono vitrificado, que estd formada por una estructura rigida
tridimensional de panal de abeja. Las principales ventajas de este material en el campo de la electroquimica son su pequefia
superficie microscopica comparada con el grafito poroso convencional, su matriz rigida, bajo coste en comparacion con el
carbono vitrificado, y su mayor versatilidad (Heineman y Kissinger, 1988). Combina las propiedades electroquimicas del
carbono vitrificado no poroso con sus ventajas hidrodindmicas y estructurales. La estructura reticulada proporciona una
relacion drea/volumen que permite una rdpida conversion culombimétrica sin un ensanchamiento significativo de la banda
cuando se trabaja en FIA o HPLC (Curran y Tougas, 1984). EL RVC necesita un pretratamiento para obtener resultados

reproducibles, ya que posee grupos superficiales que pueden formar oxidos (Strohl y Curran, 1980). ‘En nuestro grupo de



investigacion se han desarrollado electrodos de RVC-resina epoxi en los que la enzima peroxidasa ha sido inmovilizada en el
seno de la matriz compdsita, proporcionando resultados excelentes para el andlisis de perdxidos tanto en discontinuo como en

FIA (Pefia et al.,, 1999).

Los electrodos compdsitos de grafito-Teflon, grafito-EPD y RVC-epoxi resultantes combinan las ventajas de la
rapidez de respuesta, capacidad de renovacion (por pulido) de su superficie, rigidez, facilidad de fabricacion, posibilidad de

inmovilizar otros componentes en la matriz, posibilidad de ser utilizados en disolventes no acuosos y economia.

11.2.4. Biosensores amperomeétricos para la determinacion de

compuestos fenolicos: revision bibliografica

Tal como se ha puesto de manifiesto anteriormente, el empleo de enzimas como materiales de reconocimiento y de
electrodos amperométricos como sistemas de transduccion para la fabricacion de biosensores, proporciona numerosas ventajas
desde un punto de vista analitico. Por esta razon, en los tiltimos afios se ha realizado un gran esfuerzo de investigacion en el
disefio de biosensores con estas caracteristicas. En este apartado se pretende dar una vision general de los diferentes métodos
desarrollados hasta la fecha basados en la utilizacion de biosensores enzimdticos amperométricos para la deteccion y

determinacion de fenoles.

En la Tabla 7 se resumen las caracteristicas de los distintos biosensores electroquimicos para fenoles encontrados en
la bibliografia. Se menciona el tipo de material electrodico empleado en su construccion, la/s enzima/s utilizada/s y su forma
de inmovilizacion, el potencial de medida, el medio empleado, las caracteristicas analiticas del método, asi como el tiempo de
vida de cada uno de los biosensores. También se recoge el tipo de muestra donde han sido aplicados y si se ha utilizado algin
tipo de mediador. En esta Tabla se ha realizado una primera agrupacion de los biosensores atendiendo al material enzimdtico
empleado. De este modo, en primer lugar aparecen los electrodos amperométricos que emplean tirosinasa, siendo este grupo el
mds numeroso con diferencia. A continuacion se recogen los que emplean peroxidasa, lacasa, y por iltimo los basados en

glucosa deshidrogenasa y glucosa oxidasa.

La mayoria de los biosensores desarrollados utilizan las enzimas especificas para fenoles mencionadas en el apartado
I11.2.2, es decir, tirosinasas, lacasas y peroxidasas, cuyo mecanismo de reaccion con los compuestos fendlicos se ha descrito en
dicho apartado. ‘En general, se emplean enzimas purificadas para construir los biosensores, aunque en algunos casos se
inmoviliza un tejido vegetal que las contiene (Egygins et al., 1997; Forzani et al., 1997; Wang y Lin, 1988; Moressi et al.,
1999; Uchiyama et al., 1993; Munteanu et al., 1998). A pesar de que el mecanismo de actuacion de cada una de estas enzimas
es diferente, es posible ilustrar de una forma general la secuencia de reacciones que se producen en la deteccion de fenoles sobre

electrodos modificados con dichas enzimas (Marko-Vaiga et al., 1995) tal y como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Mecanismo generalizado para la deteccidn de compuestos fendlicos utilizando electrodos modificados con enzimas espectficas
para fenoles.

Las enzimas en la superficie de un electrodo son oxidadas por el oxigeno molecular (tirosinasa, lacasa) o el peroxido
de hidrdgeno (peroxidasa) y son reducidas posteriormente por los compuestos fendlicos, formdndose quinonas (en el caso de la
tirosinasa y la lacasa) o radicales fendxido (en el caso de la peroxidasa). Estos productos generalmente son electroactivos y
pueden ser reducidos nuevamente a sustrato fendlico sobre la superficie del electrodo cuando se aplica un potencial constante
adecuado. Esta corriente de reduccion es proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos presentes en la disolucion.
De esta forma, se genera un reciclado electrodico-enzimdtico de sustrato que produce una amplificacion de la sefial, y por

tanto, una mayor sensibilidad del biosensor.

EL potencial constante necesario para reducir los productos de las reacciones enzimdticas debe estar incluido en un
intervalo dptimo entre —0.2 y 0.0 V vs. SCE (Csiregi et al., 1993; Gorton et al., 1992). En esta region, la corriente de fondo
cambia de signo, lo que supone bajo ruido y corrientes pequefias, y por tanto, pueden obtenerse menores limites de deteccion.
Ademds, en esta ventana de potencia[ se minimiza enormemente el riesgo de que se pmt{uzcan reacciones e[ectroguiminas
interferentes. ‘Por ejemplo, en el caso concreto de muestras de aguas medioambientales, hay presentes cantidades variables de
compuestos electroquimicamente activos, como las sustancias himicas, por lo que hay que tener especial cuidado cuando se

emplean potenciales fuera de esta region dptima (Marko-Varga et al., 1995).

Otra posibilidad para monitorizar los compuestos fendlicos consiste en la deteccion del consumo de oxigeno o de
perdxido de hidrdgeno. Sin embargo, este método presenta varias desventajas en comparacion con la reduccion electrodica de
las quinonas o de los radicales fendxido. Es un hecho bien conocido que tanto las quinonas como los radicales tienden a formar
polimeros que se adsorben sobre la superficie del electrodo, de modo que, si estos productos no son reducidos electrédicamente,
dicha polimerizacion ocurre en mayor extension v, consecuentemente, se produce mayor ensuciamiento del electrodo. Ademds,
en este caso no se produce reciclado del sustrato enzimdtico, por lo que no hay amplificacion de la sefial, obteniéndose, por
tanto, peores limites de deteccion. Por otra parte, es necesario aplicar un potencial bastante negativo para llevar a cabo la

monitorizacion del oxigeno.



De las referencias citadas en la Tabla 7, [a mayoria de ellas se refieren a métodos basados en la reduccion electrodica
de los productos enzimdticos, y solo algunas de ellas se basan en la monitorizacion del consumo de oxigeno empleando un
electrodo de oxigeno tipo Clark y tirosinasa (Uchiyama et al., 1993; Hasebe at al., 1993; Uchiyama et al, 1995; Hasebe et al.,
1995; Campanella et al., 1994; Streffer et al., 1998), o lacasa (Ghindilis et al,, 1995) como sistemas de reconocimiento,

aplicando un potencial constante de —0.6 6 —0.7 V vs. Ag/A4CL.

En la Tabla 7 se recogen también métodos de determinacion de fenoles en los que se emplean enzimas diferentes de las
ya mencionadas, como son la glucosa deshidrogenasa (GDH) (Wollenberger y Neumann, 1997) y la glucosa oxidasa (GOD)
(Saby et al, 1997; Saby y Luong, 1998), que no son especificas para los compuestos fendlicos. El fundamento del
reconocimiento bioldgico de los fenoles con estas enzimas consiste en la actuacion de los productos oxidados de los compuestos

fendlicos como mediadores en la reaccion de la enzima con la glucosa, segiin se indica en la Figura 15.

Glucosa Quinonas
GDH
0 -
Gluconolactona o dc. GoD e
glucdnico Compuestos
fendlicos

electrodo amperométrico.

En estos casos, los compuestos fendlicos son oxidados directamente sobre la superficie del electrodo a un potencial de
+0.5V 6 +0.45 V vs. Ag/AgCL, y sus productos de oxidacion regeneran el estado inicial de la enzima, reduciéndose de nuevo a
compuesto fendlico. Por tanto, en estos casos también se produce una amplificacion de la sefial, aunque no puede hablarse
rigurosamente de biosensores, puesto que no se produce un reconocimiento molecular especifico previo a la transduccion
amperométrica. Este disefio tiene el grave inconveniente del elevado potencial que se requiere para [levar a cabo las medidas, lo

que da lugar a un aumento de las interferencias por parte de las especies electroactivas.

En algunos trabajos (Saby et al., 1997; Saby y Luonyg, 1998), se realiza una oxidacion quimica previa de los fenoles
utilizando sulfato de cerio o bis(trifluoroacetoxi)iodobenceno como agentes oxidantes, o cloroperoxidasa en presencia de
perdxido de hidrdgeno. En otros trabajos, la glucosa deshidrogenasa se inmoviliza conjuntamente con tirosinasa (Streffer et
al., 1998, Bier et al., 1996) o con lacasa (Ghindilis et al., 1995), de modo que los compuestos fendlicos reaccionan en primera
instancia con la tirosinasa o la lacasa y las quinonas formadas reaccionan con la glucosa deshidrogenasa reducida por la

glucosa. ‘Estas reacciones son monitorizadas mediante el consumo de oxigeno empleando un electrodo de Clark (Figura 16).
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Figura 16. Esquema eno Y lacasa o tirosinasa y glucosa
deshidrogenasa. Las reacciones enzimdticas producen una disminucién de oxigeno, por lo que la corriente de reduccion de oxigeno
monitorizada por el electrodo disminuye.

También se han inmovilizado conjuntamente en un mismo biosensor lacasa y tirosinasa (Yaropolov et al., 1995;
Marko-Varga et al., 1995) y tirosinasa y peroxidasa (Cosnier y Popescu, 1996), monitorizdndose en estos casos la respuesta
conjunta de ambos sistemas enzimdticos con los compuestos fendlicos, ya que estos sistemas funcionan independientemente y

Sus reacciones se prmfucen simultdneamente.

El medio de aplicacion de estos biosensores suele ser acuoso, aunque también se han utilizado medios orgdnicos, como
cloroformo, donde se disuelve una sal de tetrabutilamonio para conseguir la conductividad necesaria para poder realizar las
medidas amperométricas (Cosnier et al., 1998; Deng y Donyg, 1995; Guo y Donyg, 1997; Deng y Donyg, 1996; Wany et al.,
1992; Denyg y Donyg, 1997). ‘EL medio acuoso empleado en la mayoria de los casos consiste en requlador fosfato, a un valor de
pH que oscila entre 5.0 y 7.4, excepto para un electrodo con GOD (Saby et al., 1997), que emplea una sal de tartrato a pH 3.5.
En algunos de los casos (Narvdez et al., 1996; Rogers et al, 1999; Ducey y Meyerhoff, 1998; Odeyoju et al., 1996; Ruzgas et
al., 1995), el medio acuoso estd modificado por un porcentaje de metanol o acetonitrilo en un 5, 25, 6 50% en volumen, para

poder utilizar el biosensor como detector en un sistema de HPLC (Rogers et al, 1999; Odeyoju et al., 1996).

En el caso de los biosensores que emplean peroxidasa, glucosa oxidasa o glucosa deshidrogenasa, es necesario ariadir
perdxido de hidrdgeno o glucosa al medio de medida, ya que son reactivos imprescindibles para que tenga lugar la deteccion de
los compuestos fendlicos. Debido a la inestabilidad de las disoluciones de perdxido de hidrdgeno, en algunos sensores de
peroxidasa se utiliza glucosa en el medio, el cual se hace pasar a través de un reactor que contiene glucosa oxidasa para generar

in situ el peroxido necesario (Munteanu et al., 1998; Lindgren et al., 1997).

En los biosensores que emplean un electrodo de oxigeno para la monitorizacion de los compuestos fendlicos suele
afiadirse dcido L-ascorbico al medio de medida, ya que este dcido es capaz de reducir quimicamente las quinonas formadas,

regenerando ast el sustrato fendlico y provocando una amplificacion de la sefial.



Por lo que se refiere al material electrodico utilizado para la transduccion amperométrica, puede observarse en la
Tabla 7 como se han empleado numerosas configuraciones diferentes. Los electrodos mds utilizados son los de pasta de carbono
y, en sequndo lugar, los de carbono vitrificado. ‘EL grafito pirolitico también se ha empleado ampliamente (Narvdez et al.,
1996; Connor et al., 1989; Nistor et al., 1999; Ortega et al., 1994; Parellada et al., 1998; Deng y Donyg, 1996; Wany et al.,
1992; Denyg y Donyg, 1997; Munteanu et al., 1998; Lindgren et al., 1997; Gegeshidze et al., 1999; Ruzgas et al., 1995;
Yaropolov et al., 1995), ast como otros electrodos compdsitos basados en grafito, ademds de los de pasta de carbono, como son
los de grafito-resina epoxi (Onnerfjord et al., 1995; Wany et al., 1994; Lutz y Dominguez, 1996), grafito-Teflon (Puig et al.,
1996), grafito-Nafion (Kaisheva et al., 1997), o los basados en la tecnologia de impresion (screen printing) (Schmidt, 1998;
Wang y Chen, 1995; Kotte et al., 1995). Asimismo, se han [levado a cabo aplicaciones utilizado carbono vitreo reticulado

(Pefia et al., 2001a; Xie et al., 1997).

Aungque los electrodos de carbono son los mds frecuentes, por las ventajas mencionadas en el apartado 11.2.3, también
se encuentran en la bibliografia trabajos con electrodos de oro y de platino, con distintas configuraciones, como microelectrodos

(Kranz et al., 1998) o arrays de microelectrodos (Zhany et al., 2001).

La inmovilizacion de la enzima o las enzimas en los electrodos de carbono vitrificado suele [levarse a cabo por
encapsulamiento con una membrana de tipo sol-gel (Liu et al., 2000), de polietilenimida (He et al., 1999), o de didlisis (Saby et
al., 1997), por atrapamiento en matriz polimérica depositada en la superficie del electrodo (membrana de polivinilalcohol y
polivinilpiridina (Zhang et al., 1999), de poli(1-vililimidazol) (Adeyoju et al., 1996), de polimero Eastman AQ (Iwuoka et al.,
1995)), o por atrapamiento en una membrana polimerizada in situ aplicando un potencial a dicho electrodo a partir de pirrol
anfifilico (Besomes et al., 1997; Cosnier et al., 1999; Besomes et al., 1995; Cosnier y Popescu, 1996; Cosnier et al., 1998), por
atrapamiento empleando un hidrogel (Denyg et al., 1996; Daigle y Leech, 1997; Deng y Donyg, 1995; Guo y Dony, 1997), 0 por

union covalente con carbodiimida (Narvdez et al., 1996; Everett y Rechnitz, 1998).

En determinados casos, se emplean conjuntamente dos métodos de inmovilizacidn, por ejemplo, union covalente con
glutaraldehido en la superficie del electrodo y posterior encapsulamiento con una membrana de didlisis (Saby y Luong, 1998), 0

union covalente a un hidrogel que posteriormente es depositado sobre la superficie del electrodo (Daigle y Leech, 1997).

En los biosensores de pasta de carbono y en los basados en electrodos compdsitos, el método de inmovilizacion
empleado en general es el de atrapamiento en la matriz, si bien en algunos trabajos la inmovilizacion se realiza en la superficie
del electrodo con una capa fina de sol-gel (Li et al., 1998). En otras ocasiones, la enzima se atrapa en la matriz compdsita
después de haberse mezclado con otras particulas (ej. Zeolitas) (Marko Varga et al., 1996), o después de haber quedado

atrapada en gel de silice con dxido de titanio (Rosatto et al., 1999).



En los electrodos de grafito solido las inmovilizaciones se llevan a cabo empleando métodos similares a los que se
utilizan con el carbono wvitrificado (union covalente a la superficie (Narvdez et al, 1996; Parellada et al., 1998)
encapsulamiento con pelicula Eastman AQ o de Nafion (Nistor et al., 1999), o atrapamiento en una capa de hidrogel (Denyg y
Donyg, 1996; Denyg y Donyg, 1997)). Sin embargo, con los electrodos de grafito sélido son mds frecuentes las inmovilizaciones
enzimdticas por adsorcion (Wang et al., 1992; Lindgren et al., 1997; Ruzgas et al., 1995; Yaropolov et al., 1995), ya que éstas

se ven favorecidas sobre la superficie de estos electrodos debido a su morfologia rugosa.

La inmovilizacion de las enzimas en los electrodos de oxigeno suele realizarse colocando la enzima sobre la superficie
de [a membrana permeable al gas del electrodo de oxigeno y atrapdndola con una membrana de didlisis (Uchiyama et al., 1993;
Campanella et al., 1994) u otro tipo de membranas (Ghindilis et al., 1995; Streffer et al., 1998), o bien inmovilizando

previamente la enzima en un gel que posteriormente se deposita en la membrana del electrodo (Hasebe et al., 1995).

La inmovilizacion sobre electrodos metdlicos como platino u oro suele llevarse a cabo mediante la union covalente a

grupos que contienen azufre y que se adsorben fuertemente en la superficie electrodica (Ducey y Meyerfioff, 1998).

La mayoria de los biosensores desarrollados estdn basados en la transduccion directa de la reaccion enzimdtica, ya
que se monitoriza directamente la oxidacion o reduccion electrddica de uno de los reactivos o productos. Sin embargo, algunos
métodos utilizan una sustancia mediadora, cuya oxidacion o reduccion sobre el electrodo sirve para monitorizar la
concentracion de los fenoles en disolucion. La finalidad de este mediador es la de acelerar la transferencia de electrones, lo que
permite, en general, obtener respuestas mds rdpidas y mejores limites de deteccion. En ciertos casos, el empleo de un mediador
puede servir para aplicar un potencial de medida mds adecuado, aunque en el caso de los fenoles, la monitorizacion directa

permite el empleo de potenciales dptimos, como ya se ha comentado.

Los mediadores empleados para electrodos de tirosinasa han sido, entre otros, polimeros de osmio, azure, 1,2-
naftoquinona-4-sulfonato, ferrocianuro, ferroceno, ftalocianina de cobalto (I1), ftalocianina de cobre (II), metilfenazonio,

particulas de rutenio, de oro y de paladio, y polimero de osmio para un electrodo de peroxidasa.

Aungque segiin algunos autores (Parellada et al., 1998) el empleo de mediador mejora las caracteristicas analiticas del
biosensor, a la hora de la aplicacion a muestras reales estos autores han optado por el empleo del biosensor sin mediador, puesto
que la presencia de éste disminuye en gran medida la selectividad del sistema y aumenta la corriente de fondo. Por otro lado, Li
et al. (1998) compararon las caracterisitcas analiticas de sensores de pasta de carbono y tirosinasa con distintos mediadores y

sin mediador, llegando a la conclusion de que el biosensor sin mediador proporcionaba mejores resultados.

Las caracteristicas analiticas de los biosensores descritos en la bibliografia son comparables en términos de limites de

deteccion, comprendidos entre 1x10° 8 y 1x10 “mol L™ para fenol y catecol, y algo mds elevados para otros sustratos, aunque en



la mayoria de los métodos desarrollados solo se estudia su respuesta frente a dos o tres compuestos fendlicos, y otros sélo

presentan respuesta a un niimero reducido de fenoles.

Hay algunos biosensores que presentan [imites de deteccion especialmente buenos, como ocurre en el caso del electrodo
de carbono vitrificado con tirosinasa inmovilizada en un sol-gel de dxido de aluminio (Liu et al., 2000), para el que se ha
reportado un [imite de deteccion para fenol de 2x10™ mol L7, si bien no se ha estudiado su respuesta con otros sustratos
fendlicos. Un limite de deteccion similar para el fenol presenta un electrodo de tirosinasa construido segiin la tecnologia
‘screen printing” y con el mediador metilfenazonio (Kotte et al., 1995), si bien, este biosensor tampoco se ha utilizado con
otros fenoles y no presenta una buena estabilidad con el tiempo. Se ha reportado un limite de deteccion de 1x10 " mol L para
p-aminofenol con un electrodo de Clark bienzimdtico de lacasa y glucosa deshidrogenasa (Ghindilis et al., 1995), con un tiempo

de vida de 4 dias.

En general, y aunque la estabilidad de los biosensores es un aspecto que no ha sido estudiado en profundidad, el
tiempo de vida itil es bastante reducido. Los dispositivos que mds vida operacional poseen suelen durar entre 14 y 20 dias
(Ducey Meyerhoff, 1998; Wanyg et al., 1994). Los tiempos de almacenamiento tampoco son demasiado largos, excepto para el
electrodo de tirosinasa inmovilizada sobre carbono vitrificado con un polimero de polipirrol anfifilico (Cosnier et al., 1999),

que puede ser almacenado durante 1 afio sin pérdida de actividad.

A pesar del gran niimero de sensores enzimdticos amperométricos existentes para compuestos fendlicos, solo una
minima parte de ellos ha sido utilizada en aplicaciones con muestras reales. La mayoria de estas muestras son
medioambientales, como efluentes acuosos, aguas de rio y de bebida, y aguas industriales y de desecho. También se han

aplicado al andlisis de suelos. Otras muestras analizadas han sido filtros de cigarrillos, aceite de oliva y cervezas.

Kaisheva et al. han desarrollado un sensor para el andlisis de fenoles en muestras gaseosas (Kaisheva et al., 1997),
que, aunque no ha sido aplicado a muestras reales, resulta interesante, ya que es el tinico sensor enzimdtico amperométrico
desarrollado para la deteccion de fenoles en gases. El sensor posee una capa hiimeda de enzima soportada por una membrana

permeable al gas.

También merece la pena destacar el sensor desarrollado por Wang y Cheng (1995) para el andlisis remoto de fenoles,

consistente en una célula amperométrica conectada a un detector a través de un cable de 50 pies de longitud.

La escasa aplicacion de los sensores amperométricos desarrollados parece deberse a la dificultad de llevar a cabo
medidas en matrices complejas, en las cuales los limites de deteccion de los métodos pueden aumentar considerablemente, se
producen numerosas interferencias, la estabilidad de las enzimas disminuye y la pasivacion electrodica es mucho mds acusada.
Hasta el momento, tan solo se han desarrollados prototipos de laboratorio para la monitorizacion de fenoles, siendo aiin

necesario superar numerosas dificultades para poder fabricar sensores cuya aplicacion a medidas de campo sea fiable.



Abreviaturas Tabla 7:

TYR; tirosinasa

POD: peroxidasa

HRP: peroxidasa de rdbano
LAC: lacasa

GDH: glucosa deshidrogenasa

GOD: glucosa oxidasa






TIPO DE TIPO DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE | TIEMPO DE
1! DIADOT vV DI
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR £ MEDIO MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
e . Hasta 1.44x10° M
Inmovilizacion: enzima .
atravada en un copolimero 02 Regulador catecol 1.2x10° M catecol 50% respuesta Zhians et al.
Carbono vitrificado P . P — X fosfato 0.1 M, — Hasta 1.04x10* M fenol | 7.7x10° M fenol inicial después de <20s 2 v
de poli(vinil alcohol) y 4- vs. Ag/AgCL P 1999a
L . pH 7.0 Hasta 6.4x10° M p- 2.4x10° M p-cresol 3 semanas
vinilpiridina depositado en cresol
la superficie del electrodo
TYR. 74% respuesta
Inmovilizacion: Regulad: inicial después de
) , equlador P ,
-0.1 1 B ”
Carbono vitrficado atrapamiento en Pe[lcu[a de . 0.17 fosfato 0.191, . 59ma cmrz M 1 fenol 4 dias 30 esomes et al.
polipirrol anfifilico vs. Ag/AgCl 6.5 893 mA cm® M catecol 50% respuesta 1997
modificado con e inicial después de
nanoparticulas de laponita 20 dias
Inmovilizacion: con 70% respuesta
Carbono vitrificado embrana so [g‘e [ de AL - — 2x10™° M fenol inicial después de 45 (95%) Liu et al., 2000
DT - 22Uy
3
cargada positivamente eses
TR,
Inmovilizacion: Almacenado
o atrapamiento en polimero 5 s durante 1 afio sin Cosnier et al.,
Carbono vitrificado e pirrol anfififico Efluente acuoso | Hasta 1x10° M fenol 1x10° M fenol pérdida de 1999
polimerizado sobre el actividad
electrodo
100% de
Inmovilizacion: enzima 02 Regulador vsouesta inicial
-U.. T hx
Carbono vitrificado | atrapada en hidrogel de -— vs. Aa/A7CL fosfato 0.1 M, -— 1x107 —1x10* M catecol | 2x10° M catecol : 4 l; ! E[l Deny et al., 1996
polivinilalcohol y 5-Ag/Ag pH6.9 r[as me.se.s' et
almacena-miento
polikidroxicelulosa
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4x107 M 3,4-diclorofenol
Inmovilizacion: INHIBIDORES:
o 1z.ucu)r't‘ en capa 2x10° M cloroisopropilfenil-
o electropolimeriza-da sobre -0.2 Acuoso Besomes et al.,
Carbono mtnflcmfo y cic dol eloctrod: - vs. SCF (096.5) -— carbamato > 1 semana 1995
a superficie del electrodo a S. .
rt 5 J{L:’m dimioro P 2x10° M 3-cloroanilina
5 - lico de pirrol 4x10° M atrazina
T
nfifil P 2x10° M cianuro
Carbono vitrificado DR . 0.0 . 59.6 mA M catecol Wang et al.,
Inmovilizacién: enzima en vs. Ag/Ag9CL 23.1mAM? fenol 2000




sol-gel 394 mA M p-cresol
TYR. Regulador 2.63 A cm® M fenol
o D -0.1 fosfato 0.25 M, : >, ,lf Narvdez et al.,
Grafito sdlido Inmovilizacion: enlace - - 4.77 A e M catecol
. vs Ag/AgCL PH6.0, 5% 1996
covalente con carbodiimida (F14)
MeOH
TR
Inmovilizacion: enzima Regulador
o -0.2 5 . , Connor et al,
Grafito sdlido mezclada con grasa de - fosfato 0.05M, - 6x10° M dopamina 12 dias 55(95%)
" vs. Ag/AgCl 1989
silicona y untada sobre la pH74
superficie del electrodo
TYR. Regulador )
-0. 10° B ”
Pasta de carbono Inmovilizacion: -— 005 fosfato 0.05M, -— Hasta 5107 M catecol 6x10° M catecol (FIA) 2 min Wang et al.
; } vs Ag/AgCL (F12) 1997
atrapamiento en matriz pH 74
TR
Inmovilizacion: atrapada Regulador
Pasta de carbono en particulas de H)- - 005 fosfato 0.1 M, - Marko-Varga et
. vs. Ag/AgCl al,, 1996
zeolitas que se mezclan con pH6.0
pasta
TR,
Pasta de carbono Inmovilizacion: atrapada Regulador , .
0 en matriz o por pelicula de -— 005 fosfato 0.1 M, | Aguas de desecho | 3x10° $_1x10* M catecol | 1.5x10° M catecol > 70 dias zfe' Nstor et al,
. . vs. Ag/AgCl almacena-miento 1999
Grafito sdlido Nafion o Estman AQ o pH6.5
adsorbida en superficie
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ELECTRODO NZIMA ADOR MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
100% de
.. ‘ZD’IK 02 Regulador 13107 —110° M , A actividad inicial ‘
Pasta de carbono Inmovilizacidn: -— fosfato 0.1 M, -— . 5x10° M dopamina tras 12 h; Petit et al., 1995
) . vs. SCE dopamina (F14) L
atrapamiento en matriz pH7.0 90% actividad
inicial tras 24 h
Crono-
P - ia:
as'ta rle culLrb:ano con 3 ‘ZD"J( ampero-metria Regulador 20107 M eresol 80% respuestfl Wang y Cheng,
poliestilenimina como | Inmovilizacion: - salto de fosfato 0.05 M - ; inicial después de 60s
- ) ) . 3x107 M fenol 1995
estabilizador atrapamiento en matriz potencial a 0.0 (pH 5.5) 2 semanas
Vs. Ag/34CL
. 80 dias (con
TR (1 t/eJlL{D de petll/; Kegu[mfor tqidﬂ de
melocotdn, champifidn, . L .
Pasta de carbono atata) 00 Mellvaine 2.3x10° M dopamina champifion) Forzani et al,
" P ., vs. SCE (Na,HPO, y dc. % P Menos duradero 1997
Inmovilizacion: o .
) . nitrico), pH 6.75 con los demds
atrapamiento en matriz ..
tejidos
TR (tejido de pldtano, Regulador 95% respuesta Eppins et al
Pasta de carbono patata y manzana) - PPV fosfato 0.05 M, Cervezas Hasta 1x10° M catecol | 2x10° M catecol inicial tras 68 40s 2 1199 - N
Inmovilizacidn: pH 74 dias de almacena-




atrapamiento en matriz

miento

80% respuesta
inicial tras 12 h

TYR (tejido de pldt lad de medidt
,(,z]l ,U, ¢ pldtano) -0.2 Regulador Hasta 9x10° M ‘ . ¢ medda Wang y Lin,
Pasta de carbono Inmovilizacidn: - fosfato 0.05 M, - X 1.3x10° M (FI14) dopamina 80% respuesta 125 (95%)
) . vs. Ag/AgCL dopamina o 1988
atrapamiento en matriz pH 74 inicial tras 30
dias de almacena-
miento
TIPO DE TIPO DE INTERVALO LIMITE DE DETECCI 09\[/ TIEMPO DE TIEMPO DE
ENZIMA MEDIADOT E vV MEDIO e
ELECTRODO A\ R MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD Vina RESPUESTA Ref
0.0
Pasta de carbono Inmovilizacidn: -— -— 3.5x10° M fenol Ito et al., 2000
) , vs. Ag/AgCl
atrapamiento en matriz
Hasta 2x10° M
TR (tejido) P 1.9x10° M alternariol
Pasta de carbono Inmovilizacion: -— — acternario 2.4x10° M alternariol Moressi et al., 1999
) . Hasta 1.8x10* M ; 1
atrapamiento en matriz o . tionometileter
alternariol tionometileter
50% respuesta
1 ; 3: e [ P
o - inicial tras 2
Inmovilizacion: 0.0 Regulador 2-4x107 — .
Pasta de carbono ) - - 5 semanas de Lietal, 1998
atrapamiento en una vs. Ag/AgCl fosfato 2.6x10° M .
. almacena-miento
matriz sol-gel
en fosfato 4°C
TR . ’
-0.05 Regulad : tel y Miertus,
Pasta de carbono Inmovilizacion: -— Regulador — Hasta 2.5x10° M fenol | 2x10° M fenol Svitel y Miertus
. . vs. SCE fosfato, pH 6.0 1998
atrapamiento en matriz
Regulador
Pasta de carbono TYR. fosfato 0.01 M, 72% respuesta
(como detector de Inmovilizacion: -— -0.2 rH suelos inicial después de Rogers et al., 1999
HPLC) atrapamiento en matriz 7.4/acetonitrilo 24 h trabajando
(75/25)
Pasta de carbono o
grafito sdlido
(detectores en TYR. -— -0.05 Ortega et al., 1994
cromatografia de
liquidos)




TIPO DE TIPO DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE | TIEMPO DE
ENZIM. MEDIADO! E vV MEDIO
ELECTRODO NZIMA ADOR MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
Pasta de carbono TR,
o 0.037mg L fenol Szeczynska y
I : -
(como detector de nmow[l'zacwn X 0.032 mch'l catecol ijanowicz, 2000
HPLC) atrapamiento en matriz
Pasta de carbono Inmovilizacis -0.1 Regulador Para inhibidores de [a Wanyg y Chenyg,
rbon i : - -
) s , vs. fasfuta 0.05 M tirosinasa: hidrazina 1995
atrapamiento en matriz
fito-resing epoxi | Inmovifizacis -0.1 Hasta 2x10°* M catecol | 4x10° M catecol Onnerfjord et al.,
10 -7 T : - - ;
Grafi na eport ) s . vs. Ag/AgCL Hasta 3x10° M fenol 1x10° M fenol 1995
atrapamiento en matriz
TR, 02 Regulador
Grafito-resina epoxi | Inmovilizacion: - 5. 4 / st fosfato 0.05 M, — Hasta 3.6x10° M fenol | 1x10° M fenol 10-20 dias 255 (FI4) Wang et al., 1994
atrapamiento en matriz ad pﬂ{ 6.7
TYR. Regulador . 5
-0.05 2x107 -2.5x10° M
Grafito-Teflon Inmovifizacion: esop | Josfato01t el 0.47 A M catecol 20-305 Puig et al,, 1996
atrapamiento en matriz ' p}[ 7.0
TR 1x10° —1x10° M p-
» . e , Regulador 0" 13107 M p
Compdsito de grafito | Inmovilizacion: enzima y 00 fosfato 0.1 9 + cresol Kaisheva et al.
+ Nafion 117 Nafion con una capa de — 5. 4 ‘/ o 019 ﬂ‘(C[ — 1x10° — 1x10° M 4- 20 dias 1997 7
(sensor para gases) portador soportados con 5-Ag/Ag ] i(T} a 9\[.‘;1)* c[orofeno[
una membrana © 5x107 — 1x10™ M fenol
[ad:
Carbono vitreo " m -0.15 Regulador 5
reticulado Inmovilizacion: covalente - vs. An/ACE fosfato 0.05 M, - Pefia et al., 2001
con carbodiimida Ad pHES5
TIPO DE g TIPO DE INTERVALO LIMITE DE DETECCI 09\[/ TIEMPO DE TIEMPO DE
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR LV MEDIO MUESTRA LINEAL SENSTBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
Carbono vitreo TYR.
reticulado Inmovilizacion: sobre la Regulador
superficie de carbono se -0.05 fosfato 0.05 M, 1.25x107 -2.5x10°* M Xie ot af, 1997
Sensor hibrido: deposita una capa de poli- vs. Ag/AgCl | pH6.5+0.1M catecol ’
ampero-métrico pirrol, y en ella [a enzima es KCl

termométrico

adsorbida




Regulador
R t0 0.25 M, 5%107 M catecol
. Inmovilizacidn: covalente -0.05 Josfato C s careco , Ducey y Meyerhoff,
Oro microporoso L. — PH 6.0 con 5% — 3.4x10° M fenol 14 dias de uso 70s
en una capa de dcido vs Ag/AgCL 1998
. . (v/v) de (F14)
tidctico y poli-lisina o
acetonitrilo
TR
Inmovilizacién: enzima
Platino atragmfu en una ' . 512 Trojanowicz et al.,
multimembrana selectiva 1999
sobre la superficie del
electrodo
TR
Inmovilizacion: sobre una
capa de poli-omega-
Di. i boxialquilpirrol
isco de platino (50 car o;qé[qul Ipirrol se . Kpanz et al, 1998
pm) inmoviliza covalentemente
tionina y sobre ella se sitila
una capa de pirrol con
enzima atrapada
rafito (screen-
g X ﬁ m‘
printed) + g I .
Inmovilizacion: enzima Crono-ampero-
(electrodo de . , 4 4 .
eferencia) atrapada sobre el grafito — metria y Aguas Hasta 1-2 myg L7 catecol | <=3.5ug L Schmidt, 1998
refere
f ,n ! con una pelicula Eastman ampero-metria
Fabricados en grupos a
de 30 Q
TIP0 DE TIP0 DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE TIEMPO DE
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR v MEDIO MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
TR
Inmovilizacidn: la enzima Crono-ampero-
Ca‘rﬁono (screen- mezclada con el carbon es N metria y Agua de s'ue[o y 13107 Wanyg y Cheny,
printed) . , de bebida 1995
impresa sobre el soporte de ampero-metria
cerdmica
TR,
o Inmovilizacion: enzima Regulador 4.2x10° M 4-aminofenol
Carbono wtnfl cado atrapada sobre la superficie . -0.2 fosfato 0.025 M, Filtros de 5.8x10% M fenol 78% ep uest/a )
(como detector de y | osmio L o . inicial después de Adeyoju et al.,, 1996
con un polimero de osmio vs. SCE PH 6.5/ MeOH cigarrillo 4x10° M 4-metilfenol
HPLC) ! ; 104
basado en poli(1- (1+1 v/v) 1.3x10° M 4-clorofenol
vinilimidazol)
TR, Azure + polimero
Carbono vitrificads | TOVHZACIN: de diacian- 01 Agua residual | 2x10% —9.6x10° M fenol 505 (95%) e et al,, 1999
rbon T —9. .,
rif encapsulamiento con diamida- vs. SCE gua resiin &5 &5 fen >
polietilenimida formaldehi-do




Crono-ampero-
TYR [ad
L 1,2-nafto- metria: salto Regulador Inhibidores de (a tirosinasa: .
Lo Inmovilizacion: enlace X . fosfato 0.05 M, . L Toerett y Rechnitz,
Carbono mtnﬁtalfo .. quinona-4- de potencial a — 5x10° M diazinona
covalente sobre la superficie pHZ7.0+01M P 1998
sulfonato —0.15V vs. 7.5x10° M diclorvos
del electrodo NaCl
Ag/2g9Cl
TR,
Inmovilizacidn: enzima
Osmio (hidrogel 75 ividad
o covalentemente unida al smu/; (hidroge Aplicado a inhibidores de . % activn ) Daigle y Leech,
Carbono vitrificado . . de polimero redox - o inicial después de
ﬁufraﬂz[ redox depositado . [a tirosinasa 1997
L de osmio)
en la superficie del
electrodo
TIP0 DE ] TIP0 DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE | TIEMPO DE
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR LV MEDIO MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
[ (4,4 -dimetil-
Inmovilizacion: covalente 2,2 fipiridina) Regulad: a dual
. ,2 -bipiridina), equlador lgua residi
bodiimida -0. 0 P ”
Grafito sdlido cor;(c:ir ,g[ 1111;1 )_’/ (1,10- " 0;69‘2 fosfato 0.1 M, | (con el biosensor 6x10° M fenol 8 horas are[itz;{;z;t al
POOIEpITIANG, fenantrolin-5,6- 5 pH6.0 sin mediador)
derivatizada con . ;
o diona) osmio
bromoetilamina
TR, Regulador
Pasta de carbono Inmovilizacion: Osfendiona 0.05 fosfato 0.1 M, -— 1x10° M fenol y catecol 5 horas 1 min (FI14) Hedenmo et al,
) , vs. 4g/94C( 1997
atrapamiento en matriz pH 6.0
7
TR, Ru (grafito Regulador 8)(105 M fenol
D 0.0 3x10° M 3-clorofenol
Pasta de carbono Inmovilizacion: dopado con fosfato 0.05 M, - 6 : 60s Wang et al., 1994
) , . vs. ﬂg/ﬂgC[ 2x10° M metmclfena[
atrapamiento en matriz rutenio) pH7.4 .
6x107 M catecol
Sin mediador:
2x107 -2.6x10° M
TYR. Ferroceno ;Cteco ‘ S 50% respuesta
Inmovilizacion: enzima Ftalocianina de 00 Regulador 2 107 —2.0510° M fonol inicial después de
. —2. eno
Pasta de carbono sobre la superficie del cobalto (I1) r fosfato 0.02 M, - © , < 5 f 15 dias de Lietal, 1998
i} L. vs. Ag/AgC 4x10" —1.5x10° M p- .
electrodo en una capa fina Ftalocianina de pH6.5 osol almacena-miento
T
de silica sol-gel cobre (1) :%107 0.6x10° Mm en fosfato a 4°C
cresol
TYR. Regulador 27.70 A cm”® catecol ,
Grafito-resina epoxi | I ilizacion: ) aladi 01 0.1M, - 4.90 * fenol Lutz y Domingues,
poxi | Inmovilizacion: ro y paladio vs. A/ ACE fosfato 0.1 M, .90 pA cm* feno 1996
atrapamiento en matriz Yl pH6.0 (F14)




. ‘z, - ) Metilfenazo-nio < 20 dias
Inmovilizacidn: en pelicula (zeolita 02 Regulador Abmacena-do: 80
Screen-printed adherida al electrodo ) ’ fosfato 0.12 M, | Aguas de desecho | 5x10° —1.4x10° M fenol | 2.5x10™° M fenol o 3-4 min Kotte et al,, 1995
. modificada conel | wvs. ﬂg/ﬂg(?[ dias sin pérdida
formada por un hidrogel de J . pH6.8 o
. metlg(znazo-nw) de actividad
poliuretano
TR
o Inmovilizacion: con i .
Carbono vitrificado membrana solgel de AL,0, Fe(CN),* — 5x10° M 1 mes Liu et al, 2000
cargada positivamente
TIP0 DE ) TIP0 DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE | TIEMPO DE
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR £V MEDIO MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VDA RESPUESTA Ref
TR (tejido de patata)
, Inmovilizacidn: tejido Regulador fosfato, .
‘E,[eam[[u de ongen colocado sobre la membrana - 07 pH 7.0+ 0.01 M de - 5%x10° —2x10° M catecol | 5x10° M catecol 10 min Uehigama et .
tipo Clark. . vs. Ag/Ag9Cl } o 1993
del electrodo y cubierto con dc. ascorbico
membrana de didlisis
El reactor retiene
; TR, Regulador fosfato, e[ 90% de su
Electrodo de -0.7 5 5 Haseb [,
; cctrodo Ge OXGeno | 1 ovifizacion: enzima - pH 6.5+ 1x10° M — 5x10° —5x10° M catecol | 5x10° M catecol actividad inicial > 5 min asebe et a
tipo Clark. . . vs. Ag/AgCl ) e i 1993
inmovilizada en un reactor dc. ascorbico después de 20
dias
Z'[ectrodo de oxigeno 'Z'D’R(en reactor) o Regulador fosf;zta , . 1 mes (vida def Uchiyama et o,
tipo Clark_(como Inmovilizacién: sobre — vs. A0/AnCL 0.01 M + 5x10° M — 5x10° M dopamina reactor) 1995
detector de HPLC) | vidrio de poro controlado Y deido ascdrbico
TR,
Inmovilizacion:
t i [ de
Electrodo de oxigeno ¢ rr}zp arAmzn.to enunge ae Regulador f osfut/o INHIBIDOR: Hasebe et al.,
tipo Clark. poliacrilamida colocado en - 0.1 M, pH 6.5 + dc. - 7x10° M deido Kjico 1995
P la superficie de la ascorbico J
membrana permeable al gas
del electrodo
e Cloroformo
Inmovilizacion: : 72% respuesta
trapamiento en pelicula de 0.25 deshidrata- 1%107 M catecol inicial tras 1 Cosnier et af,
Carbono vitrificado i r?p ajrruen oen P e . ¢ - - do+0.1M de - Hasta 2x10° M catecol v iu eig Az tras 25 osmier et at,
poli (pirrollactobiona-mida) vs. SCE 87 mA cm* M semana de 1998
L perclorato de .
polimerizada sobre el . . almacena-miento
tetrabutil-amonio
electrodo




TIP0 DE TIP0 DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ | TIEMPO DE TIEMPO DE
1! DIADOT YV DI
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR £ MEDIO MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD VIDa RESPUESTA Ref
2x10° —6x10° M
tecol
TYR. Cloroformo Z,u ;5; 1107 1x107 M catecol Almacenado
o Inmovilizacion: atrapada -0.2 Clorobenceno S © 5x107 M fzno[ durante 3 meses Deng y Donyg,
Carbono vitrificado - - fenol
en un hidrogel de vs. Ag/AgCl | + 0.1 M de perclorato de 5x10° _3210° M 5%107 M p-cresol sin pérdida de 1995
polikidroxilcelulosa tetrabutilamonio ctso ‘ S P (cloroformo) actividad
T
(cloroformo)
TR
Inmovilizacion: enzima 02 Cloroformo + 0.1 M de 04 Dort
Carbono vitrificado | atrapada en organohidrogel - ’ perclorato de - 23.1mA M p-cresol Guoy Dong,
vs. Ag/AgCl 1997
de dimetilformamida en la tetrabutilamonio
superficie del electrodo
Disolvente orgdnico Hasta 11107 M
7
- Rt et 0
o acetonitri-lo, propanol o 5
b Hasta 5.5x10° M I ,
Car OTw mtnfl cado Inmovilizacion: con — Vs. SCE THF)/H,0 con 0.1 M de — 584 5-0%; wuoka et al,
o platine olimero Eastman AQ sulfonato de fenol (propanc) 1995
P . . Hasta 4x10° M fenol
tetrabutilamonio-p-tolueno .
(acetonitrilo)
1x10° —1.6x10° M
TR, C[omfomw a/i( ’Benzo’ic;(
Inmovilizacidn: en capa de 02 Clorobenceno 1,2- P '105 3.5v10° M 5x10° M de. Benzdico Dens 1 Do
i len g —D. a
grufita solido . won P .. - diclorobenceno+ 0.1M -— ?C S 5x107 M tiourea 45 dias gy Tory
hidrogel sobre [a superficie vs. Ag/Ag9Cl tiourea . 1996
ol electrodo perclorato de 53107 —7x10° M 2- 1x107 M 2-mercaptoetanol
tributilamonio
mercaptoetanol
Cloroformo + 0.1 M de
TR bromuro de
-0.2 Hasta 6x10°* M fenol Wi al,
Grafito sdlido Inmovilizacion: adsorcion — vs. Ae/AnCL tetrabutilamonio saturado | Aceite de oliva ( ;;ﬂj T feno 42107 M fenol (F19) 1 min uig 922t
sobre el grafito Gy de requlador fosfato 0.05
M, pH 7.4
TIPO DE ’ TIPO DE LIMITE DE DETECCION/ | TIEMPODE | TIEMPO DE
ELECTRODO ENZIMA MEDIADOR £V MEDIO MUESTRA INTERVALO LINEAL SENSIBILIDAD VIDa RESPUESTA Ref




Cloroformo

TYR. 2x107 —4x10° M catecol
Inmovilizacién: con capa -0.2 Clorobenceno 2x10° —1.4x10* M t De Do
Grafito sdlido . ) P - ’ 1,2-diclorobenceno + 0.1 - AT Y ong
de hidrogel sobre [a vs. Ag/AgCl butilcatecol 1997
superficie del electrodo M perclorato de (cloroformo)
perfic tetraburilamonio
TR 9
Inmovilizacién: Enzima Cloroformo 2"5%10 Mf enol 7 dias (F14)
inmovilizada en una capa Heptano (discontinio) acuoso acuoso
Array de micro- fina de dispersion coloidal . -0.1 Hexano N Hasta 1x10° M fenol 1.0x10° M fenol (F14) 3 dias (discont.) <10 min Zhang et al.,
electrodos de platino vs. Ag/AgCl Clorobenceno (discontinuo) acuoso 2001
atrapada sobre el electrodo s acuoso
Tolueno 1x10° M fenol cloroformo
con una membrana de s 5 h cloro-fnormo
fidlisi Acuoso 5x10° M fenol clorobenceno
idlisis
Carbono screen- Capannesi et al.,
He L fenol (FL
printed R exano 4ug L fenol (713) 2000
TR
Electrodo de oxigeno | Inmovilizacion: n-hexano 1.1x10° —5.59x10° M 35107 M fenol Campanella et
tipo Clark. atrapamiento con cloroformo fenol S f al., 1994
membrana de didlisis
ito solidc POD (tejido de tab
gr afito solido . ( 15]1' ,0 ¢ ta uce) Regulador fosfato 0.1
Situado en un Inmovilizacidn: adsorcidn -0.05 s . Munteanu et al.,
. . - — M, pH 7.0 + 1x10° M - 1x10° M p-aminofenol (F14)
sistema de flujo tras | en la superficie del vs. Ag/AgCl 1998
de glucosa
un reactor con GOD | electrodo)
Grafito sdlido
HRP lad 0.1
Situado en un e . -0.05 Regulador fosfato 5 . Lindgren et al.,
. . Inmovilizacion: adsorcion o - M, pH 7.0 + 9x10° M — 4x107 M p-cresol (FI1A)
sistema de flujo tras . vs. Ag/AgCl 1997
unidn covalente de glucosa
un reactor con GOD
hidze et al.,
Carbon black. HRP - - 5x107 — 5x10° M fenol 5x107 M fenol Desechable Geges 119;; ea
TIPO DE TIPO DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE TIEMPO DE
ENZIMA MEDIADOT vV MEDIO
ELECTRODO N R MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD Vina RESPUESTA Ref
HRP [ad:
e . Regulador 5x107 M 2-amino-4-clorofenol
o Inmovilizacion: adsorbida fasfuto 0.1M, 5 .
Grafito sdlido y , -0.05 , 2x10° M 4-cloro-3-metilfenol Ruzgas et al.,
sobre el grafito o atrapada - PH 7.0 con 5% Agua de rio
pasta de carbono - vs. SCE 5 4x10° M p-cresol 1995
en la matriz de pasta de MeOH + 1x10° L
carbono MO (FI1A) (electrodo de grafito sdlido)
2%2




HRP
Inmovilizacion: enzima Regulador
atrapada en gel de silice 0.0 fosfato 0.1 M, 5 5 Rosatto et al.,
Pasta de b - - 1x10° — 5x10° M [ 35 (95
fsta de carbono modificado con 6xido de 5. SCE | p#68)+ 2x10° © 7107 M feno s (95%) 1999
titanio, y el gel atrapado en M H,0,
matriz
50% respuesta
1.5x107 M m-aminofenol inicial tras 3 dias
HRP . . de almacena-
Inmovilizacion: enzima en | Polimero rédox de 0.0 Regulador 6:5%10" M p-aminofenol miento a
: 70 T X 3 i
Carbono vitrificado . ! . x fosfato 0.01 M, - 1.48x10° M 2-clorofenol ! Kane et al., 1998
sol-gel sobre la superficie osmio vs. Ag/AgCl . temperatu-ra
pH 74 1.29x10° M 4-clorofenol ,
del electrodo . ambiente;
9.3x107 M p-cresol y
6 dias
almacenado a 4°C
TR P
. + HR: . Regulador
[nmovilizacién: enzimas 0.2 fosfato 0.1 9, 24x107 ~1.25x10% M 4 semanas Cosnier
Carbono vitrificado | atrapadas en una pelicula - ’ o - S = 22.8 mA cm® M fenol almacenado en Y
. vs. Ag/AgCL | pH 6.5+ 5x107 fenol ., Popescu, 1996
de polipirrol sobre la seco a—18°C
. M de 7,0,
superficie del electrodo
TYR + LAC Regulador
-0.05 3 lc al,
Grafito sdlido Inmovilizacion: adsorcion - Sfosfato 0.1 M + - 2x10° M catecol (FIA) 60s aropolov et
) vs. Ag/AgCl . 1995
sobre el grafito citrato, pH 5.0
TIPO DE TIPO DE INTERVALO LIMITE DE DETECCION/ TIEMPO DE | TIEMPO DE
ENZIMA MEDIADO! E vV MEDIO
ELECTRODO A R MUESTRA LINEAL SENSIBILIDAD Vipa RESPUESTA Ref
LAC + GDH Regulador
Electrodo de oxigeno Inmovilizacion: enzimas en fosfato 0.1 M, 0 . , ) Ghindilis et al.,
- - 1x1 »
tipo Clark. membranas de pH 6.0 + 2.5x10° A10" M p-aminofenol 4 dias 3 min 1995
polivinilalcohol * M de glucosa
Regulador
DH to S 50 t
. g Compuestos +0.5 Josfa oStZrensen 5x10™° —2x107 M p- I . ) % respues /u Wollenberger y
Pasta de carbono Inmovilizacion: L con 1x10° M de - . 2x10"° M p-ummofena[ inicial después de 90 s
) . fendlicos vs. Ag/AgCL aminofenol / Neumann., 1997
atrapamiento en matriz CaCl, y 0.015 M 10 dias
de glucosa




YR + GDH Regulador Inhibidores de la
Electrodo de oxigeno Inmovilizacidn: enzimas -0.6 2 tirosinasa: dcido .
; . . - fosfato 0.05 M, — . K 3-5min Streffer et al., 1998
tipo Clark. inmovilizadas en una vs. Ag/AgCL benzdico y derivados de
, L pH 6.5 + glucosa )

pelicula de polivinilalcohol tiourea
Carbono vitrificado TYR + GDH Bier et al., 1996
Carbono vitrificado GOD Las quinonas Regulador
Ox}z{acwn fiomogénea | Inmovilizacion: encima formadas a partir +045 tartrato 0.1 M, Hasta 2x10° M para 4x10° M 2,3,5,6-tetraclorofenol y .
previa con el atrapada sobre el electrodo : - 5 min Saby et al., 1997
is(trifluoroacetoxiliodo | con una membrana de de [a reaccion de vs. Ag/AgCL | pH 3.5+ 0.04 M todos los clorofenoles pentaclorofenol

u T
5 nf “ g [[,T,L[, n m los clorofenoles de glucosa
enceno idlisis
Carbono vitrificado " G?@
e | Inmovilizacidn: enlace Regulador . ,
Oxidacidn homogénea 0.037 A M* 2,4,5-triclorofenol
. covalente con +0.45 fosfato 0.1 M, . .

previa de clorofenoles futaraldefiido clorofenoles I 505.0 + 0.04 M - 0.22 AM* 2,4,6-triclorofenol 100 (95%) Saby y Luonyg, 1998
con sulfato de cerio o g L Y Y P ’ 0.255 A M 2,3,4,6-tetraclorofenol

encapsulacion con de glucosa

con cloroperoxidasa

membrana de didlisis
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111.1. INSTRUMENTACION
111.1.1. Aparatos

Todas las medidas amperométricas han sido realizadas con un detector amperométrico BAS LC-4C conectado a un
registrador Linseis L6512, excepto las medidas con dos electrodos de trabajo dispuestos en paralelo, que se han [levado a cabo

con un detector amperométrico dual Epsilon de BAS conectado a un ordenador equipado con el programa ChromGraph 2.0.01.

Las voltamperometrias ciclicas se han realizado con un sistema electroquimico Voltalab PGZ 402 de Radiometer

Analytical S.A. conectado a un ordenador equipado con el programa VoltaMaster 2.0.

Figura 17. Equipos empleados para realizar las medidas electroquimicas.

Detector amperométrico LC-4C

,-m—-‘,m-\,mmwrmﬂ\r“ﬁ

VoltaLab PGZ 402

El andlisis por inyeccion en flujo se ha llevado a cabo utilizado un sistema constituido por una bomba peristdltica

Gilson Minipuls 3 y una vdlvula Rheodine 5020 con voliimenes de inyeccion variables.



Otros aparatos utilizados han sido: agitador magnético Metrohm 728 Stirrer, pH-metro de precision Metrohm E-510
calibrado de [a forma usual con disoluciones requladora de pH 4.00 y 7.00 a 25%0.5 °C, bafio de ultrasonidos P-Selecta
Ultrasons, multimetro digital Micronta y prensa de infrarrojos de Carver. Los experimentos para calcular el drea activa y para
estudiar [a influencia de [a velocidad de rotacion del electrodo sobre la intensidad de corriente en el estado estacionario se han

realizado con un electrodo rotatorio Metrohm 628-10.

111.1.2. Electrodos y células de trabajo

Los electrodos que se han utilizado son:

Electrodos indicadores:

- ‘Electrodos compdsitos de grafito-Teflon, grafito-EPD y RVC-resina epoxi, preparados segin se describe en el
apartado 111.3.2.

- Electrodos de grafito-Teflon (70%)-tirosinasa, grafito-EPD (1,2,5 y 7%)-tirosinasa y RVC-epoxi-tirosinasa
preparados segiin se describe en el apartado I111.3.2.

- ‘Electrodos de grafito-Teflon (70%)-peroxidasa preparados segiin se describe en el apartado 111.3.2.7.

- Electrodos de grafito-Teflon (70%)-glucosa oxidasa-peroxidasa preparados segiin se describe en el apartado 111.3.2.8.

- ‘Electrodos de grafito-Teflon (70%)-tirosinasa-glucosa oxidasa-peroxidasa preparados segiin se describe en el apartado
111.3.2.10.

- Electrodos de grafito-Teflon (70%)-tirosinasa-peroxidasa preparados segiin se describe en el apartado 111.3.2.9.

Electrodo de referencia:

Electrodo de Ag/AgClL/KCL (3M) BAS MF 2063.

Electrodo auxiliar o contraelectrodo:

Electrodo de punta de platino.

Células electroquimicas:

- Célula electroquimica BAS modelo C'V-2 para [levar a cabo las medidas en discontinuo.
- Célula electroquimica de tipo “wall-jet” de gran volumen para un solo electrodo indicador, disefiada y construida en

nuestro Grupo de Investigacion, para la realizacion de las medidas en flujo.



- Célula electroquimica de tipo ‘walljet” de gran volumen para dos electrodos indicadores, disefiada y construida en

nuestro Grupo de Investigacion, para la realizacion de las medidas en flujo (Figura 18).

Figura 18. Esquema de la célula de flujo tipo “walljet” para
dos electrodos indicadores disefiada en el Grupo de
investigacion.

111.2. REACTIVOS

Para [a preparacion de los electrodos enzimdticos se ha utilizado:

Tirosinasa EC 1.14.18.1 (procedente de champifion) de actividad 3000 unidades por my de sélido (Sigma) 6 6750 unidades
mg.

Peroxidasa EC 1.11.1.7 (Type II de rdbano) de actividad 240 unidades por my sélido (Sigma).

Glucosa oxidasa de actividad 210 unidades por my sélido (Sigma).

Grafito de pureza ultra “F” como material conductor (Carbone of America).

Teflon (poly(tetrafluoroethylene)) (Aldrich).

EPD (poli(etilen/propilen/5-metilen/2-norborneno) (Aldrich).

Carbono Vitreo reticulado (RVC) 2x1-100 ppi (Energy Research ¢ Generation Inc.).

Resina epoxi [bisfenol-A y N(3-dimetilaminopropil)-1,3-propilendiamina] (Araldit).

Como sustratos se han empleado:
Fenol (Sigma).
Catecol (99%) (Sigma).



2-metilfenol (Scharlaw).
3-metilfenol(Aldrich).
4-metilfenol (Scharlaw).
2/4-dimetilfenol (Aldrich).
2,3-dimetilfenol (Aldrich).
3,4-dimetilfenol (Aldrich).
3,5-dimetilfenol (Aldrich).
2,6-dimetilfenol (Aldrich).
2-clorofenol (Acros).
3-clorofenol (Acros).
4-clorofenol (Aldrich).
2/4-diclorofenol (Sigma).
2,4,6-triclorofenol (Carlo Erba).
2,3,5,6-tetraclorofenol (Aldrich).
pentaclorofenol (Aldrich).
4-cloro-2-metilfenol (Aldrich).
4-cloro-3-metilfenol (Aldrich).

Otros reactivos utilizados han sido:
Perdxido de hidrdgeno (Sigma); glucosa anhidra (Aldrich); dcido clorhidrico (Panreac); hidroxido sédico (Panreac); carbonato
sodico (Panreac); fosfato disodico anhidro (Panreac) y fosfato monosodico dihidratado (MercK); metanol (Panreac);
ciclohexano (Panreac); n-hexano (Panreac); acetato de etilo (sds); cloroformo (sds); diclorometano (sds); dioctilsulfosuccinato
(A0T) (Aldrich); Triton x-100 y x-305 (Serva); Hyamina 3500 (Serva); TBAP (tetrafluoroborato de tetrabutilamonio)

(Aldrich); ferricianuro potdsico (Sigma); 4-aminoantipirina (Aldrich); amoniaco concentrado (Normasolv).

Todos los reactivos utilizados han sido de calidad para andlisis. El agua empleada en todos los casos ha sido obtenida

mediante purificacion en un sistema Milipore Milli-Ro.



111.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

111.3.1. Preparacion de disoluciones

Disolucion requladora NaH,PO,/Na,HPO, 0.05 mol L pHE.5:

Se prepara disolviendo las cantidades adecuadas de las sales disodica y monosodica, ajustando posteriormente el pH con
HCL 3 mol L.

Micelas inversas:

Se preparan disolviendo la cantidad necesaria de A0T en acetato de etilo para conseguir la concentracion deseada de
agente emulsificante, y se afiade el volumen necesario de disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 7.4 para
conseguir el porcentaje final en volumen seleccionado en cada caso. Se enrasa con acetato de etilo.

Disoluciones patron de los compuestos fendlicos:

Se obtienen disolviendo la cantidad necesaria del fenol correspondiente (fenol, catecol, 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 4-
cloro-2-metilfenol) en la disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L 0 en metanol para el resto de los fenoles ensayados,
para llegar a una concentracion de 0.10 mol L™, Estas disoluciones se almacenan en frigorifico a 4°C. Las disoluciones
mds diluidas se prepararon diariamente por dilucion con la disolucion requladora.

Las disoluciones patron en micelas inversas se prepararon disolviendo las cantidades apropiadas de cada compuesto
fendlico en la propia emulsion agua/aceite. Estas disoluciones se almacenan en frigorifico a 4°C. Las disoluciones mds
diluidas se prepararon diariamente por dilucion con las propias micelas inversas.

Las disoluciones patrén en agua de grifo se prepararon diariamente disolviendo la cantidad necesaria de compuesto
fendlico en el agua de grifo o en metanol, dependiendo de su solubilidad, para obtener una concentracidn de 0.10 mol L.
Las disoluciones mds diluidas se prepararon diluyendo con el agua de grifo.

Disolucion patron de perdxido de hidrdgeno:

Se obtiene disolviendo la cantidad necesaria de peroxido de hidrdgeno de concentracion 30% (p/V) en una disolucion
reguladora de fosfato 0.05 mol L'a PH 6.5 (0 en agua de grifo, segiin el caso) para llegar a una concentracion de 0.2 mol
L. Esta disolucion se prepara diariamente.

Disolucion patron de glucosa:

Se obtiene disolviendo la cantidad necesaria de glucosa anhidra en una disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L'g pH

6.5 (0 en agua de grifo) para obtener una concentracion de 0.5 mol L. Esta disolucidn se prepara diariamente.

Disolucion de EPD al 1.0% en peso:

Preparada disolviendo 1.0 g de polimero en 100 mL de ciclohexano.

111.3.2. Preparacion de los electrodos compositos

111.3.2.1. Preparacion de los electrodos compositos de grafito-Teflon



Estos electrodos se preparan pesando la cantidad de necesaria de grafito y Teflon para conseguir los porcentajes de
conductor y aislante deseados en pastillas de 1 g, mezcldndose y homogeneizdndose con la ayuda de una espdtula plana. Esta
mezcla se prensa en forma de pastillas utilizando una prensa de infrarrojo, aplicando una presién de 10000 Kg/cm’ durante
10 minutos, obteniéndose una pastilla madre de 1.3 cm de didmetro. Se preparan después pastillas mds pequefias, de 3.0 mm de
didmetro con ayuda de un troquel y se colocan en el extremo de un tubo de Teflon. El contacto eléctrico se establece a través de

un tornillo de acero inoxidable con punta plana que es introducido por el otro extremo del tubo de Teflon (Figura 19).

PASTILLA DE GRAFITO-TEFLONO DE
GRAFITO-EPD

111.3.2.2. Preparacion de electrodos compositos de grafito-EPD

Se adiciona el volumen adecuado de disolucion de EPD al 1.0% a la cantidad necesaria de grafito y se procede a la
agitacion manual de la mezcla en un mortero, Aasta evaporacion del disolvente. Una vez evaporado todo ef ciclofexano, se
procede a la compresion mecdnica de la mezcla en forma de pastilla en la prensa de infrarrojo a 10000 Kg/cni’, y se opera del

mismo modo que el descrito para los electrodos de grafito-Teflon. El aspecto de los electrodos resultantes es el mismo que el de

los de grafito-Teflon (Figura 19).

111.3.2.3. Preparacion de electrodos compositos de RVC-resina epoxi
111.3.2.3.1. Pretratamiento del RVC

Antes de preparar el electrodo compdsito, es necesario someter al carbono vitreo reticulado a un pretratamiento

empleando el siguiente procedimiento (Pefia et al., 1999):

Se cortan cilindros de RYVC de 0.4 cm de didmetro y 0.6 cm de altura (correspondiente a la mitad de la altura de las
planchas de RVC recibidas de la casa comercial). Para ello se utiliza un tubo de vidrio, que posteriormente se utilizard como
soporte del material electrodico, con un didmetro interno de 0.4 cm. A continuacion, los cilindros de RVC se sumergen durante

una hora en una disolucion de HCL 6 mol L. Posteriormente se decanta la disolucion de HCL y los cilindros se lavan con agua



destilada hasta que las aguas de lavado tengan un pH alrededor de 5.0. Tras el lavado, se agitan mecdnicamente en metanol

durante 2 horas y posteriormente se dejan en estufa a 110°C durante toda la noche.

111.3.2.3.2. Preparacion de los electrodos de RVC-resina epoxi

Tras el pretratamiento del material conductor, se procede al [lenado de los poros del cilindro de RVC, que previamente
se ha colocado en uno de los extremos del tubo de vidrio que se utiliza como soporte, mediante succion a vacio de la resina
epoxi. Una vez que la resina alcanza la mitad de [a altura del cilindro de RVC, se desconecta la bomba de vacio y se procede al
curado de la resina durante 15 horas a temperatura ambiente. La parte de RYVC que no contiene resina epoxi sirve para

establecer el contacto eléctrico con el resto del electrodo a través de un hilo de cobre.

A continuacion, la parte de resina epoxi que cubre la superficie inferior del cilindro de RVC se retira efectuando un
corte transversal con un escalpelo hasta alcanzar la superficie con carbono, procediéndose al pulido de esta superficie con papel

abrasivo de SiC durante 5 s. En la Figura 20 se muestra el esquema del electrodo de RVC-resina epoxi.

CONTACTO ELECTRICO

RVC \

RYVC CONRESINA
EPOXT

Figura 20. Esquema del electrodo de RVC-
Tesing epoxi

111.3.2.4. Preparacion de los electrodos compositos de grafito-

Teflon-tirosinasa
La preparacion de las pastillas de grafito-Teflon(70%)-tirosinasa se realizé segiin el siguiente procedimiento: se
mezclan 0.150 g (6 0.166 g) de grafito y 0.030yg de tirosinasa de 3000 unidades rry’l (6 0.014yg de tirosinasa de 6750 unidades
my"), ambas cantidades pesadas exactamente, mediante agitacion mecdnica en una suspension de 0.4 mL de una disolucidn

reguladora de fosfato 0.05 mol L' auna temperatura de 4°C.



Seguidamente, se evapora el agua mediante el paso de una corriente de argon a través de la mezcla. A continuacion,
se procede a mezclar manualmente con 0.420 g de Teflon (pesados exactamente), y se procede a la compresion mecdnica de la
mezcla del mismo modo descrito para [a fabricacion de los electrodos sin enzima (apartado 111.3.2.1). A partir de [a pastilla
madre, se preparan varias pastillas mds pequefias, de 3.0 mm de didmetro, procediéndose de forma andloga a la descrita en el

apartado I11.3.2.1.

111.3.2.5. Preparacion de los electrodos compositos de grafito-EPD-

tirosinasa
La preparacion de las pastillas de grafito-EPD(5%)-tirosinasa se [levd a cabo segin el procedimiento siguiente: se
pesan exactamente 0.540 g (6 0.556y) de grafito y 0.030 g de tirosinasa de 3000 unidades mcq’l (6 0.014y de tirosinasa de 6750
unidades mﬂ’l ) y se mezclan vigorosamente, mediante agitacion mecdnica durante 2 horas en una suspension de 0.7 mL de

disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' auna temperatura de 4°C.

Se evapora el agua por paso de una corriente de argon a través de la mezcla y se afiaden 3.0 mL de la disolucidn de
EPD al 1.0% en ciclohexano. La mezcla resultante se agita en un mortero hasta consequir la evaporacion completa del
disolvente. A continuacion se procede a la compresion mecdnica de la mezcla en forma de pastillas en la prensa de infrarrojo a

10000 7@/61112, operdndose del mismo modo que el descrito para el electrodo compdsito de grafito-Teflon.

111.3.2.6. Preparacion de los electrodos compositos de RVC-resina

epoxi-tirosinasa
La fabricacion del electrodo se ha llevado a cabo segiin el siguiente procedimiento: el RVC, pretratado el dia anterior
segiin se ha descrito en el apartado I11.3.2.3.1, se pone en contacto durante 30 minutos con 150 WL de una disolucion de
tampon fosfato 0.05 mol L que contiene 3.0 mg de enzima de 3000 U mg" (6 1.4 myg de enzima de 6750 U my"). 4

continuacion se procede a evaporar el agua por paso de una corriente de argon.

Tras la inmovilizacion de la enzima por adsorcion directa, se procede a rellenar los poros de RVC con la resina epoxi,
segiin el procedimiento descrito en el apartado 111.3.2.3.2, y se permite el curado de la resina durante 15 horas a temperatura

ambiente. Posteriormente, se opera de la misma manera que la indicada en dicho apartado.

111.3.2.7. Preparacion de los electrodos de grafito-Teflon-peroxidasa

Las pastillas de 70% de Teflon con la enzima peroxidasa han sido fabricadas de la siguiente forma: se mezclan
0.285yg de grafito con 0.015g de peroxidasa (pesados exactamente), y se agita mecdnicamente en 0.4 mL de una suspension de
disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5 a 4°C durante 2 horas. A continuacion se evapora el agua por paso de

una corriente de argon. La pasta formada se mezcla manualmente con 0.70g de Teflon. Sequidamente se procede a la



compresion mecdnica a 10000 Ky cm’” para la obtencion de las pastillas madre, y se sigue el mismo procedimiento descrito para

los electrodos de grafito-Teflon (apartado I11.3.2.1).

111.3.2.8. Preparacion de los electrodos de grafito-Teflon-glucosa

oxidasa-peroxidasa
Las pastillas de grafito-Teflon-glucosa oxidasa-peroxidasa se fabricaron con el siguiente procedimiento: se mezclan
0.270g de grafito con 0.0155 de peroxidasa y 0.015g de glucosa oxidasa (pesados exactamente), y la mezcla se agita
mecdnicamente en 0.4 mL de una suspension de disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 a 4°C durante 2 horas.
A continuacion se evapora el agua por paso de corriente de argon, y la pasta formada se mezcla manualmente con 0.70g de
Teflon. Seguidamente se procede a [a compresion mecdnica a 10000 Ky cm” para la obtencidn de las pastillas, y se opera de

forma andloga al resto de los biosensores (apartado 111.3.2.1).

111.3.2.9. Preparacion de los electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa-

peroxidasa
La preparacion de las pastillas de grafito-Teflon(70%)-tirosinasa-peroxidasa se realizd del siguiente modo: se
mezclan 0.157 g de grafito, 0.009g de peroxidasa de 240 unidades ngl y 0.014g de tirosinasa de 6750 unidades mﬂ’l
(cantidades pesadas exactamente) mediante agitacion mecdnica en una suspension de 0.4 mL de disolucion requladora de

fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5 a una temperatura de 4°C durante 2 horas.

Se procedié a evaporar el agua por paso de una corriente de argon y, a continuacion, se mezcla manualmente con

0.420 g de teflon (pesados exactamente). Sequidamente se procede como se indica en el apartado I11.3.2.1.

111.3.2.10. Preparacion de los electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa-

glucosa oxidasa-peroxidasa

Se fabrica de [a misma manera que el resto de pastillas de grafito-Teflon, pero en este caso, se mezclan inicialmente
0.148g de grafito, 0.009 g de peroxidasa, 0.009g de glucosa oxidasa, y 0.014y de tirosinasa en una suspension de 0.4 mL de la

disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' de pHe6.5.

111.3.3. Regeneracion de la superficie de los electrodos
La regeneracion de [a superficie de los electrodos se realiza, con todos los biosensores utilizados, cuando la sefial
amperométrica que se registra queda fuera de los l[imites del grifico de control establecido. Dicha regeneracion se lleva a cabo

mediante pulido de la superficie electrodica con papel abrasivo de SiC durante 55.



111.3.4. Activacion de los electrodos de grafito-Teflon-Tyr en micelas

inversas
EL electrodo enzimdtico compdsito se activd diariamente, sumergiéndolo en una micela inversa agitada
mecdnicamente, preparada con acetato de etilo, un 5% de regulador fosfato 0.05 mol Lt yAOT 0.1 mol L que contenia fenol

1.6x10° mol L7, y manteniendo el electrodo a un potencial constante de —0.15V durante 10 minutos.

111.3.5. Obtencion de los amperogramas en discontinuo

a que los biosensores se almacenan en frigorifico a 4°C, excepto en el caso de los biosensores de grafito-EPD-
tirosinasa para los que el almacenamiento es a temperatura ambiente, es necesario que se alcance la temperatura de trabajo
deseada antes de levar a cabo las medidas. Una vez alcanzada dicha temperatura, se sumerge el biosensor activado en la
célula de medida que contiene 5.0 mL de la disolucion fondo correspondiente, la cual estd agitada mecdnicamente a una
velocidad constante. Se aplica el potencial deseado y se permite la estabilizacion de [a corriente de fondo. A continuacion, se
afiade con una micropipeta el volumen adecuado de la disolucion patron del compuesto a estudiar y se registra la corriente
hasta que ésta alcanza el estado estacionario. En caso necesario, se continiian realizando adiciones de pequefios voliimenes
constantes con la micropipeta hasta obtener todas las sefiales deseadas. Entre una y otra experiencia no es necesario realizar

ningin tipo de tratamiento al biosensor.

Para el cdlculo de los pardmetros cinéticos con los electrodos de tirosinasa, se efectiian adiciones sucesivas del mismo
volumen de la disolucion patron del fenol correspondiente hasta no obtener una variacion apreciable en la intensidad de

corriente en el estado estacionario.

Cuando se realizan los experimentos para el cdlculo de los pardmetros cinéticos con el electrodo de grafito-Teflon-
HRP, se afiade, en primer lugar, el volumen apropiado de la disolucion patron de perdxido de hidrdgeno para obtener una
concentracion en la célula electroquimica de 2.0x10° mol L sobre 5.0 mL de regulador fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5. Se
espera hasta obtener una linea base estable y, a continuacion, se hacen adiciones sucesivas de un volumen apropiado de la
disolucion patron de cada compuesto fendlico hasta que no se aprecie un aumento en la intensidad de corriente cuando se lleva
a cabo una nueva adicion del sustrato. Para el cdlculo de los pardmetros cinéticos para el peroxido de hidrdgeno en presencia de
cada uno de los compuestos fendlicos, se afiade un volumen adecuado de disolucion patron del fenol correspondiente para
obtener una concentracion en la célula de medida de 2.0x10° mol L™ sobre 5.0 mL de regulador fosfato 0.05 mol L' de pH6.5.
Seguidamente, se realizan adiciones sucesivas de un volumen adecuado de una disolucion patron de H,0, hasta que no se
aprecie un aumento de la sefial analitica con la adicion de perdxido. Entre cada experimento para el cdlculo de los pardmetros

cinéticos fue necesario pulir la superficie del electrodo para recuperar la sefial.



111.3.6. Obtencion de los fiagramas

EL electrodo enzimdtico empleado como electrodo indicador se coloca en la célula de flujo del tipo “wall-jet” de gran
volumen. A través de la vdlvula de inyeccidon, se inyecta la disolucion de analito en la corriente portadora formada por
regulador fosfato 0.05 mol L a pH 6.5, cuando se emplea como detector alguno de los electrodos de tirosinasa, y por regulador
fosfato 0.05 mol L a pH 6.5 y 5.0x10° mol L de H,0, 6 2.0x10° mol L™ de glucosa cuando el electrodo utilizado es el de
peroxidasa o el de glucosa oxidasa. En el caso de los sistemas que emplean electrodos de HRP o de GOD-HRP, la disolucion de
analito que se inyecta contiene la misma concentracion de perdxido de hidrdgeno o de glucosa, respectivamente, que la
disolucion portadora, con objeto de consequir que la magnitud del pico FIA registrado se deba exclusivamente a la

concentracion de analito presente.

111.3.7. Medida de la resistividad de las pastillas compositas de

grafito-Teflon y grafito-EPD
La medida de [a resistividad de las pastillas compdsitas de grafito-Teflon con porcentajes de conductor comprendidos
entre 0 y 60%, y de grafito-EPD con porcentajes de conductor entre 50 y 9%, se ha realizado con un multimetro digital
Micronta. Ademds de la medida de resistividad de [a pastilla completa, se [levaron a cabo asimismo medidas para las porciones

cilindricas de la pastilla madre que constituyen los diferentes electrodos.

111.3.8. Calculo del area activa de los electrodos compositos de

tirosinasa
El calculo del drea activa de los electrodos desarrollados se realizd utilizando un electrodo rotatorio constituido por
una pastilla de 3.0 mm de didmetro de cada una de las matrices compdsitas, grafito-Teflon(70%), grafito-EPD(5%), y RVC-
resina epoxi. Se registrd, en cada caso, el amperograma obtenido a un potencial constante de —0.20 V tras afiadir 50 p.L de una
disolucidn de ferricianuro 0.1 mol L™ a la célula de medida que contiene 5.0 mL de disolucion de regulador fosfato 0.1 mol L

de pH 7.0 y KCL 0.1 mol Lt para distintas velocidades de rotacion del electrodo.

El caleulo del drea activa de cada uno de los electrodos compdsitos se realizé empleando la ecuacion de Levich (i;,=
0.620nFAD V0" Cpicianirs)- Asty representando la intensidad de corriente en el estado estacionario frente a la raiz
cuadrada de la velocidad de rotacion del electrodo se obtienen lineas rectas a partir de cuya pendiente puede calcularse el drea

activa, ya que el resto de los pardmetros implicados son conocidos.

111.3.9. Obtencion de los voltamperogramas ciclicos



Los voltamperogramas ciclicos obtenidos con los electrodos de grafito-Teflon(70%), grafito-EPD(5%) y RVC-resina
epoxi se realizaron en una disolucion conteniendo cloruro potdsico 0.05 mol L™ y ferricianuro potdsico 5.0x10° mol L a una

velocidad de barrido de potencial de 5mV sL

111.3.10. Obtencion de microfotografias de barrido electronico de las

superficies de los electrodos compositos

Las microfotografias de las superficies de los materiales compdsitos desarrollados se obtuvieron con un microscopio
electronico de barrido JEOL, modelo ISM 6400. ‘El andlisis atomico de dichas superficies se [levé a cabo con un espectrometro

de dispersion de energias de rayos X Oxford, modelo INCA, incorporado al microscopio electronico.

111.3.11. Calculo de los coeficientes de capacitancia de los electrodos
de grafito-Teflon (70%6), grafito-EPD (5%56), RVC-resina

epoxi y carbono vitrificado
El cdlculo de los coeficientes de capacitancia de los distintos electrodos se realizé a partir del valor de las pendientes
de las rectas obtenidas cuando se representa la densidad de corriente de fondo del electrodo medida a un potencial de 200 mV
en funcion de la velocidad de barrido de potencial. Para obtener los valores de la densidad de corriente de fondo se realizaron

barridos lineales de potencial a diferente velocidad en una disolucion de trabajo de requlador fosfato 0.05 mol L' de pH6.5.

111.3.12. Estudio de la influencia de la velocidad de rotacion del
electrodo sobre la intensidad de corriente en el estado

estacionario del catecol
Para este estudio se registraron los amperogramas que se obtienen al afiadir distintas concentraciones de catecol a la
célula de medida, que contiene una disolucion requladora de fosfato 0.05 mol Ltag pH 6.5, aplicando un potencial constante

de —0.15 'V para distintas velocidades de rotacion del electrodo.

111.3.13. Calculo de la actividad enzimatica en las superficies de los

biosensores compaositos de tirosinasa

La actividad de la tirosinasa en cada uno de los biosensores compdsitos desarrollados se estimd segiin se detalla a
continuacion: en primer lugar se obtuvo una curva de calibrado midiendo el incremento de absobancia a una longitud de onda
de 280 nm, producido en disoluciones agitadas de 3.0 mL de regulador fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5, que contienen 5.0x10 4
mol L de L-tirosing, transcurridos 10 minutos desde [a inyeccion de cantidades variables de unidades de tirosinasa.

Sequidamente, se interpold el valor de incremento de absorbancia obtenido tras sumergir cada uno de los electrodos de



tirosinasa (a circuito abierto) durante 10 minutos en disoluciones agitadas de 3.0 mL de requlador fosfato 0.05 mol L' de pH

6.5 que contienen 5.0x10" mol L™ de L-tirosina.

111.3.14. Empleo de electrodos compositos para el analisis de

muestras en continuo
Los biosensores enzimdticos desarrollados pueden utilizarse para la monitorizacion continua de fenoles utilizando el
disefio experimental que se muestra en la Figura 21. En él se incluye una columna de material adsorbente capaz de retener los
fenoles de la muestra de forma continua. Dicha columna precisa un acondicionamiento previo. Dicho acondicionamiento
consiste en hacer pasar un pequefio volumen de metanol para su activacion; sequidamente, se pasa otro pequefio volumen de
agua destilada y finalmente, se hace circular la muestra. Con esta metodologia se obtiene el portador ideal, ya que se elimina
los fenoles presentes, obteniéndose una disolucion que es en todo igual a la muestra excepto en el analito. De esta forma, una

posterior inyeccion de muestra conteniendo fenoles sobre el portador proporcionard una respuesta amperométrica libre de

interferencias.
Electrodo indicador
Electrodo de ! - Electrodo auxiliar de punta
referencia de Ag/AgCl N de Pt
Desecho+=
Pastilla de grafito-Teflon-
"""""""""""""""""" enzima/s
' Portador
Vilvula de
inyeccion
. ™ Cartucho
—
v
\_/
Bomba
Agua residual

de petroleo mediante el metodo oficial colorimétrico de la

4-aminoantipirina
Estos andlisis se han realizado siguiendo las especificaciones del método oficial, cuyo protocolo se describe en la

norma espariola UNE 77-053-83 (mayo 1983).



111.3.16. Pretratamiento de las muestras de aguas procedentes de
refineria para el analisis mediante cromatografia de gases y

espectrometr/'a de masas
Se toman 250 mL de la muestra de agua procedente de refineria y se afiade 1 gota de dcido ortofosforico. ‘Este
volumen de muestra se pasa a través de un cartucho de 500 my de C,q, que previamente se ha acondicionado con 6.0 mL de
metanol y 3.0 mL de agua destilada. Los compuestos fendlicos retenidos en el cartucho son eluidos con 5+1 mL de
diclorometano. Finalmente, la disolucion obtenida se concentra hasta un volumen de 0.5 mL con corriente de Argon. Esta

disolucion es inyectada directamente en el cromatdgrafo de gases.

I11.3.17. Andlisis del contenido fendlico mediante CG-EM

El andlisis se ha [levado a cabo utilizando un espectrometro de masas de cuadrupolo HP59894 acoplado a una
columna de cromatofrafia de gases HP5890 Serie II (VA-5; 25 m x 0.52 mm x 0.25 pm). La identificacion se ha realizando

mediante el empleo de una libreria Wily HP59943B.



IV. Resultados y discusion



IV.1. Caracteristicas estructurales de los electrodos
compositos de grafito-Teflon, grafito-EPD y RVC-
resina epoxi



El empleo de electrodos compdsitos para la construccion de biosensores amperométricos se ha justificado a lo largo de
la Introduccion por el hecho de ofrecer una serie de ventajas, como son, entre otras, su versatilidad, la buena relacion
sefial/ruido que ofrecen, su facilidad de construccion y su bajo coste. Estas ventajas estdn intimamente relacionadas con la
estructura microscopica de la superficie de estos materiales compdsitos. Por lo tanto, antes de proceder al desarrollo de los
biosensores enzimdticos para la determinacion de compuestos fendlicos, se ha llevado a cabo una caracterizacion de las
matrices compdsitas empleadas, grafito-Teflon, grafito-EPD y RVC-resina epoxi, en las que posteriormente se van a
inmovilizar las diferentes enzimas para la construccion de los biosensores. Con ello, se podrin explicar algunos de los
resultados que posteriormente se obtengan y que estén relacionados con la estructura de la matriz electrdica. Se han realizado,

con estos objetivos, los estudios electroquimicos y de caracterizacion superficial que se detallan a continuacion.

IV.1.1. Umbral de percolacion de los electrodos compositos de
grafito-Teflon y grafito-polimero de etilen-propilen-dieno
(EPD)

En el apartado 11.2.3 de la Introduccion se ha descrito el mecanismo de conduccion de los electrodos compdsitos,
habiéndose puesto de manifiesto que en los electrodos compdsitos arrays y en los impregnados la conduccidn se realiza a través
de regiones continuas de material conductor puro, mientras que la conduccion en los dispersos o segregados se produce
mediante un mecanismo que es explicado por la Teoria de Percolacion. Dicha teoria predice la existencia de un “umbral de
percolacion’, es decir, de una fraccion de conductor en la matriz a partir de la cual la conductividad del material compdsito
aumenta drdsticamente. Puesto que el electrodo de RVC-resina epoxi estd formado por la impregnacion de un material
conductor continuo (el RYVC) por una resina, en este caso no es aplicable la Teoria de Percolacion, y en esta matriz la corriente
eléctrica circula a través del material conductor puro. Sin embargo, en los otros dos tipos de electrodos, el material compdsito se
fabrica mezclando las cantidades deseadas del material conductor en polvo con el material aislante, por lo que la
conductividad del electrodo compdsito dependerd de la fraccion de conductor presente en la matriz. Por tanto, el pardmetro

‘umbral de percolacion” se ha calculado sélo para estos dos tipos de electrodos compdsitos.

Para el cilculo de dicho pardmetro, se han fabricado pastillas diferentes de grafito-Teflon y grafito-EPD, cuyo
contenido en grafito varid entre 0 y 60% para los de Teflon, y entre 50 y 99% para los de EPD. El resto de composiciones para
ambos materiales no se considerd debido a la imposibilidad de fabricar pastillas con una consistencia mecdnica adecuada. La
medida de la resistividad de las pastillas se ha [levado a cabo segin se describe en el apartado I11.3.7 de [a Parte

Experimental. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Logaritmo de [a resistividad que presentan los electrodos compdsitos de grafito-Teflén (@) y grafito-EPD (Q) en funcion de la
cantidad de grafito presente en el material,

Como puede observarse, el umbral de percolacion, es decir, la cantidad de grafito a partir de la cual [a conductividad
aumenta drdsticamente, se encuentra en un 10% para el electrodo de grafito-Teflon, mientras que estd en un 80% en el caso de
los electrodos de grafito-EPD. Esta diferencia tan grande en el valor del umbral de percolacion para ambos materiales se debe
a la influencia que ejerce el material aislante utilizado sobre el modo en que las particulas de grafito se distribuyen en la
matriz. En el caso del Teflon, las particulas de aislante tienden a agregarse y fuerzan a las particulas de grafito a ocupar
pequerias regiones reticuladas, por lo que, a partir de una cantidad minima de grafito, las zonas agregadas de conductor se
interconectan y la conductividad a través del seno de [a matriz aumenta rdpidamente. Este tipo de material se denomina

compdsito segregado.

En el caso del EPD, las particulas de grafito se dispersan en la disolucion de polimero en ciclohexano durante el
proceso de fabricacion, de modo que, cuando éste se evapora, las particulas de grafito quedan homogéneamente repartidas en el
polimero de EPD, y por tanto, una particula de conductor tiene la misma probabilidad de encontrarse en cualquier punto de la
matriz. Por lo tanto, puede decirse que este tipo de material compdsito es disperso, y, como ya se comentd en la Introduccion,

los compdsitos dispersos proporcionan umbrales de percolacion mayores que los segregados.

Por otra parte, se observd que la resistividad que presentan las fracciones de pastilla con las que se construyen los
distintos electrodos es mayor que la medida para la pastilla madre correspondiente. Esta disminucion de la conductividad
cuando se reduce [a porcion de material compdsito confirma la validez de la teoria de percolacion para este tipo de matrices, ya

que al reducir el tamafio del material, se reducen los caminos de conduccion interconectados.

1V.1.2. Area activa aparente de los electrodos compositos



El drea activa de un electrodo compdsito no corresponde en principio al drea geométrica, puesto que la superficie estd
compuesta por material aislante y material conductor. Dependiendo de la proporcion y distribucion de ambos materiales en la

superficie, el drea activa resultante serd diferente.

EL calculo del drea activa se ha llevado a cabo mediante amperometria con un electrodo rotatorio utilizando [a ecuacion de
Levich, como se describe en el apartado 111.3.8 de la Parte Experimental. Este procedimiento proporciona un valor del drea
activa aparente, ya que el efecto de caida ohmica producido por la resistencia del material compdsito hard que se produzca una
ligera variacion de [a intensidad de corriente y por lo tanto que el valor de drea obtenido no sea el real. Por otro lado, la escala
de tiempo de este tipo de experimentos es larga, por lo que las capas de difusion de regiones conductoras suficientemente
cercanas solapardn, y el drea activa medida serd la envolvente de todas ellas. Los resultados obtenidos fueron de (2.0£0.2)x10 2
e’ para el electrodo de grafito(30%)-Teflon(70%), de (. 7.0£0.2)x107 cni’ para el electrodo de grafito(95%)-EPD(5%), y de

(5.0£0.1)x10” cni’ para el electrodo de RYC-resina epoxi.

Teniendo en cuenta que el drea geométrica de los electrodos es de aproximadamente 7.1x10° cnt, el valor del drea
activa obtenido para el electrodo de grafito-EPD corresponde al drea geométrica total, por lo que se concluye que las capas de
difusion de los sitios activos solapan, y envuelven por completo la superficie del compdsito. Esto no ocurre para los otros dos
tipos de electrodos compdsitos estudiados, siendo el drea activa del electrodo que emplea RYC mucho menor que la que

presentan los electrodos de grafito-Teflon.

Estos resultados concuerdan con las conclusiones alcanzadas en el apartado anterior, puesto que un compdsito
segregado, con zonas de conductor puro y aislante puro, tendrd regiones de conductor lo suficientemente separadas unas de
otras como para que sus capas de difusion no solapen, y el drea activa obtenida en tal caso debe ser menor que el drea
geométrica. En el caso de un compdsito disperso, las particulas de conductor y aislante estdn homogéneamente distribuidas, v,
teniendo en cuenta la fraccion tan elevada de grafito en el electrodo de grafito-EPD, es evidente que las capas de difusion de
los puntos conductores solapan. En los electrodos de RYVC-resina epoxi, las zonas de carbono vitreo reticulado en la superficie

compdsita que se obtiene con la resina son sélo una pequefia fraccion del drea total.

1V.1.3. Voltamperogramas ciclicos

En la Figura 23 se muestran los voltamperogramas ciclicos obtenidos con cada uno de los tres electrodos compdsitos

sumergidos en una disolucion de ferricianuro potdsico 5.0x10 ol L y 0.05 mol L' en KCl, a una velocidad de barrido de

Vel

potencial de 5mV st




Figura 23. Voltamperogramas ciclicos obtenidos en una disolucion de ferricianuro potdsico 5.0x10° mol L y KCL 0.05 mol L7, a una
velocidad de barrido de potencial de 5 m? s, sobre electrodos de: () grafito-Teflén (70%); (B) grafito-EPD (5%); y (C) RV C-resina epoxi.

En la Tabla 8 se recogen los valores de [a intensidad de pico anddico y catddico, del potencial de pico catodico y de la
diferencia de potencial entre el pico anddico y catddico. Puesto que el voltamperograma obtenido con el electrodo de RVC-

resina epoxi es de tipo sigmoidal, en su caso se proporciona el potencial de onda media y la intensidad limite.

Tabla 8. Pardmetros caracteristicos de los voltamperogramas ciclicos obtenidos utilizando los electrodos compdsitos de grafito-Teflén
(70%), grafito-EPD (5%) y RYVC-resina epoxi, en disoluciones de 5.0x10° mol L™ de ferricianuro potdsico y 0.05 mol L™ de KCL. Velocidad
de barrido de potencial=5 mV s™.

i, (1A) i, (4A) £, (mV) AE, (mV)
GRAFITO-TEFLON 14.50 14.25 250 162
GRAFITO-EPD 16.50 16.75 290 132
i (1) Ey (V)
RYVC-RESINA EPOXI 245 245

EL electrodo de grafito-EPD proporciona, como es [dgico, mayores intensidades de pico, debido a que es el electrodo

que presenta una mayor drea activa. ‘El sistema ferricianuro/ferrocianuro es mds rdpido sobre el electrodo de grafito-EPD que



sobre el de grafito-Teflon, como se deduce de la diferencia de los potenciales de pico anddico y catddico. Por lo que respecta al
electrodo de RVC-resina epoxi, la sefial sigmoidal observada indica un comportamiento de array de microelectrodos, como ya ha
sido comentado por otros autores (Sleszynski y Osteryouny, 1984). Este comportamiento es debido a que las zonas conductoras
del compdsito tienen dimensiones micrométricas y estdn separadas entre si por una distancia suficiente para evitar que las

capas de difusion solapen.

1V.1.4. Caracterizacion superficial de los electrodos mediante

micrografia de barrido electronico

Con el fin de corroborar las conclusiones alcanzadas en los apartados anteriores sobre la estructura de la superficie de
las matrices compdsitas, se obtuvieron imdgenes superficiales utilizando la técnica de micrografia de barrido electronico
(apartado 111.3.10 de la Parte Experimental). Las micrografias correspondientes se muestran en la Figura 24. Asimismo, se
muestra una micrografia en la misma escala del carbono vitreo reticulado vacio, sin resina. Por otra parte, se obtuvieron los

espectros atdmicos que proporcionan los distintos tipos de materiales conductores y aislantes.

La Figura 244 muestra la superficie del electrodo de grafito-Teflon (70%), donde las zonas blancas corresponden al
Teflon, mientras que las zonas oscuras son las de grafito. Estas zonas se encuentran claramente diferenciadas, aprecidndose el
cardcter segregado del material, como sugieren los resultados obtenidos en los estudios del umbral de percolacion y del drea

activa.

La Figura 24B corresponde al grafito-EPD (5%). En este caso no es posible distinguir zonas diferenciadas, y
tampoco es posible encontrar espectros diferenciados segiin el material aislante o conductor, ya que el contenido atomico del
material aislante estd constituido sélo por carbono e hidrdgeno. Sin embargo, el aspecto de la micrografia parece indicar que el
grafito se encuentra repartido en toda el drea del electrodo, lo que es de esperar dado el alto contenido de grafito en el

compdsito.

En la Figura 24C se muestra la micrografia del carbono vitreo reticulado relleno con resina epoxi. Como ocurre con la
matriz compdsita de grafito-EPD, no es posible distinguir las zonas conductoras de las aislantes, porque la resina estd
constituida por dtomos de C, H y O, y la estructura del RVC consiste principalmente en carbono con grupos funcionales que
contienen oxigeno, como se observa en su espectro. La micrografia del RYVC vacio, sin resina epoxi, se muestra en la Figura
24D. En ella, se han sefialado las zonas de RVC que se encuentran en el plano superior, y que corresponderian a la superficie
del electrodo si el RVC estuviera relleno. Por tanto, la superficie de este compsito tiene zonas conductoras muy pequefias (de
aproximadamente 20 pm) separadas entre st unos 200 o 300 pm, lo que confirma el hecho de que este material compdsito tenga

un comportamiento electroquimico de un array de microelectrodos. Hay que hacer notar que la separacion de las zonas



conductoras en el grafito-Teflon es mucho menor, por lo que el solapamiento de las capas de difusion de dichas zonas es mucho

mayor que en el caso del de RVC-resina epoxi.
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A partir de todos el Seale 8901 cts Csor, 1 8T0keV (130 ) ieWfe grafito-Teflon pueden considerarse

como electrodos compdsitos segregados, siendo sus principales caracteristicas: (a) disposicion del conductor y del aislante de

forma aleatoria (conjuntos); (b) el conductor se extiende a través del compdsito de un modo reticulado, aleatorio, con regiones



de aislante puro y conductor puro que no estdn entremezcladas (consolidados); y (c) estdn formados por mezcla de un conductor

en polvo con un aislante y moldeado por compresion de la mezcla (segregados).

Los electrodos de grafito-polimero de etilen/propilen/dieno son del tipo de electrodos dispersos: (a) disposicion del
conductor y del aislante de forma aleatoria (conjuntos); (b) el conductor tiene la misma probabilidad de encontrarse en
cualquier punto de la superficie (disperso); y (c) estdn formados por mezcla de un conductor en polvo con un aislante y

moldeado por compresion de la mezcla (sdlido).

Los electrodos de RYVC-resina epoxi se clasifican en el grupo de los electrodos compdsitos impregnados, puesto que: (a)
la disposicion del conductor y el aislante desordenada (los poros del RVC se distribuyen irregularmente), por lo que se les
considera conjuntos; (b) el conductor se extiende a través del compdsito de un modo reticulado aleatorio, con partes de aislante
puro y conductor puro no entremezcladas, al igual que los de grafito-Teflon (consolidados); y (c) se forman por la impregnacion

del material aislante a un conductor (impregnado).

1V.1.5. Corriente fondo obtenida con los electrodos compositos

Una de las variables mds importantes que se han de estudiar cuando se desarrollan nuevos materiales electrédicos con
fines analiticos es la corriente fondo, ya que su magnitud va a limitar la sensibilidad de los métodos desarrollados. La
intensidad de corriente que mide el electrodo en ausencia de analito se debe a la corriente no faradaica producida por la
existencia de la doble capa en [a superficie del electrodo, asi como a una corriente residual de tipo faradaico producida por la
presencia de trazas de componentes que pueden oxidarse o reducirse sobre el electrodo al potencial de trabajo aplicado. La
componente faradaica suele resultar despreciable en las condiciones usuales de trabajo, pero sin embargo, la corriente no
faradaica o capacitiva puede llegar a ser comparable a la intensidad que proporciona el analito a bajos niveles de
concentracion. ‘Esta corriente capacitiva se debe al hecho de que la interfase electrodo-disolucion se comporta como un
condensador, con una determinada capacidad de carga que depende del material electrodico, de su drea y de las imperfecciones

de su superficie.

En la Figura 25 se representa [a variacion de la densidad de corriente de fondo en funcion del tiempo durante el que
se aplica a los electrodos un potencial constante de -0.15 V. Los puntos representados en la Figura 254 corresponden a la
primera medida realizada cada dia cuando se alcanza una linea base estable, mientras que, en la Figura 25B se representan las
densidades de corriente para cada uno de los electrodos estudiados en funcion del nimero de medidas realizadas dentro del

mismo dia.
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Figura 25. (A) Densidad de corriente de fondo obtenida cada dia con los electrodos compésitos de (®) grafito-EPD, ([O) grafito-Teflén, y
(A) RYC-resina epoxi medida en una disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol. L de pH 6.5 a un potencial de —0.15 V. (B) Densidad de
corriente de fondo obtenida con cada electrodo en las medidas realizadas en un mismo dia.

En primer lugar, puede observarse cémo la densidad de [a corriente de fondo no es la misma para cada uno de los tres

electrodos compésitos, lo que era de esperar, ya que cada material tiene su propio coeficiente de capacitancia, como se verd mds

adelante.

Por otro lado, se observa que la densidad de corriente de fondo para los electrodos de grafito-Teflon y de grafito-EPD
disminuye a medida que aumenta el tiempo de aplicacion del potencial, hasta alcanzar un valor constante. En el caso del
electrodo de RV C-resina epoxi, la densidad de la corriente fondo permanece pricticamente constante durante todo el tiempo

ensayado.

EL comportamiento observado en los tres electrodos compdsitos depende de la propia naturaleza de la matriz. Puesto
que los electrodos de grafito-Teflon y grafito-EPD estdn constituidos por la aglutinacion de grafito en polvo con el polimero,
puede producirse una reestructuracion del material a nivel microscdpico, consistente en la reorganizacion de dipolos
permanentes o inducidos del material aislante provocada por el campo eléctrico producido al aplicar el potencial. Una vez que
se van orientando los dipolos, [a intensidad de la corriente a través del compdsito va disminuyendo hasta alcanzar un valor
constante con el niimero de medidas y con los dias. Por lo que respecta al electrodo de RYVC-resina epoxi, la conduccion se
produce a través de una porcion continua de conductor, por lo que, el material dieléctrico no interviene en dicho proceso. En el
electrodo de RYVC-resina epoxi, es posible que el campo eléctrico provoque una reorientacion de las moléculas que forman la
resina, pero ello no influye en la corriente que circula a través del RYC, mientras que en el grafito-Teflon y en el grafito-EPD
st parece hacerlo, poniendo de manifiesto la contribucion del paso de corriente a través del material aislante (efecto tinel) en la

conductividad total del electrodo (Navarro Laboulais et al.,, 1994).



Una vez alcanzado un valor de densidad de corriente de fondo estable, se observa que éste es mayor para el electrodo
de grafito-Teflon que para el de grafito-EPD y éste, a su vez, mayor que para el de RVC-resina epoxi. Puesto que la corriente
de fondo o capacitiva es funcion del coeficiente de capacitancia del material, se han calculado estos coeficientes para cada uno
de los electrodos compdsitos. ‘El calculo se ha llevado a cabo a partir de la pendiente de la representacion de la densidad de
corriente capacitiva en funcion de la velocidad de barrido de potencial (Figura 26) (Bard y Faulkner, 2001). La densidad de
corriente se ha obtenido dividiendo el valor de la intensidad de corriente entre el drea geométrica de los electrodos, en lugar de
entre el drea activa, debido a que toda la superficie del material es susceptible de cargarse y, por tanto, el coeficiente calculado

corresponde al material compdsito y no al conductor puro.

Puesto que el coeficiente de capacitancia depende del potencial, se ha calculado dicho coeficiente para un valor del
potencial de 0.20 V en todos los casos, segiin se detalla en el apartado 111.3.11 de [a Parte Experimental. Con el objeto de
obtener un valor de referencia, se ha calculado asimismo el coeficiente de capacitancia de un electrodo de carbono vitrificado de
3.0 mm de didmetro. En la Tabla 9 se recogen los valores de las pendientes de las rectas de la Figura 26. ‘ELl valor del
coeficiente de capacitancia obtenido para el electrodo de carbono vitrificado estd dentro de los limites tipicos para electrodos
convencionales, que se encuentran entre 10 y 40 pF em” (Bard y Faulkner, 2001), lo que indica que el método empleado para
el cdlculo de estos coeficientes es adecuado. ‘EL electrodo de RYVC-resina epoxi presenta un valor por debajo del intervalo tipico,
mientras que el de grafito-EPD tiene un valor ligeramente superior. ‘EL bajo valor obtenido para el compdsito de RV C-resina

epoxi puede deberse a la pequefia porcion de drea conductora en la superficie del electrodo.

El alto valor de la capacitancia en el grafito-Teflon puede atribuirse a los huecos existentes en las interfases entre el
grafito y el Teflon, y a la geometria de las zonas conductoras de [a superficie, pero también puede deberse a la configuracion
del material electrodico, que puede comportarse como un conjunto de conductores y aislantes en serie, es decir, de
condensadores en serie, cuya capacidad de almacenar carga cuando se someten a un potencial eléctrico se encuentra en todo el

seno del material y no sélo en su superficie (Navarro Laboulais et al., 1994).
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Figura 26. Dependencia de la densidad de corriente a 0.2V con la Yel¥citad de barrido de potencial para los electrodos compdsitos de
grafito-Teflon (70%) ®) grafito-EPD (5%) (A) y RV C-resina epoxi (® ), asi como para un electrodo de carbono vitrificado M),
Disolucién de requlador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5.

Tabla 9. Valores de los coeficiente de capacitancia obtenidos para los electrodos compdsitos y para un electrodo de carbono vitrificado.

ELECTRODO Cy pF e
Grafito-Teflon (70%) 70.8
Grafito-EPD (5%) 42.8
RVC-resina epoxi 84
Carbono vitrificado 36.8

Finalmente, el hecho de poseer un coeficiente de capacitancia mds alto, puede ser la causa del hdbito del
voltamperograma ciclico que presenta el electrodo de grafito-Teflon para el sistema ferricianuro-ferrocianuro (apartado

I1v.1.3), con una maor separacidn entre los picos anddico y catddico, cuando se compara con el vo[tamperograma obtenido con

el grafito-EPD.



1V.2. Biosensores amperomeétricos compositos de
tirosinasa en medio acuoso



El objetivo de este capitulo es llevar a cabo una comparacion de las capacidades de las tres matrices compdsitas
estudiadas, grafito-Teflon, grafito-EPD y RV C-resina epoxi, como materiales electrodicos para la construccion de biosensores

amperométricos de tirosinasa, utilizables para la deteccion y determinacion de compuestos fendlicos.

La enzima ha sido inmovilizada en todos los casos por simple atrapamiento fisico en la matriz electrodica, de manera
que no hay pérdidas de actividad enzimdtica como ocurre cuando se emplea una inmovilizacion de tipo covalente, y se facilita
y simplifica el proceso de fabricacion de los electrodos. Ademds, se obtendrdn respuestas rdpidas debido a [a ausencia de

barreras de difusion en forma de membranas.

El fundamento de la biosensorizacion se basa en las siguientes reacciones catalizadas por la enzima tirosinasa:

Compuesto fendlico+ O,  H,0 + oSigona (8)
o-quinona + 2¢  o-difengbcorrespondiente (9)
o-difenol + % O, 1% H0%0-quinona (10)

La intensidad de la reduccion electrodica de la quinona correspondiente formada es proporcional a la concentracion
del compuesto fendlico en disolucidn, y puede, por tanto, utilizarse para monitorizar la reaccion enzimdtica. La reduccion de
las quinonas produce el correspondiente o-difenol, el cual es también sustrato de [a tirosinasa, por lo que existe un reciclado del
analito que da lugar a una amplificacion de la sefial. Esto permite obtener una mayor sensibilidad y mejores limites de

deteccion, como se verd mds adelante.

En la Figura 27 se muestran los registros intensidad-tiempo obtenidos con los tres electrodos compdsitos de tirosinasa
para adiciones sucesivas de fenol 1.0x10 * mol L en una disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5, cuando se

aplica un potencial constante de —0.15 V.

Como se puede apreciar, el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa es el que proporciona una respuesta mds sensible, casi
3 veces mayor que la del electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa y mds de 150 veces mayor que la obtenida con el electrodo de

RVC-resina epoxi-tirosinasa.

COEEIENTE



Los tiempos de respuesta obtenidos con cada electrodo son comparables, si bien algo mds lentos sobre el electrodo de
RVC-resina epoxi-Tyr. De cualquier modo, la corriente en el estado estacionario se alcanza en todos los casos en menos de 180

segundos.

Por otra parte, la corriente de fondo que se observa con los biosensores de grafito-Teflon y de grafito-EPD es similar,
mientras que es mucho menor con el electrodo de RYVC-resina epoxi. Como consecuencia de estos hechos, la relacion sefial/ruido

es comparable en los tres casos.

1V.2.1. Optimizacion de las variables experimentales

Las condiciones dptimas de trabajo para obtener las mejores sefiales analiticas con los tres biosensores desarrollados se
han establecido mediante amperometria a potencial constante en disoluciones agitadas a velocidad controlada. Se evalud, para
ello, [a influencia de diferentes variables experimentales (composicion de la matriz electrodica, pH y potencial aplicado) sobre

la intensidad de corriente en el estado estacionario obtenida empleando como sustrato fenol.

1V.2.1.1. Optimizacion de la composicion de las matrices electrodicas

1V.2.1.1.1. Electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa
La optimizacion del porcentaje del material aglutinante (Teflon) en este tipo de electrodos se llevd a cabo previamente
en nuestro grupo de investigacion (del Cerro et al., 1997). Ast, los electrodos fabricados con un 70% de Teflon poseen una

buena estabilidad mecdnica y tienen una conductividad suficiente para que se obtengan respuestas amperométricas adecuadas.



Ademds, el cdlculo del umbral de percolacion que se ha realizado en el apartado IV.1.1, pone de manifiesto la buena

conductividad del electrodo con este porcentaje de aglutinante.

Por otro lado, la influencia de la cantidad de tirosinasa inmovilizada en la matriz electrédica se evalud construyendo
tres biosensores compdsitos de grafito-Teflon (70%) con distintos contenidos de tirosinasa (7200, 36000 y 90000 unidades), y
realizando las medidas amperométricas correspondientes con tres electrodos preparados a partir de cada pastilla. Los registros
corriente-tiempo obtenidos en cada caso cuando se aplica un potencial constante de -0.15 V, al cual se conoce que puede

monitorizarse la reduccion de [a quinona producida (Liu et al., 1994a), se muestran en la Figura 28.

La corriente en estado estacionario aumenta considerablemente con la cantidad de enzima en [a matriz electrddica.
Ademds, dicha corriente se alcanza mds rdpidamente a medida que aumenta el contenido de tirosinasa, indicando que, como
era de esperar, hay un mayor niimero de centros activos en la superficie del electrodo, y, por tanto, la concentracion de o-
quinona en la capa de difusion es mayor. En consecuencia, se escogid una carga de tirosinasa en la matriz electrédica de 90000

unidades para estudios posteriores.
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Figura 28. Registros intensidad de corriente-tiempo obtenidos con electrodos de grafito-Teflon en los que han sido inmovilizadas distintas
cantidades de enzima: (A) 7200, (B) 36000 y (C) 90000 unidades; para fenol 1.0x10° * mol L en disolucion requladora de fosfato 0.05 mol
L' (pH6.5). E,,=-0.15V.

1vV.2.1.1.2. Electrodo de grafito-polimero de etilen/propilen/dieno-

tirosinasa

Cuando se realizd el cdlculo de umbral de percolacion en este tipo de matrices electrodicas, se puso de manifiesto que
porcentajes superiores al 7-8% de aglutinante en la matriz de grafito-EPD daba lugar a una pobre conductividad. Por otra
parte, las pastillas con cantidades de EPD menores de un 1% mostraban una pobre compacidad. Por lo tanto, se compararon
las respuestas obtenidas con fenol 1.0x10° ® mol L7 como sustrato, con electrodos enzimdticos que contenian porcentajes de

polimero comprendidos entre el 1y el 7%. En Tabla 10 se recogen los resultados obtenidos. Como se puede observar, i, aumenta



a medida que el porcentaje de polimero disminuye. Sin embargo, la consistencia mecdnica de los electrodos mejoraba
notablemente con la cantidad de EPD presente. Considerando que no se apreciaban grandes diferencias en la corriente en

estado estacionario entre un 2% y un 5% de EPD, se eligi finalmente este iltimo para realizar los estudios posteriores.

Tabla 10. Corriente en estado estacionario (i,) obtenida con electrodos compdsitos de grafito-EPD-tirosinasa construidos con diferentes
porcentajes de EDP. Fenol 1.0x10° mol L. pH 6.5, E,=-015V.

% 2D (p/p) iy uAa
1 0.90+0.07
2 0.75£0.05
3 0.70£0.02
5 0.68+0.02
7 0.50t0.03

Por lo que respecta a la cantidad de enzima incluida en la matriz electrddica, se escogid la misma que para los
electrodos de grafito-Teflon, es decir, 90000 unidades de tirosinasa, ya que con cantidades superiores de tirosinasa

inmovilizada no mejoraban las respuestas amperométricas.

1V.2.1.1.3. Electrodo de R\VC-resina epoxi-tirosinasa
En este caso solo se optimizo la cantidad de enzima inmovilizada en la matriz electrédica, ya que el volumen de RYVC
(en forma de cilindro) es constante y la resina epoxi se utiliza tinicamente para rellenar el volumen vacio del RVC. Para ello se

construyeron tres biosensores diferentes con 4500, 9000 y 13500 unidades de enzima, respectivamente.

Se realizaron series de diez medidas amperométricas diferentes con cada electrodo sin regeneracion de la superficie
electrodica para un nivel de concentracion de fenol de 1.0x10° mol L, en una disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' de
pH=6.5, aplicando un potencial constante de —0.15 V. Los valores medios de la intensidad de corriente en el estado
estacionario obtenidos con cada uno de los electrodos se recogen en la Tabla 11. Los intervalos de confianza se han calculado

para un nivel de significacion de 0.05.

TABLA 11. Intensidad de corriente en el estado estacionario para series de diez medidas de fenol 1.0x10 % mol L* utilizando electrodos de
RYC-resina epoxi-tirosinasa con diferentes cantidades de enzima inmovilizada. (pH=6.5; E,,=-0.157).

UNIDADES DE TR i, ua

4500 0.0202£0.004
9000 0.0402£0.006
13500 0.045240.006

Como se puede observar, se produce un aumento de la sefial muy marcado cuando el contenido de enzima pasa de

4500 a 9000 unidades, mientras que solo se aprecia un ligero aumento de i, entre 9000 y 13500. Por otro lado, no se



observaron diferencias significativas en estabilidad entre ellos. Por consiguiente, se eligié una cantidad de enzima de 9000

unidades para construir el electrodo de RV C-resina epoxi-tirosinasa en estudios posteriores.

1v.2.1.2. Influencia del pH sobre la intensidad de corriente en el

estado estacionario
Se estudid la influencia del pH de la disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L7 sobre (a intensidad de corriente

en estado estacionario empleando fenol como sustrato, con cada una de las matrices electrdicas.

Se evalud dicha influencia en el intervalo de pH comprendido entre 5.5 y 8.0. Para los electrodos de grafito-Teflon-
tirosinasa y de RVC-resina epoxi-tirosinasa, la concentracion de fenol medida fue 1.0x10° mol L7, mientras que con el
electrodo de grafito-EPD-tirosinasa dicha concentracion fue 1.0x10 ® mol L, debido a que el limite superior del intervalo
lineal del calibrado para este electrodo (véase el apartado IV.2.5) se encuentra a concentraciones menores que para los otros
dos electrodos compdsitos. ‘En todos los casos se aplicé un potencial constante de —0.15 V. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 29.

Puede apreciarse como el hdbito de la variacion es similar en los tres casos, con una i, prdcticamente constante entre
PH 5.5y pH 6.5, y una rdpida disminucion para pHs mds bdsicos. En principio se pensd que esta disminucion podria deberse a
la dependencia de la reduccion de las quinonas formadas con el pH, de modo que, a medida que éste se hace mds bdsico el
potencial de reduccion de la quinona debe hacerse mds reductor, ya que dicha reduccion conlleva una transferencia de protones
a la quinona. Sin embargo, cuando se estudio la dependencia de la i, para la reduccion de quinona con el pH, a un potencial
aplicado de —0.15V, sobre un electrodo de grafito-Teflon (70%), se observaron respuestas de intensidad prdcticamente
constante en el intervalo de pH considerado (Figura 30). Esto permite concluir que no es la reduccion electrodica de la quinona

la responsable de [a disminucion de [a respuesta amperométrica de los biosensores a medida que el pH del medio aumenta.

Otra posibilidad es que la reaccion enzimdtica esté menos favorecida a valores mds altos de pH, ya que la especie
fendlica que reacciona con la tirosinasa debe estar en forma neutra, no produciéndose sefial apreciable cuando el fenol se
encuentra como anion. Sin embargo, el pX, del fenol (10.0) es demasiado alto como para poder considerar ésta la causa de [a de

la disminucion de [a sefial que se observa.



“epoxi-tirosinasa y (C) grafito-
disolucidn regquladora de fosfato 0.05 mol L™ E,=-0157.

Por tanto, la tinica posibilidad que puede explicar el comportamiento de [a respuesta obtenida con el pH, es que éste
influya en la formacion del complejo ES o en su ruptura. Asi, puede suponerse que a valores de pH superiores a 6.5 se dificulta

la formacion o ruptura de este complejo. Por otro lado, el pH dptimo de [a tirosinasa en disolucion estd alrededor de 6.5, segiin



se reporta en la bibliografia (Ortega et al., 1994), siendo éste, por tanto, el valor escogido para llevar a cabo los estudios

posteriores con los tres biosensores compdsitos de tirosinasa.
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1V.2.1.3. Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de

corriente en estado estacionario

Esta influencia se evalud empleando como sustrato 1.0x10° mol L* con los electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa y
de RVC-resina epoxi-tirosinasa, y 1.0x10 ® mol L con el electrodo de grafito-EDP-tirosinasa. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 31.

Puede observarse un comportamiento similar para los tres electrodos compdsitos. Se produce un rdpido aumento de i
para potenciales mds reductores de 0.10 V hasta —0.15 V, a partir del cual [a intensidad de corriente en estado estacionario se
mantiene prdcticamente constante, excepto en el caso del electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa, para el que se observa una
disminucion de la sefial analitica a potenciales menores de —0.15 V. Esta disminucion puede deberse a la polimerizacion de [a

o-quinona producida en [a reaccion enzimdtica a estos potenciales (Liu et al.,, 1994).

Se ha escogido un potencial de —0.15 V, ya que éste es el valor menos negativo de la meseta de potencial obtenida. De
este modo, el niimero de posibles interferentes susceptibles de reducirse sobre el electrodo puede minimizarse. Asimismo, se
observé que tanto el ruido de fondo como el tiempo de estabilizacion de la linea base también aumentaban a medida que el

potencial se hacia mds negativo.



1V.2.2. Estabilidad de los biosensores compositos de tirosinasa

Uno de los aspectos mds importantes a evaluar cuando se desarrolla un biosensor es su estabilidad, es decir, conocer

cudnto tiempo y cudntas veces es posible utilizar un biosensor con una respuesta reproducible.



Dado que el medio de trabajo es acuoso, en el que la tirosinasa es soluble, podria pensarse en una pérdida de
estabilidad de los electrodos debida a [a solubilizacion de la enzima, ya que ésta se ha inmovilizado por simple atrapamiento

fisico en las tres matrices electrdicas.

Los aspectos estudiados relacionados con la estabilidad de cada uno de los biosensores desarrollados son: repetibilidad
de la sefial para diferentes medidas sin pulir el electrodo, reproducibilidad de la sefial amperométrica cuando se regenera la
superficie del electrodo mediante pulido, reproducibilidad en la fabricacion de los biosensores enzimdticos, tiempo de

utilizacion del biosensor y efecto del tiempo de almacenamiento de la pastilla madre.

1vV.2.2.1. Repetibilidad de medidas sucesivas sin regeneracion de la
superficie electrodica

Se evalud la repetibilidad de medidas sucesivas de [a intensidad de corriente en estado estacionario obtenidas con los
electrodos compdsitos de grafito-Teflon-tirosinasa y de RVC-resina epoxi-tirosinasa, para una concentracion de fenol de
1.0x10° mol L7, y con el electrodo de grafito-EDP-tirosinasa para una concentracion de fenol de 1.0x10°  mol L. Para ello se
realizaron series de diez medidas sucesivas en disoluciones diferentes sin [levar a cabo ningin tipo de regeneracion de la

superficie electrodica, a un potencial aplicado constante de —0.157.

En la Figura 32 se muestran los registros intensidad-tiempo obtenidos, y en la Tabla 12 se recogen los valores de i,
con cada uno de los tres electrodos enzimdticos compdsitos. Se muestran, ademds, los valores medios con su intervalo de

confianza para un nivel de significacion de 0.05, y los valores de la desviacion estdndar relativa.
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Figura 32. Registros intensidad-tiempo obtenidos en una disolucién reguladora de fosfato 0.05 mol L7 de pH 6.5 aplicando un potencial
constante de —0.15, con el electrodo de:

(A): grafito-Teflon-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L7,
(B): RYC-resina epoxi-tirosinasa. Fenol 1.0x10° 5 tmol L7,
(C): grafito-EPD-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L.
El valor de la desviacion estdndar relativa, que no excede en ningiin caso del 5.0%, indica que no hay diferencias
significativas en las medidas obtenidas sin regeneracion de la superficie del electrodo con cada uno de los electrodos

compdsitos. Por lo tanto, puede decirse que no existe pérdida aparente de actividad enzimdtica en este tipo de experimentos, lo

que significa que la enzima no se solubiliza en el medio de trabajo.

EL electrodo de grafito-EPD-tirosinasa permite obtener la mejor repetibilidad, aunque puede decirse que no hay

grandes diferencias con el resto de biosensores compdsitos.

En definitiva, puede decirse que los resultados obtenidos demuestran la buena repetibilidad de las sefiales

amperométricas obtenidas con los biosensores compdsitos cuando no se regenera la superficie electrodica.

Tabla 12. Intensidad de corriente en el estado estacionario para medidas sucesivas realizadas sin regeneracion de la superficie electrédica
en disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) aplicando un potencial constante de —0.15V, con cada uno de los electrodos
desarrollados.

MEDI i pa i pa RSD, %
DA 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 166 064 0044
2 1.74 066 0037
3 184 066 0038
4 166 070  0.039
5 182 066 0040
1.78+ 0.05 0.66+ 0.01 0.040+0.001 40 28 50
6 180 068  0.040
7 182 064 0040
8 186 068  0.041
9 180 066 0039

~
S

1.74 0.66 0.042

1: Grafito-Teflon-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L™,
2: Grafito-EPD-tirosinasa. Fenol 1.0x10° “mol L7,
3: RYVC-resina epoxi-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L.

1v.2.2.2. Reproducibilidad de las medidas regenerando la superficie

electrodica por pulido

Una de las ventajas mds interesantes de los electrodos compdsitos enzimdticos, es la posibilidad de obtener una nueva

superficie electrodica, y por tanto un ‘nuevo” biosensor, mediante un simple pulido de dicha superficie. Por este motivo, uno de



los estudios que se deben realizar en la caracterizacion de este tipo de electrodos es la reproducibilidad de las respuestas
amperométricas obtenidas después de [levar a cabo la regeneracion de la superficie electrodica mediante el rdpido proceso de

pulido descrito en el apartado 111.3.3 de la Parte Experimental.

Este estudio se llevd a cabo realizando 3 medidas diferentes después de cada pulido, para una concentracion de fenol
en la disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5 de 1.0x10 * mol L para los electrodos de grafito-Teflon-Tyr y de
RVC-resina epoxi-Tyr, y de 1.0x10 ® mol L para el de grafito-EPD-Tyr, aplicando un potencial constante de —0.15 V. Se

realizaron un total de 10 pulidos con cada tipo de electrodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 13, ddndose el valor medio de cada seric de 3 medidas y la
desviacion estdndar relativa para los 10 wvalores medios de la corriente de cada serie, después de pulir la superficie de cada

electrodo. El intervalo de confianza estd calculado para un nivel de significacion de 0.05.

Tabla 13. Intensidad de corriente en el estado estacionario para las medidas realizadas previa regeneracion de la superficie electrédica
mediante pulido, Disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L1 de pH6.5; o= —0.15%.

ipa pa RSD, %
N de pulido
1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 1.87 0.62 0.039
2 1.71 0.59 0.040
3 1.90 060 0038
4 187 061 0041
5 1.81 0.59 0.035
1.83+0.06 0.61+0.01 0.038+0.002 44 24 56
6 1.83 0.62 0.036
7 1.73 063 0041
8 1.94 0.62 0.036
9 1.74 0.62 0.038
10 1.91 063  0.039

1: Grafito-Teflén-tirosinasa. Fenol 1.0x10° ol L7,
2: Grafito-EPD-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L7,
3: RYC-resina epoxi-tirosinasa. Fenol 1.0x10° * mol L.

A modo de ejemplo en la Figura 33 se muestran tres series de tres medidas para cada uno de los electrodos, habiéndose

pulido la superficie electrodica antes de realizar cada una de las series.

Los valores de RSD obtenidos son en todos los casos menores del 6%, lo que indica que los tres electrodos compdsitos
de tirosinasa permiten obtener respuestas amperométricas reproducibles después de someterlos al proceso de regeneracion de la
superficie electrodica. Esto significa que la enzima estd distribuida uniformemente en el seno de la matriz del electrodo en
todos los casos. No obstante, de nuevo la RSD es menor para el biosensor de grafito-EPD, lo que puede atribuirse a las

diferencias existentes en los procesos de fabricacion. El hecho de que en el caso de las pastillas de grafito-EPD-tirosinasa el



material aglutinante (polimero de propileno-etileno-dieno) se disuelva en ciclohexano antes de mezclarlo con el grafito y la
enzima, puede facilitar que la mezcla final resulte mds homogénea que la de los otros dos electrodos. ‘En el caso de los
electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa, el Teflon se afiade solido y se mezcla manualmente con el grafito modificado con la
enzima, mientras que el electrodo de RVC-resina epoxi-tirosinasa se construye sumergiendo el cilindro de RYVC en una
disolucion de tirosinasa y evaporando posteriormente el disolvente, por lo que el reparto de enzima podria no ser tan

homogéneo como en el caso de los biosensores de grafito-EPD.
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Figura 33. Registros intensidad-tiempo obtenidos en una disolucién requladora de fosfato 0.05 mol L™ (p# 6.5), aplicando un potencial
constante de —0.15V y puliendo la superficie electrédica antes de realizar cada serie de tres medidas:

A: grafito-Teflon-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L.
B: RYVC-resina epoxi-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L7,
C: grafito-EPD-tirosinasa. Fenol 1.0x10° mol L7,

IV.2.2.3. Tiempo de vida util de los electrodos de grafito-Teflon-

tirosinasa, grafito-EPD-tirosinasa y RVC-resina epoxi-

tirosinasa
Segiin el tiempo de utilizacion continuada de un biosensor, es posible clasificarlos en dos categorias. La primera
corresponde a biosensores de un solo uso, que se desechan tras realizar cada medida. El sequndo tipo de biosensores se disefia
para llevar a cabo varias medidas con el mismo dispositivo, es decir, son reutilizables. Los biosensores desarrollados en este

trabajo pertenecen a este sequndo tipo, y por ello es importante conocer cudnto tiempo puede funcionar el mismo biosensor



proporcionando sefiales reproducibles, tanto sin pulir la superficie electrédica como puliéndola cuando la sefial obtenida
disminuya de modo significativo. Como es obvio, un mayor tiempo de vida 1itil del biosensor conlleva un ahorro de tiempo y

costes.

En este apartado se comparan los tiempos de vida 1itil de un biosensor para los tres biomateriales compdsitos. Para
ello, se realizaron cada dia tres medidas de disoluciones diferentes de fenol 1.0x10° * mol [* en el caso de los electrodos de

grafito-Teflon-tirosinasa y de RYVC-resina epoxi-tirosinasa y 1.0x10 ® mol [* para el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa.

Con objeto de saber cudndo era necesario regenerar la superficie electrédica por pulido debido a una disminucion
significativa de la sefial amperométrica con respecto a las anteriores, se construyeron los correspondientes grdficos de control
para cada uno de los electrodos. Como periodo base para la determinacion del valor central y de los limites superior e inferior de
control, se tomaron las medidas de las sefiales amperométricas obtenidas en el estudio de repetibilidad sin regeneracion de la
superficie electrodica (apartado 1V.2.2.1). Comol valor central del grifico de control se tomd el valor medio de dichas medidas
y los limites superior e inferior se puesieron a x+3s y x-3s, respectivamente. Los valores de estos pardmetros estdn indicados en
los correspondientes grdficos de control para cada uno de los biosensores compdsitos (Figura 34). En todos los casos, cuando se
observaba que un valor medio de las tres medidas realizadas cada quedaba por debajo del limite inferior de control, se procedid
a la regeneracion de la superficie del electrodo por pulido, de modo que [a sefial podia entonces reestablecerse dentro de los

[imites de control.

Para los tres electrodos disefiados, fue necesario pulir la superficie del electrodo al comienzo de cada jornada de
trabajo para obtener una sefial dentro de los limites del grifico de control. Después de periodo inicial, se pudo seguir
trabajando normalmente con el electrodo sin pérdida aparente de actividad enzimdtica durante toda la jornada de trabajo.
Como se verd posteriormente, esta necesidad de pulir diariamente el biosensor antes de comenzar el trabajo, no concuerda con
lo observado para el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas (apartado 1V.3), donde el biosensor puede
utilizarse durante varios dias sin necesidad de regenerar la superficie del electrodo cada dia. Este diferente comportamiento
puede deberse a que, en el medio acuoso, los productos de la reaccion enzimdtica y el propio fenol queden retenidos en los poros
de la matriz electrédica y produzcan la inactivacion de [a enzima o bien reacciones de polimerizacion que ensucien la superficie
del electrodo durante el periodo de almacenamiento entre las jornadas de trabajo. Puesto que las micelas inversas es un medio
predominantemente no acuoso, los productos de la reaccion enzimdtica y el fenol se disuelven mds fdcilmente, minimizdndose,

de este modo, la posibilidad de inactivacion de la enzima o del ensuciamiento superficial por polimerizacion.
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Como se puede ver en la Figura 34, el biosensor de grafito-Teflon-tirosinasa proporciona valores medios de la sefial
amperométrica dentro de los [imites de control durante 30 dias. Transcurrido este tiempo, no se pudo recuperar la sefial por
pulido de [a superficie electrodica, debido a que la repeticion del proceso de pulido da [ugar a que el electrodo acabe

consumiéndose. Por ello, es mds correcto hablar de dias de trabajo en lugar de periodos de tiempo en los que se puede utilizar

cada uno de los electrodos construidos. Asi por ejemplo, un electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa construido a partir de



pastillas de aproximadamente 2 mm de espesor puede ser utilizado durante 15 dias proporcionando una respuesta constante.
Sin embargo, pastillas con un espesor mayor podrdn ser utilizadas durante mds dias de trabajo, ya que pueden someterse a un
40, P P yor p Y0, Y P

niimero de pulidos mayor sin que el electrodo se consuma.

El grifico de control para el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa muestra que este biosensor tiene un tiempo de vida
operacional mucho mds corto (5 dias). Esto es debido a que en este caso es necesario pulir durante mds tiempo (alrededor de
10s) para poder recuperar la sefial. Este hecho se atribuyd a una mayor contaminacion de la matriz electrédica por los

productos de [a reaccion enzimdtica.

Por lo que se refiere al electrodo de RVC-resina epoxi-tirosinasa, el tiempo de vida 1til del electrodo viene
determinado, en este caso, por una pérdida de [a actividad enzimdtica, ya que transcurridos 17 dias, no fue posible recuperar la
respuesta amperométrica mediante pulido. Es posible que la actividad enzimdtica se vea alterada por la matriz electrédica,
como consecuencia de un proceso de maduracion de la resina epoxi a lo largo de los dias que podria provocar la desactivacion de

[a enzima.

Por ultimo, hay que sefialar que en el grdfico de control del electrodo de grafito-EPD-Tyr (Figura 34B) se observa
como el primer dia de utilizacion la intensidad de corriente es considerablemente mds elevada que la que se obtiene los dias
sucesivos i que, posteriormente, se mantiene constante. Por ello, las medidas que se realizan para el establecimiento del valor
central y de los limites superior e inferior del grifico de control corresponden al sequndo dia de empleo del electrodo. Este
comportamiento puede atribuirse a una reestructuracion del material compdsito a nivel microscdpico al aplicar un potencial, lo

que puede provocar una inactivacion parcial de la enzima.

1V.2.2.4. Reproducibilidad de las medidas realizadas con diferentes

electrodos

El hecho de que un biosensor pierda actividad con el tiempo o llegue a ser inutilizable después de una regeneracion
repetitiva de la superficie electrodica hace necesario que el electrodo biocompdsito tenga que sustituirse por uno nuevo cuando
las respuestas amperométricas no puedan ser recuperadas por pulido. Por consiguiente, la reproducibilidad de las respuestas
analiticas obtenidas con diferentes electrodos construidos de igual manera para cada uno de los tipos de electrodo es un aspecto

importante para evaluar la utilidad prdctica real de los biosensores compdsitos.

En el caso de los biosensores de grafito-Teflon-tirosinasa y de grafito-EPD-tirosinasa, la reproducibilidad se evalué
para cuatro electrodos diferentes, dos de los cuales se construyeron a partir de la misma pastilla madre, y los otros dos a partir
de una pastilla madre diferente, mientras que en el caso de los electrodos de RVC-resina epoxi-tirosinasa, la reproducibilidad se

evalud a partir de las medidas obtenidas con seis electrodos diferentes. Los resultados se resumen en la Tabla 14.



La desviacion estdndar relativa para los valores medios de los 4 electrodos fue de 5.0 y 4.3% para los biosensores de
grafito-Teflon y grafito-EPD, respectivamente, y de 5.6% para los 6 electrodos de RYVC-resina epoxi. Estos resultados indican
que los procedimientos de fabricacion de los biosensores compdsitos de tirosinasa son fiables en todos los casos, y permiten

obtener respuestas amperométricas reproducibles con distintos electrodos construidos siguiendo el mismo procedimiento.

Tabla 14. Medidas de intensidad de corriente en el estado estacionario obtenidas con diferentes electrodos compdsitos de grafito-Teflon-
tirosinasa, grafito-EPD-tirosinasa y RYC-resina epoxi-tirosinasa en disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L*, pH 6.5; concentracion
de fenol 1.0x10° mol L7 para el electrodo de grafito-Teflén y RYC-resina epoxi y de 1.0x10° mol L7 para el de grafito-EPD; E,=-0.15V.

Biosensor Pastilla  zioeirodo L RSD, % L RSD, %
1 1.76+0.04 4.8
1
2 1.80+0.08 56
Grafito-Teflon-Tyr 1.8+0.1 5.0
1 1.8310.07 55
2
2 1.9740.07 4.8
1 0.66+0.01 2.8
1
2 0.68+0.02 3.2
Grafito-EPD-Tyr 0.69+0.05 4.3
1 0.69+0.02 3.8
2
2 0.73+0.02 4.1
1 0.039+0.002 4.3
2 0.040+0.003 58
3 0.044+0.002 3.6
RYVC-resina epoxi-Tyr 0.041£0.002 56
4 0.038+0.003 6.0
5 0.043+0.003 53
6 0.040+0.002 5.0

1V.2.2.5. Efecto del tiempo de almacenamiento de la pastilla madre

Por iltimo, se comprobd si se producia pérdida de actividad enzimdtica de las pastillas madre tras un periodo largo de

almacenamiento a 4°C 1y en seco.



En el caso de la pastilla de grifito-Teflon-tirosinasa, el tiltimo electrodo construido a partir de la misma pastilla se
utilizo siete meses después de preparada ésta, obteniéndose sefiales amperométricas similares (y reproducibles) a las que se
midieron con un electrodo usado inmediatamente después de fabricada [a pastilla. Esto indica que no hay una pérdida

apreciable de la actividad de la enzima inmovilizada en [a matriz de grafito-Teflon en dicho periodo de tiempo.

Conclusiones andlogas pueden deducirse del comportamiento de los electrodos fabricados a partir de una pastilla de

grafito-EPD-tirosinasa después de cuatro meses de almacenamiento.

Como conclusion de todos estos estudios de estabilidad, puede decirse que se ha demostrado que los tres disefios de
biosensores compdsitos estudiados poseen una buena estabilidad y robustez. No obstante, debe destacarse la mayor
reproducibilidad de las respuestas obtenidas con los electrodos de grafito y el polimero etilen/propilen/dieno en relacion a los
otros dos tipos de biosensores, asi como el mayor tiempo de vida itil de los electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa en

comparacio’n con el resto.

1V.2.3. Causas de la variabilidad de las respuestas de los electrodos

compositos de tirosinasa



Puesto que la finalidad iltima del desarrollo de estos biosensores es la posibilidad de su aplicacion al andlisis de
muestras reales ‘“in situ’, con objeto de servir como dispositivos de alarma para posibles contaminaciones puntuales, estos
electrodos enzimdticos deben ser adecuados para los andlisis de rutina. Ello quiere decir que ha de establecerse de una manera
sencilla y rapida si su respuesta analitica es adecuada o no. Evidentemente, el factor mds importante a evaluar es la magnitud
de [a respuesta amperométrica, que es lo que se va a relacionar con la concentracion del analito, aunque existen otros factores,

como son la corriente de fondo o la reproducibilidad, que también influyen notablemente en las caracteristicas operacionales

del biosensor.

Es un hecho bien conocido que muchos de los detectores electroquimicos, modificados o no, muestran una falta de
reproducibilidad con el tiempo, asi como entre electrodos (Luque et al., 1999). En el apartado anterior ya se ha discutido [a
estabilidad de los biosensores desarrollados bajo diferentes factores considerados de forma individual, habiéndose obtenidos
resultados que pueden calificarse de muy positivos en los tres casos. Sin embargo, y con objeto de detectar cudles son las
principales causas de la variabilidad en [a respuesta de nuestros biosensores, se ha realizado un ANOVA multifactorial Tipo
I11, considerando todas las variables conjuntamente. Los factores que se han tenido en cuenta son: lote de enzima
suministrado por la casa comercial (lote), pastilla madre a partir de la cual se construyen los diferentes electrodos (pastilla),
electrodo con el que se obtienen las sefiales amperométricas (electrodo), dia en el que se realizan los experimentos contado a
partir del primer dia de uso del electrodo (dia), y niimero de medida realizada dentro de un mismo dia (medida). El factor

pastilla, como es [dgico, no se considera cuando se trata de los electrodos de RYVC-resina epoxi-Tyr.

Para aplicar el método ANOYVA, se ha tomado como variable dependiente el valor de intensidad de corriente en el
estado estacionario obtenido para todas las medidas de control realizadas con los tres electrodos de tirosinasa. Estos valores de
intensidad se recogen en el anexo I. Puesto que todos los electrodos se han fabricado a partir de tres lotes de enzima diferentes
suministrados por la casa comercial, se ha denominado lote 1 al primero recibido, lote 2 al sequndo y lote 3 al tercero. De cada
lote de enzima se han fabricado dos pastillas madre de grafito-Teflon-Tyr y dos de grafito-EPD-Tyr, a excepcion del lote 2,
con el cual solo se fabricaron pastillas de grafito-Teflon. Asimismo, con cada lote se fabricaron varios electrodos de RVC-
resina epoxi-Tyr. Por tanto, se ha designado como pastilla 1 a las primeras pastillas de cada tipo de biosensor fabricadas con
cada lote. De la misma manera, se ha denominado electrodo 1 a todos los primeros electrodos construidos a partir de cada
pastilla, electrodo 2 a los sequndos, y asi sucesivamente. Hay que destacar que no se ha excluido ningiin dato de los obtenidos
con todos los biosensores fabricados durante la realizacion de esta Tesis, a excepcion de los que se midieron cuando ya no era
posible recuperar la sefial por pulido, es decir, cuando, segiin el grdfico de control, se consideraba que el electrodo ya no era

operativo.

En las Tablas 15, 15 y 17 se recogen los resultados obtenidos con el ANOVA para los datos disponibles de los

biosensores de grafito-Teflon-tirosinasa, grafito-EPD-tirosinasa y RYVC-resina epoxi-tirosinasa, respectivamente.



Tabla 15. ANOVA multifactorial Tipo 111 aplicado a (a respuesta amperométrica obtenida con un electrodo de grafito-‘Teflon-tirosinasa
para un nivel de concentracién de fenol de 1.0x10° ? mol L en disolucidn de regulador fosfato 0.05 mol L (pH 6.5); Ey= 015V

Andlisis de la Varianza para intensidad - Suma de cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de cuadrados gl Cuadrado medio Fcalc p

EFECTOS PRINCIPALES

A:lote 0,140517 2 0,0702584 3,70 0,0266
B:pastilla 0,0205168 1 0,0205168 1,08 0,2999
C:electrodo 0,169849 3 0,0566164 2,98 0,0327
D:dia 0,703092 18 0,0390606 2,06 0,0091
E:medida 0,146935 15 0,00979569 0,52 0,9296
RESIDUAL 3,37869 178 0,0189814
TOTAL (CORREGIDO) 4,96292 217

gl grados de libertad; p: nivel de probabilidad.
Niimero de casos completos: 218

Tabla 16. ANOVA multifactorial Tipo I1I aplicado a la respuesta amperométrica obtenida con un electrodo de grafito-EPD-tirosinasa
para un nivel de concentracion de fenol de 1.0x10° mol L en disolucidn de regulador fosfato 0.05 mol L™ (p# 6.5); E,= -0.15 V.

Andlisis de la Varianza para intensidad - Suma de cuadrados Tipo I11

Fuente Suma de cuadrados gl Cuadrado medio Fcalc p

EFECTOS PRINCIPALES

A:lote 0,199066 1 0,199066 32,74 0,0000
B:pastilla 0,0185793 1 0,0185793 3,06 0,0820
C:electrodo 0,0854803 7 0,0122115 2,01 0,0557
D:dia 6,85496 7 0,97928 161,05 0,0000
E:medida 0,0298135 9 0,00331261 0,54 0,8406
RESIDUAL 1,22831 202 0,00608073
TOTAL (CORREGIDO) 9,16684 227

gl grados de libertad; p: nivel de probabilidad.
Niimero de casos completos: 228

Tabla 17. ANOVA multifactorial Tipo III aplicado a [a respuesta amperométrica obtenida con un electrodo de RYVC-resina epoxi-
tirosinasa para un nivel de concentracion de fenol de 1.0x107 mol £* en disolucidn de regulador fosfato 0.05 mol L* (pH 6.5); Eyp= 015
7.

Andlisis de la Varianza para intensidad - Suma de cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de cuadrados gl Cuadrado medio Fcalc p
A:lote 0,00119164 2 0,000595818 11,12 0,0000
B:electrodo 0,00755786 5 0,00151157 28,22 0,0000
C:dia 0,000468536 11  0,0000425942 0,80 0,6443
D:medida 0,000141405 16 0,00000883782 0,17 0,9999

RESIDUAL 0,00530252 99 0,0000535608



TOTAL (CORREGIDO) 0,0149412 133

gl grados de libertad; p: nivel de probabilidad.
Niimero de casos completos: 134

En la tabla ANOVA se descompone la variabilidad de [a intensidad de corriente segiin las contribuciones de cada
factor. Puesto que se ha escogido el Tipo 111 de suma de cuadrados, la contribucion de cada factor se mide habiendo eliminado
los efectos de los demds factores. Los criterios empleados para conocer si los factores tienen un efecto significativo, es decir, si
influyen en la variabilidad de [a sefial de forma significativa son el criterio F de Fischer, mediante la comparacion de la
Featoutada Y 18 Frosuttoder para un nivel de sinificacion de 0.05, y el criterio p, segiin el cual, los valores de p calculados menores de

0.05 tienen efecto estadisticamente significativo para un nivel de probabilidad del 95.0%.

De los valores de p y de F calculados puede deducirse que en los tres casos el factor niimero de medida no tiene efecto
significativo sobre la intensidad de corriente obtenida. En la Figura 35 se muestran los valores medios de las respuestas
amperométricas en funcion del nimero de medidas realizadas. Asi, por ejemplo, la medida 1 significa la primera medida
realizada cada dia con todos los electrodos fabricados en esta Tesis. Se observa que el intervalo de confianza es cada vez mds
amplio como consecuencia de que la media estd calculada con un niimero menor de datos cuando el niimero de medida es mayor,
por lo que la incertidumbre aumenta. Esto ocurre porque aunque todos los dias se realizaron algunas medidas de control, no
todos los dias se hicieron el mismo niimero (véase Anexo I). Con fines comparativos, se han incluido en la Figura 35, asi como

en el resto de las Figuras de este apartado, los limites de los grdficos de control construidos en el apartado 1V.2.2.3.

El factor dia, en cambio, tiene una influencia significativa en la variabilidad de la sefial para los biosensores
construidos con EPD y Teflon, como se deduce a partir de los valores calculados de p y de F. En la Figura 36 se muestran las
respuestas en funcion del dia con sus correspondientes intervalos de confianza. Como se puede observar, en el primer dia de
utilizacion de los electrodos de grafito-EPD-Tyr se obtiene una intensidad de corriente mds elevada, comportamiento ya
discutido en el apartado 1V.2.2.3 y atribuido a la reestructuracion microscopica del material que constituye la pastilla. A
partir del sequndo dia de medida, [a intensidad de las sefiales decrece muy lentamente, por lo que el efecto significativo del

factor dia en [a variabilidad de [a sefial es debido a esta pérdida inicial de actividad enzimdtica.
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Figura 36. Media e intervalo de confianza de la respuesta amperométrica segtin los dias de medida. (A): grafito-Teflon-Tyr; (B): grafito-
EPD-Tiyr; (C): RVC-resina epoxi-Tyr.
De los grdficos de la Figura 36, en los que se han incluido los limites superior e inferior de los grificos de control para

un solo electrodo, se puede deducir que la variacion de [a sefial en funcion de los dias de medida para todos los electrodos
considerados conjuntamente se aproxima mucho a la variacion que se obtuvo para un solo electrodo, ya que la respuesta
amperométrica media de todos los electrodos estd incluida dentro de los [imites de control que se establecieron para un solo

electrodo, a excepcion del primer dia en el caso del grafito-EPD-Tyr.



En la Figura 37 se muestra [a variacion de la respuesta de los biosensores en funcion del electrodo utilizado. Puesto
que el primer electrodo fabricado a partir de cada pastilla (o de cada lote en el caso del RYVC-resina epoxi-Tyr) es el denominado
electrodo 1, el segundo es el 2, y asi sucesivamente, se podrd verificar si a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento
de la pastilla madre se produce una pérdida de la actividad enzimdtica y los electrodos proporcionan respuestas de menor
intensidad. En las tablas ANOVA se observa que hay efecto significativo en la variabilidad de la serial segin el electrodo

utilizado para los biosensores de grafito-Teflon-Tyr y de RV C-resina epoxi-Tyr.

Dos de los electrodos de RYVC-resina epoxi-Tyr fabricados fueron desechados puesto que la media de sus medidas del
primer dia fue mucho menor que el intervalo de confianza obtenido para el primer electrodo desarrollado. Estos dos electrodos
no se incluyeron en el estudio de reproducibilidad entre electrodos del apartado 1V.2.2.4.3, pero si en el ANOVA. Estos
resultados demuestran que el proceso de fabricacion de los biosensores basados en el carbono vitreo reticulado es menos
reproducible que el de los otros dos tipos de electrodos. Esto puede deberse al hecho de que en este caso, es necesario pesar una
cantidad de enzima mucho menor que en los biosensores basados en grafito, y el error en la pesada se traduce en una mayor
dispersion de las respuestas amperométricas de estos electrodos, y también a que cada electrodo se fabrica de manera individual
mediante un proceso mds complejo.

En ninguno de los tres casos se observa que la respuesta vaya disminuyendo a medida que el electrodo se toma de una

pastilla almacenada durante mds tiempo, por lo que efectivamente se demuestra que el método de almacenamiento es adecuado.
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Figura 37. Media e intervalo de confianza de la respuesta amperométrica segiin el electrodo utilizado. (A): grafito-“Teflon-Tyr; (B): grafito-
EPD-Tiyr; (C): RVC-resina epoxi-Tyr.
En la Figura 38 se muestra la media de las respuestas obtenidas con todos los electrodos fabricados a partir de la

primera pastilla de cada lote y a partir de la sequnda. Aunque los valores de p de las Tablas ANOVA indican que no hay
diferencias significativas entre los resultados obtenidos con la primera pastilla y con la sequnda de cada lote de enzima, en la
Figura 38 se observa que [a media de los resultados de la pastilla 2 es menor con ambos biosensores, lo cual parece indicar que
aunque el bote comercial de enzima se conserve en el congelador, se va produciendo una disminucion de [a actividad enzimdtica

con el tiempo.
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Figura 38. Media e intervalo de confianza de la respuesta amperométrica segiin la pastilla utilizada. (A): grafito-Teflon-Tyr; (B): grafito-
EPD-Tiyr.

Finalmente, en la Figura 39 se muestra la variacion de la sefial en funcion del lote de enzima utilizado para fabricar
las pastillas o los electrodos. Los valores de p indican que el factor lote ejerce un efecto significativo sobre la respuesta
amperométrica de los tres biosensores. Como se puede observar, no se fabricé ninguna pastilla de grafito-EPD-Tyr a partir del

segundo lote de enzima, por lo que se carece de esos datos para comparar.

En los grificos puede apreciarse que la respuesta del primer lote de enzima es siempre menor que en los otros dos
casos. Hay que decir que el primer lote de enzima tenia una actividad por miligramo distinta del sequndo y del tercero, como se
indica en el apartado I111.2 de la Parte Experimental. La actividad en el primer lote era de 3000 unidades por miligramo,
mientras que la actividad de los lotes sequndo y tercero es de 6750 unidades por miligramo. Puesto que para obtener el mismo
niimero de unidades de enzima en la pastilla es necesario tomar un nimero de miligramos diferente en cada caso, esta
diferencia en la fabricacion puede ser la causa de la diferente respuesta de los biosensores fabricados a partir de los distintos
lotes de enzima. Otra causa de [a menor respuesta obtenida con el lote de enzima 1 puede ser que dicho lote hubiera

permanecido un tiempo demasiado prolongado en almacén la casa comercial.
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Figura 39. Media e intervalo de confianza de la respuesta amperométz‘rwa segiin el lote de enzima utilizado. (A): grafito-Teflon-Tyr; (B):
afito-EPD-Tyr; (C): RV C-resina epoxi-Tir. lote
En resumen, se puede decir que de los factores estudiados, los que causan una variabilidad significativa enl|la

respuesta amperométrica de los biosensores son principalmente el factor dia, cuyo valor de .., es mds elevado que el critico en

el caso del electrodo de grafito-Teflon-Tyr y mds marcadamente en el de grafito-EPD-Tyr, el factor electrodo en el caso del



biosensor de grafito-Teflon-Tyr y de RV C-resina epoxi-Tyr, cuya reproducibilidad en el proceso de fabricacion de este iltimo es
sensiblemente menor que la de los otros dos biosensores, y el factor lote de enzima, siendo los resultados obtenidos con el lote 1

sensiblemente menores que con los otros dos lotes, probablemente a consecuencia del cambio de actividad por miligramo.

INFLUENCIA DEL FACTOR ELECTRODO CONSIDERADO INDIVIDUALMENTE:

Puesto que el factor electrodo ha resultado influir significativamente en la variabilidad del método, y puesto que en este
estudio se ha considerado como mismo electrodo a electrodos diferentes de cada una de las pastillas segiin el orden en que se ha
tomado la porcidn de pastilla, es interesante estudiar cada electrodo por separado, por lo que se ha realizado un ANOVA de una via

para la variable electrodo. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 18, 19 y 20 y en la Figura 40.

Tabla 18. Andlisis ANOVA de una via para el factor electrodo. Biosensor de grafito-“Teflén-tirosinasa

Fuente Suma de cuadrados gl Media de cuadrados Fcalc p
Entre grupos 1,5712 15 0,104747 6,24 0,0000
Dentro de cada grupo 3,39171 202 0,0167907

Total (Corr.) 4,96292 217

Tabla 19. Andlisis ANOVA de una via para ef factor electrodo. Biosensor de grafito-EPD-tirosingsa

Fuente Suma de cuadrados gl Cuadrado medio Fcalc p

Entre grupos 0,312016 16 0,019501 4,06 0,0000
Dentro de cada grupo 0,730468 152 0,00480571

Total (Corr.) 1,04248 168

Tabla 20. Andlisis ANOVA de una via para ef factor electrodo. Biosensor de RYC-resina epoxi-tirosinasa

Fuente Suma de cuadrados gl Cuadrado medio Fcalc p

Entre grupos 0,0126239 10 0,00126239 67,01 0,0000
Dentro de cada grupo 0,0023173 123 0,0000188399

Total (Corr.) 0,0149412 133

Por los valores de p de las tablas se deduce que existen diferencias significativas entre las respuestas que
proporcionan los distintos electrodos en los tres tipos de biosensores de tirosinasa, siendo el valor de F.,;, sensiblemente mayor

para el biosensor de RV C-resina epoxi que para los otros dos casos.

En la Figura 40 estdn indicados, ademds, los limites superior e inferior de los grdficos de control obtenidos para un
solo electrodo descrito en el apartado 1.2.2.3. Como puede verse, el valor medio de las medidas realizadas con algunos de los

electrodos, en los biosensores de grafito-EPD-Tyr y de RV C-resina epoxi-Tyr, no estd incluido dentro del grdfico de control del



primer electrodo estudiado, aunque en general la respuesta de los electrodos en los tres casos se encuentra limitada a una region
de intensidad de corriente no muy amplia, a excepcion de dos de los electrodos de RYVC-resina epoxi-Tyr, cuya respuesta es

sensiblemente menor que la del resto de los electrodos.

A pesar de que las variaciones en la respuesta amperométrica entre electrodos son mayores que las de las medidas
realizadas con un mismo biosensor, la desviacion estdndar relativa de [a respuesta entre electrodos es de 10.8% para todos los
electrodos de grafito-Teflon-Tyr, 7.9% para todos los de grafito-EPD-Tyr, y 4.5% para los de RYVC-resina epoxi-Tyr si no se

consideran los electrodos 2 y 11, y de 42.9% si se consideran.
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Figura 40. Valor medio e intervalo de confianza de las medidas realizadas con todos los electrodos de (A) grafito-Teflon-tirosiansa, (B)
grafito-EPD-tirosiansa, y (C) RVC-resina epoxi-tirosinasa fabricados.

IV.2.4. Calculo de Ila actividad enzimatica de [los electrodos

compositos de tirosinasa

La respuesta amperométrica de los biosensores compdsitos de tirosinasa descritos en la presente Memoria depende de
la cantidad de enzima inmovilizada en la superficie de cada electrodo. La actividad enzimdtica superficial se ha estimado
midiendo el incremento de absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, que se produce cuando se introduce cada uno de los
electrodos durante 10 minutos en una disolucion, agitada continuamente, de requlador fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) que
contiene 5,0x10" mol L de L-tirosina. Los valores del incremento de [a absorbancia obtenidos en cada caso se relacionan con
la actividad enzimdtica mediante una curva de calibrado, en la que se representan dichos incrementos de absorbancia en
funcion de la actividad enzimdtica que se obtiene utilizando disoluciones de L-tirosina que contienen cantidades conocidas de

tirosinasa en disolucion, segiin se describe en el apartado I11.3.13 de la Parte Experimental.

En la Figura 41 se muestra la curva de calibrado, y en la Tabla 20 se recogen los valores de las unidades de enzima
inmovilizada calculados para cada una de las superficies de los electrodos. Puesto que cuando se realizan las medidas los
electrodos no estdn sometidos a ningiin potencial eléctrico, el producto de reaccion no es reducido posteriormente, por lo que en
este caso no se produce reciclado del sustrato. Por lo tanto, la respuesta obtenida es directamente proporcional al nitmero de

unidades de enzima activa en la superficie del biosensor.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto un mayor contenido de centros activos en la superficie del electrodo de
grafito-EPD, siendo el menor en la superficie del electrodo de RVC-resina epoxi. La diferencia en la actividad parece estar
relacionada con la magnitud del drea activa en [a superficie electrodica (dato que se incluye en la Tabla 21 con fines
comparativos), o con la cantidad de material conductor empleada en la fabricacion de los biosensores, ya que la enzima queda

adsorbida al grafito o al RVC.
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Figura 41. Variacién de la absorbancia con las unidades de tirosinasa en disolucién. La sefial se registra a los 10 minutos de la adicién de
la enzima a 3.0 mL de una disolucion agitada de requlador fosfato 0.05 mol L™ (pH 6.5) que contiene L-tirosina 5.0x10* mol L. \=280
nm.

Tabla 21. Valores obtenidos en el cdlculo de las unidades de tirosinasa en la superficie de cada uno de los biosensores compdsitos desarrollados.

UNIDADES DE )
ELECTRODO AREA ACTIVA, cni’
TIROSINASA
GRAFITO-TEFLON-TYR, 10+3 (2.0+0.2)x10"
GRAFITO-EPD-TYR. 21+5 (7.0£0.2)x10°
RVC-RESINA EPOXI“TYVR. 3+2 (5.0£0.1)x10°

La consecuencia directa de poseer un mayor niimero de unidades de enzima en la superficie del biosensor es poseer

pardmetros de velocidad mdxima aparente mayores (segiin se deduce de la ecuacion de Michaelis-Menten) y una mayor

sensibilidad.



1V.2.5. Reciclado electrodico/enzimatico de o-difenoles

Los compuestos fendlicos producen o-quinonas en su reaccion con la tirosinasa, que son reducidas a o-hidroquinonas
(o-difenoles) electrodicamente, empledndose esta reduccion para monitorizar la reaccion enzimdtica. Como es sabido, los
sistemas quinona/hidroquinona son reversibles o cuasirreversibles desde el punto de vista electroquimico. Por tanto, los o-
difenoles, que también son sustratos de la tirosinasa, generan a través de la reaccion enzimdtica o-quinonas (Figura 14). De
esta forma se produce un reciclado electrédico/enzimdtico de las o-quinonas generadas en la catdlisis de los fenoles por la
tirosinasa, o un reciclado de sustrato en el caso de los o-difenoles. Este reciclado, [dgicamente, serd responsable de mayores

intensidades de corriente en el estado estacionario.

En este apartado se va a estudiar [a influencia de la matriz electrodica sobre el reciclado electrodico/enzimdtico que
se produce en la deteccion amperométrica de los compuestos fendlicos empleando los biosensores compdsitos de tirosinasa. Para
ello se ha representado la densidad de corriente (eliminando asi la contribucion del factor de drea activa) en funcion de la
velocidad de rotacion de cada uno de los electrodos estudiados y se ha comparado con la densidad de corriente tedrica cuando
no hay reciclado enzimdtico, deducida a partir de la ecuacion de Levich y utilizando catecol como sustrato. Los registros i-t se
han realizado para una concentracion de catecol 1.0x10° mol L' a un potencial constante de —0.15 V. Los resultados
obtenidos, Figura 42, indican que, efectivamente, existe un proceso de reciclado de catecol entre la enzima y los electrodos
compdsitos, ya que para un electrodo de grafito-EPD-Tyr la densidad de corriente es 15.5 veces mayor (para una velocidad de
rotacion de 1500 rpm), para el electrodo de grafito-Teflon-Tyr 12.7 veces mayor, y para el de RV C-resina epoxi-Tyr 1.3 veces

mayor que la densidad de corriente tedrica sin reciclado enzimdtico.
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Figura 42. Variacién de la densidad de corriente en ef estado estacionario con la raiz cuadrada de la velocidad de rotacion de cada
electrodo compdsito enzimdtico para un nivel de concentracion de catecol de 1.0x10° mol L. Comparacidn con [a variacidn de la densidad
de corriente tedrica con [a velocidad de rotacion del electrodo cuando no hay reciclado enzimdtico. E,,=-0.15 V.

Esta diferencia en las densidades de corriente cuando se comparan los tres electrodos, indica que el reciclado del
catecol va a depender de la matriz electrodica empleada. EL comportamiento observado concuerda con el hecho de que el
electrodo de grafito-EPD-Tyr tiene mds capacidad para producir la reaccion enzimdtica, ya que posee un mayor niimero de
centros activos en su superficie, y tiene también mayor capacidad para reducir las quinonas, al poseer una drea activa mayor.
Por lo tanto, puede decirse que es el electrodo que produce un mayor reciclado. Con el electrodo de RVC-resina epoxi-Tyr ocurre
lo contrario, posee un niimero de unidades de enzima en su superficie menor y un drea activa menor, por lo que el reciclado que

se produce en la superficie electrodica es el menor.

I1V.2.6. Calculo de las constantes cinéticas de la reaccion enzimatica

Un aspecto a tener en cuenta en el desarrollo de electrodos enzimdticos es el conocimiento de las variables cinéticas de
la reaccion enzimdtica que tiene lugar con diferentes sustratos, para, de este modo, conocer su sensibilidad, asi como el
intervalo lineal de respuesta con la concentracion de sustrato, aspectos fundamentales desde el punto de vista analitico en el

desarrollo de biosensores.



Empleando las condiciones experimentales optimizadas para el fenol, se han calculado las constantes cinéticas,
Viinap (velocidad mdxima aparente) y K, (constante de Michaelis-Menten aparente), para los siguientes compuestos
fendlicos: fenol; catecol; 4-clorofenol; 2-clorofenol; 4-cloro-3-metilfenol; 4-cloro-2-metilfenol; 2,4-dimetilfenol; 3,4-
dimetilfenol; 2,3-dimetilfenol. Las diferentes constantes cinéticas se han calculado y comparado con los tres electrodos

compdsitos de tirosinasa. ‘Este estudio se ha llevado a cabo segiin se detalla en al apartado I11.3.5.

En las Figuras 43, 44 y 45 se representa la intensidad de corriente de las medidas en el estado estacionario en funcion

de la concentracion de sustrato obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinsa, de grafito-EPD-tirosinasa, y de RVC-

resing epoxi-tirosinasa, respectivamente.

Como se puede observar, con cada electrodo y para todos los fenoles estudiados, se obtienen curvas tipicas de los
sistemas enzimdticos, en las que se aprecia un primer tramo lineal, iitil desde el punto de vista analitico, que posteriormente se

curva a concentraciones mds elevadas como consecuencia de la saturacion de la enzima.
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log (/i) — 1] = log Ky, — X loglsustrato] Ecuacion 3

donde x es el grado de desviacion de la reaccion enzimdtica de la cinética de Michaelis-Menten, de modo que cuanto mds se desvie

dicho pardmetro x de la unidad menos se ajustard [a reaccion enzimdtica a una cinética de Michaelis-Menten.

Los grificos de Hill, representaciones de log/(i,./i)-1) frente al logaritmo de la concentracion de cada uno de los sustratos
estudiados, se muestran en las Figuras 46, 47 y 48, para el electrodo de grafito-Teflon-Tyr, grafito-EPD-Tyr y RV C-resina epoxi-
Tyr respectivamente. Los valores de x (pendiente con el signo cambiado de los grdficos de Hill) obtenidos con los tres tipos de
electrodos para los sustratos fendlicos estudiados se recogen en la Tabla 22. Como puede comprobarse, dichos valores son muy
proximos a la unidad en todos los casos, lo que indica que la cinética de la reaccion enzimdtica se ajusta a la cinética de Michaelis-

Menten y que las diferencias entre las matrices compdsitas no afectan a este comportamiento.

El cdlculo de los pardmetros cinéticos se ha realizado a partir de las representaciones de Lineweaver-Burk,
correspondientes (Dixon y Webb, 1979), utilizando los datos de la intensidad de corriente medida en el estado estacionario, para
sucesivas adiciones del volumen adecuado de la disolucion patron de cada uno de los fenoles estudiados hasta no obtener variacion
apreciable de [a intensidad de corriente. Representando 1/i frente a 1/[sustrato] se obtiene en la interseccion con el eje de ordenadas
1V, iap Y €L valor de 1/[sustrato]=-1/K,, sobre el eje de abscisas. ‘En las Figuras 49, 50 y 51 se muestran las grificas obtenidas,

y los pardmetros cinéticos calculados a partir de ellas se recogen en la Tabla 22.
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Figura 46. Grdficos de Hill obtenidos con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa. (M) Fenol, (® ) catecol, @) 3/4-dimetilfenol, (®)4-
clorofenol, (M) 4-cloro-3-metilfenol, (® ) 2,4-dimetilfenol, (M) 4-cloro-2-metilfenol, (® ) 2,3-dimetilfenol.
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Figura 47. Grificos de Hill obtenidos con el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa. (A ) Fenol, (® ) catecol, (® ) 3,4-dimetilfenol, (¥ ) 4-
clorofenol, (M ) 4-cloro-3-metilfenol, (® ) 2,4-dimetilfenol, (M) 4-cloro-2-metilfenol, (® ) 2,3-dimetilfenol.
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Figura 48. Gréficos de Fill obtenidos con el electrodo de RVC-epoxi-tirosinasa. (M) Fenol, (® ) catecol, (® ) 3,4-dimetilfenol, (® ) 4-
clorofenol, (M) 4-cloro-3-metilfenol, (@ ) 2,4-dimetilfenol, (W) 4-cloro-2-metilfenol, (® ) 2,3-dimetilfenol.



Para reacciones enzimdticas simples en las que la enzima reacciona con un solo sustrato, la velocidad de reaccion en

funcion de la concentracion del sustrato sigue la curva tipica de Michaelis-Menten. Estas reacciones estdn representadas por

el stéquiente mecanismo:

E+S ES E+P (1)

X Keat

> >
> >

—
donde E es la enzima, S el sustrato, ES el complejo enzima-sustrato, P el producto de la reaccion catalizada por la enzima, X,

es la constante de disociacion del complejo y K, es la constante de [a conversion quimica del complejo ES en E + P. ‘En este
tipo de reacciones, Ky, es proporcional a la constante de disociacion del complejo, y por tanto, es un indice de la afinidad
entre el sustrato y la enzima, mientras que la constante catalitica es directamente proporcional a la velocidad mdxima

aparente, por lo que, cuanto mayor sea ésta, mayor es la velocidad de conversion del complejo enzima-sustrato en los productos

de la reaccidn (Frescht, 1980).
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Tabla 22. Pardmetros cinéticos obtenidos con los electrodos de:

1: grafito-teflon-tirosinasa
2: grafitoEPD-tirosinasa
3:RVC-resina epoxi-tirosindsa

COMPUESTO ELECTRODO  x Vo ap (12) Ko p (MX10)
1 0.999 244 7.76
Fenol 2 0.9 384 6.26
3 0.98 0.98 24.0
1 0.98 17.1 4.99
Catecol 2 0.997 29.9 563
3 0.97 0.96 20.0
1 0.99 6.04 0.788
3,4-dime ti@fena[ 2 0.99 10.7 1.04
3 1.01 0.63 11.0
1 1.005 13.1 3.76
4-cloro-3-metilfenol 2 0.97 244 0.089
3 0.96 0.35 6.80
1 0.96 12.5 6.90
4-clorofenol 2 0.97 144 2.53
3 0.98 3.76 97.0
1 0.97 3.38 17.2
4-cloro-2-metilfenol 2 0.95 579 5.80
3 1.1 0.08 120
2,4-dime ti{feno[ 1 1.003 7.90 53.0




2 1.002 8.29 22.9

3 1.1 0.50 64.0
1 1.01 2.29 435
2,3—t{imeti9(ena[ 2 097 4.51 36.1
3 1.2 0.11 1122

Si se comparan los valores de las constantes aparentes de Michaelis para los compuestos fendlicos obtenidas con cada
uno de los biosensores compdsitos de tirosinasa, puede observarse que, en general, estos valores son menores para el electrodo de
grafito-EPD-tirosinasa y mayores para el electrodo de carbono vitreo reticulado-resina epoxi-tirosinasa. Esto indica que los
intervalos de linealidad de los calibrados para los diferentes fenoles van a ser mayores para el electrodo compdsito de RVC-
resina epoxi-Tyr y menores para el de grafito-EPD-Tyr. Por lo que respecta a los valores de [a velocidad mdxima aparente, se
observa que este pardmetro es mayor para el biosensor basado en la matriz de grafiro-EPD y menor para el construido con

RVC y resina epoxi.

Estas tendencias en los valores cinéticos aparentes de los compuestos fendlicos con las distintas matrices electrodicas,
dependen principalmente de dos factores. Por un lado, dependen de la cantidad de enzima inmovilizada en la superficie
electrodica, la cual estd relacionada con el drea activa de los biosensores, puesto que en el proceso de fabricacion de todos ellos
la enzima se adsorbe en primer lugar de forma homogénea sobre la fase conductora del material compdsito. Como se comentd en
el apartado I1V.2.5, un drea activa electrodica mayor implicard un drea de material conductor mds grande, y por tanto, una

mayor cantidad de enzima en la superficie del electrodo. Este factor influird principalmente en la V., obteniéndose una

mdx,ap

velocidad mdxima mds grande cuando exista mds cantidad de enzima en la superficie electrodica (Ferndndez et al., 1995).

Por otro lado, suponiendo que la etapa limitante de la velocidad es en todos los casos la reaccion enzimdtica, los
valores de Ky, dependerdn del proceso de reciclado observado en las reacciones catalizadas por tirosinasa en la superficie de
los electrodos. Este reciclado provoca un aumento mayor en la concentracion de catecol en la capa de difusion cuando el drea
activa del electrodo es mayor, ya que la concentracion enzimdtica es mds alta. Por tanto, suponiendo que la oxidacion del
compuesto fendlico es mds lenta que la electrorreduccion de las correspondientes quinonas, se observard una saturacion

enzimdtica a concentraciones menores de sustrato, lo que implica menores valores de Ky,

Cuando se comparan los valores de las constantes de Michaelis para los ocho compuestos fendlicos obtenidos con el
mismo electrodo compdsito, se observa, en todos los casos, que los fenoles que poseen una posicion orto ocupada tienen una

constante de Michaelis mayor. ‘Esto implica que la constante de disociacion del complejo es mayor, lo que indica que estos



compuestos tienen menor afinidad por la enzima, y proporcionan respuestas menores que los fenoles sustituidos en las

posiciones para- y meta-.

Por lo que se refiere al valor de [a velocidad mdxima aparente de cada uno de los compuestos fendlicos obtenida con
un mismo electrodo, se puede concluir que se obtienen los valores mds altos de V., para valores de Ky, intermedios, para los

tres electrodos compdsitos de tirosinasa ensayados.



1V.2.7. Etapa limitante de la velocidad de reaccion

El tiempo de respuesta de los biosensores para los compuestos fendlicos viene determinado por la etapa limitante de la
velocidad de todo el proceso global, que tiene lugar desde que se adiciona el sustrato fendlico hasta que se alcanza la intensidad
de corriente en el estado estacionario. En este apartado se pretende identificar dicha etapa limitante y conocer si la matriz

electrodica influye sobre ese proceso.

Como se puso de manifiesto en los apartados 11.2.1.1 y 11.2.4, el mecanismo de hidroxilacion de monofenoles y de
oxidacion de difenoles por la tirosinasa sobre la superficie de un electrodo puede describirse segiin el sistema de reacciones que

se muestra en la Figura 52.

fenol
Z:OXI
0, Eprox

Eproxt o-quinona 2

0, o-difenol
Enier 2
o-quinona €

H,0
2 o-difenol

Figura 52. Ciclo catalitico de los compuestos fendlicos sobre un electrodo modificado con
tirosinasa.

Con objeto de considerar solo las etapas en las que interviene el catecol, se han realizado experiencias en las que se usa
este compuesto fendlico como sustrato. En el ciclo catalitico participan dos moléculas de catecol para producir dos moléculas de
o-quinona, que son reducidas electroquimicamente para obtener nuevamente catecol. De esta manera se produce el reciclado de
catecol que proporciona sefiales mayores que las que cabria esperar tedricamente, como demostraron ‘E. Burestedt y col. (1996),
iy como se ha demostrado en el apartado IV.2.6, donde se ha establecido que en los sistemas estudiados se produce también el

reciclado para cada uno de los biosensores de tirosinasa desarrollados.



El mecanismo que se muestra en la Figura 52 para el catecol pone de manifiesto que la respuesta obtenida con el
biosensor para este compuesto estard limitada por alguno de los pasos de reaccion incluidos en el ciclo de la reaccion
enzimdtica, o por la difusion del sustrato desde el seno de la disolucion a la superficie del electrodo, si bien se ha comprobado
que este tiltimo proceso es lo suficientemente rdpido como para no ser la etapa limitante. Los pasos de la reaccidn son la

oxidacion del catecol por la enzima, la reduccion del oxigeno por Eypyox y la reduccion electroquimica de la o-quinona.

La dependencia de la respuesta con la velocidad de rotacion del electrodo puede permitir discernir cudl de los pasos es
el que limita la velocidad de reaccion (Burestedt et al, 1996). De esta manera, y considerando el problema de forma
simplificada, si la reduccion de la quinona es el paso limitante, la sefial amperométrica que se obtiene debe disminuir a medida
que aumenta la velocidad de rotacion del electrodo, ya que la quinona formada en la interfase electrodo-disolucion producida
en la reaccion enzimdtica serd transportada mds fdcilmente hacia el seno de la disolucion, disminuyendo, por tanto, la
cantidad de moléculas de o-quinona susceptibles de ser reducidas en la superficie del electrodo. Por otro lado, cuando la etapa
limitante de [a velocidad depende de la cinética de [a reaccion enzimdtica, puede ocurrir que dicha etapa sea (a) la reduccion
enzimdtica de oxigeno, o (b) la oxidacion enzimdtica de catecol. En el caso (a), al aumentar la velocidad de rotacion del
electrodo enzimdtico se produce un transporte de O, mds eficiente desde el seno de la disolucion hasta la superficie del
electrodo, y se observard un aumento de la sefial amperométrica. Sin embargo, en el caso (b), y para concentraciones bajas de
catecol, y saturacion de la disolucion con oxigeno, como es habitual, la respuesta amperométrica no variard apreciablemente

con la velocidad de rotacion del electrodo enzimdtico.

Con el fin de elucidar si existe alguna influencia de las matrices empleadas en la fabricacion de los biosensores sobre el
mecanismo del ciclo de la tirosinasa, es decir, si la matriz electrodica influye sobre la etapa limitante de la velocidad de
respuesta del electrodo, se procedid a estudiar la influencia de [a velocidad de rotacion de cada uno de los electrodos
enzimdticos sobre la intensidad de corriente medida en el estado estacionario. Para ello, se registraron los amperogramas
correspondientes a diferentes velocidades de rotacidn (8.3 - 50 s*) a dos niveles de concentracion de catecol diferentes (1.0x10° 4
y 1.0x10 ¢ mol L*). En el caso del electrodo de grafito-EPD-tirosinasa los niveles de catecol en la célula de medida fueron
menores (1.0x10° y 1.0x10 " mol L), con objeto de que las concentraciones empleadas estuviesen incluidas en el intervalo

lineal (apartado 17.2.9).

En la Figura 53 se muestra la variacion de la densidad de corriente en el estado estacionario con la raiz cuadrada de
la velocidad de rotacion de cada electrodo compdsito. Como se puede observar, tanto para el electrodo de grafito-Teflon-Tyr
como para el de grafito-EPD-Tyr, la densidad de corriente en el estado estacionario puede considerarse como prdcticamente
independiente de la velocidad de rotacion a los dos niveles de concentracion de catecol ensayados, lo que sugiere que la etapa
limitante del ciclo de la tirosinasa sobre dichos electrodos es la oxidacion enzimdtica del catecol. Sin embargo, en el caso del

electrodo de RV C-resina epoxi-Tyr se observa un aumento apreciable de la densidad de corriente con la velocidad de rotacion,



lo que pone de manifiesto que la velocidad total del proceso estd limitada, en este caso, por la reaccion de reduccion enzimdtica

del oxigeno.

Las conclusiones alcanzadas para el catecol no tienen porqué ser extrapolables a todos los compuestos fendlicos que se
han empleado como sustratos. En efecto, la velocidad de [a reaccion dependerd del sustrato considerado, ya que su estructura
molecular hace que la afinidad enzima-sustrato sea diferente. De hecho, el tiempo que se tarda en alcanzar el estado
estacionario es menor para el catecol que para el resto de compuestos estudiados. En la Tabla 23 se recogen dichos tiempos para

cada uno de los tres biosensores de tirosinasa y para todos los compuestos fendlicos estudiados.

Esto significa que para los compuestos monofendlicos la etapa limitante del proceso es la oxidacion enzimdtica de
cada sustrato, ya que si no se deberia obtener la misma velocidad observada para el catecol. La cinética de [a reaccion enzima-
sustrato sigue la ecuacion de Michaelis-Menten (Coche Guerente et al., 2001), como se ha demostrado con los grificos de Hill.
Por lo tanto, si la velocidad mdxima fuera muy pequesia o la constante de Michaelis muy elevada, la velocidad de reaccion debe
ser baja y el tiempo que se requiere para alcanzar el estado estacionario serd grande. En la Tabla 23 se han incluido también
los valores de V4.0, Y de Ky pudiendo comprobarse que, tal y como se ha razonado, los compuestos con una velocidad

mdxima pequefia o una elevada constante de Michaelis muestran un tiempo de respuesta largo.

Por otro lado, se constatd que la intensidad de corriente en el estado estacionario obtenida para cualquier monofenol
disminuye al aumentar la velocidad de rotacion del electrodo. Este hecho puede atribuirse a que, al aumentar dicha velocidad,
el aporte del fenol hacia la superficie del electrodo es mds eficiente, mientras que la concentracion superficial del o-difenol
formado por la electrorreduccion de las quinonas, disminuye. Por lo tanto, suponiendo que dicho o-difenol reaccione mds

rdpidamente que el precursor fendlico, debe observarse una menor intensidad de corriente.



RYVC-epoxi-Tyr
8
| |
7
. | ]
6 | ]
o | ]
| 5 -
§ ¢
LR
2 |
1 & ¢
PS * * *
0 T ]
2 4 6 8
1/2 -12
w’” s
grafito-EPD-Tyr
9 -
s 4 = [ [ ] | ] m B
7 -
s 6
g 0]
5 4]
=34
2 -
1 . * * ¢ o o
0 ]
2 4 6 8
1/2 -1/2
w’ s
grafito-Teflon-Tyr
90 -~
|
80 A = H m ] |
70
. 60 -
50 A+
13
%L 40 A
= 30
20
0 | * . * * o o
0
2 4 6 8
Figura 53 w? s " disolucion de
catecol (@ sfato 0.05 mol
L de pH

Tabla 23. Tiempo que se tarda en ar el es estacionario tras icion & la cél me que contiene reg r fosfato 0.05
mol L7 de pH 6.5, la concentracion de compuesto fendlico indicada entre paréntesis. Ep=-0.15 V.

Compuesto fendlico Grafito-Teflon-Tyr Grafito-EPD-Tyr RYC-epoxi-Tyr

t, min
&, min Vo Ko ' Ve K t, min V., X,
(concn. en célula),

(conen. en célula)
»a Mx10° a

44 Mi0® (concen. en célula), M w1 M10°




Catecol 1.5 (1.0x10°) 17.1 50 2 (1.0x10°) 29.9 56 4 (1.0x10°) 0.96 24

Fenol 1.5 (1.0x10°) 244 7.8 3 (1.0x10°) 384 6.3 6 (1.0x107) 0.98 20
4-clorofenol 7 (1.0x107) 125 6.9 5(1.0x10°) 144 2.5 7.8 (1.0x107) 3.79 97
2-clorofenol 7.5 (4.0x10°) 3.6 11 30 (4.0x10°) 12.2 53 13.5 (1.0x10%) 0.111 410

4-cloro-2metilfenol 25 (4.0x107) 34 17 40 (4.0x10°) 58 58 35 (4.0x107) 0.08 120

4-cloro-3-metilfenol 3 (1.0x10°) 13.1 3.7 23 (1.0x10°) 2.44 0.089 22 (1.0x10°) 0.35 6.8
2,3-dimetilfenol 10 (5.0x10%) 2.29 440 7 (5.0x10°) 4.51 36 10 (5.0x10%) 0.11 1100
2,4-dimetilfenol 13.5 (4.0x10°) 7.9 53 8 (1.0x107) 8.29 23 8 (4.0x107) 0.50 64
3/4-dimetilfenol 11 (1.0x10°) 6.04 0.79 20 (1.0x10°) 10.7 1.0 18 (1.0x10°) 0.63 11

De la Figura 52 puede deducirse, asimismo, que el fenol no es capaz de reaccionar con la forma met de la tirosinasa,
como se comentd en el apartado 11.2.1.1. En dicho apartado, se puso de manifiesto también que la enzima en el estado inicial
se encuentra mayoritariamente en su forma met. Esto hace que los compuestos monofendlicos presenten un periodo de
estancamiento o ‘lag phase’, que se ha interpretado como un equilibrio dindmico entre las etapas enzimdticas y electrodica que
permita obtener una concentracion suficiente de o-difenol, ya que solo éste puede convertir la forma met en otras formas

enzimdticas (Coche Gerente et al., 2001).



1V.2.8. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

Como condiciones experimentales para establecer las curvas de calibrado de los distintos fenoles se han empleado las
optimizadas en estudios anteriores. En las Figuras 54, 55 y 56 se muestran, a modo de ejemplo, algunos de los registros

intensidad-tiempo que se han obtenido con los tres electrodos compdsitos para cuatro de los fenoles.

corriente

Figura 54. Registros intensidad-tiempo obtenidos con el electrodo compdsito de grafito-Teflén-tirosinasa para adiciones sucesivas de 251.L
de una disolucion 2.0x10% mol L* de: (2) 3,4-dimetilfenol, (B) 4-cloro-3-metilfenol; (C) catecol y (D) fenol, en 5 mL de regulador fosfato
0.05 mol L” de p3{6.5. E,,, = -0.15 V.

tiempo

Ve

corriente

044



Figura 55. Registros intensidad-tiempo obtenidos con el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa para adiciones sucesivas de 250.L de una
disolucion 2.0x10" mol L™ de: (A) 3,4-dimetilfenol, (B) catecol, (C) fenol y (D) 4-clorofenol, en 5 mL de regulador fosfato 0.05 mol L de
PHE.5.

=015 V.

Figura 56. Regist
una de disolucion 2.0x10° mol L de: (A) 4-cloro-3-metilfenol, (B) catecol, (C) 3,4-dimetilfenol y (D) fenol, en 5 mL de regulador fosfato
0.05 mol L de p3 6.5. E,,, = -0.15 V.

En la Figura 57 se muestran las curvas de calibrado de los fenoles para los que se obtiene una mayor sensibilidad:
3,4-dimetilfenol, fenol, 4-cloro-3-metilfenol y catecol, sobre los electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa, grafito-EPD-tirosinasa

y RVC-resina epoxi-tirosinasa.
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Figura 57. Curvas de calibrado obtenidas en disolucidn fosfato 0.05 mol L de pH 6.5, con el electrodo de: () grafito-Teflon-tirosinasa,
(B) grafito-EPD-tirosinasa, y (C) RVC-resina epoxi-tirosinasa, para los sustratos: (') 34-dimetilfenol, (1) fenol, M) 4-cloro-3-metilfenol
y (o) catecol; E,= -0.15 V.

Por otro lado, en la Figura 58 se representan las curvas de calibrado obtenidas para los tres fenoles que proporcionan
una menor intensidad de corriente (2,4-dimetilfenol, 4-cloro-2-metilfenol y 2,3-dimetilfenol), con cada uno de los tres

biosensores compositos enzimaticos.
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Figura 58. Curvas de calibrado obtenidas en la disolucién requladora de trabajo con los electrodos de: (A) grafito-‘Teflon-tirosinasa; (B)
grafito-EPD-tirosinasa; y (C) RVe-resina epoxi-tirosinasa, para los sustratos: (M) 2,4-dimetilfenol, (®) 4-cloro-2-metilfenol y (A) 2,3-

dimetilfenol. E,, = -0.15%.

En la Figura 59 se representan las curvas de calibrado para el fenol, catecol y 4-clorofenol obtenidas con los tres

electrodos compdsitos, con el fin de poder comparar graficamente las respuestas relativas que se obtienen para estos compuestos

con cada electrodo.
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Figura 59. Curvas de calibrado obtenidas para (A) 4-clorofenol, (B) fenoly (C) catecol con ef electrodo de (M) grafito-Teflén-tirosinasa,;
(@ ) grafito-EPD-tirosinasa; (A ) RVC-resina epoxi-tirosinasa. E,, = - 0.15 V.
g 74 ap

Se ha considerado, en todos los casos, como intervalo de linealidad aquel que proporciona un coeficiente de correlacion
mayor de 0.997. ‘En la Tabla 24 se recogen las caracteristicas analiticas de los calibrados obtenidos para cada uno de los
fenoles estudiados con los tres tipos de electrodos compdsitos de tirosinasa. Los respectivos intervalos de confianza fueron

calculados para un nivel de significacion de 0.05.

Puede observarse como la sensibilidad obtenida es mayor para el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa y menor pata el
construido con RVC. La amplitud de los intervalos de linealidad sigue, en general, la misma tendencia. Estos resultados son

concordantes con lo que cabia esperar teniendo en cuenta lo observado en los apartados precedentes.

En la Tabla 25 se recogen los valores de los limites de deteccion y de determinacion. Los limites de deteccion se
calcularon de acuerdo con el criterio 3s,/m (Hasebe y Osteryouny, 1975) donde “m” es la pendiente del calibrado y “s;” se
estimd como la desviacion estdndar (n=10) de las sefiales obtenidas a partir de disoluciones diferentes de los sustratos a un
nivel e concentracion igual o proximo a la concentracion mds baja medida en el calibrado (véase columna ‘nivel de
concentracion” en la Tabla 25). Por su parte, los valores de los limites de determinacion se calcularon utilizando el criterio 10s

«. »
S

(ACS Commitee in Environmental Improvement, 1983), tomando como ‘s” el mismo valor que para el limite de deteccion, pero

medido en concentracidn.



Tabla 24, Caracteristicas analiticas de los calibrados para los fenoles utilizados como sustratos sobre los electrodos de:

1: Grafito-teflén-tirosinasa
2: Grafito-EPD-tirosinasa
3: RVC-resina epoxi-tirosinasa

INTERVALO ORDENADA
SUSTRATO Electrodo LINEAL PEND/ENTL_: ENEL T
(mof L) hAmot L) ORIGEN (1)

(0.1-25)x10° (2.79+0.09)x10° (-2+9)x10* 0.997
fenol (0.05-6)x10° (6.2£0.2)x10° (5+3)x10* 0.998
(0.02-4)x10° (3.443 10’ (0.343x10° 0.9997
(0.1-15)x10° (3.0£0.1x10° (-5 7 k107 0.997
Catecol (0.05-8)x10° (6.6£0.1)x10° (2+3)x10° 0.999
(80.01-5)x10° (4.1140.09)x10° (1#2)x10° 0.999
(0.1-6)x10° (5.2£0.2)x10° (2.2+0.7)x10™ 0.998
3,4-DMF (0.2-9x107 (1.2+0.1)x10° (6+5)x107 0.998
(0.01-3)x10° (4.7820.06)x10° (-0.2+5)x10* 0.9997
(0.1-20)x10° (2.91+0.07)x10° (1.3+0.5)x10™ 0.999
4-cloro-3MF (0.2-3)x10" (2.0+0.4)x10° (4+6)x10° 0.998
(0.01-0.2)x10° (5.940.9)x10° (0.146)x10° 0.999
(0.74-8)x10° (2.540.1)x10° (-6x6)x10* 0.998
4-clorofenol (0.05-7)x10° (4.6£0.1)x10° (6+3)x10° 0.999
(0.01-8)x10° (3.9440.06)x10° (0.242)x10° 0.999
(5-10)x10° (6X5)x10° (0£3)x10™ 0.998
4-cloro-2-MF (2-30)x10° (7.1£0.4)x10* (-4+6)x10° 0.999
(5-10)x10° (2.140.4)x10° (-0.142)x10° 0.998
(0.7-100)x10° (1.86+£0.06)x10* (1.1£0.5)x10™ 0.998
2,4-DMF (1-50)x10° (3.3+0.1)x10° (5+2)x10° 0.999
(0.2-30)x10° (5.840.3)x10° (-3£3)x10° 0.997
(1.0-10)x10* (4.0£0.8)x10° (2t5)x107 0.999
2,3-DMF (1-7)x10° (1.04+0.08)x10° (44 )x10* 0.998
(2-40)x10™ (7.740.4) (318)x10* 0.999

Tabla 25. Limites de deteccidn y cuantificacion para los compuestos fendlicos estudiados obtenidos con electrodos de:

1: Grafito-teflén-tirosinasa
2: Grafito-EPD-tirosinasa



3: RYC-resina epoxi-tirosinasa

Limite de
Nivel CC. (mol  Limite de deteccion
SUSTRATO ELECTRODO determinacion (mol L
LY (mol L) ,
)

1 2.0x107 9.9x10° 3.3x107

Fenol 2 5.0x10° 2.63x10° 8.8x10°

3 2.0x107 1.1x107 3.5x107

1 2.0x107 1.0x107 34x107

Catecol 2 5.0x10° 2.8x10* 9.2x10°

3 2.0x107 9.2x10° 3.1x107

1 1.0x10-7 1.0x10-7 3.4x10-7

3,4-DMF 2 2.0x10°* 8.7x10° 2.9x10°
3 1.0x107 3.0x10°* 1.0x107

1 1ox107 3.1x10° 4.2x107

4-CL-3-MF 2 2.0x10°* 5.4x10° 1.8x10°
3 2.0x107 3.5x10° 1.1x107

1 Lox10” 7.4x10° 2.5x107

4-Clorofenol 2 5.0x10° 2.3x10* 7.8x10°
3 1.0x107 7.1x10° 2.4x107

1 5x10° 2.3x10° 4.3x10°

4-Cl-2-MF 2 2.0x10°* 5.4x10° 1.8x10°
3 5.0x10° 4.2x10° 9.0x10°

1 2.5x10° 7.1x107 24x10°

2,4-DMF 2 2.0x10° 6.7x107 2.2x10°
3 2.0x10° 1.3x10° 4.6x10°

1 1.0x10* 6.7x10° 1.2x10*

2,3-DMF 2 1.0x10° 8.0x10° 2.0x10°
3 2.0x10° 8.1x10° 2.7x10*

1V.2.9. Sensibilidad de los electrodos compositos de tirosinasa para

los distintos compuestos fenolicos estudiados

Segiin se ha puesto de manifiesto en el apartado anterior, los electrodos compdsitos de tirosinasa no muestran la
misma sensibilidad para todos los compuestos fendlicos. Asimismo, se ha visto en el apartado IV.2.7 que cada compuesto

presenta distinta afinidad por la enzima, lo que conlleva valores diferentes de la constante de Michaelis-Menten aparente, y



que la velocidad mdxima aparente, que es una estimacion de la velocidad de conversion del complejo enzima-sustrato en los
productos de reaccion, tampoco es igual para todos los fenoles. Como se predice tedricamente, la sensibilidad de los biosensores
para cada compuesto fendlico es mayor cuanto menor es su constante de Michaelis y cuanto mayor es su velocidad mdxima.

Por lo tanto, la relacion V.,

miap’ Ky denominada eficiencia catalitica (Frescht, 1980), da una indicacion a priori de la

tendencia de sensibilidad para los sustratos, de modo que, valores mayores de V, 40,/ K., implican una mayor sensibilidad.

Ademds, este pardmetro indica [a especificidad de [a enzima para los diferentes sustratos (Dixon y Webb, 1979).

En las Tablas 26, 27 y 28 se recogen los valores de la velocidad mdxima aparente, de la constante de Michaelis-

Menten, del cociente V. ,/ K., qp Y con objeto de poder comparar, asimismo los valores de las pendientes de calibrado para los

dx,ap

distintos fenoles con cada uno de los biosensores enzimdticos desarrollados.



Tabla 26. Valores de las constantes cinéticas, de la eficiencia catalitica V. ,,/K,,q.» Y de las pendientes de las curvas de calibrado para los
compuestos fendlicos estudiados, obtenidos con un electrodo de grafito-Teflén-tirosinasa.

COMPUESTO FENOLICO Vs pA K x10°, mol L PENDIENTE, pA L mol’ Vi (K 10°), mol L7

3/4-dimetilfenol 6.04 0.789 52x10° 7.67
catecol 17.1 4.99 30x10° 343
4-cloro-3-metilfenol 13.1 3.73 29x10° 3.48
fenol 244 7.79 28x10° 3.14
4-clorofenol 12.5 6.90 25x10° 1.81
2-clorofenol 3.56 109 14x10™* 0.328
2/4-dimetilfenol 7.90 53.0 1.9x10' 0.15
4-cloro-2-metilfenol 3.38 17.2 0.6x10° 0.20

2,3-dimetilfenol 2.29 435 0.04x10" 0.0053

Tabla 27. Valores de las constantes cinéticas, de la eficiencia catalitica Vg .,/ K,,qy Y de las pendientes de las curvas de calibrado para los
compuestos fendlicos estudiados, obtenidos con un electrodo de grafito-EPD-tirosinasa.

C;f% i‘g)o Vi B K, x10°, mol L™ PENDIENTE, pA L mol™ Vi (K, 210°), mol L7
4-cloro-3-metilfenol 2.44 0.089 200x10° 274
3/4-dimetilfenol 10.7 1.04 120x10° 10.3
catecol 29.9 563 66x10° 531
Sfenol 384 6.26 62x10° 6.13
4-clorofenol 14.4 2.53 46x10' 5.69
2-clorofenol 12.2 53 20x10° 2.30
4-cloro-2-metilfenol 5.79 5.80 7.1x10" 1.00
2/4-dimetilfenol 8.29 22.9 3.3x10° 0.36
2,3-dimetilfenol 4.51 36.1 1.0x10° 0.125

Tabla 28. Valores de las constantes cinéticas, de (a eficiencia catalitica Vg ./, .y Y de las pendientes de las curvas de calibrado
para los compuestos fendlicos estudiados, obtenidos con un electrodo de RV C-resina epoxi-tirosinasa.

C;%%O Vs B4 K x10°, mol L™ PENDIENTE, pA L mol* Vi (K2 10), mol L7
4-cloro-3-metilfenol 0.35 6.80 0.59x10" 0.052
3,4-dimetilfenol 0.63 11.0 0.48x10" 0.057
catecol 0.96 20.0 0.41x10* 0.048
4-clorofenol 3.79 97.0 0.39x10" 0.039
fenol 0.98 24.0 0.34x10" 0.041
2,4-dimetilfenol 0.50 64.0 0.058x10° 0.0078
4-cloro-2-metilfenol 0.08 120 0.021x10° 0.00067
2-clorofenol 0.06 94 0.017x10" 0.00064
2,3-dimetilfenol 0.11 1122 0.00077x10" 0.000098

Cuando se comparan las pendientes de los calibrados con los valores de V), .,/ Koy Se deduce que, efectivamente,
existe una correlacion entre la sensibilidad y [a eficiencia catalitica de [a reaccion enzimdtica para cada uno de los sutratos
fendlicos. Por otro lado, puede observarse como el orden de sensibilidad no es idéntico para los tres electrodos compdsitos de
tirosinasa, sino que existen algunas diferencias de una matriz a otra. No obstante, puede encontrarse una tendencia general
para todos ellos. En los tres casos existen cuatro compuestos fendlicos para los que la sensibilidad es considerablemente menor

que para el resto; son los que ienen una posicion orto ocupada (2-clorofenol, 4-cloro-2-metilfenol, 2,4-dimetilfenol, 2,3-



dimetilfenol). Esto da lugar a un impedimento estérico para la union d el sustrato a la enzima, por lo que, en todos los casos
estos sustratos poseen una constante de Michaelis-Menten aparente mayor. Por otra parte, se observa también que los
compuestos fendlicos que poseen las posiciones 3 y 4 del anillo aromdtico ocupadas tienen una alta pendiente de sus curvas de
calibrado, probablemente como consecuencia de que estos sustituyentes producen una estabilizacion de la unidn enzima-
sustrato. ‘Esto se ve corroborado por los bajos valores de X,,,, obtenidos para estos compuestos con los tres electrodos

compositos.

El catecol también se detecta en los tres casos con una elevada sensibilidad como consecuencia de tener un grupo
hidroxilo en posicion orto, lo que facilita la conversion en quinona, mientras que el fenol y el 4-clorofenol proporcionan

respuestas de sensibilidad parecidas, ya que ambos tienen las dos posiciones orto libres.

El orden de sensibilidad para los nueve fenoles ensayados con cada biosensor compdsito de tirosinasa es el siguiente:
- Grafito-Teflon-Tyr: 3,4-DMF; catecol; 4-CI-3-MF; fenol; 4-CLF; 2-CLF; 2,4-DMF; 4-CL-2-MF; 2,3-DMF.
- GrafitoPED-Tyr: 4-CL-3-MF; 3,4-DMF; catecol; fenol; 4-CLF; 2-CITF; 4-Cl-2-MF; 2,4-DMF; 2,3-DMF.
- RVC-resina epoxi-Tyr: 4-C[-3-MF; 3,4-DMF; catecol; 4-CLF; fenol; 2,4-DMF; 4-CL-2-MF; 2-CIF; 2,3-DMF.

El hecho de que existan diferencias en el orden de sensibilidad para los distintos compuestos fendlicos con cada
biosensor sugiere [a influencia de otros factores, ademds de los ya comentados, sobre las respuesta de los sustratos. Como ya se
ha comentado, la naturaleza de la matriz electrodica influye en las interacciones del ciclo catalitico de la tirosinasa. En
general se puede decir que [a respuesta del biosensor va a venir determinada por la afinidad entre [a enzima y el sustrato, la
velocidad de conversion catalitica, la capacidad de acumulacion del analito sobre la superficie del electrodo, [a hidrofobicidad
del analito y la hidrofobicidad de [a superficie electrodica. Estos tres ultimos factores dependen directamente de la naturaleza
de [a matriz electrodica y pueden provocar diferencias en las respuestas amperométricas obtenidas para los mismos compuestos
con cada electrodo compdsito. Cuanto mds parecida sea la polaridad del material aislante constituyente de la matriz y del
compuesto fendlico, mayor tendencia tendrd éste hacia la superficie electrodica, lo que supone una mayor posibilidad de que se

produzca eficientemente [a reaccion con la enzima inmovilizada.

Por ejemplo, sobre el biosensor de grafito-Teflon-Tyr, el fenol para el que se observa una mayor sensibilidad es el 3,4-
dimetilfenol, un compuesto bastante apolar con gran afinidad por la enzima. Sin embargo, con los otros dos biosensores
compdsitos, el compuesto fendlico que presenta mayor sensibilidad es el 4-cloro-3-metilfenol, que también posee gran afinidad
por la enzima, pero que es mds polar que el 3,4-dimetilfenol. Esto significa que el 3,4-dimetilfenol tiene una mayor afinidad
que el 4-cloro-3-metilfenol por la superficie de grafito-Teflon, lo que puede atribuirse al cardcter marcadamente hidrofdbico del
Teflon, favoreciéndose asi la reaccion con la enzima. En definitiva, estos resultados demuestran que, dependiendo de las

caracteristicas de los analitos, la matriz electrodica mds adecuada para su deteccion puede ser distinta.



V.2.10. Protocolo para el aseguramiento de la calidad de las medidas

realizadas con los biosensores
Dado que existe una seric de factores que influyen significativamente en la respuesta amperométrica de los
biosensores, la utilizacion de los mismos en andlisis de rutina debe exigir un control que asegure la calidad de las medidas

efectuadas. A continuacion se propone un protocolo bdsico como estrategia para asegurar dicha calidad:

1. Se han de seguir estrictamente los procedimientos de fabricacion de los biosensores detallados en la Parte

Experimental.
2. Las pastillas madre deben almacenarse en frigorifico.

3. Los electrodos de grafito-Teflon-Tyr y RV C-resina epoxi-Tyr deben almacenarse en frigirifico y en seco, tras lavado y
secado de la superficie con agua milli-Q y papel suave. Los electrodos de grafito-EPD-Tyr deben almacenarse igualmente

limpios y secos, pero a temperatura ambiente, protegidos del polvo ambiental.

4. Cuando se vayan a realizar las medidas, se ha de permitir que se alcance la temperatura ambiente y se realizardn
entonces medidas (n=3) de control para comprobar si su valor medio estd incluido dentro del margen considerado como
aceptable. Est margen estd determinado por x+3s, siendo x la media de todas las medidas realizadas durante el primer dia
de medida, en el caso del grafito-Teflon-Tyr y del RVC~resina epoxi~Tyr, o el sequndo dia de medida, en el caso
grafito~EPD-Tyr, para el primer electrodo de cada pastilla y de cada lote.

5. Para llevar a cabo las medidas de control, se preparar diariamente una disolucion estdndar de fenol 2.0x 10° mol L* (o
2.0x10" mol L7 si se trata del electrodo de grafito-EPD-Tyr) a partir de una disolucion patrén de fenol 0.1 mol Lt
almacenada a 4°C. Se sumerge el biosensor en [a célula de medida que contiene 5.0 mL de requlador fosfato 0.05 mol L de
pH 6.5. Se aplica al electrodo un potencial constante de —0.15 V y, una vez que la corriente de fondo se estabilice, se
afiaden 25 pL de [a disolucion de fenol 2.0x10° mol L™. Por lo tanto, el valor de intensidad de corriente que corresponde a
una concentracion de fenol de 1.0X10° mol L7 (1.0x10° mol L™ con el grafito-EPD-Tyr) es el que se toma como referencia

para realizar las medidas de control.



6. Si la media de las medidas de control queda fuera de los limites establecidos, se procede a pulir la superficie
electrodica durante 5 sequndos con papel abrasivo de SiC. A continuacion se repiten las medidas de control. Si tras la
regeneracion de la superficie electrodica las sefiales no quedan incluidas dentro de los limites de control, el biosensor debe

desecharse y reemplazarse por uno nuevo.



1vV.2.11. Electrodos compositos de grafito-Teflon-tirosinasa, grafito-
EPD-tirosinasa y RVC-resina epoxi-tirosinasa como

detectores amperometricos en sistemas en flujo

Las caracteristicas ideales de un detector para medir en continuo son: alta sensibilidad, bajo limite de deteccion, bajo
ruido de fondo, rapidez de respuesta, pequeria contribucion al ensanchamiento de banda, amplio intervalo [lineal,
independencia del caudal, reproducibilidad y selectividad. En general, los detectores amperométricos se aproximan bastante al
detector ideal, excepto en lo que respecta a la dependencia con el caudal y a [a selectividad. La dependencia con el caudal de
este tipo de detectores se puede optimizar y no supone un grave problema gracias al uso de bombas peristdlticas. Por lo que
respecta a la falta de selectividad, el problema se debe a que, en la mayoria de los casos, es necesario aplicar un potencial
suficientemente oxidante/reductor para oxidar/reducir el analito, lo que da lugar a la existencia de interferencias por parte de
otras especies electroactivas a dichos valores del potencial. Este problema puede minimizarse introduciendo en el sistema
modificadores especificos, como en nuestro caso son las enzimas. Por lo tanto, los biosensores compdsitos presentan en
principio unas caracteristicas adecuadas para su utilizacion en continuo, si bien la velocidad de respuesta en estos casos va a

estar limitada por la velocidad de la reaccion enzimdtica.

La técnica de andlisis por inyeccion en flujo presenta una serie de ventajas frente a las medidas en discontinuo
cuando la deteccion se lleva a cabo amperométricamente. Esto se debe a que la respuesta amperométrica es lo suficientemente
estable y rdpida como para mostrar los cambios en la intensidad de corriente que se producen como consecuencia de la presencia
del analito en la disolucion portadora, obteniéndose picos bien definidos que pueden distinguirse fdcilmente de la sefial de
fondo. Ademds, estas respuestas pueden obtenerse en menor tiempo que las sefiales en discontinuo, ya que no es necesario medir
la intensidad de corriente en el estado estacionario. Por todas estas razones, es interesante evaluar el funcionamiento de los

biosensores compdsitos desarrollados en sistemas en flujo.

En este tipo de biosensorizacion, las reacciones enzimdticas tienen lugar antes que la generacion de la sefial
amperométrica, por lo que dichas reacciones deben ser rdpidas para que los electrodos compdsitos sean adecuados para el
andlisis en flujo. Ya se puso de manifiesto en las medidas en discontinuo la relativa rapidez de respuesta de los biosensores de
tirosinasa, si bien, como ya se discutid, dicha velocidad de respuesta depende del sustrato fendlico. ‘En la Figura 60 se
muestran los fiagramas obtenidos utilizando los electrodos compdsitos de tirosinasa como sistemas de deteccion amperométrica

para inyecciones sucesivas de fenol en un sistema de flujo.



Figura 60. Fiagramas obtenidos para inyecciones sucesivas de fenol 1.0x10° mol L7 utilizando como detector () el electrodo de grafito-
Teflon-tirosinasa; (B) el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa; (C) el electrodo de RYVC-epoxi-tirosinasa; Disolucién portadora: regulador
fosfato 0.05 mol L7 (pH 6.5); caudal: 0.5 mL min’; volumen de inyeccion: 90 pL; E,=-0.15 V.

En la figura se observa como en los tres casos se obtienen picos amperométricos bien definidos. Aunque la escala de
intensidades es diferente, la escala de tiempo es la misma en los tres fiagramas, por lo que puede apreciarse cémo los picos
tienen mds cola cuando el detector utilizado es un electrodo de RYVC-resina epoxi-tirosinasa. Recuérdese que en las medidas en
discontinuo se observaron tiempos de respuesta mayores con este electrodo, lo que se atribuyé al hecho de poseer menos
unidades de enzima en la superficie electrodica. En un sistema hidrodindmico, en el que el caudal es el mismo en los tres casos,
un pico con mds cola puede indicar una mayor acumulacion del analito en la superficie electrodica debida a interacciones con la

superficie, 0 a una menor velocidad de conversion del complejo enzima-sustrato en los productos.

Por otro lado, al igual que ocurria con las medidas en discontinuo, la respuesta amperométrica del electrodo de
grafito-EPD-Tyr es aproximadamente 3 veces mayor que la del grafito-Teflon-Tyr y mds de 150 veces que la del electrodo de
RVC-resina epoxi-Tyr.

1V.2.11.1. Optimizacion de las variables experimentales

Las variables relacionadas con la composicion de los electrodos, el pH de [a disolucion requladora y el potencial
aplicado, que tienen que ver con las reacciones enzimdticas y electroquimica, van a ser obviamente las mismas que las elegidas
para las mediadas en discontinuo. Por consiguiente, solo se optimizardn las variables relacionadas con el sistema en flujo, es

decir, el volumen de inyeccion y el caudal de [a disolucion portadora.



1V.2.11.1.1. Caudal de la disolucion portadora

a) Electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa

En la Figura 61 se muestra la dependencia de la intensidad de pico, la anchura de pico a mitad de [a altura y la

anchura de pico en linea base, con el caudal de disolucién portadora (regulador fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5) para

inyecciones de fenol 1.0x10° mol L.
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Como se puede observar, la corriente de pico disminuye cuando aumenta el caudal. Este comportamiento es
caracteristico de los sistemas FIA en los que se utilizan biosensores enzimdticos como detectores amperométrico, y es diferente

al observado en los sistemas FIA normales, en los cuales un aumento de caudal provoca un aumento de la altura de pico.

El comportamiento observado puede explicarse por el hecho de que, cuando se emplean biosensores enzimdticos, hay
que tener en cuenta que la sefial depende de [a velocidad de reaccion enzimdtica. Un aumento del caudal provoca que la
reaccion enzimdtica se produzca en menor extension, por lo que la especie monitorizada, que normalmente es un producto de la

reaccion enzimdtica, tendrd una menor concentracion, y proporcionard una menor intensidad de pico en el fiagrama.

Por otro lado, la anchura de pico medida en la semialtura y en [inea base disminuyen al aumentar el caudal de la
disolucion portadora hasta alcanzar un valor prdcticamente constante a 0.5 mL min’. Teniendo en cuenta estos factores, se ha
elegido este caudal para estudios posteriores ya que permite obtener una altura de pico adecuada y tiempos de medida no

demasiado grandes.



b) Electrodo de RV C-resina epoxi-tirosinasa
En la Figura 62 se han representado los mismos pardmetros mencionados anteriormente para el electrodo de grafito-

Teflon-Tyr en funcion del caudal del portador empleando idénticas condiciones de medida.

Como era de esperar, el comportamiento observado es andlogo al ya comentado para el biosensor de grafito-Teflon-

Tyr, por lo que el caudal escogido fue también de 0.5 mL min™.
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¢) Electrodo de grafito-EPD-tirosinasa
En la Figura 63 se muestra el mismo tipo de estudio para este biosensor. Nuevamente, la tendencia observada es la
misma que para los otros dos biosensores compdsitos, por lo que se ha elegido el mismo caudal, 0.5 mL min’, para estudios

posteriores.
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1vV.2.11.1.2. Optimizacion del volumen de inyeccion

En los sistemas en flujo, un mayor volumen de inyeccion conlleva un pico mds ancho y por tanto un mayor tiempo de
andlisis. En general, esto no es conveniente, por lo que el volumen de inyeccion debe ser el menor posible. Sin embargo, para
muestras con concentraciones de analito muy cercanas al [imite de deteccion, un mayor volumen de inyeccion permite la
obtencion de sefiales mds intensas y por tanto mds apropiadas para este tipo de andlisis. A modo de ejemplo, en la Figura 64 se
muestra la influencia del volumen de inyeccion sobre la intensidad de pico, la anchura de pico a la semialtura y en linea base,

para inyecciones de fenol 1.0x10° ¢ mol L™ utilizando como detector un electrodo de grafito-EPD-tirosinasa.
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Puede observarse como al aumentar el volumen de inyeccion se produce un aumento notable de la intensidad de pico
hasta un valor de 180 pL, a partir del cual dicho un aumento es menos pronunciado, ya que se estd llegando al estado
estacionario y por tanto no es posible alcanzar una mayor respuesta. Por otro lado, se aprecia una relacion aproximadamente
lineal entre el volumen de inyeccion y la anchura de pico en linea base y a la semialtura. Por lo tanto, puede concluirse que en
ningiin caso el volumen de inyeccion debe ser tan alto como para alcanzar el estado estacionario, ya que de esta forma solo se
conseguiria disminuir la velocidad de respuesta del electrodo. Para estudios posteriores se ha escogido el volumen minimo de

inyeccion utilizado, 90 p.L, con objeto de obtener respuestas mds rdpidas.

1V.2.11.2. Repetibilidad de las sefiales amperomeétricas

Se ha evaluado la repetibilidad de las medidas obtenidas con cada uno de los electrodos compdsitos de tirosinasa para
cinco sustratos fendlicos, empleando las condiciones escogidas en los apartados anteriores. Para ello se realizaron 20
inyecciones sucesivas de cada fenol a los niveles de concentracion indicados en la Tabla 29, en la que se recogen los valores de

la desviacidn estdndar relativa obtenidos en cada caso. En las Figura 65, 66 y 67 se muestran los fiagramas obtenidos para las



inyecciones sucesivas de las disoluciones patron de los cinco sustratos con los electrodos de grafito-EPD-Tyr, grafito-Teflon-

Tyr y RV C-resina epoxi-Tyr, respectivamente.

Figura 65. Fiagramas obtenidos con el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa para inyecciones sucesivas de: () fenol 1.0x10° mol L™; (B) 4-
clorofenol 1.0x10° mol L'; (C) 3,4-dimetilfenol 1.0x10° mol L'; (D) 4-cloro-2-metilfenol 1.0x10" mol L*; y (E) 2-clorofenol 1.0x10° mol

L. Portador: 0.05 mol L de regulador fosfato, pH 6.5; caudal: 0.5 mL min; V;: 90 uL; E,,=-0.15%.
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12 min



Figura 66. Fiagramas obtenidos con el electrodo de grafito-Teflén-tirosinasa para inyecciones suecsivas de (A) fenol 1.0x10° *mol L (B)4-
clorofenol 1.0x10° mol L; (C) 3,4-dimetilfenol 1.0x10° mol L?; (D) 4-cloro-2-metilfenol 1.0x10* mol L*; y () 2-clorofenol 1.0x10* mol
L. Portador: 0.05 mol L™ de regulador fosfato, p# 6.5; caudal: 0.5 mL min™; V;: 90 pL; E,=-0.15%.
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mol L. Portador: 0.05 mol L™ de regulador fosfato, p#H 6.5; caudal: 0.5 mL min™; V;: 90 pL; E,,=-0.15V.

Tabla 29. Valores de (a desviacion estdndar relativa obtenidos para las sefiales amperométricas de 20 inyecciones sucesivas de los sustratos
fendlicos al nivel de concentracion indicado entre paréntesis cuando se utilizan los electrodos compdsitos de tirosinasa como detectores
amperométricos en sistemas de inyeccion en flujo. Portador: regulador fosfato 0.05 mol L7 (p#H 6.5); caudal: 0.5 mL min; =015V

RSD, % (nivel de concentracidn)

Grafito-Teflon-Tyr Grafito-EPD-Tyr RYVC-resina epoxi-Tyr

Fenol

2-Clorofenol
4-Clorofenol
4-Cloro-2-metilfenol

3,4-Dimetilfenol

6.8 (1.0X10° mol L7)
8.9 (1.0X10° mol L)
4.2 (1.0X10° mol L)
7.3 (5.0X10" mol L)

6.5 (1.0X10° mol L7)

5.8 (1.0X10° mol L)
9.4 (1.0X10° mol L™)
8.9 (1.0X10° mol L)
9.8 (2.0X10" mol L)

8.7 (1.0X10° mol L)

5.0 (1.0X10° mol L)
4.5 (5.0X10" mol L)
5.0 (1.0X10° mol L)
6.9 (1.0X10* mol L)

5.8 (1.0X10° mol L)

Los valores de RSD obtenidos permiten deducir que la reporducibilidad de las meddas amperométricas es aceptable, lo
que indica una buena inmovilizacion de la enzima en las tres matrices electrodicas a pesar de las condiciones hidrodindmicas.
Resulta llamativo, no obstante, que los valores mayores de RSD se obtengan para el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa que

es con el que se conseguian respuestas con una mejor repetibilidad en discontinuo. Este hecho no es achacable a pérdida de



enzima por solubilizacion de ésta en el portador, ya que no se observa una disminucion paulatina de la sefial durante las veinte
inyecciones de cada sustrato fendlico. La peor repetibilidad puede deberse a que, al no alcanzarse el estado estacionario, las
variaciones entre sefiales serdn mayores para velocidades de la reaccion enzimdtica mayores, lo que da lugar a valores de RSD

superiores a los que se obtienen cuando se alcanza el estado estacionario.

1V.2.11.3. Tiempo de vida util de los electrodos compositos de
tirosinasa para la monitorizacion mediante inyeccion en

flujo de compuestos fenolicos

Uno de los objetivos de esta Tesis es evaluar la posibilidad de utilizar los biosensores compdsitos para la
monitorizacion continua de fenoles en aguas de wvertido. Un aspecto fundamental es, por tanto, la estabilidad de los

biosensores de tirosinasa cuando fluye continuamente portador y se aplica un potencial constante.

Para evaluar dicha estabilidad, se ha utilizado como disolucion portadora agua de grifo, en lugar de la disolucion
requladora de fosfato, con objeto de que el portador sea lo mds parecido a una muestra real. No obstante, se ha comprobado
que la estabilidad utilizando disolucion de regulador fosfato como portador es la misma. En la Figura 68 se muestran los
valores de intensidad de corriente obtenidos para inyecciones de fenol a un nivel de concentracion de 1.0x10 " mol L7,
realizadas cada media fora sobre [a disolucion portadora consistente en agua de grifo a un caudal de 0.5 mL min” y aplicando
un potencial constante de —0.15V. En la Figura 69 se muestran los resultados para experimentos similares pero realizados a
un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L para los electrodos de grafito-Teflon-Tyr y RV C-resina epoxi-Tyr, y de 1.0x10° ¢
mol L para el electrodo de grafito-EPD-Tyr.

De los resultados obtenidos puede deducirse que la estabilidad de la respuesta amperométrica con el tiempo es menor
cuando la concentracion del sustrato inyectado es mayor, lo que puede deberse a un mayor ensuciamiento de la superficie

electrodica a concentraciones mds elevadas. Esto hard necesario regenerar la superficie electrédica con mayor frecuencia.

También se puede deducir que, para un nivel de concentracion de fenol de 1.0x10 "ol L7, el biosensor de grafito-
Teflon-Tyr proporciona una respuesta estable durante aproximadamente 8 horas, al igual que el de RV C-resina epoxi, mientras
que el de grafito-EPD lo hace durante 6 horas. Para las concentraciones mds altas, el electrodo de grafito-Teflon responde
dentro de los limites de control durante 1 hora y media, y el de grafito-EPD durante algo mds de 3 horas, lo que puede deberse
a que, para este tiltimo biosensor, la concentracion de fenol es 10 veces menor, y por tanto, el ensuciamiento superficial es

menor. Sin embargo, la disminucion de la sefial analitica con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa es tan lenta, que es



posible la utilizacion de este electrodo como dispositivo de alarma durante periodos de tiempo de aproximadamente 5 horas.
Por otro lado, el electrodo de RYVC-resina epoxi-Tyr ha demostrado ser el mds estable a altas concentraciones, manteniéndose

dentro de los limites de control durante casi 5 horas, si bien a partir de las tres horas se observa una ligera disminucion de [a

sefial con el tiempo.
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Figura 69. Respuestas amperométricas del electrodo de (A) grafito-Teflon-Tyr; (B) grafito-EPD-Tyr; y (C) RVC-resina epoxi-Tyr para
inyecciones de fenol 1.0x10° mol L (1.0x10° mol L7 para el caso del grafitoEPD-Tyr), realizadas cada media hora en una disolucion
portadora constituida por agua de grifo, a un caudal de 0.5 mL min’; V= 90 uL; E,= -0.15 V.

Finalmente, puede observarse que cuando la sefial disminuye y no queda incluida dentro de los limites de control, es
posible recuperarla mediante pulido de la superficie electrddica en todos los casos, lo que indica de nuevo [a eficiencia de este
simple procedimiento de regeneracion superficial. ‘Estos resultados ponen de manifiesto que es posible utilizar los biosensores
compdsitos de tirosinasa para la monitorizacion en continuo de compuestos fendlicos, siempre y cuando se preceda a pulir su
superficie cada cierto periodo de tiempo, dependiendo del nivel de concentracion de fenoles en la muestra y del tipo de matriz

de [a misma.



1V.2.11.4. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

Una vez optimizadas las variables experimentales y evaluada la estabilidad de los electrodos compdsitos de
tirosinasa en un sistema FIA, se ha procedido al establecimiento de las caracteristicas analiticas de los métodos en flujo para
los sustratos fendlicos ensayados en las condiciones experimentales empleadas para el fenol. En la Figura 70 se muestran las

curvas de calibrado obtenidas con cada uno de los electrodos compdsitos enzimdticos.

En la Tabla 30 se recogen los intervalos de linealidad y los valores de las pendientes, ordenadas en el origen y
coeficientes de correlacion de dichas curvas de calibrado para los fenoles estudiados con los tres biosensores. En la Tabla 31 se
dan los valores de los limites de deteccion y determinacion calculados segiin el mismo criterio que en discontinuo (apartado
IV.2.9), utilizando como estimador de s los valores de la desviacion estdndar para 10 medidas al nivel de concentracion que

aparece en la Tabla 31 y que corresponde a los puntos mds bajos de los calibrados respectivos.

Con objeto de poder efectuar una comparacion, en la Tabla 32 se han recogido los valores de las pendientes de los
calibrados y de los limites de deteccion para los cinco sustratos fendlicos tanto en discontinuo como en FIA. La comparacion
de las pendientes se hace asimismo en forma de diagramas de barras en la Figura 71. Como puede observarse, las pendientes
son siempre menores mediante FIA, como es [dgico, ya que, debido al régimen dindmico, no se alcanza el estado estacionario.
No obstante, el orden de sensibilidad de cada uno de los electrodos es el mismo que el orden que cada uno presentaba en
discontinuo, excepto para el 3,4-dimetilfenol, que es para el que se observa una mayor sensibilidad en discontinuo con los
tres biosensores, mientras que en flujo es el tercero mds sensible en todos los casos. En discontinuo, la sensibilidad de los
biosensores para cada sustrato fendlico se explicd en términos de constantes cinéticas (Ko, Y Viyaph €s decir, en funcion de la
eficiencia catalitica de [a enzima para cada sustrato. En el caso del FIA, al no alcanzarse el estado estacionario, la
sensibilidad ya no estd exactamente relacionada con la eficiencia catalitica, sino con la velocidad de reaccion inicial. Por lo
tanto, los compuestos que alcanzan mds lentamente el estado estacionario tendrdn sensibilidades menores en FIA, como es el

caso del 3,4-dimetilfenol, para el que la sensibilidad en flujo es menor que para el fenol y el 4-clorofenol.

Por otro lado, cuando se comparan los intervalos lineales que se obtienen en inyeccion en flujo con los obtenidos en
discontinuo, puede observarse que en FIA dichos intervalos son mds amplios, como consecuencia de nuevo de no medir en
condiciones de estado estacionario. Esta ampliacion en el intervalo lineal es mayor para los sustratos con una respuesta mds
lenta, ya que los que responden mds rdpidamente, se aproximan al estado estacionario en el corto intervalo de tiempo que

permanece el analito en la célula de flujo.



Finalmente, cuando se comparan los valores de los limites de deteccion, se observa que los compuestos con una
respuesta rdpida (véase Tabla 25) poseen wvalores similares en discontinuo y en flujo, mientras que los de respuesta lenta

presentan valores mds elevados en flujo.
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INTERVALO LINEAL,

PENDIENTE,

mol L* pA L mof* 00,44 ’
(0.1-400)x10° 85000 + 2000 (3 £ 3107 0.9975
Fenol (0.01-300)x10° 213000 + 3000 (-0.6 £ 4)x10* 0.9990
(0.1-100)x10°¢ 1254+ 9 (5+ 3k10* 0.9998
(1-75)x10° 1800 £ 100 (-5 £ 4)x10% 0.9970
2-clorofenol (5-100)x10° 840 + 30 (1+0.2)x107 0.9970
(2-10)x10* 36.0t 0.8 (0.2 + 510* 0.9993
(0.2-300)x10* 69000 + 1500 (0.3 £ 2)x10? 0.9985
4-clorofenol (0.05-250)x10° 204000 + 5000 (7 +4)x10* 0.9971
(0.25-250)x10° 920+ 8 2+ 0.7x10° 0.9998
(2.5-7.5k10" 370430 (-2 + 2)x10* 0.9971
4-cloro-2-metilfenol (5-20)x10° 150+9 (1 +2)x10° 0.9973
(7.5-25)x10° 2.5+ 0.1 (2% 2q10° 0.9983
(0.25-500)x10° 41800 + 900 (2 + 2)x10? 0.9981
3/4-dimetilfenol (0.1-400)x10° 135000 #+ 2000 (2 +0.4)x107 0.9996
(1-75)k10° 440+ 10 (1% 04)x10° 0.9981

Tabla 31. Valores de los limites de deteccion y de determinacién para distintos compuestos fendlicos mediante inyeccion en flujo con
deteccion amperométrica sobre los electrodos de: (1): grafito-Teflén-tirosinasa (2): grafito-EPD-tirosinasa (3): RV C-resina epoxi-tirosinasa

Nivel de concentracion, mol L LD, mol L? LQ, mol L*
7.5x10° 5.2x10° 1.7x107
Fenol 7.5x10° 3.8x10° 1.2x107
2.5x107 2.0x107 6.7x107
Lox10”° 3.0x10°¢ 1ox10”°
2-clorofenol 1.0x10° 1.1x10° 3.5x10°
1.0x10° 5.6x10° 1.9x10°
7.5x10° 6.3x10* 2.1x107
4-clorofenol 1.0x107 7.4x10° 2.5x107
2.5x107 2.7x107 9.0x10”7
2.5x10" 8.2x10° 2.7x10"
4-cloro-2-metilfenol 1.0x10" 8.1x10° 2.7x10%
2.5x10* 2.0x10* 6.7x10"
7.5x10° 5.7x10° 1.9x107
34-dimetilfenol 1.0x107 6.9x10° 2.3x107

1.0x10° 1.0x10° 3.3x10°




Tabla 32, Comparacion de las pendientes de los calibrados y de los limites de deteccidn obtenidos en discontinuo y FIA4 con los biosensores:

1: grafito-Teflén-tirosinasa

2: quaﬁta—ff?@—tirosinasa
3: RYVC-resina epoxi-tirosinasa
DISCONTINUO FIA
PENDIENTE, PENDIENTE, uA L ;
D . LD, mol L* 2D . » LD, mol L*
pA L mol mol
1 279000 9.9x10°* 85000 5.2x10°
Fenol 2 620000 2.6x10° 213000 3.8x10°
3 3400 1.1x107 1254 2.0x107
1 140000 8.7x107 1800 3.0x10°
2-clorofenol 2 200000 6.1x107 840 1.1x10°
3 170 1.7x10° 36.0 5.6x10°
1 250000 7.4x10° 69000 2.1x107
4-clorofenol 2 460000 2.3x10° 204000 2.5x107
3 3940 7.1x10° 920 2.7x107
1 6000 2.3x10° 370 8.2x10°
4-cloro-2-metilfenol 2 71000 5.4x10° 150 8.1x10°
3 210 4.2x10° 2.5 2.0x10"
1 520000 1.0x107 41800 1.9x107
34-dimetilfenol 2 1200000 8.9x10° 135000 2.3x107
3 4780 3.0x10° 440 1.0x10°
600000 1200000 ~ 5000 +
500000 + 1000000+ 40004
P% 400000 800000
#A L mol* 3000 |
300000 1 600000 -
200000 400000 20001
100000 200000 1000+
0+ 0 04
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Figura 71. Pendientes de las curvas de calibrado obtenidas para distintos compuestos fendlicos en discontinuo y en FIA con electrodos de
(A) grafito-Teflon-tirosinasa; (B) grafito-EPD-tirosingsa; y (C) RYVC-resina epoxi-tirosinasa.

Resulta también interesante comparar la anchura de los picos FIA que se obtienen con cada electrodo para los

sustratos fendlicos. En las Figuras 65, 66 y 67 se pueden comparar visualmente los fiagramas obtenidos en cada uno de los

casos, mientras que en la Figura 72 se comparan las anchuras de pico en linea base correspondientes.
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Como puede deducirse, el electrodo con el que se obtienen picos con menos cola es, en general, el de grafito-EPD-
tirosinasa, mientras que con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa se obtiene un pico estrecho para el fenol y picos con
mucha cola para el resto de los sustratos fendlicos estudiados. Con el electrodo de RYVC-resina epoxi-tirosinasa se observan
tiempos largos de desaparicion de pico para todos los sustratos. ‘El hecho de que un sustrato de lugar a picos con una cola
mayor puede atribuirse principalmente a dos factores: (a) a que el compuesto presente un valor de velocidad mdxima (V,;,,)
pequefio, y por tanto la velocidad de conversion del complejo enzima-sustrato en productos sea lenta; (b) por otro lado se ha
puesto de manifiesto que un biosensor proporciona valores de V,;,, mayores cuanto mayor es la cantidad de enzima presente
en la superficie del electrodo. Esto es concordante con el comportamiento observado para los electrodos de grafito-EPD-Tyr y
de RYVC-resina epoxi-Tyr. Sin embargo, para el electrodo de grafito-Teflon-Tyr, los picos son mds anchos de lo que cabria
esperar teniendo en cuenta los valores de velocidad mdxima, excepto en el caso del fenol. Este comportamiento puede explicarse
por la influencia de otro factor en la anchura de los picos, como es la afinidad entre el sustrato y la superficie del electrodo, que
provoca que los compuestos fendlicos tengan una mayor o menor tendencia a acumularse sobre dicha superficie. En el caso de
la matriz de grafito“Teflon, ésta estd compuesta mayoritariamente por Teflon, que es un polimero apolar, por lo que los

compuestos apolares tienden a acumularse en su superficie como ya se ha comentado, proporcionando de esta forma picos con



cola larga. EL fenol, que es el mds polar de los compuestos fendlicos estudiados, presenta un pico estrecho, ya que no se acumula

sobre la superficie del electrodo.



1V.3. Electrodo composito de grafito-Teflon-
tirosinasa utilizando como medio de trabajo micelas
Iinversas



El desarrollo y utilizacion de los biosensores amperométricos se ha llevado a cabo tradicionalmente en medio acuoso.
Sin embargo, a principios de la pasada década pudo demostrarse la existencia de biocatdlisis enzimdtica en disolventes
orgdnicos (Saini et al, 1991; Wanyg et al., 1992; Wanyg et al,, 1993c; Ferndndez et al, 1995). Recientemente, se ha
demostrado asimismo que es posible utilizar medios predominantemente no acuosos, como son las micelas inversas (emulsiones
agua/aceite), como medios adecuados para el empleo de biosensores amperométricos enzimdticos (Liu et al., 1994a y b; Reviejo
et al., 1995; Pérez et al.,, 1997; Ortiz et al., 1997). ‘Estas emulsiones agua/aceite estdn compuestas, como ya se indicd en el
apartado 11.2.2.3, por un disolvente orgdnico que actiia como fase continua, una pequefia cantidad de una disolucion acuosa
de un electrolito soporte adecuado como fase dispersa, y un tensoactivo como agente emulsificante. Estos medios organizados
pueden considerarse como medios de solubilizacion universal tanto para analitos hidrofdbicos como hidrofilicos, lo que supone
una gran ventaja cuando se trata de determinar compuestos fendlicos, ya que algunos de ellos son escasamente solubles en agua
1y, en muchos casos, es necesario extraerlos de las muestras con un disolvente orgdnico. Otra importante caracteristica del
empleo de estos medios es el fdcil control del contenido de agua que se necesita para la hidratacion de la enzima y, en
consecuencia para el buen funcionamiento del biosensor, lo que resulta ventajoso con respecto a los electrodos enzimdticos en

fase orgdnica, sobre todo cuando se utilizan disolventes inmiscibles en agua.

En nuestro Grupo de Investigacion se desarrollo un biosensor amperométrico de tirosinasa capaz de trabajar en
micelas inversas, que se utilizé para la determinar compuestos fendlicos. En este biosensor, la enzima se inmovilizaba por
adsorcion directa sobre la superficie de un electrodo de disco de grafito (Liu et al,, 1994a), y las micelas inversas estaban
formadas por acetato de etilo como fase continua, una disolucion reguladora de fosfato como fase dispersa y A0T como agente
emulsificante. Por lo tanto, se ha elegido este mismo medio para realizar los estudios preliminares de caracterizacion del
electrodo compdsito de grafito-Teflon-tirosinasa. La composicion del biosensor de grafito-Teflon-tirosinasa es la misma que la
del biosensor desarrollado para el medio acuoso, es decir, las pastillas contienen un 70% de Teflon y 90000 unidades de

tirosinasa.

IV.3.1. Efecto de la composicion de la micela inversa sobre la
respuesta del biosensor de tirosinasa

1V.3.1.1. Naturaleza del disolvente organico

La naturaleza del disolvente orgdnico utilizado para constituir la fase continua de las micelas inversas puede
afectar drdsticamente tanto a la actividad enzimdtica como a la estabilidad del biosensor. En general, se ha establecido que [a
actividad enzimdtica estd relacionada con la polaridad del disolvente, [a cual puede expresarse por el valor del log P (Laane et
al., 1987), donde P es el coeficiente de particion del disolvente en el sistema bifdsico octanol/agua. A medida que el valor del

log P aumenta, la hidrofobicidad del disolvente orgdnico también aumenta.



En esta Tesis se ha estudiado la influencia de cuatro disolventes orgdnicos: n-hexano (log P=3.48), cloroformo (log
P=2.24), diclorometano (log P=1.25), y acetato de etilo (log P=0.66), asi como mezclas de ellos, sobre la sefial amperométrica

obtenida con el biosensor. ‘El tensoactivo utilizado como agente emulsificante fue, en todos los casos, A0T 0.1 mol Lt

En la Figura 73 se muestran los registros corriente-tiempo obtenidos con el electrodo enzimdtico para fenol 0.4 mM a
un potencial constante de -0.15V inmerso en 5.0 mL de micelas inversas diferentes formadas con cada uno de los disolventes

orgdnicos mencionados anteriormente, y un 4% de fase acuosa.

Como se puede observar, el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa exhibe una respuesta bien definida en las micelas
inversas formadas con acetato de etilo y cloroformo, ligeramente peor cuando el disolvente orgdnico diclorometano, y
prdcticamente no hay respuesta en las emulsiones formadas con n-hexano. Por lo que respecta a mezclas de n-hexano/acetato
de etilo, puede apreciarse como solo se obtiene una sefial amperométrica titil con una proporcion 1:1 de ambos disolventes, si
bien [a intensidad de corriente es aproximadamente 5 veces menor que la registrada en micelas inversas formadas solo con
acetato de etilo como fase continua. Aunque dicha mezcla de disolventes no se va a utilizar en los estudios posteriores, podria

ser 1itil con fines analiticos en los casos en los que el analito a determinar tuviera que ser extraido necesariamente en n-fexano.
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Figura 73. Registros intensidad-tiempo obtenidos con un electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa para una adicién de 25 pL de
una emulsion patron de fenol 0.08 mol L™ en 5 mL de micelas inversas formadas con (a) n-hexano:acetato de etilo (9:1), (b) n-
hexano:acetato de etilo (1:1), (c) n-hexano, (d) diclorometano, (e) cloroformo vy (f) acetato de etilo como fase continua, 4% de
disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L (p#7.4) y 0.1 M de A0T como agente emulsificante. Ep=-0.157.

Aunque se ha sugerido que los disolventes con log P<2 no son apropiados para la biocatdlisis en medio orgdnico
debido a que pueden distorsionar fuertemente la interaccion enzima-agua (por ejemplo, eliminando la capa de agua esencial

para la biocatdlisis) (Laane et al., 1987), los resultados que se muestran en la Figura 73 no concuerdan con esta teoria. En



efecto, puede observarse la mejor respuesta se ha obtenido con acetato de etilo, que es, de los disolventes estudiados, el de
menor log P. Este hecho se debe a la mayor constante dieléctrica del acetato de etilo, comparada con la de los otros disolventes,
lo que asegura la necesaria conductividad de las emulsiones agua/aceite formadas. Ademds, como se verd a lo largo de este
capttulo, el empleo de acetato de etilo como fase continua en las micelas inversas no dafia la interaccion enzima-agua. Por todo

ello, se elegid el acetato de etilo como disolvente orgdnico para formar las micelas inversas.

1V.3.1.2. Efecto de la naturaleza del agente emulsificante y del

contenido de fase acuosa dispersa en la micela inversa

Se estudio como afecta la naturaleza del tensoactivo utilizado como agente emulsificante a la respuesta del biosensor.
Para ello se eligieron tres tensoactivos de naturaleza diferente: anidnico (A0T), catidnico (Hyamina 3500) y no idnico (Triton
X-405). Las micelas inversas se prepararon con acetato de etilo como fase continua, diferentes porcentajes, entre 0 y 7%, de
disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L de pH 7.4 como fase dispersa, y cada uno de los tensoactivos mencionados en un

porcentaje del 4% (corresponde a 0.1 mol L de A0T).

El aspecto de las micelas inversas depende del contenido de fase acuosa dispersa utilizada. Se obtuvieron
microemulsiones transparentes y claras con un 1% de fase acuosa e Hyamina 3500 y Tritén X-405, y hasta con un 5% cuando
se empled AOT como agente emulsificante. Porcentajes mayores de fase acuosa a las mencionadas dan a lugar a emulsiones
translicidas o lechosas. No obstante, las micelas inversas formadas con porcentajes de fase acuosa del 7% o superiores se
rompian en pocos minutos, apareciendo dos fases diferenciadas, por lo que, este tipo de emulsiones se descartaron con fines

analiticos.

Los amperogramas para fenol 4.0x10* mol L registrados en cada una de las micelas inversas ensayadas se
registraron a un potencial constante de —0.15 V. En el caso del Triton X-405, tensoactivo no idnico, fue necesario afiadir a la
disolucion un electrolito como perclorato de terbutilamonio en concentracion 0.02 mol L' (Liu et al., 1994a), con objeto de
hacer la emulsion suficientemente conductora como para obtener sefiales amperométricas analiticamente itiles. En la Figura
74 se muestra la dependencia de la corriente en estado estacionario obtenida, con el contenido de disolucion requladora de
fosfato para las micelas inversas formadas con los tres tensoactivos. En general, puede decirse que la corriente aumenta
cuando lo hace el porcentaje de fase dispersa hasta alcanzar un valor constante, que puede considerarse como la cantidad de
agua necesaria para conseguir la actividad dptima de [a enzima. En el caso de la Hyamina 3500, este valor se alcanza a partir
del 2% de fase acuosa, produciéndose una disminucion de la corriente para porcentajes superiores al 5%. Para el Triton X-405,
se observa un ligero aumento de la sefial amperométrica con el porcentaje de fase dispersa a partir del 1%, mientras que en el

caso del AOT los valores mdximos de la corriente en estado estacionario se alcanzan para un 5-6% de fase acuosa.



Fase acuosa, %

Figura 74. Efecto del contenido de fase acuosa sobre la corriente en estado estacionario fenol 4.0x10* mol L™ en las micelas

inversas formadas con acetato de etilo como fase continua y A0T M), Tritén X405 (®) o Hyamina 3500 (A ) como agente
emulsificante. E,,= -0.15 V.

Si bien se obtienen intensidades de corriente en el estado estacionario mayores cuando las micelas inversas se
formaron con Hyamina 3500 6 con Triton X-405, se eligio el AOT como agente emulsificante para llevar a cabo estudios
posteriores. ‘Esto se debid a la falta de reproducibilidad de las sefiales obtenidas en las micelas inversas formadas con los
tensoactivos cationico y no idnico, lo que puede atribuirse a la menor estabilidad de estas micelas, incluso las formadas con
bajos porcentajes de fase acuosa, cuando se las compara con las que contienen A0T. Ademds, puede observarse en la Figura 74
como la diferencia de los valores de intensidad no es grande para ninguno de los tres tipos de emulsiones estudiados para

porcentajes de fase acuosa del 5-6%.

1V.3.2. Influencia de las diferentes variables experimentales sobre la

respuesta amperomeétrica del electrodo de grafito-Teflon-
tirosinasa

En este apartado se describird la optimizacion de variables experimentales que se refieren a la composicion de la
micela inversa, como son, la concentracion de A0T y el porcentaje de fase acuosa, asi como el valor de su pH, y a aspectos

electroquimicos, como es el potencial aplicado.

1V.3.2.1. Optimizacion de la composicion de la micela inversa



En primer lugar se procedio a evaluar [a influencia de la proporcion de fase dispersa en la micela inversa sobre la
respuesta del biosensor para una concentracion de fenol, 2,4-dimetilfenol y 4-cloro-3-metilfenol de 4.0x10" mol L, aplicando
un potencial constante de -0.15 V. En la figura 75 se observa que solo se obtuvieron sefiales medibles para los tres compuestos
fendlicos para porcentajes de fase acuosa superiores al 2%. Se aprecia asimismo como dicha sefial aumenta a medida que lo hace
el porcentaje de disolucion requladora de fosfato hasta aproximadamente un 5%, indicando que, para este contenido de fase
acuosa, la hidratacion de la enzima sobre la superficie del electrodo es dptima para su actividad enzimdtica. Ademds, la
corriente adopta, en todos los casos, valores prdcticamente iguales para porcentajes del 5 y del 6%, por lo que se eligid un 5%

de disolucion requladora de fosfato para preparar en lo sucesivo las micelas inversas.
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Figura 75. Influencia del porcentaje de fase acuosa dispersa sobre la intensidad de corriente en estado estacionario en micelas
inversas formadas con acetato de etilo, disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L' de PH 7.4 como fase dispersa, y A0T 0.1
mol L como agente emulsificante; E,,= -0.15 V. 4.0x10° mol L fenol (), 2,4-dimetilfenol (M) y 4-cloro-3-metilfenol (@ ).

Debe destacarse que la respuesta amperométrica para los tres sustratos fendlicos sigue la misma tendencia con la
proporcion de fase acuosa, a pesar de tener una solubilidad diferente tanto en agua como en acetato de etilo. Esto indica que el
medio de trabajo es efectivamente un medio de solubilizacion universal, y que las variaciones en la fase acuosa afectan

solamente a la actividad enzimdtica.

Si se comparan los resultados obtenidos con los reportados por nuestro propio Grupo (Liu et al., 1994a), utilizando

un medio de micelas inversas con los mismos constituyentes y un electrodo de grafito con una capa de tirosinasa directamente



adsorbida en su superficie, se observa que el porcentaje de fase acuosa dptimo es mayor con el electrodo compdsito de grafito-
Teflon. En el caso del biosensor preparado por adsorcion, donde la enzima no estd muy fuertemente unida a la superficie, la
limitacion en el porcentaje de fase acuosa utilizable era consecuencia de la solubilizacion de la enzima en las microgoticulas de
disolucion acuosa de la micela inversa, cuando éstas alcanzaban un cierto tamario. Sin embargo, en el biosensor compdsito de
grafito-Teflon la enzima estd atrapada fisicamente en la matriz electrodica, y por tanto no se observa ningin efecto de
solubilizacion de la enzima. Por consiguiente, el porcentaje de disolucion acuosa en la micela estd ahora solamente limitado por
la estabilidad de ésta. Este hecho permite utilizar porcentajes de fase dispersa para los que la sensibilidad es mdxima, algo que

no es posible con el biosensor preparado directamente por adsorcion de la enzima.

Asimismo, se evalud la influencia del pH de la fase acuosa de la micela inversa en [a respuesta amperométrica del
biosensor empleando como sustrato el fenol. En la Figura 76 se muestran los resultados obtenidos.

Figura 76. Influencia del pH de la fase acuosa dispersa sobre [a intensidad de corriente en estado estacionario en micelas
inversas formadas con acetato de etilo, disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L como fase dispersa, y A0T 0.1 mol L?
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como agente emulsificante; E,,= -0.15 V. 4.0x10" mol L fenol.

La respuesta amperométrica permanece constante en el intervalo pH comprendido entre 5 y 7,4, y decrece a valores

superiores. Por lo tanto, se continud empleando el valor de pH 7.4 para estudios posteriores.

Por otra parte, se evalud la influencia de la concentracion de tensoactivo en la micela. En la figura 77 se muestra
efecto de la concentracion de AOT sobre la respuesta amperométrica obtenida para fenol, 2,4-dimetilfenol y 4-cloro-3-
metilfenol. Como se puede observar, se obtienen sefiales mdximas para los tres fenoles para una concentracion de A0T de
alrededor de 0.1 mol L. A partir de este valor, [a intensidad de corriente en estado estacionario permanece prdcticamente

constante para el fenol y el 4-cloro-3-metilfenol, hasta una concentracion de A0T de 0.3 mol Lt Sin embargo, para el 2,4-



dimetilfenol se observa una disminucion progresiva en el valor de la intensidad de corriente a partir de una concentracion de

tensoactivo de 0.1 mol L™*. Por (o tanto, se ha elegido esta concentracion para llevar a cabo los estudios posteriores.

El comportamiento diferente para el 2,4-dimetilfenol puede deberse a que es el mds insoluble en agua de los tres
compuestos fendlicos estudiados, por lo que, al aumentar la concentracion de A0T en la micela inversa, se produce un aumento
en el niimero de moléculas de tensoactivo alrededor de las microgoticulas de agua que provoca una disminucion de la constante

de reparto entre los dominios acuoso y orgdnico de una forma tan acusada que disminuye la sefial amperométrica.
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Figura 77. Influencia de la concentracion de A0T sz[ﬂ?e\ QJ;JMMJ de corriente en estado estacionario fenol (A), 2,4-
dimetilfenol M) y 4-cloro-3-metilfenol (®) 4.0x10° mol L”, ene micelas inversas formadas por acetato de etilo como fase
continua, regulador fosfato 0.05 mol L de pH 7.4 como fase dispersa y A0T como agente emulsificante. E,, = -0.15 V.

1V.3.2.2. Efecto del potencial aplicado

La dependencia de [a respuesta del electrodo compdsito de tirosinasa con el potencial aplicado se evalud empleando
como sustratos fenol, 2,4-dimetilfenoly 4-cloro-3-metilfenol a un nivel de concentracion de 4.0x10" mol L en las micelas
inversas. En la Figura 78 se muestran los resultados obtenidos en el intervalo de potenciales comprendido entre -0.30 y +0.30
V. Como era de esperar, el comportamiento para los tres compuestos estudiados es similar, lo que indica que [a quinona
formada en la reaccion enzimdtica para cada uno de los sustratos se reduce a valores de potencial prdcticamente iguales. La
intensidad de corriente en el estado estacionario aumenta rapidamente entre +0.20 y -0.15 'V, sequido por una disminucion de
la respuesta observada a potenciales mds negativos. Esta disminucion de la sefial amperométrica puede ser debida a la
polimerizacion de la correspondiente o-quinona producida a esos potenciales negativos (Liu et al., 1994a). En consecuencia, se

escogid un valor de —0.15 V como potencial de trabajo para estudios subsiguientes.

Este comportamiento es también similar al observado para este mismo biosensor en medio acuoso, por lo que puede
deducirse que [a electrorreduccion de las quinonas formadas se produce fundamentalmente en los microdominios acuosos de la

superficie del electrodo cuando se utilizan las micelas inversas como medio de trabajo.
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Figura 78. Influencia del potencial aplicado sobre la inten?ilfa\c/f de corriente en estado estacionario para fenol (A ), 4-cloro-3-
metilfenol (® ) y 2,4-dimetilfenol M) 4.0x10° mol L™ en micelas inversas formadas por acetato de etilo como fase continua,
regulador fosfato 0.05 mol L de p# 7.4 como fase dispersa y AOT como agente emulsificante. Ep=-0157.

1V.3.3. Estabilidad del electrodo composito de grafito-Teflon-

tirosinasa en micelas inversas

A pesar de que ya se han realizado estudios de estabilidad del electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa en medio acuoso,
se considerd necesario evaluar de nuevo estos aspectos cuando se utilizan las micelas inversas como medio de trabajo, dado que
en ellas se producen otro tipo de mecanismos, como reparto del analito entre [a fase continua y dispersa, interacciones enzima-
acetato de etilo, solubilidad de los compuestos fendlicos, etc, que pueden hacer variar la reproducibilidad de las respuestas
amperométricas y la estabilidad del biosensor. Algunos de los aspectos ya estudiados, como son la reproducibilidad en [a
fabricacion de los electrodos o el tiempo de almacenamiento de la pastilla madre son exactamente los mismos, si bien, se

evaluardn nuevamente y se comparardn con los resultados obtenidos en el medio puramente acuoso.

Se ha evaluado la repetibilidad de las sefiales amperométricas realizadas con el electrodo compdsito sin pulir la
superficie electrédica, la reproducibilidad de [a respuesta amperométrica realizando la medida después de regenerar la
superficie del electrodo mediante pulido, la estabilidad de la sefial con el tiempo, el tiempo de vida itil del biosensor, la
reproducibilidad de las medidas obtenidas con diferentes biosensores enzimdticos, y el efecto del tiempo de almacenamiento de
la pastilla madre. Todos estos estudios se realizaron utilizando fenol como sustrato en concentracion 4.0x10* mol L Yy
aplicando un potencial de -0.15 V. Las micelas inversas estaban formadas por acetato de etilo como fase continua, una

disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' e pH 7.4 como fase dispersa, y A0T 0.1 mol L' como agente emulsificante.

1V.3.3.1. Repetibilidad de Ilas medidas amperomeétricas sin

regeneracion de la superficie electrodica

Se realizaron medidas amperométricas en diez micelas inversas diferentes en las condiciones indicadas anteriormente,

y sin regenerar la superficie electrodica por pulido entre ellas. En [a Tabla 33 se recogen los resultados obtenidos, asi como el



valor medio de la intensidad de corriente en el estado estacionario con su intervalo de confianza para un nivel de significacion

de 0.05, y el valor de [a desviacion estdndar relativa correspondiente.

Tabla 33. Intensidad de corriente en el estado estacionario para medidas sucesivas realizadas con el electrodo de grafito-‘Teflon-tirosinasa
sin regeneracion de (a superficie electrodica en micelas inversas formadas por acetato de etilo como fase continua, requlador fosfato 0.05
mol L de p?H 7.4 como fase dispersa y A0T 0.1 mol L™ como agente emulsificante. Concentracion de fenol 4.0x10° mol L7; Ep=-015%.

MEDIDA i, pa i pA RSD, %
1 1.76
2 1.72
3 1.76
4 1.74
5 1.80 1.81+0.07 3.8
6 1.92
7 1.88
8 1.84
9 1.88
10 1.78

Como puede observarse, el valor de RSD indica una buena repetibilidad de las medidas. Dicho valor es muy similar al
obtenido para este mismo estudio en el medio acuoso (4%), lo que pone de manifiesto que las micelas inversas no suponen un

aumento de irreproducibilidad de [as medidas amperométricas para la determinacion de fenoles.

1V.3.3.2. Reproducibilidad de las medidas amperométricas despues

de regenerar la superficie electrodica por pulido
9a se ha visto que una de las mayores ventajas que presentan los biosensores compdsitos enzimdticos es la posibilidad
de regeneracion por simple pulido de su superficie. La evaluacion de la reproducibilidad de [a respuesta amperométrica tras el
proceso de regeneracion se ha llevado a cabo realizando 3 medidas de disoluciones diferentes de fenol después de cada pulido y
un total de 10 pulidos. A modo de ejemplo, en la Figura 79 se muestran 3 series de 3 medidas realizadas después de regenerar

la superficie del biosensor.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 34, asi como la desviacion estdndar relativa correspondiente a los 10
valores medios de [a corriente en estado estacionario de cad serie. ‘El intervalo de confianza estd calculado para un nivel de

significacion de 0.05.
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Figura 79. Registros intensidad-tiempo obtenidos con un electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa regenerando (a superficie electrédica antes
de realizar cada serie de tres medidas. Concentracidn de fenol 4.0x10° mol L en micelas inversas. E,, =-0.15 V.

El valor de RSD obtenido para los 10 pulidos es de 8.8% lo que indica que el electrodo compdsito enzimdtico permite
obtener respuestas ampeométricas con una reproducibilidad aceptable tras haber sido sometido al procedimiento de renovacion

de su superficie, y que la enzima estd distribuida uniformemente en el seno de la matriz del electrodo.

El valor de RSD obtenido para este mismo estudio con el electrodo de grafito-Teflon-Tyr en medio acuoso fue de
4.4%. Teniendo en cuenta que la variabilidad de la sefial con los pulidos solo depende de la cantidad de enzima en la superficie

del electrodo, dicha diferencia solo debe atribuirse a errores aleatorios.

Tabla 34. Intensidad de corriente en el estado estacionario para medidas realizadas con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa previa
regeneracion de la superficie electrodica por pulido en micelas inversas formadas por acetato de etilo como fase continua, requlador fosfato
0.05 mol L* de p# 7.4 como fase dispersa y AOT 0.1 mol L™ como agente emulsificante. Concentracion de fenol 4.0x107 mol L7; Ep=-
0.159.

n° de pulido i, ua T ipAa RSD, %
1 1.97
2 1.80
3 1.82

4 2.04



5 2.17 1.9+0.2 8.8

6 2.14
7 1.95
8 1.77
9 1.70
10 1.73

corriente media para tres medidas sucesivas de disoluciones diferentes de fenol.

1V.3.3.3. Vida uatil de un electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa

La estabilidad de un electrodo enzimdtico compdsito con el tiempo se evalud con dos electrodos diferentes. Con uno de
ellos (electrodo A) se realizaron diariamente 5 medidas de emulsiones de fenol de 4.0x10° * ol L7 diferentes. Con el otro
electrodo (electrodo B), las medidas se realizaron diariamente durante 3 6 4 dias consecutivos, guardando el electrodo después
en frigorifico durante diferentes periodos de tiempo, y utilizdndolo de nuevo pasado el periodo de almacenamiento. La
concentracion de fenol fue la misma que con el electrodo A. Para ambos electrodos se construyeron cartas de control del tipo de

las vistas en el capitulo anterior.

En la Figura 80 se muestran los resultados obtenidos para el electrodo A. Se tomd como valor central del grdfico el
valor medio de la corriente en estado estacionario obtenido para la serie de diez medidas amperométricas efectuadas sin
regeneracion de la superficie electrodica. Los limites de control superior e inferior se tomaron como *3s, donde s es la
desviacion estdndar de este valor medio. Como ya se comentd en el capitulo anterior, cuando el valor medio de las medidas que
se realizan en el mismo dia quedaban fuera del limite inferior de control, la superficie del electrodo se pulid, pudiendo entonces
recuperarse la sefial dentro de los limites de control. En la Figura 80 puede observarse como los valores medios de la sefial
amperométrica permanecen dentro de los limites de control entre 8 y 10 dias sin necesidad de pulir la superficie electrédica. Por
otro lado, se observa que el biosensor tiene un tiempo de vida iitil de al menos 40 dias, que ha sido el intervalo de tiempo en el
que se ha realizado el estudio. La desviacion estdndar relativa, para todos los valores medios de [a corriente en estado

estacionario obtenidos durante esos 40 dias (excluyendo las sefiales medidas inmediatamente antes de pulir), fue del 7.3%.
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Figura 80. Gréfico de control para (a dependencia de la corriente en estado estacionario con el tiempo para fenol 4.0x10% mol L™ obtenido
con el electrodo de grafito-‘Teflon-tirosinasa en micelas inversas formadas con acetato de etilo, 5% de disolucion reguladora de fosfato 0.05
mol L7 (pH 7.4)y A0T 0.1 mol L. E,,=-0.15V.

En la Figura 81 se muestra el grdfico de control correspondiente al electrodo ‘B, donde se observa como, al igual que
ocurria para el electrodo A, la regeneracion de la superficie electrodica por pulido permite recuperar la sefial amperométrica
cuando una media de tres medidas quedaba fuera de los limites de control. También también puede deducirse que la estabilidad
del biosensor depende del niimero de dias que se utilice y no del niimero de dias transcurridos desde su fabricacion, puesto que
los electrodos pueden ser almacenados durante largos periodos de tiempo sin pérdida aparente de actividad enzimdtica. Ast, un
periodo de almacenamiento del electrodo de 64 dias (desde el dia 19 al 84) no impidié que se recuperara la sefial tras el pulido
de su superficie. Puesto que este pulido fue necesario para obtener la sefial adecuada, puede deducirse que la pérdida de [a
actividad después de este largo periodo sin usar el electrodo se produce solo en su superficie y no ocurre en el seno de la matriz

compdsita.

A partir de aproximadamente 95 dias la sefial amperométrica no pudo recuperarse por pulido de la superficie
electrodica. Teniendo en cuenta que solo se realizaron 5 pulidos durante todo este tiempo, la pérdida permanente de sefial no
puede atribuirse a una disminucion grande del grosor de pastilla, sino a una pérdida de actividad enzimdtica irreversible, que
puede ser consecuencia de los cambios de temperatura que sufre la matriz compdsita del biosensor desde la temperatura de
almacenamiento (4°C) a la temperatura de trabajo y viceversa, en cada sesion de trabajo. Esta pérdida de actividad enzimdtica

irreversible se produce cuando el electrodo fue utilizado mds de 20 jornadas de trabajo.
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Figura 81. Gréfico de control para la dependencia de [a corriente en estado estacionario con el tiempo para fenol 4.0x10° mol L™ obtenido
con el electrodo de grafito-Teflén-tirosinasa. EL electrodo se almacend durante algunos dias después de levar a cabo las meidas en 34 dias
consecutivos. Micelas inversas formadas por acetato de etilo, 5% de disolucidn reguladora de fosfato 0.05 mol L™ (p# 7.4) y A0T 0.1 mol
LYE =015,

ap

Cuando se comparan los grificos de control obtenidos con el electrodo de grafito-Teflon-Tyr en las micelas inversas
con los que se obtuvieron en medio acuoso, pueden observarse dos diferencias significativas. En primer lugar, el tiempo de vida
del biosensor en las micelas inversas es claramente superior al del medio acuoso. En sequndo lugar, la necesidad de pulir [a

superficie del electrodo se ve reducida significativamente en el medio emulsionado.

La mayor estabilidad del biosensor en el medio predominantemente orgdnico es consecuencia del efecto del disolvente
sobre la enzima. Como se ha indicado en la Introduccion, el aumento de estabilidad de las enzimas en disolventes orgdnicos
puede ser muy significativo (Klibanov, 1989), probablemente por un aumento de enlaces de hidrdgeno intramoleculares y de la
rigidez de la molécula protéica. Disolventes orgdnicos mds solubles en agua que el acetato de etilo, como el metanol o el
acetonitrilo, no son capaces de provocar esta estabilizacion enzimdtica, sin embargo, el acetato de etilo permite obtener una

estabilidad de la actividad de [a tirosinasa mucho mayor que en agua.

Por otra parte, la disminucion del niimero de pulidos necesarios puede deberse a esta estabilizacion enzimdtica, que
hace que no se produzca pérdida de actividad de la tirosinasa, y también al hecho conocido (Scheller et al., 1997) de la
supresion de las reacciones colaterales de polimerizacion de las quinonas en la superficie del electrodo en medio orgdnico, lo que

evita su ensuciamiento.

En definitiva, puede concluirse que la utilizacion de las micelas inversas como medio de trabajo produce un efecto
beneficioso sobre la estabilidad del biosensor, lo que supone una importante ventaja que se traduce en ahorro de tiempo y

costes.



1V.3.3.4. Reproducibilidad en la fabricacion de diferentes electrodos

En la Tabla 35 se recogen los resultados obtenidos con cinco electrodos diferentes, tres de ellos fabricados de la
mismas pastilla y los otros dos construidos a partir de una pastilla distinta. Con cada electrodo se llevaron a cabo cinco
medidas amperométricas para fenol 4.0x10" mol L. En valor de la desviacion estindar relativa obtenido para los cinco
electrodos indica que el proceso de fabricacion de los electrodos compdsitos es reproducible y fiable, o que ya se demostrd en un

estudio similar con los electrodos de grafito-Teflon-Tyr en la disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L de pPHE.5.



Tabla 35. Reproducibilidad de las respuestas obtenidas con diferentes electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas. ‘Ver texto
para condiciones.

Pastilla Electrodo i pa L pa RSD, %
1 1.86+0.08
1 2 1.84+0.08
3 1.82+0.09 1.85+0.04 2.0
1 1.90+0.09
2
2 1.84+0.09

1V.3.3.5. Efecto del tiempo de almacenamiento de /la pastilla
composita

Al igual que ocurria en el medio acuoso, pudo demostrarse que tras al menos siete meses de almacenamiento de la

pastilla madre a 4°C en refrigerador, no se observé ninguna pérdida significativa de la actividad enzimdtica. Asi, se obtuvieron

respuestas amperométricas similares (y reporducibles) a las que se muestran en la Tabla 35, cuando se construyd el bioelectrodo

a partir de dicha pa.sti[[a madre una vez transcurrido el periodo de tiempo mencionado.



1V.3.4. Calculo de las constantes cinéticas de la reaccion enzimatica

Los disolventes orgdnicos afectan a la constante de Michaelis-Menten y a la constante catalitica, que es
directamente proporcional a V. (Scheller et al., 1997). La constante de Michaelis-Menten depende de la solubilidad del
sustrato, su coeficiente de particion entre los dos medios, y la solvatacion del sustrato y de la enzima. Por lo tanto, estos
pardmetros son distintos en micelas inversas a los que se obtuvieron con el mismo electrodo en medio acuoso, y deben calcularse

nuevamente.

Los valores de 'V, y de Ky, se determinaron en las condiciones experimentales optimizadas para el fenol, para los
siguientes sustratos: fenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-dimetilfenol, 3,4-dimetilfenol, 3,5-dimetilfenol, 2,3-dimetilfenol, 4-cloro-
2-metilfenol, 4-clorofenol, 2-clorofenol y catecol. ‘EL cdlculo se ha realizado utilizando los datos de la intensidad de corriente
medida en el estado estacionario para adiciones sucesivas del volumen apropiado de disoluciones patron de cada uno de los
compuestos fendlicos, preparadas como se indica en el apartado 111.3.1 de la Parte Experimental, hasta no obtener variacion
apreciable de la intensidad de corriente. Las curvas de saturacion obtenidas para cada uno de los fenoles se muestran en las

figuras 82 y 83, las cuales presentan la forma tipica de los sistemas enzimdticos.
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Figura 82. Curvas de saturacion de [ enzima obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas. E,,= -0.15 V.
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Figura 83. Curvas de saturacion de la enzi[*% %;tg%tc%l A EBCM:&J de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas. Ep=-015 V.

Antes de calcular las constantes cinéticas, se verificd que las reacciones enzimdticas implicadas para los diferentes
sustratos obedecian a una cinética del tipo Michaelis-Menten. Para ello, se calculd el pardmetro “x” de la ecuacion de Hill al
igual que se hizo en el medio acuoso. Los grdficos de Hill, en los que se representa el log ((i,,,/i)-1) en funcion del logaritmo de

[a concentracion de sustrato, se muestran en [a figum 84.
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Figura 84. Grdficos de Hill para los diferentes sustratos fendlicos, obtenidos con el electrodo de grafito-‘Teflon-tirosinasa en micelas
inversas. E,,= -0.15 V.

Los valores de x (pendiente con el signo cambiado de los grdficos de Hill) obtenidos se recogen en la Tabla 36. Como
se puede apreciar, dicho valor es en todos los casos muy proximo a 1, lo que indica que el medio de trabajo predominantemente
1o acuoso utilizado no altera el comportamiento de la reaccion enzimdtica que se ajusta a la cinética de Michaelis-Menten. La
determinacion de los pardmetros cinéticos se realizd mediante el método de Lineweaver-Burk, cuyas representaciones grdficas
se muestran en las Figuras 85, 86 y 87. Los valores de Ky, y de 'V, obtenidos para cada uno de los fenoles se recogen en la

Tabla 36, donde ademds se exponen los valores de Kotap Y V,ir que se obtuvieron en medio acuoso con fines comparativos.
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Figura 85. Representaciones de Lineweaver-Burk obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas. E,,=-0.15 V.
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Figura 86. Representaciones de Lineweaver-Burk obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas. E,= -0.15V
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Figura 87. Representaciones de Lineweaver‘Burk obtenidas con el electrodo de grafito-Teflén-tirosinasa en micelas inversas. E,=-0.15 7.

Tabla 36. Pardmetros cinéticos obtenidos con el electrodo de grafito-Teflén-Tyr para compuestos fendlicos en micelas inversas y en medio
acuoso

SUSTRATO X Vrowap 14 Koy MM
Micelas inversas Medio acuoso Micelas inversas Medio acuoso
Catecol 0.98 2.44 17.1 0.07 0.0499
Fenol 0.95 2.03 244 0.16 0.0776
4-clorofenol 1.01 1.49 12.5 0.55 0.0690
2,4-Lfimeti[fen0[ 1.03 2.98 7.9 6.6 0.530
3,4—cfimeti[feno[ 1.02 2.66 6.04 0.08 0.00788
3,5-dimetilfenol 0.96 2.36 - 13.8 -
2,3—cfimeti§[eno[ 0.96 2.64 2.29 101 4.35
4-C[—3-meti[fena[ 0.98 4.17 13.1 0.41 0.0376
4-C[-2-meti{feno[ 0.98 4.35 3.38 269 0.172

Comparando las constantes de Michaelis-Menten aparentes, puede observarse que éstas son notablemente mayores en
las micelas inversas que en el medio acuoso. Si se tiene en cuenta el significado de esta constante, cuyo valor es la
concentracion de sustrato que produce un valor de velocidad igual a la mitad de [a velocidad mdxima, y que es proporcional a
la constante de disociacion del complejo enzima-sustrato, un valor de %, alto indica que se necesitan mayores

concentraciones de sustrato para saturar la enzima, y que la afinidad entre la enzima y el sustrato es menor. Como ya se ha



sefialado, [a reaccion enzima-sustrato tiene lugar en el microdominio acuoso. Cuando se afiade sustrato a la célula de medida,
éste se reparte entre el medio orgdnico y el medio acuoso, pero sélo hay reaccion con la enzima por parte del compuesto que se
encuentra en el medio acuoso. Esto significa, que los valores de las constantes que se obtienen no son reales, ya que en realidad
se desconoce la concentracion de compuesto fendlico en el microdominio acuoso, que es la responsable de [a respuesta
amperométrica, pero esta concentracion serd siempre menor que la nominal, lo que dard lugar, por tanto, a constantes de

Michaelis-Menten mds altas.

Por otro lado, si se ordenan los valores de las constantes de Michaelis-Menten de menor a mayor en ambos medios de

trabajo se tiene:

- Micelas inversas: catecol<3,4-dimetilfenol<fenol<4-cloro-3-metilfenol<4-clorofenol<2,4-dimetilfenol<3,5-
dimetilfenol<2,3-dimetilfenol<4-cloro-2-metilfenol.

- Medio acuoso: 3,4-dimetilfenol<4-cloro-3-metilfenol<catecol<4-clorofenol<fenol<4-cloro-2-metilfenol<2,4-
dimetilfenol<2,3-dimetilfenol.

La razon de que se produzca una alteracion en el orden de afinidad entre ambos medios es la distinta solubilidad de
cada sustrato fendlico en los dos medios de trabajo. Ast, en principio, un compuesto mds polar, mds soluble en agua, tenderd a
encontrarse en mayor extension en el medio acuoso que en la fase orgdnica, lo que dard lugar a una disminucion del valor de
Kogap- Por el contrario, un compuesto mds apolar tenderd a permanecer en el medio orgdnico, y se obtendrd un valor mayor de
la constante de Michaelis-Menten, ya que serd necesario afiadir mds compuesto fendlico para conseguir la misma concentracion
en el microdominio acuoso. En un medio de trabajo exclusivamente acuoso, los compuestos mds apolares tendrdn una mayor
tendencia a acumularse en la superficie del electrodo, debido a las interacciones hidrofdbicas con el Teflon. Esta es la razén de
que, para sustratos fendlicos mds apolares, el aumento de las constantes de Michaelis-Menten en micelas inversas con respecto

al medio acuoso sea mds acusado que para fenoles mds polares, como el catecol y el fenol.

Por lo que respecta a los valores de la velocidad mdxima en las micelas inversas, éstos son, en general, sensiblemente
mds bajos que los que se obtienen en el medio acuoso. Estos valores, como se vio, son proporcionales a la constante catalitica de
la reaccion enzimitica, y pueden verse limitados, en muchos casos, por la cantidad mdxima de sustrato fendlico soluble en el
medio acuoso. Ast, el hdbito de las curvas de saturacion puede ser consecuencia de la saturacion de la disolucion acuosa por el

sustrato fendlico, y no por la saturacion de la enzima por el sustrato.



Por todo lo anteriormente expuesto, debido a la complejidad de los procesos que ocurren en un medio de trabajo como
las micelas inversas, el cociente 'V, ;. /Ky ya no puede considerarse una estimacion vdlida de [a eficiencia catalitica, puesto que,
ademds de depender de la propia reaccion enzimdtica, depende de las constantes de reparto de los sustratos entre las dos fases

de [a micela inversa.



1V.3.5. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas
Las curvas de calibrado para los distintos compuestos fendlicos estudiados se obtuvieron en las condiciones
experimentales elegidas anteriormente. A modo de ejemplo, en la Figura 88 se muestran las curvas obtenidas para los fenoles

que muestran una mayor sensibilidad (catecol, fenol, 3-4-dimetilfenol y 4-cloro-3-metilfenol).
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Figura 88. Curvas de calibrado obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa en micelas inversas para fenol, catecol, 34-
dimetilfenol y 4-cloro-3-metilfenol.

Los criterios para determinar el intervalo lineal de los correspondientes calibrados, asi como para calcular los limites
de deteccion y de determinacion para cada compuesto, fueron los mismos que los empleados con los electrodos compdsitos de

tirosinasa en medio acuoso.

En la Tabla 37 se recogen las caracteristicas analiticas de los calibrados para cada uno de los fenoles estudiados,
habiéndose calculado los intervalos de confianza para un nivel de significacion de 0.05. En la Tabla 38 se muestran los valores
de los [imites de deteccion y de determinacion para cada sustrato fendlico. Como estimador de la desviacion estdndar del blanco
se tomd la correspondiente a las diez sefiales de disoluciones diferentes de los sustratos a los niveles de concentracion que se

muestran en dicha Tabla, en [a que aparecen, ademds, los valores de RSD para dichos niveles de concentracion.

Tabla 37. Caracteristicas analiticas de las curvas de calibrado para diferentes compuestos fendlicos obtenidas con electrodos de grafito-
Teflon-tirosinasa en micelas inversas.

INTERVALO PENDIENTE, ORDENADA EN.
SUSTRATO .
LINEAL, mol L uA mol* L EL ORIGEN, pA




Catecol (1-30)x10° (3.6+0.4)x10" (2+5)x10° 0.997

Fenol (4-80)x10° (1.28+0.05)x10" (0.04+2)x10° 0.998
4-cloro-2-metilfenol (5-80)x10° 14.9t0.7 (-7+3)x10* 0.998
4-cloro-3-metilfenol (4-500)x10° (5.12+0.02)x10° (3+4)x10* 0.998

2,3-dimetilfenol (2-30)x10° 31t1 (-4+£2)x10° 0.998
2,4-dimetilfenol (5-300)x10° (2.8+0.2)x10° (-2+2)x10° 0.997
3,4-dimetilfenol (1-40)x10° (2.1+0.1)x10" (1+2)x10* 0.997
3,5-dimetilfenol (2-20)x10° 62+2 (-3+3)x10° 0.999

Aungue ahora no es posible establecer una relacion directa entre la sensibilidad y la eficiencia catalitica de la enzima
para cada sustrato fendlico, si que es posible observar una relacion entre el valor de la constante de Michaelis-Menten
aparente y la amplitud del intervalo lineal. Ademds, también se aprecia que cuanto menor es la constante de Michaelis-

Menten, mayor es la sensibilidad, como se predice tedricamente.

Por otro lado, si se comparan las caracteristicas analiticas obtenidas en las micelas inversas con las del medio acuoso,
se observa claramente que la sensibilidad es menor en el medio predominantemente orgdnico, al iguakl que son peores los [imites
de deteccion. Esto es consecuencia del reparto de los analitos entre las dos fases de [a micela inversa, ya que la concentracion
en los microdominios acuosos y por lo tanto la concentracion que interacciona con la enzima, es siempre menor que en el medio
acuoso, debido a la mayor solubilidad de estos compuestos en acetato de etilo. Sin embargo, ha quedado demostrado que
cuando no se necesiten limites de deteccion muy bajos, o bien cuando sea necesario extraer el analito de la muestra con un

disolvente orgdnico, el medio de micelas inversas presenta innegables ventajas.

Tabla 38. Caracteristicas analiticas de la determinacion de varios compuestos fendlicos con electrodos compdsitos de grafito-Teflon-
tirosinasa en micelas inversas.

CONCENTRACION
SUSTRATO RSD, % LD., mol L L£.Q, mol L7
mol L7

Catecol 4.0x10° 8.7 4.6x107 1.5x10°
Fenol 1.0x10° 6.8 1.1x10° 3.7x10°
4-cloro-2-metilfenol 5.0x10° 6.6 1.3x10° 4.4x10°
4-cloro-3-metilfenol 1.0x10° 7.7 4.4x107 1.5x10°
2, 3-dimetilfenol 2.0x10° 7.5 4.7x10* 1.6x10°
2/4-dimetilfenol 5.0x10° 8.2 34x10° 1.1x10"

3/4-dimetilfenol 3.0x10° 8.6 1.0x10° 3.3x10°



3,5-dimetilfenol 2.0x10° 6.4 2.0x10" 6.7x10"

Por lo que respecta a los intervalos de linealidad, [a enzima se saturard en las micelas inversas a concentraciones
mayores que en el medio acuoso, debido al ya comentado reparto del compuesto fendlico entre ambas fases en la emulsion. Por
tanto, la cantidad de sustrato que interacciona con la tirosinasa es menor en este medio para la misma concentracion en la

célula de medida, y los intervalos lineales son mds amplios en las micelas inversas.



1V.4. Electrodos compositos de grafito-Teflon-
peroxidasa



Como ya se menciond, uno de los objetivos prioritarios de esta Tesis es la construccion de biosensores que sirvan para
llevar a cabo un screening de compuestos fendlicos. Como se ha visto también, los biosensores de tirosinasa estdn restringidos a
la monitorizacion de aquellos compuestos fendlicos que posean al menos una de sus dos posiciones orto- del anillo aromdtico
libre. Con objeto de disefiar un biosensor que sea capaz de detectar un niimero mayor de estos compuestos se ha procedido a
construir electrodos compdsitos de peroxidasa. Como se discuti en la Introduccion, los compuestos fendlicos actiian como
segundo sustrato en las reacciones de oxidacion del perdxido de hidrdgeno catalizadas por la enzima peroxidasa (Kulys et al.,
1991; Ruzgas et al., 1995), por lo que, en condiciones de exceso de H,0,, el perdxido actiia como cofactor y el fenol como
sustrato. En la superficie de un electrodo el mecanismo de las diversas reacciones implicadas es el que se muestran en la Figura

89.
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hacia los compuestos fendlicos.

La monitorizacion de la reaccion enzimdtica se realiza mediante [a reduccion electroquimica de los radicales fendxido

formados, siendo esta corriente de reduccion proporcional a la concentracion del compuesto fendlico en disolucion.

En nuestro Grupo de Investigacion se desarrolld con anterioridad un electrodo compdsito de grafito-Teflon-
peroxidasa para la monitorizacion de H,0, (del Cerro et al., 1997), por lo que las variables que conciernen a la fabricacion de
dicho electrodo, como son el porcentaje de Teflon en la matriz electrddica (70%), y la cantidad de peroxidasa (1.5%) fueron las

mismas que las optimizadas anteriormente.

En la Figura 90 se muestran los amperogramas obtenidos con el electrodo de grafito-Teflon(70%)-peroxidasa tras una
adicion de 25 L de una disolucion patrén de H,0, de concentracion 0.1 mol L a 5.0 mL de disolucion requladora de fosfato
0.05 mol L de pH 6.5. Una vez alcanzado el estado estacionario se llevaron a cabo adiciones sucesivas de 25 pL de
disoluciones patron 4.0x10° mol L de 4-clorofenol(A), 2,4-diclorofenol(B) y 4-cloro-2-metilfenol (C). Como era de esperar, la

sefial amperométrica obtenida para el perdxido de hidrdgeno es practicamente constante en todos los casos, por lo que, en lo que



sigue, los registros i-t se mostrardn sin dicha sefial, es decir, solo se representardn las sefiales producidas por los diferentes

compuestos fendlicos.
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disoluciones patron 4.0x10° mol L' de: A) 4-clorofenol; B) 2,4-diclorofenol, C) 4-cloro-2-metilfenol. Cuadro superior: Adicion de la
disolucion patron de 4-clorofenol sin afiadir 7,0, a la disolucién. E,= 0.0 V.
Como puede apreciarse, el electrodo de peroxidasa tiene una respuesta rdpida a los cambios en la concentracion de los

sustratos, alcanzdndose la corriente en el estado estacionario en aproximadamente 120 s. Esta rdpida respuesta estd
fawvorecida, como ya se ha comentado, por no existir barreras en forma de membrana sobre la superficie del electrodo, ni enlaces
covalentes para mantener la enzima inmovilizada en la superficie del electrodo. Por otra parte, no se observd ninguna sefial
amperométrica medible tras [a adicion de compuestos fendlicos cuando no se afiadid perdxido de hidrdgeno a la disolucion de

traﬁaja.

1V.4.1. Optimizacion de variables experimentales

Con el fin de obtener la mejor sefial amperométrica, se optimizaron las variables experimentales que influyen en la
reaccion enzimdtica, como son el pH de la disolucion de trabajo y el contenido de perdxido de hidrdgeno en esta disolucion. Por
otra parte, se estudid la influencia del potencial aplicado en la reduccion de los radicales fendxido formados en las reacciones

enzimdticas.



1V.4.1.1. Influencia de la concentracion de peroxido de hidrogeno en

la disolucion de trabajo

Es un hecho bien conocido que se produce inhibicion de la actividad de la peroxidasa cuando la concentracion de
perdxido de hidrdgeno excede de un determinado valor (Scheller et al., 1997; Bogdanovskaya et al., 1994). Asi, se ha reportado
que se produce pérdida de actividad a partir de una concentracién de H,0, de aproximadamente 1.5x10° mol L™, utilizando
un electrodo de carbono vitrificado con HRP inmovilizada en su superficie y aplicando un potencial constante de 0.2 V vs.
Ag/A4CL (Bogdanovskaya et al., 1994). A medida que el potencial aplicado se hace mds reductor, la pérdida de actividad
ocurre para mayores concentraciones de H,0,. Segiin Nakajima y Yamazaki (1980) la reaccion de inactivacion se origina a
partir del Compuesto 1. La presencia de un sustrato reductor, tal y como son los compuestos fendlicos, frena dicha
inactivacion, ya que compite con el H,0, por el Compuesto I. Dado que, como se puso de manifiesto en el apartado 11.2.4,
cuando no existe un segundo sustrato la reduccion de la enzima se realiza electrddicamente, un aumento en la polarizacion
catédica daria lugar a un aumento de la velocidad de reduccion del Compuesto I y provocaria que la pérdida de actividad por

el H,0, no se produjera hasta valores de concentracion mayores (Arnao et al., 1990), lo que estd de acuerdo con la hipdtesis de

Nakajima y YamazaKki.

Estas razones hicieron que se optimizara la concentracion de perdxido de hidrdgeno en la disolucion de trabajo. En la
Figura 91 se muestra la variacion de la intensidad de corriente en estado estacionario con la concentracion de 4-clorofenol en
disoluciones con concentraciones de H,0, de 2.5x10%, 5.0x10* y 1.0x10° mol L. Puede observarse cémo a medida que la
concentracion de perdxido de hidrdgeno aumenta, la sefial amperométrica es mayor. Sin embargo, el tiempo que se necesita para
la estabilizacion de la linea base, asi como el ruido de fondo, también aumentan con la concentracion de #H,0,. Teniendo en
cuenta que para concentraciones de 5.0x10" y 1.0x10 Y mol L se obtienen intervalos de linealidad similares, se escogio 5.0x10

* ol L para realizar posteriores experimentos.

i, pAa

0 : 1 1 #
0 3 6 9 12 15

[4-clorofenol]x10 M



Figura 91. Influencia de la concentracion de perdxido de hidrdgeno (2.5x10° mol L7 (A ), 5.0x10° mol L (®), 1.0x10° mol L (® )) sobre
la intensidad de corriente en estado estacionario obtenida 4-clorofenol 1.0x107 mol L7 sobre un electrodo compdsito de grafito-‘Teflon-
HRP; E,,,=0.00 V; regulador fosfato 0.05 mol L™ (p# 6.5).



La concentracion de perdxido de hidrdgeno elegida no es suficientemente alta para afectar significativamente la

actividad de la enzima en las condiciones experimentales utilizadas.

1V.4.1.2. Influencia del pH sobre la intensidad de corriente en estado

estacionario
Se estudio como influye el pH de la disolucion requladora acuosa de trabajo sobre la intensidad de corriente en estado
estacionario de reduccion de los radicales fendxido formados en la reaccion enzimdtica. Para ello se utilizaron distintas
disoluciones reguladoras de fosfato 0.05 mol L™ cuyo pH variaba entre 5.5 y 8.5, conteniendo #,0, 5.0x10" mol L™. Se aplicd
un potencial constante de 0.00 V, y el sustrato empleado fue 4-clorofenol 1.0x10° mol L*. En la Figura 92 se muestran los

resultados obtenidos.

Puede apreciarse que se obtiene una meseta de intensidad en el intervalo de pH 5.5-6.5, produciéndose una
disminucion de la sefial a partir de pH 6.5. ‘Esta disminucion puede deberse a que cuando el compuesto fendlico reacciona con
la enzima peroxidasa, se produce la transferencia de un electron y de un protén simultdneamente del grupo -OH del fenol al
centro activo de la enzima. Por tanto, y con el fin de no emplear un valor de pH demasiado dcido, se ha elegido como pH

dptimo para estudios posteriores el valor de 6.5.

0.5
i, pAa
04 T
03 T
A 4 4

02 T A i

0.1 7 i
Figura 92. Influencia del pH de la diso i nsidad de corriente en estado estacionario
para 4-clorofenol 1.0x10° mol L7; E,,=0. b : : :
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1V.4.1.3. Efecto del potencial aplicado ot

EL efecto del potencial aplicado sobre la respuesta amperométrica del biosensor de grafito-Teflon-peroxidasa, se
evalud empleando como sustratos distintos compuestos fendlicos, a un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L en la
disolucidn reguladora de fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 que contiene 5.0x10" mol L de H,0,. A modo de ejemplo, en [a

Figura 93 se muestra la tendencia obtenida para el 4-clorofenol, el 2,4-diclorofenol y 4-cloro-2-metilfenol.
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Figura 93. Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de corriente en estado estacionario obtenida con el electrodo compdsito de
grafito-Teflon-peroxidasa para ®) 2/4-diclorofenol, (A ) 4-clorofenol y (® ) 4-cloro-2-metilfenol, 1.0x10° 5 mol L%; [H,0,]= 5.0x10% mol L
'; regulador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5.

Para los tres compuestos fendlicos la corriente en el estado estacionario aumentd entre 0.1 y —0.2 V
aproximadamente, para después obtenerse un decrecimiento gradual de la respuesta a medida el valor del potencial se hacia
mds reductor. ‘Este comportamiento es atribuible al ensuciamiento de la superficie del electrodo como consecuencia de la
polimerizacion de los productos de [a reaccion enzimdtica, [a cual estd favorecida a medida que el potencial se hace mds
negativo (Marko-Varga et al., 1995). Un comportamiento similar al mostrado en la Figura 93 se encontrd para todos los

compuestos fendlicos estudiados.

Por otra parte, pudo observarse que el tiempo necesario para alcanzar una linea base estable era minimo a 0.007,
siendo mayor tanto a potenciales mds negativos como a mds positivos de este valor. La mdxima intensidad de corriente no se
alcanzd al mismo valor del potencial para todos los compuestos fendlicos ensayados, por lo que se escogid un potencial de
trabajo al cual se obtuvieran buenas sefiales amperométricas para todos ellos, lo que permitiria realizar su “screening’. ‘El
potencial elegido fue de 0.00V, ya que cumple los requisitos mencionados. Ldgicamente, si, en alguna aplicacion particular, se
deseara realizar una determinacion individual de algiin compuesto fendlico, el potencial a aplicar no tendria porqué ser el

mismo que el escogido ahora.

1V.4.2. Estabilidad del electrodo composito de grafito-Teflon-HRP



La estabilidad de un biosensor es un aspecto de gran importancia, puesto que de ella depende su aplicabilidad. Se ha
evaluado el miimero de medidas y cudnto tiempo es posible utilizar el biosensor con una respuesta reproducible, al igual que se
hizo para los electrodos compdsitos de tirosinasa. Por tanto, se evaluaron aspectos como la repetibilidad de [a sefial sin pulir el
electrodo, su reproducibilidad cuando se regenera la superficie del electrodo mediante pulido, la reproducibilidad en [a
fabricacion de los electrodos, el tiempo de utilizacion del biosensor y el efecto del tiempo de almacenamiento de la pastilla
madre con la que se fabrican los electrodos. Para llevar a cabo estos estudios de estabilidad se eligio el 4-clorofenol como

sustrato.

Puesto que en nuestro grupo de investigacion ya se utilizé el electrodo de grafito-Teflon-peroxidasa para la
monitorizacion de perdxidos (del Cerro et al., 1997), aspectos como el efecto del tiempo de almacenamiento de la pastilla o [a
reproducibilidad en la fabricacion de los electrodos, deben ser similares a los que se obtengan Ahora. Se efectuard, por tanto,

una comparacion entre los resultados obtenidos entre ambos casos.

1V.4.2.1. Repetibilidad de las medidas

La repetibilidad de la intensidad de [a respuesta amperométrica del electrodo de grafito-Teflon-HRP sin regeneracion
de la superficie electrodica, se evalud utilizando una disolucion de 4-clorofenol 1.0x10  mol L. El medio de trabajo fue una
disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5 conteniendo perdxido de hidrdgeno 5.0x10 * ol L7, y el potencial
aplicado fue de 0.00 V.

En la Tabla 39 se muestran los resultados obtenidos en este estudio, su valor medio con el intervalo de confianza
para un nivel de significacion de 0.05 y la desviacion estdndar relativa de la serie de medidas realizadas, que indica una buena

repetibilidad de las medidas amperométricas sin necesidad de regenerar la superficie del electrodo.

Sin embargo, cuando se evalud la repetibilidad con una concentracion mayor de 4-clorofenol (1.0x10 > mol L) o con
otros compuestos fendlicos, como por ejemplo, fenol, se observé una disminucion acusada de las respuestas para medidas
consecutivas sin pulir [a superficie electrodica. Este comportamiento se ha atribuido al ensuciamiento de la superficie
electrodica por los productos de la reaccion quimica de los grupos fendxido generados en la reaccion enzimdtica. Estos
productos son dimeros y polimeros que ensucian irreversiblemente la superficie del electrodo, y por tanto provocan que se
obtengan sefiales menores, siendo necesario regenerar la superficie electrodica para recuperar la sefial inicial, como comentard

en el siguiente apartado.

A este respecto conviene mencionar explicitamente los resultados obtenidos para este estudio con el fenol. En este
caso, la desviacion estdndar relativa que se obtuvo fue de un 40% para una concentracion de fenol de 1.0x10 “mol L7, [o que

indica que el ensuciamiento por formacion de dimeros y polimeros es mucho mayor que para el 4-clorofenol.



Con objeto de minimizar dicho ensuciamiento se afiadio el tensoactivo Triton X-100 en concentracion 0.05% (p/v) a
la disolucion de trabajo. Este tensoactivo se habia utilizado en trabajos precedentes (Ruzgas et al., 1995) para evitar que los
radicales formados en la oxidacion de los compuestos fendlicos se adhirieran al electrodo. En estas condiciones, se obtuvo un
valor de RSD del 38% para una serie de 10 medidas sucesivas. Puesto que no se mejord sustancialmente la repetibilidad, se
decidid seguir utilizando como medio de trabajo el requlador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 con una concentracidn de 1,0, de

5.0x10" mol L7, sin adicién de tensoactivo.

Tabla 39. Intensidad de corriente en estado estacionario para medidas sucesivas realizadas con el electrodo compdsito enzimdtico sin
regeneracion de [a superficie electrodica. Concentracion de 4-clorofenol 1.0x10° * mol L disolucién reguladora de fosfato 0.05 mol L (pH
6.5); #,0, 5.0x10°* mol L7; = 0.00V.

MEDIDAS ina iu4 RSD, %
1 0.21
2 0.21
3 0.20
4 0.23
5 0.22
0.21+ 0.01 53
6 0.22
7 0.24
8 0.20
9 0.19

10 0.21




1V.4.2.2. Reproducibilidad de las medidas regenerando la superficie
electrodica por pulido

La gran ventaja que poseen los electrodos compdsitos enzimdticos de obtener una superficie electrodica renovada y,
por tanto, un nuevo biosensor, mediante un simple pulido de dicha superficie, constituye un fecho especialmente relevante en
el caso en que los productos de la reaccion enzimdtica no electroactivos puedan ensuciar notablemente la superficie del
electrodo. Por ello, en este caso es importante [levar a cabo un estudio de la reproducibilidad de las medidas con el proceso de
regeneracion del biosensor. Se realizaron 10 pulidos y tres medidas diferentes después de cada pulido para dos niveles de

concentracion de 4-clorofenol: 1.0x10° mol L™ y 1.0x10 > mol L. En la Tabla 40 se recogen los resultados obtenidos.

Los wvalores de la desviacion estdndar relativa obtenidos para los 10 valores medios de la corriente de cada serie
fueron 8.1y 7.7% para un nivel de concentracion de 4-clorofenol de 1.0x10° % mol L7 y de 1.0x10° ? mol L7, respectivamente.
Estos valores indican que el electrodo compdsito de peroxidasa permite obtener respuestas amperométricas reproducibles
después de llevar a cabo el procedimiento de regeneracion del biosensor, incluso a una concentracion elevada de 4-clorofenol, lo

que indica que la enzima estd uniformemente distribuida en el seno de la matriz electrddica.



Tabla 40. Reproducibilidad de (a sefial obtenida con el electrodo compdsito enzimdtico de HRP para 4-clorofenol 1.0x10° 5 ol L7 y 1.0x10°
mol L7 tras regenerar la superficie del electrodo por pulido. Disolucion regquladora de fosfato 0.05 mol L de pH 6.5; concentracion de
7,0, 5.0x10° mol L*; E,,= 0.00V.

[4-clorofenol]=1.0x10" mol L [4-clorofenol]=1.0x10° mol L™
T ————
i ua T4 RSD, % | i pa RSD, %
1 0.19 8.1
2 0.18 9.0
3 0.17 7.5
4 0.17 8.3
5 0.18 74
0.19t0.01 8.1 8.1+0.4 7.7
6 0.22 8.6
7 0.22 74
8 0.17 8.7
9 0.18 7.3
10 0.18 7.3

1V.4.2.3. Tiempo de vida util de un biosensor

El tiempo de vida 1itil de un biosensor compdsito de peroxidasa se evalud realizando diariamente tres medidas de
disoluciones de 4-clorofenol 1.0x10 * 1ol L diferentes. La Figura 94 muestra el grifico de control construido, tomando como
valor central el valor medio de las 10 medidas sucesivas realizadas sin regeneracion de la superficie electrodica. Los limites

superior e inferior del grdfico de control se tomaron siguiendo el mismo criterio que para los electrodos de tirosinasa.



pulido

03

0,25 +3s

0,2 A [ )
’ [ J
L 3s

Lpad 015 A

0,05 A

0 T T T T T

1 5 9 13 17 21 25

Figura 94. Grifico de control para (a dependencia de la corfiéien d6slo estacionario con el tiempo para 4-clorofenol 1.0x10° mol L™
medida con un electrodo compdsito de grafito-Teflon-HRP: (@) sin pulido, (). Disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5;
94,0, 5.0x10"* mol L*; E,~ 0.00V.

El mismo electrodo compdsito de peroxidasa pudo utilizarse, a este nivel de concentracion, durante aproximadamente
12 dias sin necesidad de regenerar la superficie del electrodo. A partir de alrededor de 20 dias, la respuesta amperométrica no
puede ser recuperada por pulido. Teniendo en cuenta que el tiempo de vida de un biosensor de grafito-Teflon-HRP-ferroceno
desarrollado en nuestro Grupo de Investigacion para la determinacion de perdxidos fue estimado en aproximadamente 2 meses
(del Cerro et al., 1997), puede deducirse que el proceso de ensuciamiento del electrodo por los productos de la reaccion
enzimdtica cuando estdn implicados compuestos fendlicos, produce un envenenamiento irreversible de la enzima que reduce

considerablemente el tiempo de vida iitil del biosensor.

Debe destacarse que, en wvarias ocasiones, se necesitd realizar mds de un pulido para recuperar la sefial
amperométrica, lo que indica que la inactivacion enzimdtica afecta no solo a la superficie del biosensor, sino que también
influye hasta una cierta profundidad en [a matriz. Obviamente, esto implica una disminucion del tiempo de vida ttil del

electrodo en comparacion con el empleado para la determinacion de perdxidos.

1V.4.2.4. Reproducibilidad de las medias obtenidas con diferentes

electrodos

Obviamente, cuando el bioelectrodo compdsito dejaba de ser utilizable, era necesario cambiar de electrodo. Por

consiguiente, la reproducibilidad de las respuestas obtenidas con diferentes electrodos, construidos a partir de [a misma pastilla



madre y a partir de pastillas diferentes, es un aspecto esencial a evaluar. Se construyeron 3 electrodos diferentes a partir de 3

pastillas madre distintas, y se realizaron cinco medias amperométricas con cada electrodo de 4-clorofenol 1.0x10 “mol L.

En la Tabla 41 se recogen los resultados obtenidos para los 9 electrodos. Los intervalos de confianza se calcularon
para un nivel de significacion de 0.05. La desviacion estdndar relativa para todos los valores medios obtenidos con los nueve

electrodos fue de 7.2 %, lo que indica que el proceso de fabricacion de los electrodos es reproducible y fiable.



Tabla 41. Reproducibilidad de las medidas realizadas con diferentes electrodos de grafito-Teflon-HRP construidos a partir de la misma
pastilla y a partir de pastillas distintas, i es el valor medio de 5 medidas para 4-clorofenol 1.0x10 % mol L. Disolucion requladora de
Sfosfato 0.05 mol L7 de pH 6.5; H,0, 5.0x10°" mol L; E,,= 0.007.

i, pA (RSD (%))
ELECTRODO PASTILLA 1 PASTILLA 2 PASTILLA 3
1 0.20 (4.5) 0.21 (6.0) 0.21(8.4)
2 0.22 (8.1) 0.20 (6.2) 0.20 (8.6)
3 0.23 (9.1) 0.18 (7.2) 0.20 (10.0)
i media de cada pastilla 0.22 (6.9) 0.20 (8.4) 0.20 (2.9)
(#A)
MEDIA TOTAL 0.21(7.2)

1V.4.2.5. Efecto del tiempo de almacenamiento de la pastilla madre

Finalmente, se evalud el efecto del tiempo de almacenamiento de la pastilla madre, es decir, cudnto tiempo es posible
almacenar la pastilla compdsita enzimdtica sin observar pérdida de la actividad de [a peroxidasa. No se observaron diferencias
significativas en las respuestas amperométricas cuando el electrodo se construyd a partir de una pastilla que llevaba 8 meses
almacenada en seco a 4°C. De hecho, los resultados que se muestran para el electrodo 3 pastilla 1, en la Tabla 41, corresponden
a dicho electrodo. De esta forma se puso de manifiesto que no existia pérdida signmificativa de la actividad de [a enzima
inmovilizada en la matriz compdsita, al menos durante el tiempo de almacenamiento mencionado, lo que demuestra una vez

mds la bondad del método de inmovilizacion de la enzima empleada.



1V.4.3. Calculo de las constantes cinéticas

Ya se puso de manifiesto en los estudios desarrollados con los electrodos de tirosinasa, que el cdlculo de las variables
cinéticas de la reaccion enzimdtica que tiene lugar con los diferentes sustratos, permite obtener informacion itil sobre la
sensibilidad y el intervalo dindmico de concentracion, aspectos fundamentales desde el punto de vista analitico en el desarrollo
de biosensores. Ademds, dichas variables proporcionardn también informacion acerca de como afecta la estructura del sustrato
de [a reaccion enzimdtica. En las reacciones en las que estd implicado un solo sustrato, las variables cinéticas (velocidad
mdxima aparente y constante de Michaelis—Menten aparente), se pueden calcular de forma sencilla a partir de las curvas de
saturacion de la enzima con el sustrato. Sin embargo, cuando hay dos sustratos implicados, como ocurre en este caso, el cdlculo

no es tan sencillo, ya que las reacciones enzimdticas pueden sequir distintas vias.

Cuando las reacciones enzimdticas transcurren a través de una serie de comp[ejos binarios, como ocurre con la

peroxidasa, el mecanismo se denomina de doble desplazamiento o ‘ping-pong’, y viene descrito por la siguiente serie de

reacciones:
E+AEA &E'P & E +P 11
E'+B<—E'B+> EQ <> E+Q @2)

donde A y ‘B son los dos sustratos implicados, E y E” son dos estados de oxidacion diferentes de la enzima y P y Q son

productos de las reacciones enzimdticas. En este caso, la ecuacion general de velocidad es:

v= (13)

donde Q(M,apﬂ Yy Kmf son las constantes de Michelis-Menten para el sustrato A y B respectivamente, las cuales dependen de la
concentracion del otro sustrato en disolucion, [ A] y [ B] son las concentraciones de los sustratos A y ‘B, v es la velocidad
es la velocidad mdxima de [a reaccion.

de reaccion y V.

Lafaﬂna recipraca de esta ecuacion es:

Kc,ap 1+Klsl,ap
1 [a] 7 g )
v V_. V



por lo que, [a representacion de 1/v frente a la inversa de la concentracion de uno de los dos sustratos proporciona familias de
lineas rectas paralelas manteniendo la concentracion del otro sustrato fija. Los valores de las constantes pueden obtenerse a
partir de los grdficos secundarios en los que los que se representan las ordenadas en el origen de los grdficos reciprocos frente a
la inversa de la concentracion de sustrato. En la Tabla 42 se recogen los pardmetros que permiten calcular las constantes

cinéticas mediante este método (Cornish-Bowden y Wharton, 1988).

Otro método mds sencillo para calcular las constantes cinéticas consiste en mantener uno de los dos sustratos a una
concentracion constante lo suficientemente alta como para saturar la enzima, y variar la concentracion del otro sustrato, de
modo que la reaccion enzimdtica global se simplifique a una reaccion enzimdtica de un solo sustrato y se puedan calcular las

diferentes variables cinéticas segiin las ecuaciones:

V.,
(15)
BK ap/
v:—lﬁﬂ—— (16)

1Ky L. /[B



Tabla 42. Pardmetros representados en los grdficos reciprocos para sistemas que obedecen la ecuacidn (13).

ORDENADA ENEL
GRAFICO PENDIENTE ORIGEN ABCISA EN EL ORIGEN
Grdfico primario:
1/i frente a 1/[4] Kotap /Vinie (1+ Ko ap VB]/V i (1 + Koo VBl /Koy
Grdfico secundario:
Ordenadas en el origen del
grdfico primario frente a Kotap /Vinix 1/ -1/ Koy
1//4]
Grdfico primario:
1/i frente a 1/[B] Kotap "V inia (1 + Kooy VANV, 1+ Kooy VA /Koy
Grfico secundario:
Ordenadas en el origen del
grifico primario frente a Kotap /Vinia 1V, -1/ Kogay '
1/[B]

En este caso, Kooy Y Kogay pieden definirse como la concentracion de A y de B, respectivamente, para las que la
velocidad es [a mitad de [a velocidad mdxima a concentraciones de saturacion de ‘B y de A, respectivamente, y deben coincidir,
en las condiciones empleadas, con los valores de Y(MIQP’”( y Q(M,uf que aparecen en la ecuacion (13). Los valores de ambas
constantes pueden calcularse a partir de las curvas de saturacion de uno de los dos sustratos cuando el otro se encuentra en

disolucion a altas concentraciones (Cornish-Bowden y Wharton, 1988).

Antes de calcular las constates cinéticas por este método, es preciso verificar que la reaccion enzimdtica para cada
sustrato obedece realmente a una cinética de tipo Michaelis-Menten. Para ello, se calculd el pardmetro “x” de la ecuacion de
Hill (Twuoha et al., 1994). Los grdficos de Hill, donde se representa el log/(i,./i) — 1] en funcion del logaritmo de la
concentracion de cada uno de los sustratos fendlicos, para una concentracion de perdxido de hidrdgeno constante (2.0x10 ? mol
£t y el logl(i,./i) — 1] en funcion del logaritmo de la concentracion de H,0, con cada sustrato fendlico en disolucion a

concentracion constante (2.0x10° mol L), se muestran en [a Figura 95.

Los valores de x obtenidos se recogen en la Tabla 43. Como se puede apreciar, dicho valor es en todos los casos
proximo a 1, lo que indica que, en condiciones de saturacion del otro sustrato, la reaccion enzimdtica para cada sustrato se

ajusta a una cinética del tipo Michaelis-Menten.



El calculo de los pardmetros cinéticos por el método simplificado se ha realizado a partir de las medidas de intensidad
de corriente en estado estacionario obtenidas para adiciones sucesivas del volumen apropiado de una disolucion patrén de cada
uno de los sustratos hasta no obtener variacion apreciable de dicha intensidad, manteniendo constante la concentracion del
otro sustrato (perdxido de hidrdgeno o compuesto fendlico segiin el caso) en 2.0x10° mol L. Entre los diferentes experimentos,
fue necesario pulir la superficie del electrodo, debido a que se observd pérdida de sefial si no se procedia a regenerar dicha

superficie, habida cuenta de las altas concentraciones utilizadas.
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Figura 95. Grdficos de Hill para diferentes sustratos fendlicos, obtenidos con el electrodo de grafito-Teflén-peroxidasa en regulador fosfato
0.05 mol L de p# 6.5; E,,=0.00 V. (A) 2.0x10° mol L de 7,0, en la disolucion de medida y variando la concentracidn de compuesto
fendlico hasta saturacién; (B) 2.0x10° mol L de compuesto fendlico en la disolucion de medida y variando la concentracién de 4,0, hasta
saturacion.

Las variables cinéticas se han calculado mediante este método para los 18 sustratos fendlicos estudiados y para el
perdxido de hidrdgeno con cada uno de los 18 fenoles en disolucion. Con objeto de confirmar la validez de los resultados
obtenidos mediante este método simplificado, se han comparado con las constantes cinéticas calculadas aplicando el método de

las grificas reciprocas (primer método comentado y mucho mds tedioso y complejo que el simplificado), para el 4-clorofenol y 2-
clorofenol.

En las Figuras 964 y 96B se muestran las curvas de saturacion obtenidas para todos los sustratos estudiados, las
cuales tienen la forma tipica de los sistemas enzimdticos. En las Figuras 974 y 97B se recogen las representaciones de

Lineweaver-Burk, a partir de las que se obtuvieron las constantes cinéticas. Como ya se comento, el punto de interseccidn con



la ordenada en el origen corresponde a [a inversa de la velocidad mdxima, mientras que la interseccion con el eje de abscisas es

la inversa de la constante aparente de Michaelis-Menten cambiada de signo.



Tabla 43, Pardmetros cinéticos obtenidos con el electrodo de grafito-‘Teflon-HRP para los diferentes sustratos fendlicos.

‘ j, H,0, (M) [ (M,
COMPUESTO FENOLICO b Kor?0, (M) Kafenol (M)
(1.0x10° M) X X
declorofenol 0.22 2.13x10° 3.0X107 (*) 5.1x10" 6.2X107 (*)
’ 1.07 0.95
2-clorofenol 0.70 4.3x10° 4.1X10° (*) 5.8x10° 6.1X107 (*)
’ 0.97 0.93
2.8x10° 8.5x10"
3-c[orofen0[ 0.03 K x
1.04 1.00
3.5x10° 4.8x10°
fenol 0.40 b v
1.03 1.05
4.7x10° 2.5x10"
2,4-¢fic&1rofena[ 0.37 & ©
0.90 1.01
3.1x10° 2.0x10"
2,4,6—tric[orofeno[ 0.63 x <
1.01 0.99
2.3x10° 1.2x10°
2,3,5,6—tetrac[0r0feno[ 0.01 x x
1.05 0.98
1.7x10° 4.0x10°
pentac[orofeno[ 0.01 & ©
0.97 1.03
1.3x10° 7.0x10"
4—c[oro-2-meti[feno[ 0.15 x i
1.08 0.94
3.1x10° 4.3x10*
-cloro-3-metilfenol 0.28
4-cloro-3-me 1feno 0.97 0.97
3.9x10° 1.6x10*
2—meti[feno[ 0.15 © ©
1.07 1.01
5.0x10° 6.5x10"
3-meti9[en0[ 0.22 i x
0.96 0.96
1.3x10° 8.4x10*
4—mzti§(en0[ 0.19 x x
1.04 0.96
1.1x10° 3.0x10°
2,3-dimeti9[eno[ 0.06 x &
1.02 0.96
1.7x10° 1.6x10°
2,4-t{imeti{feno[ 0.05 © &
1.01 0.98
1.6x10° 2.9x10°
3,5—Lfimeti§[en0[ 0.01 x x
1.03 0.95
1.0x10° 8.7x10"
3, 4-dimetilfenol 0.09 b v
1.02 0.95
1.1x10° 0.9x10°
2,6—t{imeti{feno[ 0.02 © ©
1.08 1.02

(*) Constantes calculadas por el método de los grdficos reciprocos.
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Figura 97A. Representaciones de Lineweaver-Burk obtenidas a partir de las curvas de saturacion de los compuestos fendlicos.
Figura 97B. Representaciones de Lineweaver-Burk obtenidas a partir de las curvas de saturacion del perdxido de hidrdgeno.
Los valores obtenidos de K, ., y V,s para cada sustrato se recogen en la Tabla 42. Los valores de las constantes

cinéticas para el 2-clorofenol y el 4-clorofenol, calculados por el método de las grdficas reciprocas (%), no difieren
significativamente de los calculados por el método simplificado, por lo que puede pensarse que ambos métodos de calculo de las

constantes cinéticas son vdlidos.

De acuerdo con el mecanismo de las reacciones enzimdticas de doble desplazamiento, que en nuestro caso puede

escribirse como:

PEROXIDASA(Felll) + ROOH — Codipugsto I + ROH )
K,

R

Ks

—_—



Compuesto I + R-OH Compuesto IT + R-O- (3)

Compuesto II + R-OH PEROXIDASA(Felll) + R-O- “4)

puede decirse que la afinidad entre el compuesto fendlico y el Compuesto I es mayor a medida que la constante de Michelis-
Menten para el compuesto fendlico, ?Q,,apg es menor (Cornish-Bowden y Wharton, 1988), y, por tanto, desde un punto de vista
analitico se obtiene una mayor sensibilidad y un menor intervalo lineal. Por lo que se refiere a la influencia del sustrato
fendlico sobre la reaccion enzimdtica parcial del perdxido de hidrdgeno, se puede decir que a medida que el sustrato fendlico
presente una mayor afinidad por el Compuesto I (Kn,af menor), se obtendrd una constante de Michaelis-Menten para el H,0,
(?(,,/apﬂ) mayor, ya que se Tegenera la enzima en su forma nativa mds rdpidamente, Y por consiguiente, se necesita una mayor

concentracion de perdxido de hidrdgeno para saturarla.

Este comportamiento tedrico se confirmd por los resultados experimentales obtenidos (Tabla 43), observindose que los
compuestos fendlicos para los que se tiene una mayor respuesta amperométrica, proporcionan un valor mayor de Km/apﬂ yun
valor de 'XM;S menor. También puede observarse que los valores de velocidad mdxima para la reaccion enzimdtica del perdxido
de hidrdgeno son mayores para los sustratos fendlicos que proporcionan respuestas mds sensibles, lo que pone de manifiesto una

mayor rapidez en el reciclaje enzimdtico que se produce en estos casos.

1V.4.4. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

Las condiciones experimentales utilizadas para la determinacion de los distintos compuestos fendlicos con el electrodo
de grafito-Teflon-HRP son las optimizadas anteriormente, es decir: disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5,

conteniendo perdxido de hidrdgeno 5.0x10" mol L7, y aplicando un potencial constante de 0.00 V.

En las Figura 98 se muestran las curvas de calibrado obtenidas, y en la Tabla 43 se recogen las caracteristicas de
dichos calibrados para cada uno de los fenoles estudiados. Los intervalos de confianza se calcularon par a un nivel de
significacion de 0.05. El intervalo de linealidad se ha establecido tomando como criterio que el coeficiente de correlacion de la

regresion por minimos cuadrados no fuera menor de 0.997.

Como era de esperar, los compuestos fendlicos con una ?C,,},,P/B menor y una %,/apﬂ mayor son mds sensibles, mostrando

una mayor pendiente y un menor intervalo lineal.



Como se puede observar, no se han incluido en la Tabla 44 las caracteristicas de los calibrados para el fenol, 2-
metilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,4,6-triclorofenol, y pentaclorofenol, debido a que no fue posible obtener sefiales reproducibles,
adecuadas para construir una curva de calibrado con las sucesivas adiciones (sin regeneracion de la superficie electrodica por
pulido). Sin embargo, en la Figura 99, puede apreciarse como el electrodo de grafito-Teflon-HRP, si permite observar una
variacion de la intensidad de corriente cuando se afiade uno de estos compuestos fendlicos. Por lo tanto, seria posible utilizar

dicha sefial detectar su presencia, es decir, con fines de “screening” cualitativo.
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Figura 98. Curvas de calibrado para distintos compuestos fendlicos obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-HRP a un potencial
aplicado de 0.00 V. (® ) 4-clorofenol; () 3-clorofenol; (M) 2-clorofenol; (A ) 2,4-dimetilfenol; (M ) 4-cloro-3-metilfenol; () 4-cloro-2-
metilfenol; (A ) 3-metilfenol; (A ) 4-metilfenol; (® ) 2,3-dimetilfenol; (® ) 2,4-dimetilfenol; (M) 3,5-dimetilfenol; (® ) 3,4-dimetilfenol;

(©)2,3,5,6-tetraclorofenol.
Tabla 44. Intervalo lineal, pendiente, ordenada en el origen y coeficiente de regresion de los calibrados obtenidos para distintos compuestos
fendlicos con el electrodo de grafito-teflon-peroxidasa.



INTERVALO

COMPULSTO Pte., uA mol* L 0.0, 44 r
FENOLICO LINEAL, mol L
4-clorofenol (0.05-2.00)x10° (1.88+0.06)x10 (8+5)x10° 0.998
2-clorofenol (0.02-2.00)x10° (7.20£0.04)x10" (-3+0.5)x10° 0.999
3-clorofenol (0.10-3.00)x10° (5.4+0.2)x10° (-1+0.5)x107 0.999
Fenol
2,4-diclorofenol (0.04-2.00)x10° (3.740.1)x10° (7+8)x10° 0.998
2,4,6-triclorofenol
2,3,5,6-tetraclorofenol (0.12-4.00)x10" (6.9010.03)x10° (-2+3)x10° 0.999
Pentaclorofenol
4-cloro-2-metilfenol (0.09-4.00)x10° (1.5550.04)x10° (3+0.8)x10” 0.998
4-cloro-3-metilfenol (0.05-2.00x10° (2.80+0.01)x10" (0£0.1)x10* 0.997
2-metilfenol
3-metilfenol (0.16-1.50)x10° (2.2+0.1)x10° (79)x10° 0.997
4-metilfenol (0.14-2.00)x10° (1.88+0.02)x10 (4+2)x10° 0.9998
2,3-dimetilfenol (0.2-6.0)x10° (2.8020.08)x10° (1£0.2)x10* 0.999
2,4-dimetilfenol (0.45-1.00x10° (2.95+0.09)x10° (-2+4)x10° 0.997
3,5-dimetilfenol (0.11-1.3)x10" (2.2240.05)x10° (-7+2)x10° 0.999
2,6-dimetilfenol
3,4-dimetilfenol (0.03-2.00)x10° (9.240.3)x10° (-2+3)x10° 0.998




Figura 99. Registros intensidad-tiempo obtenidos para adiciones sucesivas de (a) fenol y (b) 2-metilfenol con ef electrodo de grafito-Teflon-
HRP en regulador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5. H,0, 5.0x10* mol L. E,,=0.007.

En la Tabla 45 se recogen los valores de los limites de deteccion y de determinacion para los distintos compuestos
fendlicos, calculados segiin los criterios ya mencionados en capitulos anteriores, tomando como estimador de s; la desviacion
estdndar (n=10) de las sefiales obtenidas a partir de diferentes disoluciones de los sustratos a un nivel de concentracion
correspondiente a la concentracion mds baja del respectivo calibrado. Los wvalores de los [imites de deteccion son
considerablemente mejores que los encontrados en la bibliografia obtenidos con biosensores de peroxidasa utilizando otros tipos
de matrices compdsitas, incluyendo pasta de carbono (Marko-Varga et al., 1995) o cuando se utiliza un electrodo de grafito
solido (Ruzgas et al., 1995). Esto es especialmente cierto en el caso de los metilfenoles y de la mayoria de los compuestos
clorados, los cuales en muchas ocasiones no son detectados por otros biosensores amperométricos de peroxidasa (Lindgren es al.,
1997). Asimismo, los limites de deteccion obtenidos son mejores que los reportados para electrodos que emplean mediadores de

Os (Kane et al., 1998).

Si se comparan los limites de deteccion obtenidos con el electrodo de grafito-Teflon-HRP con los que proporciond el
electrodo de grafito-Tefon-Tyr, puede observarse como para algunos fenoles (fenol, catecol, 4-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol,
34-dimetilfenol y 2,4-dimetilfenol), los limites de deteccion son mejores con el electrodo de tirosinasa, mientras que para el
resto, son mejores con el de peroxidasa, habida cuenta de que, ademds, muchos de estos compuestos no son siquiera detectados

con el biosensor de tirosinasa.

Tabla 45. Caracteristicas analtticas para la determinacion de diferentes compuestos fendlicos obtenidas con electrodos compdsitos de
grafito-Teflon-HRP.

COMPUESTO FENOLICO LD. (mol L") L£.Q. (mol L)
4-clorofenol 5.0x107 1.7x10°
2-clorofenol 1.6x107 5.3x107
3-clorofenol 9.9x107 3.3x10°

Fenol
2,4-diclorofenol 4.5x107 1.5x10°

2/4,6-triclorofenol
2,3,5,6-tetraclorofenol 1.2x10° 4.1x10°
Pentaclorofenol

4-cloro-2-metilfenol 9.5x107 3.1x10°



4-cloro-3-metilfenol
2-metilfenol
3-metilfenol
4-metilfenol
2,3-dimetilfenol
2,4-dimetilfenol
3,5-dimetilfenol
2,6-dimetilfenol

3,4-dimetilfenol

4.6x107

1.6x10°
1.4x10°
2.0x10°
4.5x107

1.1x10°

3.5x107

1.6x10°

5.3x10°
4.8x10°
6.8x10°
1.5x10°

3.7x10°

1.2x10°

L.D.: limite de deteccidn
L.Q.: limite de cuantificacion



IV.4.5. Influencia de /la velocidad de reaccion sobre J/a

reproducibilidad de la sefial analitica
La observacion de las sefiales obtenidas cuando se realizan las medidas para el cdlculo de las constantes cinéticas y
para la construccion de los calibrados de cada uno de los fenoles, permite ver que el tiempo que se tarda en alcanzar el estado
estacionario es diferente para cada uno de los sustratos. Por ejemplo, el 4-clorofenol necesita 120 sequndos, mientras que para
el 4-cloro-2-metilfenol dicho tiempo es de aproximadamente 4 minutos. Por otro lado estd el hecho de la imposibilidad de

construir calibrados para 5 de los fenoles que se han estudiado.

Estos dos hechos estdn relacionados entre si, y pueden estar asociados con la formacion de dimeros y polimeros

mediante reacciones de los correspondientes radicales fendxido entre si del tipo:

AH- + AH- AHWH (6)
nAH. —AAH-AH-... (7)

Estas reacciones quimicas compiten con la reduccion electrddica de los radicales fendxido que constituye la sefial
analitica (17). Si la reaccion electrodica estd mds favorecida, el tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario serd
menor, pues se evita que se produzcan las reacciones quimicas (6) y (7). Sin embargo, si las velocidades de las reacciones
electrodica y quimica son similares, el tiempo que se tarda en alcanzar el estado estacionario serd mayor, ya que los radicales

fendxido tendrdn dos vias diferentes de reaccion.

Con objeto de confirmar esta hipdtesis, y teniendo en cuenta que la formacion de dimeros y polimeros ensucia
irreversiblemente la superficie del electrodo (Apartado 1V.4.1), se llevaron a cabo medidas sucesivas en diferentes disoluciones
para tres compuestos fendlicos, 4-clorofenol (respuesta rdpida), 4-cloro-2-metilfenol (respuesta lenta) y 2,4,6-triclorofenol
(imposibilidad de realizar calibrados) a un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L*. Los registros intensidad-tiempo
obtenidos se muestran en la Figura 100 y las intensidades de corriente en estado estacionario para cada uno de ellos en

funcion del niimero de medidas se representa en la Figura 101.
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Figura 100. Registros intensidad-tiempo para medidas sucesivas de (a) 4-clorofenol, (b) 4-cloro-2-metilfenol y (c) 2,4,6-triclorofenol 1.0x10
% mol L7, en disolucion reguladora de fosfato a pH 6.5 y H,0, 5.0x10° mol L™ obtenidos con el electrodo compdsito de peroxidasa
aplicando un potencial de 0.00 V.
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Figura 101. Intensidad de corriente en estado estacionario para mediddeswedivgs de () 4-clorofenol, (®) 4-cloro-2-metilfenol y M)
2,4,6-triclorofenol 1.0x10° mol L. Disolucion de trabajo: regqulador fosfato 0.05 mol L7 de p# 6.5 que contiene 5.0x10°* mol L7 de #,0,.
‘E_=0.007.
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Como puede observarse en ambas figuras, en el caso del 4-clorofenol no se observd disminucion de la corriente en el
estado estacionario para las 20 medidas consecutivas realizadas en disoluciones diferentes, lo que indica que no hay
ensuciamiento apreciable de [a superficie del electrodo. Es decir, en este caso la formacion de dimeros o de polimeros es
despreciable, debido a que la velocidad de reduccion electrddica de los radicales fendxido formados es mayor que la velocidad de
las reacciones quimicas de formacion de dichos dimeros y polimeros. Sin embargo, para el 4-cloro-2-metilfenol se observé una
disminucion apreciable de la corriente en el estado estacionario a partir de la octava medida, lo que indica un ligero
ensuciamiento de [a superficie del electrodo debido a la formacion de los dimeros o polimeros, lo que hace que el tiempo en
alcanzar el estado estacionario sea mayor que en el caso del 4-clorofenol. Por iiltimo, en el caso del 2,4,6-triclorofenol, se
observd una fuerte disminucion de la corriente en el estado estacionario incluso para la sequnda medida consecutiva, lo que
sugiere un fuerte ensuciamiento del electrodo por la formacion de los dimeros o polimeros correspondientes, indicando que en
este caso el acoplamiento quimico de los radicales fendxido estd mds favorecido que la reaccion electrédica. ‘Es importante
serialar que, al final de cada una de las series de medidas para cada compuesto se procedié a regenerar la superficie del
electrodo por pulido, lo que permitid recuperar en todos los casos la intensidad de corriente en el estado estacionario de la

primera medida.

Estos resultados confirman la hipdtesis planteada y, por tanto, se puede afirmar que el tiempo necesario para
alcanzar el estado estacionario, ast como la reproducibilidad de las medidas sin pulir la superficie electrodica, va a depender de
la velocidad relativa de la reaccion electrodica y de las reacciones quimicas de los radicales fendxido formados en la reaccion

enzimdtica.



1V.4.6. Comparacion de la sensibilidad obtenida con el biosensor de

peroxidasa para los diferentes compuestos fendlicos

La peroxidasa exhibe una especificidad relativamente baja hacia compuestos donadores de electrones, entre los que se
encuentran los fenoles, como bien puede deducirse de los resultados obtenidos en nuestros estudios, donde se ha observado que
los 18 compuestos fendlicos estudiados proporcionan una sefial amperométrica. También puede observarse que hay grandes
diferencias en la sensibilidad para los diferentes sustratos fendlicos, como se pone de manifiesto por los valores de las
pendientes de los calibrados correspondientes (Tabla 44). En este apartado se va a tratar de explicar las causas por las que se

producen estas diferencias de sensibilidad hacia los compuestos fendlicos con el electrodo de grafito-Teflon-HRP.

Como indican Marko-Varga y col. (1995), la sensibilidad de los electrodos modificados con HRP va a depender en
gran medida de la estabilidad de los radicales fendxido obtenidos como producto de la reaccion enzimdtica y que son reducidos
electroquimicamente. Por otro lado, se ha demostrado que para sustratos aromdticos se transfieren un proton y un electron
simultdneamente desde el compuesto donador de electrones al grupo hemo de la enzima (Bogdanovskaya et al., 1994). Por
tanto, los compuestos fendlicos con una constante de acidez (K,) mayor transferirdan el proton al grupo hemo de la enzima mds
fdcilmente y, posiblemente, formen radicales fendxido mds estables. Ademds, Kane y col. (1998) indican que los compuestos
feno’[icos con sustituyentes donadores de electrones en posicidn orto- y los sustituyentes dceptores de electrones en posicidn
meta- tienen una respuesta menos sensible e incluso no proporcionan respuesta. Teniendo en cuenta que no fue posible
construir calibrados para todos los compuestos fendlicos estudiados por las razones que se han comentado anteriormente, la
comparacion de sensibilidad se [levd a cabo para todos los compuestos ensayados, comparando la magnitud de su respuesta
amperométrica para una concentracion fija de 1.0x10 “mol L. En [a Tabla 46 se muestran estos resultados Jjunto con el valor

de pX, de cada compuesto.

Para tratar de explicar las diferencias de sensibilidad observadas para los compuestos fendlicos, se han dividido los
sustratos en tres grupos: compuestos fendlicos clorados, compuestos fendlicos metilados y compuestos fendlicos con ambos tipos

de sustituyentes.

Por lo que se refiere al primer grupo, la sensibilidad sigue la siguiente tendencia: 2-clorofenol > 2,4,6-triclorofenol >
2/4-diclorofenol > 4-clorofenol > 3-clorofenol > 2,3,5,6-tetraclorofenol > pentaclorofenol. Esta tendencia cumple las
consideraciones antes expuestas, ya que a medida que el valor de pX, del compuesto fendlico aumenta, disminuye [a
sensibilidad, y la menor sensibilidad se obtuvo para el fenol monoclorado con la posicion meta- ocupada. Por otro lado, la

sensibilidad es independiente del pX, a medida que aumenta el niimero de dtomos de cloro en el anillo aromdtico, con la



excepcion del triclorofenol, si tenemos en cuenta los compuestos fendlicos con al menos una posicion orto- ocupada (2-
clorofenol > 2,4,6-triclorofenol > 2,4-diclorofenol > 2,3,5,6-tetraclorofenol > pentaclorofenol). Esto puede atribuirse a dos
causas; en primer lugar, al aumentar el niimero de cloros en el anillo aromdtico se produce un aumento del

volumen de la molécula que puede producir un impedimento estérico de la molécula para acceder al centro activo de la enzima,
y por tanto, la sensibilidad de los fenoles con mayor miimero de cloros en el anillo aromdtico disminuye. En sequndo lugar, el
hecho de que los dtomos de cloro sean atractores de electrones no va a facilitar la transferencia de un electron al grupo hemo de
la enzima, por lo que la sensibilidad también disminuiria al aumentar el niimero de cloros en el anillo aromdtico. Este
planteamiento se cumple en todos los casos con excepcion del excepcion del 2,4,6-triclorofenol, lo que puede ser debido a su bajo

valor de pX,, que, probablemente, estabiliza el radical fendxido, proporcionando una sefial mds intensa.



Tabla 46, Sefiales amperométricas obtenidas con el electrodo de grafito‘Teflon-HRP para diferentes compuestos fendlicos a un nivel de
concentracion de 1.0x10° mol L™, Valores de pX, para estos compuestos.

COMPUESTO i, uAa X,
4-clorofenol 0.22 9.37
3-clorofenol 0.03 9.02
2-clorofenol 0.70 8.48

Sfenol 0.40 9.99
2,4-diclorofenol 0.37 7.85
2,4,6-triclorofenol 0.63 6.00
2,3,5,6-tetraclorofenol 0.05 544
pentaclorofenol 0.01 526
4-cloro-2-metilfenol 0.15 9.12
4-cloro-3-metilfenol 0.28 9.55
2-metilfenol 0.15 10.26
3-metilfenol 0.22 10.00
4-metilfenol 0.19 10.26

2,3-dimetilfenol 0.06 10.5

2/4-dimetilfenol 0.05 10.58

3,5-dimetilfenol 0.01 10.19

2,6-dimetilfenol 0.02 10.59

3,4-dimetilfenol 0.09 10.36

Por lo que respecta a los compuestos metilados, la tendencia en la sensibilidad es: 3-metilfenol > 4-metilfenol > 2-
metilfenol > 3,4-dimetilfenol > 2,3-dimetilfenol ~ 2,4-dimetilfenol > 2,6-dimetilfenol > 3,5-dimetilfenol. En este caso esta
tendencia estd relacionada directamente con el pX, del compuesto fendlico. A medida que el pX, es mayor la sensibilidad
disminuye. En el caso del 4-metilfenol, el valor del pX, es igual al del 2-metilfenol, pero como se ha dicho anteriormente, el

sustituyente donador en la posicion orto del anillo aromdtico hace disminuir acusadamente la sensibilidad.

Por iltimo, en el caso de que ambos tipos de sustituyentes (cloro y metilo) estén presentes en el compuesto fendlico,
como ocurre en el 4-cloro-3-metilfenol y en el 4-cloro-2-metilfenol, la menor sensibilidad se encuentra, como era de esperar, para
el que tiene la posicion orto- ocupada por un grupo metilo. Por lo que se refiere al 4-cloro-3-metilfenol, éste presenta una
sensibilidad ligeramente superior a la del 4-clorofenol y el 3-metilfenol, por lo que puede deducirse que el fecho de poseer un
sustituyente mds en la posicion para-, si el sustituyente es cloro, y en la posicion meta,- si el sustituyente es un grupo metilo,

no influye en la sensibilidad observada para el compuesto fendlico con el electrodo de grafito-Teflon-HRP.

Con objeto de visualizar mejor las diferentes sensibilidades encontradas, en la Figura 102 se han recogido las sefiales

para todos los compuestos fendlicos en forma de diagrama de barras.
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1V.4.7. Electrodos de grafito-Teflon-peroxidasa como detectores en

sistemas de inyeccion en flujo

Se evalud el comportamiento del biosensor de peroxidasa en un sistema en flujo utilizando la misma célula de flujo de
tipo “wall-jet” de gran volumen empleada con los biosensores de tirosinasa. La disolucion portadora fue una disolucion de
regulador fosfato 0.05 mol L' de PH 6.5 que contiene una cantidad adecuada de perdxido de hidrdgeno, y el potencial aplicado
constante fue de 0.00 V. Se escogieron seis compuestos fendlicos para llevar a cabo estos estudios: fenol, 2-clorofenol, 4-
clorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 4-cloro-2-metilfenol y 3,4-dimetilfenol. A modo de ejemplo, en la Figura 103 se muestran los
fiagramas obtenidos con el electrodo de grafito-Teflon-HRP realizando inyecciones sucesivas de fenol en una disolucion

portadora que contiene peroxido de hidrdgeno en una concentracion de 5 0x10° mol L.

0.04 pAa

L

3 min
[ Portador sin H,0,

Inyecciones de fenol 5.0x10° mol L*

5.0x10° mol L de #,0,




1V.4.7.1. Optimizacion de las variables experimentales
Se optimizaron algunas variables que influyen sobre la respuesta amperométrica en flujo. No obstante, otras
variables que también afectan a dicha respuesta, como son el pH de la disolucion portadora y el potencial aplicado, no van a

tratarse, tomdndose las mismas que ya fueron optimizadas en discontinuo.

1V.4.7.1.1. Efecto del caudal de la disolucion portadora

Se evalué [a influencia del caudal de la disolucion portadora sobre los pardmetros caracteristicos del fiagrama
(intensidad de pico, i, anchura de pico en linea base, wy, y anchura del pico a [a semialtura, w,,). Para ello, se inyectaron 90
L de 4-clorofenol 1.0x10° mol L. La concentracion de perdxido de hidrdgeno en la disolucion portadora fue de 1.0x10” mol

L7, Los resultados obtenidos se representan en la Figura 104.

Como se puede observar, la corriente de pico disminuye cuando aumenta el caudal de disolucion portadora. ‘Este
comportamiento es tipico de los sistemas FIA que emp[ean biosensores enzimdticos como detectores, yes contrario a lo que
ocurre en los sistemas FIA con detectores convencionales, en los que un aumento de caudal provoca un aumento de la altura de

pico. Este comportamiento ya ha sido comentado anteriormente (apartado I.2.11.1.1).

Por otro lado, como era de esperar, la anchura de pico a media altura y en linea base disminuyen al aumentar el
caudal del portador. Teniendo en cuenta estos factores, se eligio un caudal de 0.5 mL min’ para realizar los estidios
posteriores, ya que la altura de pico obtenida era adecuada, y la anchura de pico no era demasiado grande y no variaba para

caudales proximos.
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1V.4.7.1.2. Optimizacion de la concentracion de peroxido de

hidrogeno en la disolucion portadora

Como ya se vio cuando se estudio la influencia de la concentracion de perdxido de hidrdgeno sobre la intensidad de
corriente en el estado estacionario en discontinuo, es importante tener en cuenta que [a extension de la respuesta depem[e de
dicha concentracion, y que el perdxido de hidrdgeno produce una inhibicion de la actividad enzimdtica para concentraciones
elevadas. Por otro lado, al realizar las medidas en flujo, las reacciones enzimdticas se van a producir durante el periodo de
residencia del compuesto fendlico en la superficie del electrodo, por lo que la cantidad de perdxido necesaria no tiene porqué

coincidir con la que se optimizd en discontinuo.

En la Figura 105 se representan las respuestas del electrodo de grafito-Teflon-HRP para adiciones de 4-clorofenol
1.0x10° mol L™ en disoluciones portadoras que contienen diferentes concentraciones de #,0,. Puede verse como la sefial
amperométrica aumenta con la concentracion de perdxido de hidrdgeno, hasta alcanzar un valor constante a partir de 5. 0x10°
mol L. Por lo tanto, se eligid dicha concentracion para los estudios subsiguientes, con objeto de evitar pérdida de actividad

enzimdtica a concentraciones de H,0, mds elevadas.

Figura 105. Influencia de la concentracién de perdxido de hidrdgeno en la disolucién portadora de fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 sobre [a
intensidad de corriente del pico FIA obtenido para 4-clorofenol 1.0x10° mol L7; E,= 0.00 V; caudal=0.5 mL min.
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1V.4.7.2. Repetibilidad de las sefiales amperomeétricas obtenidas

La repetibilidad de las sefiales amperométricas obtenidas mediante inyeccion en flujo, utilizando como detector el
biosensor de peroxidasa, se evalud inyectando 90 pL de cada disolucion de compuesto fendlico a un nivel de concentracion de
1.0x10° mol L. En [a Figura 106 se muestran los fiagramas obtenidos para los seis compuestos fendlicos estudiados, y en la
Tabla 47 se recogen los valores de la RSD obtenidos para la corriente de pico en cada serie de medidas. Con fines de
comparacion, se recogen también las RSDs que se obtuvieron para los estudios de este tipo en discontinuo. El valor de RSD
para el 2,4,6-triclorofenol en discontinuo se obtuvo a partir de diez medidas de distintas disoluciones del triclorofenol a un
nivel de concentracion de 1.0x10° mol L”, diez veces menor que la utilizada en los demds estudios, debido a que este fenol

presenta una respues ta mu_y lenta en discontinuo.

T
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S
3 min
¥ MWMM\
c

Figura 106, Fiagramas obtenidos con el electrodo de grafito-“Teflon-HRP para una concentracion 1.0x10° mol L de 2) fenol, B) 2-
clorofenol, C) 4-clorofenol, D) 2,4,6-triclorofenol, E) 4-cloro-2-metilfenol y F) 3,4-dimetilfenol. Disolucidn portadora de regulador fosfato
0.05 mol L de p# 6.5 conteniendo 5.0x10° S mol L de perdxido de hidrdgeno; E,= 0.00 V; volumen de inyeccidn= 90 p.L; caudal= 0.5 mL

min?,



Tabla 47. Valores de desviacidn estdndar relativa para series de 10 medidas de compuestos fendlicos a un nivel de concentracion de 1.0x10° 4
mol L realizadas con el electrodo de grafito-Teflon-peroxidasa en discontinuo (disolucion de regulador fosfato 0.05 mol L* y #,0, 5.0x10
* mol L7, E,,= 0.00 V) y mediante andlisis por inyeccidn en flujo (disolucion portadora de requlador fosfato 0.05 mol L™ y H,0, 5.0x10°
mol L7, caudal= 0.5 mL min”, E,,= 0.00 V)

RSD, % (1.0X10° mol L)

DISCONTINUO FLUIO
FENOL 40.1 10.0
2-CLOROFENOL 6.5 6.8
4-CLOROFENOL 7.0 6.5
2,4,6-TRICLOROFENOL 48.8 24.5
4-CLORO-2-METILFENOL 29.7 14.0
3,4-DIMETILFENOL 54 74

" 1.0x10° mol L

A la vista de los datos puede decirse que, en general, se observa un aumento de la repetibilidad cuando las medidas se
realizan en FIA en lugar de en discontinuo, fundamentalmente para aquellos compuestos que presentaban mayores valores de
RSD en discontinuo. Estos compuestos, como se vio, dan lugar a los radicales fendxido correspondientes, que se reducen
electrodicamente mds dificilmente que los radicales procedentes de los compuestos fendlicos para los que se obtiene una mejor
repetibilidad. Por tanto, se generan con mayor probabilidad dimeros y polimeros que ensucian la superficie electrédica. Cuando
las medidas se realizan en flujo, el compuesto fendlico estd en contacto con la superficie del electrodo un tiempo reducido, por
lo que la reaccion enzimdtica, y por tanto también la reaccion electrddica, se dan en menor extension. Aunque la intensidad de
corriente obtenida en FIA es menor, también lo es la cantidad de dimeros y polimeros formados, por lo que el ensuciamiento

producido es menor y la respuesta en flujo presenta una repetibilidad mejor.



1V.4.7.3. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

En la Figura 107 se muestran las curvas de calibrado obtenidas en las condiciones experimentales optimizadas
anteriormente, para los distintos compuestos fendlicos. En la Tabla 48 se recogen las caracteristicas de dichos calibrados, con

sus intervalos de confianza respectivos que han sido calculados a un nivel de significacion de 0.05.

Figura 107. Curvas de calibrado para los compuestos fendlicos estudiados obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-HRP mediante
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inyeccidn en flujo con deteccidn amperométrica.

Para establecer el intervalo lineal que aparece en la Tabla 48, se tomd como criterio que el coeficiente de correlacion de

la regresion por minimos cuadrados correspondiente al intervalo considerado no fuera menor de 0.997.



Tabla 48. Caracteristicas de los calibrados obtenidos mediante inyeccidn en flujo con deteccién amperométrica sobre electrodos de grafito-
Teflon-HRP para distintos compuestos fendlicos.

INTERVALO LINEAL, PENDIENTE, uA L

COMPUESTO FENOLICO e gy 0.0, ua r
Fenol (1-50)x10° 2240+ 50 (-04+ 1.0)x10° 0.9989
2-clorofenol (1-50)x10° 1730+ 60 (2+ 1)x10° 0.9975
4-clorofenol (0.5-20)x10° 2780+ 70 (-1.4+ 0.7)x10° 0.9988
2,4,6-triclorofenol (5-50)x10° 1010+ 30 (-2.2+ 0.6)x10° 0.9986
4-cloro-2-metilfenol (1-10)x10° 830+ 20 (3% 1)x10° 0.9984
3 4-dimetilfenol (5-100)x10° 890+ 30 (6+ 2)x10° 0.9977

En la Tabla 49 se recogen los valores de los limites de deteccion y de cuantificacion calculados de acuerdo con los
criterios que se han mencionado repetidamente a lo largo de esta Memoria. Se tomaron como estimadores de la desviacion
estdndar del blanco los valores de dicha desviacion, obtenidos con 10 disoluciones diferentes de cada uno de los compuestos

fendlicos a la concentracion mds baja de sus calibrados respectivos.

Si se comparan estos valores con los obtenidos con el mismo electrodo de peroxidasa en discontinuo (Tabla 50), lo
primero que hay que destacar es que mediante inyeccion en flujo fue posible obtener curvas de calibrado para todos los fenoles,
lo que no era posible en discontinuo debido a la irreproducibilidad de [a respuesta obtenida para el fenol y el 2,4,6-

triclorofenol. Es decir, mediante inyeccion en flujo es posible detectar y cuantificar todos los compuestos fendlicos estudiados.



Tabla 49. Limites de deteccidn y de cuantificacion para distintos compuestos fendlicos empleando el electrodo de grafito-Teflon-HRP como
detector amperométrico en andlisis por inyeccion en flujo. Disolucion portadora: requlador fosfato (pH 6.5) con 5.0x10 % mol Lde perdxido
de hidrdgeno; E,,= 0.00V; caudal= 0.5 mL min; volumen de inyeccion=90 u.L.

LD, mol L LQ, mol L
Fenol 1.5x10° 5.2x10°
2-clorofenol 5.7x10° 1.9x10°
4-clorofenol 2.8x107 9.3x107
2,4,6-triclorofenol 5.0x10° 1.7x10°
4-cloro-2-metilfenol 5.0x10° 1.7x10°
3,4-dimetilfenol 4.7x10° 1.6x10°

Otro dato destacable es que el valor de las pendientes en FIA es menor que el obtenido en discontinuo, lo que es [dgico
ya que en el sistema en flujo no se permite que la reaccion alcance el estado estacionario. Por esta razon, con los compuestos
que tienen una respuesta lenta se obtiene una pendiente del calibrado sensiblemente menor que en discontinuo, alterdndose el

orden de sensibilidad al pasar del modo amperométrico de medida en discontinuo a la técnica en flujo.

Los intervalos de linealidad que se obtienen en flujo son, en general, mds amplios en FIA que en discontinuo, debido,
nuevamente a que las medidas en el régimen hidrodindmico no alcanzan el estado estacionario, siendo necesaria una mayor
concentracion de sustrato para saturar la enzima. Sin embargo, para los fenoles cuya velocidad de reaccion sea muy alta, ain
en condiciones hidrodindmicas se puede alcanzar o estar cerca de alcanzar el estado estacionario, por lo que su intervalo lineal

serd similar tanto en discontinuo como en flujo. Este es el caso, por ejemplo, del 4-clorofenol.



Tabla 50. Comparacion de los valores de las pendientes y de los limites de deteccidn obtenidos con el electrodo de grafito-‘Teflon- en

discontinuo y FIA para seis compuestos fendlicos.

DISCONTINUO

Fia

PENDIENTE, pA L

PENDIENTE, pA L

o LD, mol L7 o LD, mol L
Fenol 2233 1.5x10°
2-clorofenol 72000 1.6x107 1729 5.7x10°
4-clorofenol 18000 5.0x107 2782 2.8x107
2,4,6-triclorofenol 1054 5.0x10°
4-cloro-2-metilfenol 16000 9.5x107 834 5.0x10°
3/4-dimetilfenol 9200 3.5x107 885 1.7x10°

Los limites de deteccion se mejoran [dgicamente en el caso de los fenoles cuya respuesta es rdpida, como es el

caso del 4-clorofenol, y aumentan para los fenoles con una respuesta lenta.



1V.4.7.4. Tiempo necesario para recuperar la linea base del pico FIA
La observacion de las sefiales obtenidas en las medidas de la concentracion de los distintos compuestos fendlicos con

el electrodo de grafito-Teflon-HRP en FIA demuestra que el tiempo necesario para recuperar la linea base tras la inyeccion de

sustrato es distinto en cada caso. En la Figura 108 se representa el tiempo necesario para restablecer [a linea base como una

funcion de la concentracion de compuesto fendlico.
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Figura 108. Tiempo necesario para recuperar la linea base tras la inyeccidn de la disolucion patron de compuesto fendlico en funcion de su
concentracion. Disolucion portadora: requlador fosfato (p#H 6.5) con 5.0x10° mol L de perdxido de hidrdgeno; Ey= 0.00V;: caudal= 0.5 mL min
'; volumen de inyeccion=90 p.L.

En dicha Tigura se observa como el compuesto que proporciona picos amperométricos con mds cola es el 2,4,6-
triclorofenol, seguido del 4-cloro-2-metilfenol, siendo muy similar para el resto de los compuestos. EL hecho de poseer una cola
larga significa que [a velocidad con la que el complejo enzima-sustrato se convierte en producto mds enzima es muy lenta. Por
lo tanto, se observa una corriente debida a la reduccion del radical fendxido correspondiente a tiempos superiores que para
otros fenoles, observacion que concuerda con los valores de K., (Tabla 43). Por consiguiente, es posible concluir que, al menos
para estos compuestos fendlicos, la etapa limitante de la velocidad de reaccion es la conversion del complejo enzima-sustrato a
productos. Ademds, excepto para el 2,4,6-triclorofenol, la anchura de pico es prdcticamente constante para concentraciones
superiores de 100 uM, lo que es [dgico dado que a estas concentraciones se estd en [a region de saturacion de la enzima, y por

tanto no es posible aumentar la formacion de complejo ES.



De todos los estudios y discusiones comentados anteriormente, se puede concluir que el hecho de utilizar el electrodo
de peroxidasa en flujo es altamente ventajoso, ya que es posible obtener respuestas reproducibles con todos los compuestos
fendlicos. Sin embargo, los limites de deteccion obtenidos son en muchos casos peores que en discontinuo, debido a la reaccion

lenta de algunos fenoles con la enzima.



1V.5. Electrodos compositos de grafito-Teflon-glucosa
oxidasa-peroxidasa

EL empleo de la enzima peroxidasa para la construccion de biosensores amperométricos titiles para la deteccion de

compuestos fendlicos ha demostrado ser una buena alternativa a la tirosinasa, puesto que amplia en gran medida el niimero de



estos compuestos que pueden ser detectados. Sin embargo, como se ha mencionado en la apartado I'V.4.1.1, el perdxido de
hidrdgeno que debe estar presente en la disolucion de trabajo causa [a inactivacion de la enzima a largo plazo y es inestable en
disolucion. Por estas razones, se planted la posibilidad de generar “in situ” el perdxido necesario para la reaccion enzimdtica
con los compuestos fendlicos, utilizando la enzima glucosa oxidasa. Esta enzima en su reaccion con glucosa genera perdxido de
hidrdgeno como uno de los productos de [a reaccion. Por lo tanto, el fundamento de la deteccion de compuestos fendlicos

mediante este mecanismo es el que se esquematiza en la Figura 109.
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Las reacciones en las que estd implicada la peroxidasa y [a reaccion electrédica que permite [a monitorizacion de los

Figura 109. Es|

sustratos, son las mismas que las ya comentadas para el electrodo de HRP. La diferencias es que ahora el perdxido de
hidrdgeno no se afiade a la célula de medida, sino que es generado in situ por la accion de la glucosa oxidasa sobre la glucosa en

presencia de oxigeno. Por lo tanto, con este disefio de biosensor bienzimdtico serd necesario afiadir glucosa al medio de trabajo.

Del Cerro y col. (1997) han puesto de manifiesto que la intensidad de corriente medida con un electrodo de grafito-
Teflon-GOD-HRP para una concentracion determinada de glucosa era muy inferior a la intensidad generada medida con un
electrodo de grafito-Teflon-HRP para la misma concentracion de perdxido de hidrdgeno. Este hecho puso de manifiesto que,
incluso para concentraciones altas de glucosa, la cantidad de perdxido de hidrdgeno generada en la superficie del electrodo
bienzimdtico es mucho menor que la que existe en un electrodo de peroxidasa, cuando se afiade perdxido de hidrdgeno a la

disolucion. Con objeto de verificar este hecho, se calcularon las constantes de velocidad de las respuestas amperométricas de los



electrodos de grafito-Teflon-HRP y grafito-Teflon-GOD-HRP a peroxido de hidrdgeno y glucosa, respectivamente, en una
concentracion 5.0x10° mol L”, asumiendo que dichas respuestas siguen una cinética de primer orden como consecuencia del
exceso de sustrato. Las constantes se obtuvieron a partir del valor de la pendiente de las representaciones del logaritmo
neperiano de la intensidad de corriente frente al tiempo. Estas representaciones se muestran en la Figura 110 y las constantes

se recogen en la Tabla 50. Como era de esperar dicha constante es considerablemente menor en el caso del electrodo de grafito-

Teflon-GOD-HRP.

Tabla 50. Constantes de velocidad para la respuesta amperométrica de los electrodos de grafito-Teflon-HRP y grafito-Teflon-GOD-HRP
para perdxido de hidrdgeno y ghucosa 5.0x10° mol L7, respectivamente.

K. s* K s
H,0, (grafito-Teflon-HRP) Glucosa (grafito-Teflon-GOD-HRP)
0.176 0.0466
2,8 - 2,8 -~
2,6 4 m 2,6 -
2,4 - F 4 2,4 A
’0 [glucosa]= 5.0x10° mol L™
= 2,2 A . = 2,2 4
= N =
*
2 N . 2 -
*
*

H,0,]= 5.0x10° mol L™
1,8 [2 z] X mo 1.8
1,6 T T T T 1 116
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Figura 110. Representaciones del logarigmo neperiano de (a intensidad de corriente en funcidn del tiewps para glucosa y perdxido de
hidrdgeno 5.0x10° mol L, sobre electrodos de grafito-Teflon-GOD-HRP y grafito-Teflon-HREP, respectivamente.

Utilizando el electrodo de bienzimdtico se evita la presencia continua y en concentracion elevada de perdxido de
hidrdgeno en la disolucion de trabajo, generdndose solo en pequeria cantidad en [a superficie del electrodo. En presencia de
uncompuesto fendlico, el consumo de H,0, por parte de la HRP aumentard, lo que dard lugar a la generacion de mds perdxido
por la reaccion de la glucosa con la glucosa oxidasa. De esta manera, se pretende consequir que la presencia de perdxido en el

medio sea solo la necesaria, minimizdndose su accion negativa sobre la HRP.

Los biosensores bienzimdticos se han construidos empleando las mismas cantidades de Teflon y de HRP que las

utilizadas para el biosensor de grafito-Teflon-HRP. EL contenido de glucosa oxidasa coinmovuilizada en la matriz electrddica,



ha sido el mismo que el de HRP. La respuesta de este biosensor a los cambios de concentracion de 4-clorofenol se muestra en la

fiﬂura 111.
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Figura 111. Respuesta amperométrica del electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP a la adicion de 5.0x10° mol L™ de ghucosa y adiciones
sucesivas de 4-clorofenol 1.0x10° mol L.

Puede apreciarse como el biosensor responde rdpidamente tanto a la concentracion de glucosa como a los cambios en
la concentracion de 4-clorofenol. No se obtuvo respuesta amperométrica tras efectuar adiciones de compuesto fendlico en

ausencia de glucosa en el medio de trabajo.

1V.5.1. Optimizacion de variables experimentales

Se optimizaron algunas de las variables experimentales que influyen en las reacciones enzimdticas y electrodica, tales
como la concentracion de glucosa en el medio de trabajo, la cual estd directamente relacionada con la concentracion de perdxido

de hidrdgeno en la superficie del electrodo, asi como el pH y el potencial aplicado.

1V.5.1.1. Influencia de la concentracion de glucosa en disolucion

sobre la intensidad de corriente en estado estacionario
La influencia de la concentracion de glucosa sobre la sefial del biosensor se evalud preparando disoluciones de trabajo
de regulador fosfato 0.05 mol L' de pPH 6.5, que contenian cantidades de glucosa que variaban desde 1.0x10° a 7.0x10° mol

L. Estas diferentes concentraciones de glucosa, generardn, a través de la reaccion enzimdtica catalizada por la GOD, distinta



concentracion de peroxido en la capa de difusion, lo que afectard a la intensidad de [a respuesta amperométrica del biosensor.
En la Figura 112 se muestran los resultados obtenidos. Puede verse como la intensidad de corriente en estado estacionario
para 4-clorofenol aumenta con la concentracion de glucosa hasta un valor de 5.0x10° mol L7, permaneciendo prdcticamente
constante para concentraciones superiores. Puesto que ésta es la concentracion minima de glucosa con la que se obtiene una

respuesta mdxima, es la que se ha escogido para estudios posteriores.
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Figura 112. Influencia de la concentracion de glucosa sobre [a ifBB@DSIrientAvh estado estacionario para 4-clorofenol 1.0x10° mol
L7 obtenida con un electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP. Disolucidn de regqulador fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5; E,,=0.00 V.

1V.5.1.2. Influencia del pH

Ya se ha comentado que la concentracion de protones en el medio influye de manera decisiva en la actividad de las
enzimas, ya que su actividad catalitica se basa en la mayoria de los casos en la capacidad de transferir o recibir un proton de
manera localizada, por lo que es importante conocer qué valor de pH favorece dicha actividad. Aunque ya se optimizo el pH
para la respuesta del electrodo de HRP, se verificé cudl era su efecto sobre la sefial obtenida con el biosensor bienzimdtico.
Para ello se midid [a corriente en el estado estacionario para una concentracion de 4-clorofenol en regulador fosfato 0.05 mol
L7, conteniendo 5.0x10° mol L de glucosa, variando el valor de pH entre 5.0 y 8.0. Los resultados obtenidos aplicando un

potencial de 0.00 V se muestran en la Figura 113.
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Figura 113. Influencia del pH de la disolucion regquladora de fosfato 0.05 mol L sobre la intensidad de corriente en estado estacionario de
4-clorofenol de 1.0x10° mol L*; [ghucosa]=5.0x10° mol L7; E,=0.00 V.

Como se puede deducir, [a sefial amperométrica permanece prdcticamente constante hasta pH 6.5. A valores de pH
superiores, la intensidad de corriente disminuye drdsticamente. Esta tendencia es la misma que se observd con el electrodo

monoenzimdtico, por lo que se eligid el mismo valor de pH (6.5) que en su caso para llevar a cabo estudios posteriores.

1V.5.1.3. Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de

corriente en el estado estacionario
Se evalud la influencia del potencial aplicado sobre la sefial amperométrica obtenida con el electrodo compdsito de
grafito-Teflon-GOD-HRP empleando como sustratos 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 4-cloro-2-metilfenol en concentracion
1.0x10° mol L en la disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5 que contiene glucosa 5.0x10° mol L. En [a

Figura 114 se muestran los resultados obtenidos.

Si se comparan estos resultados con los que se obtuvieron para estos mismos sustratos con el electrodo de grafito-
Teflon-HRP (apartado 1V.4.1.3), se observa una tendencia similar para potenciales comprendidos entre 0.15 y -0.20
aproximadamente, por lo que puede concluirse que la reaccion previa de glucosa con glucosa oxidasa no tiene influencia sobre
la reaccion de reduccion de los radicales fendxido. Sin embargo, con el electrodo de grafito-Teflon-HRP se observaba una
disminucion de la sefial para valores de potencial mds negativos, que se atribuyd a la formacion de dimeros y polimeros
produciendo el ensuciamento de la superficie electrodica. Por el contrario, con el electrodo bienzimdtico no se observa esta
disminucion de la sefial para esos potenciales negativos, sino que las respuesta permanece prdcticamente constante. Este hecho
pone de manifiesto que el ensuciamiento superficial para el electrodo de GOD-HRP es menor que con el biosensor
monoenzimdtico, lo que puede deberse a que el peroxido de hidrdgeno en concentracion elevada favorece la formacion de

dimeros y polimeros mencionada, por lo que al generarse ahora el perdxido de manera controlada, dicha formacion es menor.

A [a vista de estos resultados se escogid el mismo valor de potencial que el empleado con el electrodo de peroxidasa, es

decir, 0.00 'V para estudios subsiguientes.
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Figura 114. Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de corriente en el estado estacionario de 4-clorofenol (®) 24-
diclorofenol M) y 4-cloro-2-metilfenol (A ) de 1.0x10° mol L en disobucidn reguladora de fosfato 0.05 mol L™ de p# 6.5, conteniendo
Yhucosa 5.0x10° mol L.

1V.5.2. Estabilidad del electrodo composito de grafito-Teflon-GOD-
HRP

EL objetivo fundamental para construir un electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP es conseguir aumentar la
estabilidad de este biosensor en relacion al de grafito-Teflon-HRP. En los estudios de reproducibilidad y estabilidad que se
comentan a continuacion se pondrd de manifiesto el efecto de la sequnda reaccion enzimdtica implicada en el biosensor de
GOD-HRP sobre estos aspectos, efectudndose una comparacion con los resultados obtenidos para los estudios andlogos con el

electrodo de peroxidasa.

1V.5.2.1. Repetibilidad de las medidas

Se llevaron a cabo medidas amperométricas repetidas para 4-clorofenol, 4-cloro-2-metilfenol, fenol, 2,4,6-triclorofenol
y pentaclorofenol, a un nivel de concentracion para cada uno de ellos de 1.0x10 " mol L7, excepto en el caso del pentaclorofenol
que fue de 1.0x10° mol L como consecuencia de su baja respuesta amperométrica, y del 2,4,6-triclorofenol, para el que la

concentracion utilizada fue de 1.0x10 ® mol L™ debido a su lenta respuesta.



En la Tabla 51 se recogen los resultados obtenidos para cada serie de medidas, su valor medio con el intervalo de
confianza para un nivel de significacion de 0.05, y la desviacion estdndar relativa correspondiente. Como puede observarse, los

valores de RSD fueron superiores al 10% para el fenol, 2,4,6-triclorofenol y 4-cloro-2-metilfenol.

Tabla 51. Intensidad de corriente en el estado estacionario para medidas sucesivas realizadas con el electrodo compdsito de grafito-“Teflon-
GOD-HRP para distintos compuestos fendlicos. Disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L7 a pH 6.5 con 5.0x10° mol L7; E,,= 0.00 V.

i 14
MEDIDA 4—c[oroffna[ feno5[ 2,4,6—tric[06rofen0[ 4—c[oro—2—miti9[eno[ penta—c[orjofeno[
1.0¢10° M 1.0x10° M 1.010° M 1.0x10° M 1.0x10° M

1 0.160 0.140 0.320 0.228 0.570

2 0.152 0.090 0.285 0.198 0.532

3 0.136 0.120 0.250 0.168 0.550

4 0.140 0.100 0.230 0.152 0.560

5 0.162 0.115 0.230 0.198 0.530

6 0.168 0.110 0.310 0.208 0.545

7 0.163 0.120 0.200 0.220 0.570

8 0.168 0.095 0.330 0.200 0.540

9 0.160 0.090 0.270 0.240 0.560

10 0.154 0.095 0.230 0.232 0.540
Loedia A 0.156+0.008 0.11+0.01 0.27+0.03 0.20+0.02 0.55%£0.01
RSD, % 6.9 14.9 16.5 14.0 2.7

En la Tabla 52 se comparan los valores de RSD con los obtenidos para estudios similares con el electrodo de grafito-
Teflon-HRP. A modo de ejemplo, en la Figura 115 se presentan los registros intensidad-tiempo para medidas sucesivas de

disoluciones diferentes de pentaclorofenol 1.0x10 ? mol L™ con ambos biosensores.

Como puede deducirse a la vista de los resultados obtenidos, la repetibilidad de las medidas realizadas con el electrodo
de grafito-Teflon-GOD-HRP es notablemente mejor que la de las medidas efectuadas con el biosensor monoenzimdtico. Este
comportamiento solo puede atribuirse a la disminucion de la cantidad de perdxido de hidrdgeno presente en la superficie de los
electrodos, que, como ya se ha mencionado, puede favorecer la reaccion de los radicales fendxido para formar dimeros y

polimeros, provocando un mayor ensuciamiento del electrodo.

Tabla 52. Comparacién de los valores medios de intensidad para series de 10 medidas realizadas sin regeneracion de la superficie
electrddica, y de los valores de la desviacidn estdndar relativa para distintos sustratos fendlicos obtenidos con los electrodos de grafito-
Teflon-HRP y grafito-Teflon-GOD-HRP. Disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 con H,0, 5.0x10* mol L™ y con glucosa
5.0x10° mol L, respectivamente. E,= 0.00V.

GRAFITO-TEFLON-HRP GRAFITO-TEFLON-GOD-HRP

COMPUESTO FENOLICO
}- N imzzﬁa, I’L/q K—g@/ % imedia, ;[ﬂ KQSQ)/ %

4-CLOROFENOL 0.21£0.01 53 0.15610.008 6.9



FENOL 0.15+0.04 40.1 0.11£0.01 14.9

2,4,6-TRICLOROFENOL 0.20t0.07 49.6 0.27£0.03 16.5
4-CLORO-2-METILFENOL 0.11£0.02 304 0.20£0.02 14.0
PENTACLOROFENOL 0.3t0.1 48.2 0.55+0.01 2.7

S .
T

Figura 115. Respuestas amperométricas obtenidas con los electrodos de (A) grafito-Teflén-HRP y (B) grafito-Teflén-GOD-HRP para
distintas disoluciones de pentaclorofenol 1.0x10° mol L. E,,=0.00 V.

1V.5.2.2. Reproducibilidad de las medidas regenerando la superficie

del electrodo por pulido
La ventaja de regenerar el biosensor por simple pulido de su superficie es especialmente interesante en este caso, ya
que se ha comprobado que el ensuciamiento superficial como consecuencia de [a formacion de dimeros y polimeros a partir de los
radicales formados en la reaccion enzimdtica con la peroxidasa, es importante. Se realizaron 10 series tres de medidas para
cada sustrato fendlico al mismo nivel de concentracion mencionado en el apartado anterior, puliéndose el biosensor tras cada
serie de tres medidas. Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 53 donde se comparan ademds con los del biosensor de

peroxidasa.

Puede observarse como los valores de RSD obtenidos son similares con ambos biosensores, demostrandose que el
proceso de regeneracion es adecuado para eliminar los compuestos adsorbidos en la superficie de los electrodos que producen el

ensuciamiento.



Tabla 53. Valores de RSD de las sefiales obtenidas después de pulir [ superficie de los electrodos de grafito-/Teflon-HRP y grafito-Teflon-
GOD-HRP para los distintos sustratos fendlicos estudiados. Disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5 con H,0, 5.0x10"
mol L y con glucosa 5.0x10° mol L* respectivamente. E,,= 0.00V.

COMPUESTO FENOLICO HRE GOD-HRP
RSD, %
4-CLOROFENOL 8.1 6.0
FENOL 9.9 8.2
2,4,6-TRICLOROFENOL 9.1 8.0
4-CLORO-2-METILFENOL 7.2 7.1
PENTACLOROFENOL 10.0 8.4

1V.5.2.3. Vida uatil de un electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP

Se construyd un grifico de control de las mismas caracteristicas que el construido para el biosensor de HRP, es decir,
se realizaron diariamente tres medidas de disoluciones diferentes de 4-clorofenol 1.0x10° “mol L. En la Figura 116 se muestra

el grdfico de control obtenido para el biosensor bienzimdtico.

Si se comparan los grificos de control obtenidos para ambos biosensores (véase apartado I'V.4.2.3 para el electrodo de
grafito-Teflon-HRP), puede observarse como el electrodo con glucosa oxidasa permite usarse durante 50 dias, regenerando la

respuesta amperométrica por pulido en caso necesario. Esto supuso mds del doble del periodo de vida iitil obtenido para el

electrodo de peroxidasa.
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Figura 116. Grdfico de control construido para un electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP. Concentracion de 4-clorofenol 1.0x10° mol L
en disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5 conteniendo glucosa 5.0x10° mol L™, E,= 0.00 V.

También puede decirse que la necesidad de efectuar pulido para recuperar la sefial dentro de los limites de control es

menor con el biosensor bienzimdtico, lo que demuestra una vez mds que el ensuciamiento superficial de este biosensor es menor

que el que sufre el electrodo de HRP.

Puede concluirse, pues, que la coinmovilizacion de las dos enzimas en la matriz electrodica permite mejorar
notablemente el periodo de vida del biosensor. Ademds, esta diferencia de comportamiento puede ser debida, en parte, también

a la accion negativa del perdxido de hidrdgeno sobre la peroxidasa a largo plazo.

1V.5.2.4. Reproducibilidad de las medidas obtenidas con diferentes

electrodos

Para evaluar la reproducibilidad en la fabricacion de diferentes electrodos, se realizaron cinco medidas de
disoluciones diferentes de 4-clorofenol 1.0x10 *mol L con electrodos construidos con porciones de la misma pastilla madre y
construidos de pastillas madre diferentes. La media de esas cinco medidas y los correspondientes valores de la desviacion
estdndar relativa se recogen en la Tabla 54. Como puede observarse, la reproducibilidad de las medidas realizadas con distintos

electrodos, fabricados tanto a partir de la misma pastilla como a partir de pastillas diferentes, es aceptable.

Tabla 54. Reproducibilidad de las medidas obtenidas con diferentes electrodos de grafito-‘Teflon-GOD-HRP fabricados a partir de dos
pastillas madre diferentes; 4-clorofenol 1.0x10° mol L. Regulador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 con 5.0610° mol L de glucosa. A
0.00%.

i, pAa (RSD, %)
PASTILLA 1 PASTILLA 2
ELECTRODO 1 0.15 (7.0) 0.14 (4.5)
ELECTRODO 2 0.16 (54) 0.16 (8.0)
bnedir HA (para cada pastilla) 0.16 (6.5) 0.15(7.4)
betir P4 (total) 0.15(2.3)

1V.5.3. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas



En las condiciones experimentales mencionadas anteriormente, se obtuvieron curvas de calibrado para los cinco
sustratos fendlicos con las caracteristicas que aparecen en la Tabla 55. Los intervalos de confianza estdn calculados para un

nivel de significacion de 0.05.

En la Tabla 56 se recogen los limites de deteccion y determinacion calculados siguiendo los mismos criterios expuestos

en ocasiones anteriores.

Tabla 55. Caracterisitcas de los calibrados obtenidos para distintos sustratos fendlicos con ef biosensor de grafito-‘Teflon-GOD-HRP.

COMPUESTO INTERVALO ORDENADA ENEL PENDIENTE,
FENOLICO LINEAL, mol L ORIGEN, pA uAmol™ L g
Fenol (0.5-60)x10° (-5£0.5)x10* (4.120.1)x10" 0.999
4-clorofenol (0.5-100)x10° (4£2)x10* (1.8+0.3)x10' 0.999
4-cloro-2-metilfenol (0.75-60)x10° (2+0.1)x10° (1.740.1)x10" 0.997
2/4,6-triclorofenol (0.1-60)x10° (6£5)107 (4.8+0.2)x10' 0.997
pentaclorofenol (1-150)x10° (-1£0.4)x10° (2.4£0.3)x10° 0.999

Tabla 56, Limites de deteccidn y limites de cuantificacion para distintos sustratos fendlicos con el electrodo de grafito-‘Teflon-GOD-HRP.

COMPUESTO LD., mol L L£.Q, mol L
Fenol 4.3x107 2.0x10°
4-clorofenol 1.4x107 4.6x107
4-cloro-2-metilfenol 5.6x107 1.0x10°
2,4,6-triclorofenol 1.1x107 4.9x107
pentaclorofenol 4.7x10° 1.7x10°

Si se comparan las caracterisitcas analiticas con las que se obtuvieron con el electrodo de grafito-Teflon-peroxidasa,

hay que mencionar en primer lugar que con el electrodo bienzimdtico si es posible construir calibrados para todos los



compuestos fendlicos ensayados, lo que no ocurria con el biosensor monoenzimdtico para el 2,4,6-triclorofenol, fenol y

pentaclorofenol.

Para el resto de los compuestos estudiados (el 4-clorofenol y el 4-cloro-2-metilfenol) los valores de las pendientes
obtenidos con los biosensores de HRP y de GOD-HRP son muy similares. Esto indica que el electrodo bienzimdtico es capaz de
generar el peroxido de hidrdgeno necesario para que se obtenga la misma sensibilidad que [a que se obtenia con el electrodo de
peroxidasa. Los limites de deteccion son algo mejores con el biosensor de GOD-HRP, probablemente como consecuencia de una

mayor repetibilidad en las medidas.

1V.5.4. Electrodos de grafito-Teflon-glucosa oxidasa-peroxidasa

como detectores en sistemas de inyeccion en flujo

Se ha demostrado que [a inclusion de la enzima glucosa oxidasa en la matriz electrodica y el uso de glucosa como
reactivo en lugar del peroxido de hidrdgeno, dan lugar a una serie de mejoras con respecto al empleo del electrodo de HRP,
como son la posibilidad de cuantificar compuestos fendlicos que no podian ser determinados con el electrodo de peroxidasa, y

una mayor estabilidad del electrodo, es decir, una mayor vida titil.

Por otra parte, en el apartado 1V.4.7 se puso de manifiesto [a mejora de algunas caracteristicas analiticas cuando el

electrodo de grafito-Teflon-HRP era utilizado en flujo.

Por lo tanto, se ha evaluado la utilizacion del electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP en FIA como sistema de
deteccion amperométrico para compuestos fendlicos. A modo de ejemplo, en la Figura 117 se muestra el fiagrama obtenido para
inyecciones sucesivas de fenol, utilizando la misma célula de flujo que se empled con el electrodo monoenzimdtico. La
disolucion portadora fue requlador fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) que contiene glucosa 5.0x10 7 mol L7, el potencial aplicado
0.00 V y el volumen de inyeccion 90 pL. Como se puede observar, la linea base que se obtiene es mucho mds estable que [a
obtenida cuando se emplea el electrodo de peroxidasa y el portador contiene perdxido de hidrdgeno (Figura 103). También se

puede ver que la respuesta obtenida con el biosensor de GOD-HRP es ligeramente inferior a la del biosensor monoenzimdtico.
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Figura 117. Fiagrama obtenido con el electrodo compdsito de GOD-HRP para 20 inyecciones sucesivas de fenol 5.0x10° mol L.
Disolucion portadora: fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 y glucosa 2.0x10° mol L. Caudal= 0.5 mL min’. V=90 pL. E,,= 0.00 V.

1V.5.4.1. Optimizacion de las variables experimentales

Al igual que se realizé con otros biosensores compdsitos, se optimizaron aquellas variables que influyen directamente

sobre el pico FIA y que no han sido ya optimizadas en el modo discontinuo.

1V.5.4.1.1. Influencia del caudal



La influencia del caudal de disolucion portadora sobre la intensidad de pico, i, la anchura de pico en linea base, wy, y

la anchura de pico a la semialtura, w,,, se evalud inyecctando 90 pL de 4-clorofenol 1.0x10° mol L. La concentracidn de

glucosa en la disolucion  portadora
fue de 0.06 - 2.0x10° mol L*. Los
resultados 0.05 - obtenidos se muestran
en la Figura 004 4 118.
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Figura 118. Influencia del caudal sobre i,, w,,, y w;. Disolucion portadora de regulador fosfato 0.05 mol L y 2.0x10° mol L7 de glucosa;
pH6.5. E,,= 0.00 V. Volumen de inyeccidn= 90 p.L.

Puede observarse como la respuesta del electrodo sigue la misma tendencia que la ya comentada para el electrodo
compdsito de peroxidasa. La anchura de pico en linea base es ligeramente superior en el caso del electrodo bienzimitico, como
era previsible, dada la mayor lentitud de la respuesta con este electrodo. En este caso, también se escogid como caudal para
llevar a cabo las experiencias subsiguientes 0.5 mL min’, por las mismas razones expuestas para el biosensor de peroxidasa y

para poder comparar los resultados obtenidos en uno y otro caso.

1V.5.4.1.2. Optimizacion de la concentracion de glucosa en la

disolucion portadora
La influencia de la concentracion de glucosa en la disolucion portadora sobre el pico amperométrico se optimizd,
puesto que las caracteristicas hidrodindmicas del sistema hacen que las condiciones en las que se producen las reacciones sean
diferentes a las de discontinuo. En la Figura 119 se muestran las respuestas del electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP para

inyecciones de 4-clorofenol 1.0x10° * mol L en disoluciones portadoras conteniendo distintas concentraciones de glucosa.
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Figura 119. Influencia de la concentracion

de glucosa sobre [a corriente del pico FIA obtenido para una concentracién de 4-clorofenol 1.0x10° * mol L; E,= 0.00 V; regulador fosfato
0.05 mol L (pH 6.5); caudal= 0.5 mL min*. V=90 p.L.

Puede apreciarse que la sefial del 4-clorofenol aumenta a medida que la concentracion de glucosa en el portador
aumenta, hasta alcanzar un valor prdcticamente constante para concentraciones superiores a 2.0x10° mol L", habiéndose

escogido esta concentracion para estudios posteriores.



Es interesante observar como, al igual que ocurria en discontinuo, la respuesta que se consigue una vez optimizada la
concentracion de glucosa es similar a la obtenida con el electrodo de peroxidasa, lo que sugiere que el aporte de perdxido de
hidrdgeno que se consigue a través de la reaccion de la glucosa oxidasa es suficiente para permitir la reaccion con el compuesto

fendlico a los niveles de concentracion utilizados.

1V.5.4.2. Repetibilidad de las sefiales amperomeétricas

Una vez optimizadas las variables experimentales, se procedid a evaluar la repetibilidad de las sefiales
amperométricas obtenidas mediante inyeccion en flujo aplicando un potencial de 0.00 V. El volumen de inyeccion para cada
compuesto fendlico fue de 90 puL a un nivel de concentracion de 1.0x10 Smol L. En la Figura 120 se muestran los fiagramas
obtenidos para los seis compuestos estudiados, y en la Tabla 56 se recogen los valores de RSD para cada serie de medidas y se
comparan con los obtenidos para estudios similares en discontinuo y con el electrodo de grafito-Teflon-HRP en flujo. EL valor
de RSD para el 2,4,6-triclorofenol en discontinuo se ha obtenido a partir de diez medidas de distintas disoluciones del
triclorofenol a un nivel de concentracion de 1.0x10° ¢ mol L, que es diez veces menor que [a utilizada en todos los demds

estudios, debido a que este fenol presenta una respuesta muy sensible en discontinuo.

Como se aprecia claramente, la repetibilidad de los resultados es considerablemente mejor con el biosensor
bienzimdtico en flujo, ya que se suman los dos factores que contribuyen a la mejora de dicha repetibilidad, como ya se ha

comentado anteriormente.

Por otro lado, otro factor que puede contribuir a una mayor repetibilidad, es [a estabilidad de [a linea base. Ya se ha
comentado, que la comparacion de las Figuras 103 y 117 permite deducir que se obtiene una linea base mucho mds estable

cuando hay glucosa en el portador que cuando hay peréxido de hidrdgeno.
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Figura 120. Registros de intensidad-tiempo obtenidos con el electrodo de grafito-'Teflén-GOD-HRP mediante inyeccion en flujo de A)
fenol, B) 2-clorofenol, C) 4-clorofenol, D) 2,4,6-triclorofenol, E) 4-cloro-2-metilfenol y F) 3,4-dimetilfenol, 1.0x10° mol L7, Disolucion
portadora de regulador fosfato 0.05 mol L™ (pH 6.5) que contiene 2.0x10° mol L™ de glucosa; E,= 0.00 V; volumen de inyeccién= 90 pL;
caudal= 0.5 mL min’,

Tabla 56. Valores de la desviacion estdndar relativa obtenidos para series de 10 medidas de los compuestos fendlicos a un nivel de
concentracion de 1.0x10° mol L utilfizando el electrodo de grafito-‘Teflonglucosa oxidasa-peroxidasa, en discontinuo (disolucion de
regulador fosfato 0.05 mol L™ y glucosa 5.0x10° mol L, E,,= 0.00 V) y mediante inyeccion en flujo (disolucidn portadora de requlador
Sfosfato 0.05 mol L7 y glucosa 2.0x10° mol L, caudal= 0.5 mL min”, E,,= 0.00 V), y utilizando el electrodo de grafito-Teflon-HRP
mediante inyeccion en flujo (disobucidn portadora de regulador fosfato 0.05 mol L y H,0, 5.0x10° mol L, caudal= 0.5 mL min’, E,,=
0.00).

RSD, % (1.0X10° mol L)

GOD-HRP HRP
DISCONTINUO FLUIO FLUIO

FENOL 14.9 3.8 10.0
2-CLOROFENOL 7.9 6.3 6.8
4-CLOROFENOL 6.9 35 6.5
2,4,6“TRICLOROFENOL 16.5 8.5 24.5
4-CLORO-2-METILFENOL 14.0 7.0 14.0
3, 4-DIMETILFENOL 9.2 8.6 7.4

"1.0x10° mol L*

1V.5.4.3. Estabilidad del electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP en

flujo continuo



Se evalud la estabilidad del biosensor bienzimdtico haciendo circular disolucion portadora, consistente en agua de
grifo, a través del detector, aplicando un potencial constante de 0.00 V, y realizando medidas de 4-clorofenol 1.0x10 *mol L
cada media hora. En la Figura 121 se comparan los resultados con los que se obtuvieron para este mismo estudio con el
electrodo de grafito-Teflon-HRP. Puede verse como la sefial obtenida con el electrodo bienzimdtico permanece estable durante
al menos 12 horas, 7 horas mds comparando con el electrodo monoenzimdtico. Tras el periodo nocturno, durante el que se hizo
circular portador a través de la célula de medida y se mantuvo el potencial aplicado al electrodo, la sefial disminuyo

sensiblemente. Sin embargo, un pulido de la superficie del biosensor permitio recuperar la sefial inicial.
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Figura
121.
Estabilidad de los electrodos de grafito-Teflon HRP y grafito-Teflon-GOD-HRP en fujo continuo para sucesivas adiciones de 4-clorofenol
a un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L. Las condiciones de medida con el electrodo de HRP se especifican en la Figura 105,
Condiciones de medida con el electrodo de GOD-HRP: portador: agua de grifo con 2.0x10° mol L7 de ghucosa; caudal: 0.5 mL min’; V=
90 uL; E,,=0.00 V.

Estos resultados ponen nuevamente de manifiesto la conveniencia de la utilizacion de glucosa oxidasa conjuntamente
con peroxidasa para la monitorizacion de fenoles. Por un lado, la disolucion de glucosa es mds estable que la de perdxido de

hidrdgeno, y por otro, el periodo de vida titil del electrodo es mayor trabajando con las dos enzimas.

1V.5.3.4. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas



Una vez evaluadas la influencia de las variables experimentales y la repetibilidad de las medidas, se calcularon las
caracteristicas analiticas para la determinacion de distintos compuestos fendlicos, en las condiciones mencionadas
anteriormente, es decir: disolucion portadora de regulador fosfato 0.05 mol Lt de pH 6.5, que contiene glucosa a un nivel de

concentracion de 2.0x10° mol L; un caudal de 0.5 mL min”, volumen de inyeccion de 90 pL, y potencial aplicado de 0.00 V.

En la Figura 122 se muestran las distintas curvas de calibrado, y en la Tabla 57 se recogen las caracteristicas de

dichos calibrados, con sus intervalos de confianza respectivos, calculados para un nivel de significacion de 0.05.

Para determinar el intervalo lineal de los calibrados se tomd como criterio que el coeficiente de correlacion de la

regresion por minimos cuadrados correspondiente al intervalo tomado no fuera menor de 0.997.

Figura 122. Curvas de calibrado para distintos compuestos fendlicos obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP mediante
FIA.
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Para el cdlculo de los [imites de deteccion y cuantificacion se realizaron medidas de 10 disoluciones diferentes de los
distintos compuestos fendlicos a las concentraciones mds bajas del calibrado respectivo. Los criterios para establecer el limite
de deteccion y de cuantificacion fueron los mismos que los comentados en discontinuo. Estos valores se muestran en la Tabla

58.

Tabla 57. Caracteristicas de los calibrados para distintos compuestos fendlicos con el electrodo de grafito-“Teflon-GOD-HRP mediante
inyeccion en flujo.



INTERVALO LINEAL, mol PENDIENTE, ua

£ £ mol! 0.0, pAa r
Fenol (0.1-10x10° 1610+ 20 (6% 1)x10° 0.9993
2-clorofenol (0.1-5.0x10° 1160+ 40 (1.92+ 0.01)x10° 0.9999
4-clorofenol (0.1-2.0)x10° 2410+ 30 (6+ 3)x10* 0.9998
2,4,6-triclorofenol (0.1-5.0x10° 950+ 30 (5.0% 0.8)x10° 0.9993
4-cloro-2-metilfenol (0.5-30x10° 1080+ 50 (1.2+ 0.7)x10° 0.9927
3 4-dimetilfenol (0.1-10)x10° 990+ 20 (3+ 1)x10° 0.9987

Tabla 58. Limites de deteccién y de cuantificacion de diferentes compuestos fendlicos obtenidos empleando el electrodo de grafito-Teflén-
GOD-HRP como detector amperométrico en inyeccion en flujo. Disolucion portadora: regulador fosfato (pH 6.5) con 2.0x10° mol L de
flucosa; E,= 0.00 V; caudal= 0.5 mL min’; volumen de inyeccion=90 pL.

LD, mol L LQ, mol L
Fenol 1.5x10° 5.0x10°
2-clorofenol 2.2x10° 7.3x10°
4-clorofenol 6.6x107 2.2x10°
2,4,6-triclorofenol 1.3x10° 4.3x10°
4-cloro-2-metilfenol 1.9x10° 6.3x10°
3/4-dimetilfenol 1.4x10° 4.7x10°

En la Tabla 59 se comparan los valores de las pendientes y de los limites de deteccion obtenidos con los biosensores de
HRP y GOD-HRP. Puede apreciarse cmo la sensibilidad que se obtiene con el electrodo de glucosa oxidasa-peroxidasa es
menor que la obtenida con el electrodo de peroxidasa en la mayoria de los casos. Esto puede atribuirse de nuevo a una menor

velocidad en [a reaccidn enzimdtica con el electrodo bienzimdtico.



Tabla 59. Comparacién de los valores de las pendientes y los limites de deteccion de las curvas de calibrado obtenidas con el electrodo de
grafito-“Teflon-HRP y con el electrodo de grafito-Teflsn-GOD-HRP en FIA para las seis compuestos fendlicos estudiados.

HRP GOD-HRP
PENDIENTE, ua L PENDIENTE, uA L
NDIENTE, j LD, mol £ NDIENTE, LD, mol £
mol mol
Fenol 2240+ 50 1.5x10° 1610+ 20 1.5x10°
2-clorofenol 1730+ 60 5.7x10° 1160+ 40 2.2x10°
4-clorofenol 2780+ 70 2.8x107 2410+ 30 6.6x107
2/4,6-triclorofenol 1010+ 30 5.0x10° 950+ 30 1.3x10°
4-cloro-2-metilfenol 830+ 20 5.0x10° 1080+ 50 1.9x10°
3/4-dimetilfenol 890+ 30 4.7x10° 990+ 20 1.4x10°

Por lo que respecta a los [imites de deteccidn, éstos son peores que los obtenidos en discontinuo, al igual que ocurria
con el electrodo de grafito-Teflon-HRP. Sin embargo, son ligeramente mejores que los obtenidos con el biosensor
monoenzimdtico en flujo, a pesar de tener una menor pendiente en los calibrados. Esto es debido a la mejor repetibilidad de las
medidas y a la mayor estabilidad de [a linea base observada con el electrodo de GOD-HRP y glucosa en la disolucion
portadora. Dado que el cdlculo de los limites de deteccion se realizé tomando como estimador de la desviacion estandar del
blanco, la correspondiente a 10 disoluciones de concentracion igual a la mds diluida del intervalo lineal del calibrado, [a

referida mejor repetibilidad dard lugar a desviaciones menores.

1V.5.4.5. Tiempo necesario para la desaparicion del pico FIA

Cuando se compararon los resultados obtenidos con los electrodos de grafito-Teflon-GOD-HRP y grafito-Teflon-
HRP en discontinuo, ya se puso de manifiesto que la respuesta amperométrica del electrodo bienzimdtico era algo mds lenta
que la del monoenzimdtico. Es decir, el tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario es mayor cuando el perdxido de
hidrdgeno requerido se aporta a través de la reaccion enzimdtica de GOD con glucosa. Cuando se comparan los tiempos de
desaparicion de los picos FIA empleando ambos biosensores (Figura 123), puede verse como son aproximadamente iguales en
ambos casos. Puesto que el régimen de medida es hidrodindmico, el hecho de que las reacciones sean mds lentas con el electrodo
de GOD-HRP no afecta al tiempo de desaparicion de pico, sino a la altura de éste que se alcanza, por lo que las pendientes de

los calibrados son menores para este electrodo, como se ha indicado anteriormente.
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desaparicién de los picos FIA para diferentes sustratos fendlicos utilizando como detectores el biosensor compdsito de HRP, y el de GOD-
HRP. Portador: regulador fosfato 0.05 mol L™ (pH 6.5), con 5.0x10° molL* de H,0, 6 2.0x10° mol L de Glucosa, respectivamente.
Caudal: 0.5 mL min’; V=90 uL de disoluciones patron 1.0x10° mol L7 de cada fenol; E,, = 0.00 V.



1V.6. Electrodos compositos de grafito-Teflon-
tirosinasa-glucosa oxidasa-peroxidasa



En apartados anteriores se ha puesto de manifiesto que los biosensores de peroxidasa exhiben una baja especificidad
hacia los compuestos donadores de electrones como son los fenoles. También se ha visto que los biosensores que emplean
tirosinasa poseen una mayor selectividad, y solo son sensibles a aquellos fenoles con al menos una de sus posiciones orto- libre.
La respuesta amperométrica del biosensor de tirosinasa hacia estos compuestos es mucho mds sensible, en general, que la que se
obtiene con el electrodo de peroxidasa, tal y como se observa en la Figura 124, en la que se comparan las respuestas obtenidas
con los electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa y grafito-Teflon-peroxidasa para varios compuestos fendlicos. Por lo tanto, dado
que cada tipo de biosensor presenta cualidades ventajosas, con el objeto de monitorizar el mayor niimero posible de compuestos
fendlicos con la mayor sensibilidad posible, se procedid a coinmovilizar ambas enzimas en la matriz electrodica compdsita.
Ldgicamente, debido a los problemas encontrados para la deteccion de algunos compuestos fendlicos cuando se emplea el
electrodo de grafito-Teflon-HRP, pareceria adecuado inmovilizar también glucosa oxidasa, que, como se ha demostrado,
resuelve estos problemas y proporciona una mayor estabilidad operacional. Sin embargo, algunos aspectos del comportamiento
del electrodo de grafito-Teflon-Tyr-GOD-HRP en la deteccion de compuestos fendlicos, son ajenos a la presencia de glucosa

oxidasa. Por tanto, en primer lugar se realizaron algunos estudios con el electrodo de grafito-Teflon-Tyr-HRP.

1V.6.1. Electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa-peroxidasa
Se procedid a comparar las sefiales amperométricas obtenidas con el electrodo de grafito-Teflon-Tyr-HR®P con las de
los electrodos de grafito-Teflon-Tyr y grafito-Teflon-HRP. Para ello, se midieron las corrientes en estado estacionario
obtenidas en una disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5 para un nivel de concentracion de cada compuesto
fendlico de 1.0x10 *mol L. En la Tabla 60 se comparan con las respuestas que se obtuvieron con los electrodos de grafito-

Teflon-Tyr y grafito-Teflon-HRP, por separado, para 18 compuestos fendlicos.
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Figura 124. Comparacion de las respuestas amperométricas obtenidas con un electrodo de grafito-Teflon-peroxidasa a un potencial aplicado de
0.00 V en disolucion de trabajo de regulador fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) y H,0, 5.0x10° mol L7, y con un electrodo de grafito-Teflon-
tirosinasa a un potencial aplicado de -0.15 *V en disolucion de trabajo de regulador fosfato 0.05 mol L™ (p#H 6.5), para un nivel de concentracion
de cada compuesto fendlico de 1.0x10° mol.L™,

Como puede observarse, el electrodo bienzimdtico responde a todos los compuestos que daban sefial con la peroxidasa, y,
ademds, dicha respuesta es en general mayor. Si se compara el electrodo bienzimdtico con el de tirosinasa, se observa un
comportamiento desigual dependiendo del compuesto fendlico. En el caso de aquellos fenoles que proporcionan respuestas intensas
en comparacion con el resto con el electrodo de tirosinasa (por ejemplo el 4-clorofenol — i = 2.12 pA), la corriente medida con el
electrodo compdsito bienzimatico (i enoy=1-88 pA) disminuye en relacion a la obtenida con el electrodo de tirosinasa en todos los
casos. Este comportamiento puede atribuirse a que el compuesto fendlico se reparte entre cada una de las reacciones enzimdticas en
las que estd implicado como sustrato. Puesto que, en estos casos, la sefial amperométrica obtenida con el electrodo de tirosinasa es

mucho mayor que con el electrodo de peroxidasa, la intensidad de corriente observada con el electrodo bienzimdtico disminuye.

Tabla 60. Corriente en estado estacionario obtenida para una concentracion 1.0x10° mol L7 de compuesto fendlico con el electrodo de peroxidasa,
tirosinasa y bienzimdtico (con y sin peréxido de hidrdgeno en el medio de trabajo).

COMPUESTO i, ua (HRP) i pA (TVR)  —mmmmmemeemeee PpACRETDR
Sin H,0, Con H,0,

feno[ 040 1.8 1.8 1.75
4-clorofenol 0.22 212 1.52 1.88
3—c[0rofeno[ 0.03 0.75 0.7 0.82
2-clorofenol 0.70 0.05 0.04 0.76
2,4—¢fic[orofen0[ 0.60 0.2 0.1 1.04
2,4,6-triclorofenol 0.63 . n.r. 0.60
2,3,5,6—tetrac[orafena[ 0.05 nr. nr. 0.042
pentaclorofenol 0.027 n.r. nr. 0.025
4-cloro-2-metilfenol 0.15 nr. nr. 0.14
4-cloro-3-metilfenol 0.23 2.5 2.72 144
2,3-dimetilfenol 0.03 . n.r. 0.015
2,4-dime tiQ‘eno[ 0.03 0.30 0.37 0.64
2,6-dimetilfenol 0.02 n.r. n.r. 0.04
3,4—tﬁmet‘i€fen0[ 0.09 4.1 1.36 2.08
3,5-dimetilfenol 0.02 n.r. n.r. 0.02
2-me tigfeno[ 0.07 0.04 0.04 0.06
3-me tigfeno[ 0.22 0.69 0.67 0.75

4-metilfenol 0.19 0.60 0.58 0.86




Por otro lado, y como es [dgico, en el caso de los compuestos fendlicos cuya serial analitica con el electrodo de tirosinasa es
nula o muy pequefia, con el electrodo bienzimdtico se obtiene una intensidad de corriente en el estado estacionario similar a la

obtenida con el electrodo de peroxidasa.

Cuando se emplea el biosensor bienzimdtico sin peroxido de hidrdgeno en disolucion, las respuestas amperométricas son
similares a las que se obtienen con el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa, como era de esperar, ya que la peroxidasa solo es capaz

de oxidar los compuestos fendlicos tras haber reaccionado con el perdxido.

Ademds de la intensidad de respuesta, debe mencionarse otro aspecto, como es la velocidad de dicha respuesta, es decir, el
tiempo que tarda el electrodo bienzimdtico en alcanzar el estado estacionario. En los apartados IV.2.3 y IV.4.5 se discutid el
tiempo necesario para que distintos sustratos fendlicos alcanzaran dicho estado estacionario con los electrodos de grafito-Teflon-
tirosinasa y de grafito-Teflon-peroxidasa, respectivamente. En la Figura 125 se comparan los tiempos de respuesta del electrodo

bienzimdtico con los de los otros dos biosensores.

EL tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario con el electrodo bienzimdtico es sensiblemente menor que el
requerido con el electrodo de grafito-“Teflon-Tyr, siendo también menor, en muchos casos, que con el electrodo de grafito-Teflon-
HRP. Este hecho parece ser consecuencia de la accion del peroxido de hidrdgeno sobre la tirosinasa. Algunos autores (Cosnier et al.,
1996; Jolley et al., 1974; Eikman et al., 1978) han puesto de manifiesto que el peroxido de hidrdgeno provoca un aumento de la
forma oxi de la tirosinasa (forma mds oxidada de la enzima), que es [a que estd involucrada en la ortohidroxilacion del fenol y su
posterior oxidacion a quinona mediante la reaccion enzimdtica correspondiente. Por tanto, el perdxido de hidrdgeno acelera una de
las etapas de la reaccion de la enzima con los monofenoles, que es la responsable del “lag phase” o fase de retardo comentada en al

apartado I'V.2.6, por lo que, el tiempo de respuesta es menor.

Para los compuestos que solo responden con el sistema H,0,-HRP, la respuesta es aproximadamente igual de rdpida con el
electrodo bienzimdtico y con el de peroxidasa, ya que, como es ldgico, la respuesta en el electrodo con ambas enzimas se debe
exclusivamente a la accion de la peroxidasa. Sin embargo, para los compuestos cuya sefial amperométrica con la tirosinasa es
apreciable, el tiempo de respuesta disminuye mucho cuando se realizan las medidas con el electrodo bienzimdtico en presencia de

perdxido de hidrdgeno, por las razones comentadas anteriormente.
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y grafito
grafito-“Teflon-tirosinasa, aun en ausencia de perdxido de hidrdgeno. Esto solo ocurre tras haber sumergido al menos una vez al

electrodo en una disolucion que contiene perdxido de hidrdgeno, por lo que parece que el electrodo posee “efecto memoria” tras

Hay que destacar que el electrodo bienzimdtico presenta una respuesta mds rapida para los fenoles que el electrodo de
entrar en contacto con el H,0,. Es decir, la forma oxi de [a tirosinasa en la superficie del electrodo, formada debido a [a

presencia de perdxido de hidrdgeno, permanece en medidas posteriores. Sin embargo, tras el pulido de la superficie electrodica,

la velocidad de [a respuesta vuelve a ser la misma en ausencia de H,0, que la del biosensor de tirosinasa.



1V.6.2. Electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa-glucosa oxidasa-

peroxidasa

A la vista de las mejoras que conlleva [a inmovilizacion de las enzimas peroxidasa y tirosinasa en la matriz
electrodica, y habida cuenta de que los electrodos de GOD-HRP han demostrado poseer un mejor comportamiento funcional
que los de HRP para la deteccion de los compuestos fendlicos (principalmente en lo referido a la estabilidad del biosensor) se
procedié a coinmovilizar las tres enzimas en la matriz de grafito-Teflon. Aunque se realizaron algunos estudios preliminares
en discontinuo con objeto de evaluar la influencia del potencial, la repetibilidad de las medidas y su estabilidad, el objetivo
fundamental fue el de evaluar el comportamiento del biosensor trienzimdtico en sistemas en flujo. Puesto que el valor de pH
elegido fue el mismo para ambos sistemas enzimdticos por separado, se tomd este mismo valor (pH 6.5) para llevar a cabo las

experiencias con el electrodo trienzimdtico.

1V.6.2.1. Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de

corriente en el estado estacionario

El efecto del potencial aplicado sobre la intensidad de corriente en estado estacionario obtenida con el electrodo de
grafito-Teflon-Tyr-GOD-HRP en discontinuo, se evalud utilizando como sustrato fenol 1.0x10 *mol L7 en la disolucion
reguladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5, en presencia y en ausencia de glucosa 5.0x10 > mol L. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 126. Las medidas en ausencia de glucosa se [levaron a cabo después de haber sumergido durante unos
minutos el electrodo trienzimdtico en una disolucion que contenia glucosa, aplicdndose el mismo valor de potencial ensayado,
con objeto de observar el efecto del perdxido de hidrdgeno formado sobre [a tirosinasa. Cuando no se realizé esta operacion
previa, la variacion de la intensidad de corriente en estado estacionario con el potencial presenta la misma tendencia observada

con el electrodo de grafito-Teflon-Tyr.

Como puede apreciarse, tanto en presencia como en ausencia de glucosa, la i, permanece prdcticamente constante para
valores de potencial menores o iguales de 0.00 'V, produciéndose una disminucion progresiva a potenciales mayores. Se escogid,

para estudios posteriores, un potencial aplicado de 0.00 V.

También puede observarse como la sefial amperométrica es mayor con glucosa en disolucion, lo que resulta [dgico ya

que de esta forma la concentracion de perdxido de hidrdgeno en la superficie del electrodo es mayor.




Figura 126. Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de corriente en el estado estacionario obtenida con el electrodo de grafito-
Teflon-Tyr-GOD-HRP para fenol 1.0x10° mol L en disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) sin y con glucosa 5.0x10° mol
Vs

1V.6.2.2. Estabilidad del electrodo de grafito-Teflon-Tyr-GOD-HRP
Aunque la estabilidad de los electrodos de grafito-Teflon-Tyr y grafito-Teflon-GOD-HRP ya ha sido estudiada
anteriormente, es necesario realizar este tipo de estudio de nuevo con el electrodo compdsito trienzimdtico, dado que las
enzimas no tienen porqué permanecer inalteradas cuando se inmovilizan conjuntamente en una matriz. De hecho, se ha puesto
ya de manifiesto que el perdxido de hidrdgeno interacciona con la tirosinasa (apartado 1V.6.1), por lo que la repetibilidad y

estabilidad de [a respuesta amperométrica puede variar.



1V.6.2.2.1. Repetibilidad de las medidas

La repetibilidad de la respuesta amperométrica en el estado estacionario con el electrodo de grafito-Teflon-Tyr-GOD-
HRP se evalud realizando 10 medidas de disoluciones diferentes de fenol a un nivel de concentracion de 1.0x10 “mol L, en

ausencia y en presencia de glucosa 5.0x10 > mol L7, aplicando un potencial de 0.00 V.

En la Tabla 61 se recogen los valores obtenidos para cada una de las medidas, su valor medio con el intervalo de

confianza para un nivel de significacion de 0.05 y la desviacion estdndar relativa correspondiente.

Se observa una buena repetibilidad de las medidas tanto con glucosa en la disolucion como sin ella, sin regeneracion

de la superficie electrodica por pulido.

Tabla 61. Intensidad de corriente en el estado estacionario para medidas sucesivas realizadas con el electrodo compdsito trienzimdtico sin
regeneracion de la superficie electrodica. Concentracidn de fenol: 1.0x10 % mol L7; disolucion reguladora de fosfato 0.05 mol L™ (pH 6.5)
sin y con glucosa 5.0x10° mol L*; E,,~0.00 V.

MEDIDA CON.GLUCOSA SINGLUCOSA
i, pa i media, pA RSD, % i pa i media, pA RSD, %
1 1.78 1.30
2 1.96 1.18
3 1.90 1.14
4 1.83 1.26
5 1.92 1.30
1.85£0.07 51 1.2910.08 8.8
6 1.96 1.16
7 1.90 1.32
8 1.66 1.50
9 1.78 142
10 1.83 1.33

1v.6.2.2.2. Reproducibilidad de Ilas medidas regenerando Ia

superficie electrodica
Al igual que para el resto de los biosensores desarrollados en este trabajo, se realizaron 10 series de tres medidas tras
pulir la superficie del electrodo después de cada serie, de disoluciones diferentes de fenol 1.0x10 > mol L. En [a Tabla 62 se

recogen los valores de las medidas obtenidos, asi como la desviacion estdndar relativa de cada serie.

Tabla 62. Reproducibilidad de (a sefial amperométrica obtenida con ef electrodo compdsito trienzimdtico después de pulir su superficie tras
cada serie de tres medidas. Concentracidn de fenol: 1.0x107 mol L% disolucidén reguladora de fosfato 0.05 mol L™ (pH 6.5) sin y con
Hlucosa 5.0x10° mol L; E,,~0.00 V.

AEDIDA ‘ CONGLUCOSA | SINGLUCOSA
i, pa i media, pA RSD, % i pAa i media, pA RSD, %
1 1’78 1 o M s Wa Vol 6’6 1‘55 1 900l N Yal 9‘8

Pa¥
1.7 1T U U0 1.201LU. U7



2 1.76 1.18
3 1.83 1.11
4 1.52 1.26
5 1.90 1.25
6 1.75 1.16
7 1.82 1.24
8 1.66 145
9 1.64 1.20
10 1.64 1.37

Nuevamente, los valores de RSD obtenidos demuestran que las respuestas amperométricas son reproducibles tras
someter al electrodo al proceso de pulido, lo que indica que es posible coinmovilizar de forma homogénea las tres enzimas en la

misma matriz electrodica de grafito-Teflon.

1V.6.2.2.3. Estabilidad del electrodo de grafito-Teflon-Tyr-GOD-HRP

con el tiempo

Para llevar a cabo este estudio se realizaron tres medidas de fenol y de 4-clorofenol de 1.0x10° mol L7 en la

disolucion requladora de fosfato 0.05 mol L' apH6.5 con glucosa en concentracion 5.0x10 > mol L7

Los limites del grifico de control se tomaron utilizando el mismo criterio que en los grdficos de control construidos
para los electrodos enzimdticos anteriores. En la Figura 127 se muestra dicho grdfico de control para ambos sustratos fendlicos
con el electrodo trienzimdtico. Las sefiales que aparecen en el grdfico son las que se obtuvieron tras pulir la superficie del
electrodo, ya que de un dia para otro se observaba una disminucion drdstica de la corriente en caso de no proceder a regenerar
el biosensor. Como puede verse, las respuestas del electrodo para los dos compuestos fendlicos quedan incluidas dentro de los
limites de control durante los siete primeros dias, a partir del cual disminuyen por debajo del limite inferior, sin que puedan

recupemrs (4 POT pu[icfo.

Esta menor estabilidad del electrodo trienzimdtico con respecto al resto de biosensores enzimdticos desarrollados, se
ha atribuido a [a presencia del perdxido de hidrdgeno, que si bien por un lado aumenta la velocidad de respuesta de la

tirosinasa, por otro hace dsiminuir su tiempo de vida desactivando irreversiblemente la enzima a largo plazo (Coche Guerente

et al., 2001).
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Figura 127. Grifico de control construido para los valores medios correspondientes a tres medidas realizadas cada dia con el electrodo de
grafito-Teflon-Tyr-GOD-HRP en disoluciones diferentes de fenol y 4-clorofenol a un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L. Dislucion
de regulador fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) con 5.0x10° mol L de glucosa. £,=0.00 V.

1V.6.2.2.4. Reproducibilidad de las medidas efectuadas con diferentes

electrodos

Para evaluar esta reproducibilidad se realizaron cinco medidas de disoluciones diferentes de fenol a un nivel de
concentracion de 1.0x10° mol L™ en [a disolucién requladora de fosfato 0.05 mol L' de pH 6.5 sin Yy con 5.0x10° mol L™ de
glucosa, con cuatro electrodos diferentes. En la Tabla 63 puede observarse que Si bien los valores de desviacion estdndar
relativa son algo mds elevados que los obtenidos con los electrodos compdsitos enzimdticos estudiados anteriormente, dichos
valores son en ambos casos inferiores al 10%, lo que permite concluir que la reproducibilidad de las medidas que se obtuvieron

con distintos electrodos fabricados de la misma manera, es aceptable.

Tabla 63. Intensidad de corriente en el estado estacionario obtenidas con 4 electrodos diferentes de grafito-“Teflon-Tyr-GOD-HRP. Fenol
1.0x10° mol L con y sin glucosa 5.0x10° mol L7

Con glucosa Sin glucosa
Electrodo
i ua RSD, % i uAa RSD, %
1 1.8+0.1 1.29+0.06
2 2.04£0.05 1.38+0.08
9.7 8.0
3 2.01£0.06 1.54+0.09

4 1.781£0.05 1.32+0.08







1V.6.3. Electrodos compositos de grafito-Teflon-tirosinasa-glucosa
oxidasa-peroxidasa como detectores amperomeétricos en
sistemas en flujo

1V.6.3.1. Optimizacion de variables experimentales

1V.6.3.1.1. Influencia del caudal

La influencia del caudal de la disolucion portadora sobre los pardmetros caracteristicos del fiagrama (intensidad de
pico, i, tiempo de desaparicion del pico, t, y anchura de pico a la semialtura, t,,,,,) se evalud sobre la deteccion amperométrica
de fenol a un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L. Se utilizd como disolucion portadora el requlador fosfato 0.05 mol L
de pH 6.5 que contiene glucosa 2.0x10° mol L. El volumen de inyeccion es fue 90 pL, y el potencial aplicado de 0.00 V. En
la Figura 128 se muestran los resultados obtenidos, de donde puede deducirse que el tiempo de desaparicion del pico y la
anchura del mismo son menores que los que se obtenian para caudales iguales con el resto de biosensores desarrollados en este
trabajo. ‘Este hecho se debe al efecto ya comentado del perdxido de hidrdgeno (en este caso generado a partir de la reaccion de la
glucosa con la glucosa oxidasa) sobre la tirosinasa. El caudal elegido con en este sistema fue de 0.3 mL min”, al cual se

obtuvieron respuestas amperométricas elevadas y picos estrechos.
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Figura 128. Influencia del caudal de la disolucién portadora sobre i,, w;, y w;. Portador: regulador fosfato 0.05 mol. L (pH 6.5)y 2.0x10
? mol L de glucosa. = 0.00 V. V= 86

1V.6.3.1.2. Inf/uenci(?‘a de la concentracion de glucosa en la disolucion

portadily T+ |

/ . . 1, .y, L.
Se evalud la influencia a’eo % oncentracion de glucosa en el portador sobre la respuesta amperométrica del electrodo

compdsito de tirosinasa-glucosa oxida®dperoxidasa a inyecBibnes de fenol 1.0x100mol L. La variacién de (a altura de pico
.-l
FIA con la concentracidn de glucosa, que se muestra 53”[9?%2’117‘3'?29, Permite decir que, a partir de una concentracidn de

glucosa de 2.0x10 ? mol L, [a intensidad del pico permanece pricticamente constante, de manera andloga a lo que ocurria con



el electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP. Por lo tanto, dicha concentracion de glucosa fue la utilizada en los estudios

posteriores.
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Figura 129. Influencia de la concentracion de glucosa en la pisolusidt partadora de regulador fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5 sobre la
intensidad de pico para inyecciones de fenol 1.0x10° mol L*; E,,=0.00 V; V= 90 uL.; caudal: 0.3 mL min™.

1V.6.3.2. Repetibilidad de los picos FIA

Se procedio a evaluar la repetibilidad de la sefial amperométrica para varios sustratos fendlicos (fenol, 3,4-
dimetilfenol y 2,4,6-triclorofenol). Para ello, se realizaron inyecciones sucesivas del compuesto fendlico a un nivel de
concentracion de 1.0x10° mol L™ en (a disolucién portadora que contenia glucosa 2.0x10° mol L. En la figura 130 se
muestran los fiagramas obtenidos para 30 inyecciones de fenol. La desviacion estdndar relativa obtenida para las 30 medidas
de disolucion de la corriente de pico fue de 4.7%, lo que demuestra [a buena repetibilidad de las medidas FIA con el biosensor

trienzimdtico.

i 'p iy
Te f[on—ttrasma.sa lucosa oxidasa-peroxidasa; Portador: requlador fosfato 0. 05 mo[ L (pH 6.5) con 2.0x10° mol L de glucosa; Caudal:
0.3 mL min” ,E =0.00%; V= D uL.



En la Figura 131a se muestran los picos FIA obtenidos para inyecciones sucesivas de 3,4-dimetilfenol y de 2,4,6-
triclorofenol a un nivel de concentracion de 1.0x10 *mol L. Los valores de RSD obtenidos para las alturas de pico fueron
8.1% para el 2,4,6-triclorofenol, y 2.1% para el 3,4-dimetilfenol. Hay que mencionar que la respuesta del electrodo compdsito

trienzimdtico para el triclorofenol proporciona picos algo mds anchos y algo mds sensibles que los obtenidos con el electrodo de

glucosa oxidasa-peroxidasa. Si en lugar de utilizar un caudal de 0.3 mL min’, se emplea un caudal de 0.5 mL min”, [as
respuestas fueron muy similares a las que se obtuvieron con el electrodo bienzimdtico (Figura 131b), lo que pone de manifiesto
la independencia del sistema glucosa-GOD-HRP del sistema Tyr. Por otro lado, las respuestas obtenidas con el electrodo

trienzimdtico para el 3,4-dimetilfenol son algo menores que con el electrodo de tirosinasa (Figura 131b), si bien los picos son

bastantes mds estrechos, al igual que ocurre con el fenol.

MNM\IW 2,4,6-triclorofenol

3,4-dimetilfenol

M[\N\-{\MM o 6_triC[0r0fen0[

3,4-dimetilfenol

Figura 131. (a) Fiagramas obtenidos para inyecciones sucesivas de 2,4,6-triclorofenol y 3,4-dimetilfenol a un nivel de concentracion de
1.0x10° mol L* con un electrodo de grafito-Teflon-Tyr-GOD-HRP utilizando una disolucién portadora de regulador fosfato 0.05 mol L*
(p? 6.5) que contiene 2.0x10° mol L de glucosa. Caudal: 0.3 mL min’; V= 90 pL E,,= 0.00 V.

(b) Fiagrama obtenido para inyecciones sucesivas de 2,4,6-triclorofenol a un nivel de concentracion de 1.0x10° 5 mol L con un electrodo de
grafito-Teflén-GOD-HRP utilizando una disolucion portadora de regulador fosfato 0.05 mol L™ (pH 6.5) que contiene 2.0x10° mol L de
Glucosa. Caudal: 0.5 mL min’; V= 90 pL E,,= 0.00 'V, y para inyecciones sucesivas de 3,4-dimetilfenol a un nivel de concentracion de

1.0x10° mol L* con un electrodo de grafito-Teflon- Tyr utilizando una disolucion portadora de regulador fosfato 0.05 mol L7 (p# 6.5).
Caudal: 0.5 mL min; V= 90 pL E,,= -0.15 V.



1V.6.3.3. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

Con objeto de comparar las caracteristicas analiticas que se han obtenido con el electrodo de Tyr-GOD-HRP, con las
que se obtuvieron con los electrodos de Tyr y GOD-HRP por separado, se construyeron los calibrados para el fenol, 3,4-

dimetilfenol y 2,4,6-triclorofenol que se representan en la Figura 132.

En las Tablas 64 y 65 se resumen las caracterisitcas de los calibrados, asi como los valores de los [imites de deteccion y
cuantificacion calculados para los tres fenoles, compardndose con los que se obtuvieron con los electrodos compdsitos de

tirosinasa y de glucosa oxidasa-peroxidasa.
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Figura 132. Curvas de calibrado para el fenol, 3,4-dimetilfenol y 2,4,6-triclorofenol obtenidas con un electrodo de grafito-Teflon-Tiyr-
GOD-HRP como detector en flujo aplicando un potencial constante de 0.00 V. Portador: regulador fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5 con
2.0x10° mol L de ghucosa; caudal: 0.3 mL min; V=90 pL.

Como puede apreciarse, con el electrodo trienzimidtico se obtienen caracteristicas analiticas iguales o mejores que las
obtenidas con los electrodos mono y bienzimdtico. Por otro lado, se ha comprobado que [a coinmovilizacion de las tres enzimas
en la matriz electrddica, permite obtener respuestas para todos los compuestos fendlicos estudiados. Por el contrario, el tiempo
de vida util del biosensor disminuye sensiblemente como consecuencia de la accion del perdxido de hidrdgeno sobre la

tirosinasa.

Tabla 64. Caracteristicas de los calibrados obtenidos mediante inyeccidn en flujo con deteccion amperométrica para distintos sustratos
fendlicos, utilizando biosensores de:

(1)  grafito-TeflonTyr-GOD-HRP

(2)  grafito-Teflon-Tyr

(3)  grafito-Teflén-GOD-HRP

INTERVALO LINEAL, PENDIENTE,

mol L1 44 L mof* 0.0, 44 T
1 (0.1-30)x10° 1140000 % 3000 (4+ 2)x10? 0.9977
Fenol 2 (0.1-400)x10° 85000+ 2000 (3% 310" 0.9975
3 (0.1-1.0)x10° 1610 + 20 (6 +1)x10° 0.9993
1 (0.5-16)x10° 1280+ 20 2+ 1)k10° 0.9994

2,4,6-triclorofenol 2 - - - -
3 (0.5-12)x10° 950 £ 30 (5.0 £ 0.8)x10° 0.9993
1 (0.4-10)x10° 30000+ 1000 (1+ 2)x10? 0.9999
3 4-dimetilfenol 2 (0.25-500)x10° 41800+ 900 (2% 2)x10° 0.9981
3 (0.1-10)x10” 990 # 20 (3 +1)k10° 0.9987

Tabla 65. Valores de los limites de deteccion y limites de cuantificacién obtenidos para distintos sustratos fendlicos mediante inyeccion en
flujo con deteccidn amperométrica empleando biosensores de:

(1) grafito-Teflon-“Tyr-GOD-HRP
(2) grafito-Teflon-Tyr
(3) grafito-Teflén-GOD-HRP
RSD, % LD, mol L LQ, mol L™
1 7.5 5.0x10° 1.7x107
Fenol 2 6.6 5.2x10° 1.7x107
3 11.0 1.5x10°¢ 5.0x10°¢
1 12.1 9.1x107 3.0x10°
2,4,6-triclorofenol 2 - - -
3 18.2 1.3x10° 6.3x10°
1 6.7 8.1x10° 2.7x107
3,4-dimetilfenol 2 56 5.7x10° 1.9x107
3 86 14x10° 4.7x10°




1V.7. Electrodos de grafito-Teflon-tirosinasa y
grafito-Teflon-glucosa oxidasa-peroxidasa en
paralelo



En los capitulos precedentes se ha demostrado que la utilizacion de los biosensores de tirosinasa o de glucosa oxidasa-
peroxidasa para la deteccion y determinacion de compuestos fendlicos, presenta ciertas ventajas o inconvenientes dependiendo
del electrodo enzimdtico empleado. Ademds, se ha visto que la coinmovilizacion de las tres enzimas en una misma matriz
electrddica da lugar a una disminucion de la estabilidad del biosensor, limitando su tiempo de vida itil. Se pensd que una
manera de aunar las ventajas de ambos sistemas de deteccion, y al mismo tiempo evitar la pérdida de estabilidad provocada por
la accion del perdxido de hidrdgeno sobre la tirosinasa, era colocar en paralelo los biosensores de grafito-Teflon-Tyr y grafito-
Teflon-GOD-HRP en una célula de flujo (Figura 133), y conectdndolos a un detector multicanal (véase Parte Experimental).
De esta forma, serd posible obtener, con una sola inyeccion, las respuestas amperométricas correspondientes a cada electrodo

enzimdtico por separado, sin que se produzcan los efectos indeseables de [a coinmovilizacion de las tres enzimas.

Tlectrodo de trabajo 2: F,,=0.0V Electrodo de referencia

Electrodo de trabajo 1:

Electrodo auxiliar E,=-0.15V

DESECHO

BOMBA

PORTADOR.

VALVULA DE
INYECCION

Puesto que, con este sistema de deteccion, se efectuardn medidas con ambos biosensores por separado, las variables
experimentales empleadas serdn las mismas que las utilizadas con cada electrodo enzimdtico. Asi, el potencial aplicado, la
disolucion portadora, la concentracion de glucosa en dicha disolucion, y el pH tendrdn los mismos valores que los especificados
anteriormente para el biosensor correspondiente. Sin embargo, dado que el sistema de flujo es diferente, puesto que el caudal se
divide tras [a inyeccion, fue necesario aumentar el valor del caudal hasta 1.0 mL min”, para conseguir que su division tuviera

lugar de forma reproducible a través de los canales que acceden a los electrodos de trabajo.

Asimismo, para obtener sefiales FIA de magnitud similar a las que se obtuvieron con los biosensores de forma

individual, se tuvo que emplear un bucle de inyeccion de 180 pL en el sistema FIA con los dos electrodos en paralelo.



1V.7.1. Repetibilidad de las seriales analiticas
Una vez establecidas las condiciones de trabajo, se procedid a evaluar la repetibilidad de las sefiales amperométricas

en flujo.

Para ello, se realizaron 10 inyecciones sucesivas de 180 pL de disoluciones de fenol, 3,4-dimetilfenol y 2,4,6-
triclorofenol 1.0x10° mol L7 que contenian también cada una de ellas 2.0x10 Y mol L7 de glucosa, en el portador de requlador
fosfato 0.05 mol L™ de pH 6.5 conteniendo glucosa al mismo nivel de concentracion. La intensidad de corriente se midic
simultdneamente en la superficie del electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa (E,,=-0.15 V) y del electrodo de grafito-Teflon-
GOD-HRP (E,,=0.00 V). En la Figura 134 se muestran los fiagramas obtenidos para el fenol, y en la Tabla 66 se recogen los
valores de intensidad de pico obtenidos en cada ensayo, su valor medio con el intervalo de confianza para un nivel de

significacion de 0.05, y los valores de la desviacion estdndar relativa correspondientes.
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Figur en flo
con una célula de medida de dos canales. La sefial negra es la que se obtiene con el electrodo de grafito-teflon-Tyr a un potencial aplicado
de —0.15 V. La sefial rosa es la que se obtiene con el electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP a un potencial aplicado de 0.00 V. Portador:
regulador fosfato 0.05 mol L (pH 6.5) que contiene 2.0x10° mol L™ de glucosa. Vi=180 pL; caudal= 1.0 mL min’.

Como se puede observar, la reproducibilidad de las medidas obtenidas con ambos electrodos en paralelo es aceptable,

lo que implica que la division del flujo se produce de forma reproducible.



Tabla 66. Valores de intensidad de pico obtenidos para inyecciones sucesivas de fenol, 3,4-dimetilfenol y 2,4,6-triclorofenol 1.0x10 5 ol L
! realizadas en la disolucion de requlador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 que contiene 2.0x10° mol L™ de glucosa. Electrodos de trabajo:
grafito-Teflon-Tyr; E,,=-0.15 Vy grafito-Teflon-GOD-HRE; E,,= 0.007.

Grafito-Teflon-tirosinasa Grafito-Teflon-GOD-HRP
MEDIDA fenol 34-dimetilfenol e fenol 34-dimetilfenol we
triclorofenol triclorofenol
i, pAa i, uAa
1 0.54 0.20 -- 0.011 0.0070 0.0066
2 0.57 0.22 - 0.011 0.0074 0.0060
3 0.56 0.19 -- 0.0086 0.0071 0.0057
4 0.56 0.24 - 0.012 0.0073 0.0065
5 0.53 0.22 -- 0.011 0.0071 0.0062
6 0.56 0.20 - 0.0086 0.0069 0.0060
7 0.54 0.21 -- 0.010 0.0071 0.0065
8 0.55 0.19 -- 0.012 0.0074 0.0059
9 0.54 0.18 - 0.011 0.0070 0.0062
10 0.55 0.20 -- 0.011 0.0071 0.0062
Lot BA 0.5520.01 0.2120.01 - 0.011£0.002 0.00710.0001 0.00620.0002
RSD, % 2.2 8.5 — 10.9 2.4 4.7

1V.7.2. Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

Con objeto de demostrar la validez, desde un punto de vista analitico, de la utilizacion de los dos biosensores
compdsitos de grafito-Teflon en paralelo en flujo, se construyeron curvas de calibrado obtenidas con cada electrodo, de forma
simultdnea. En la Figura 135 se muestran dichas curvas, y en la Tabla 97 se recogen sus caracteristicas, asi como los valores

correspondientes de los limites de deteccion y cuantificacion, calculados segiin los criterios mencionados anteriormente.
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(E,=0.0 V) mediante andlisis por inyeccion en flujo empleando ambos biosensores en paralelo. Portador: 0.05 mol L de regulador fosfato
a p#H 6.5 con 2.0x10° mol L7 de glucosa. Caudal: 1.0 mL min, Vi= 180 p.L.

Aunque las pendientes de los calibrados obtenidos son algo menores, y los limites de deteccion calculados son
ligeramente mayores, empleando esta metodologia de medida, que los valores que se obtuvieron mediante inyeccion en flujo con
cada electrodo por separado, puede decirse que las caracteristicas analiticas para la deteccion de los fenoles ensayados son del
mismo orden de magnitud en los dos casos. Las pequerias diferencias observadas pueden atribuirse al diferentes sistema FIA

utilizado.

Tabla 67. Caracteristicas de las curvas de calibrado obtenidas mediante inyeccidn en flujo con deteccion amperométrica empleando los dos
biosensores compdsitos de tirosinasa y glucosa oxidasa-peroxidasa en paralelo.

GRAFITO-TEFLON-TYR, GRAFITO-TEFLON-GOD-HRP

fenol 34-dimetilfenol 2,4,6-triclorofenol fenol 3/4-dimetilfenol 2,4,6-triclorofenol




INTERVALO
LINEAL,
mol L7

Pte,
wA mol* L

0.0, pA

RSD., %

L.D., mol L

L£.Q, mol L7

(0.25-50)X10°

58000+1000

(5£2)x10*

0.9973

59

1.2x107

4.0x107

(0.25-50)X10°

21000+2500

(1£2)x10*

0.9994

8.9

3.2x107

1.1x10°

(1-100)x10°

1050+30

(2+2)x10°

0.9974

8.3

2.3x10°

7.7X10°

(2.5-100)X10°

7029

(2+3)x10°

0.9992

74

2.1x10°

7.0X10°

(5-60)X10°

66010

(1+2)x107

0.9985

9.3

3.0x10°

1.0X10°




1V.8. Aplicacion de los biosensores desarrollados al
analisis de muestras reales



Todos los estudios que se han expuesto hasta el momento han demostrado que los biosensores compdsitos
desarrollados poseen caracteristicas analiticas que los hacen adecuados para poder ser aplicados en [a deteccion y
determinacion de compuestos fendlicos en diferentes tipos de muestras. No obstante, el andlisis de muestras reales mediante el
sistema FIA propuesto, en el cual el bolo de muestra alcanza el detector sin que se haya mezclado prdcticamente con el
portador, puede dar lugar a una respuesta amperométrica no faradaica debida al cambio de conductividad entre la disolucion
portadora y la muestra inyectada, si la naturaleza de ambas disoluciones es muy diferente (Figura 136). Esta respuesta no
faradaica no puede ser diferenciada de la sefial producida por los compuestos fendlicos objeto de andlisis. En la metodologia
desarrollada en discontinuo, este problema no se produce o es despreciable, ya que el volumen de muestra inyectado es muy
pequefio en comparacion con el volumen de la disolucion en la célula de medida, y la concentracion de electrdlito soporte es lo

suficientemente alta como para minimizar o eliminar por completo la influencia de la inyeccion.

0.04 pAa

_II""_IM/’

K_ 3 min

A B

Figura 136. (A) Fiagrama ob S - tontiene fenoles sobre portador de
regulador fosfato 0.05 mol L de pH 6.5 con un electrodo de grafito-Teflon-Tyr.

(B) Fiagrama obtenido al realizar inyecciones de la misma muestra de agua residual que en (A) sobre portador consistente en el mismo agua
residual sin fenoles (véase siguiente pdrrafo) con un electrodo de grafito-‘Teflon-Tir.

El inconveniente observado para el andlisis en flujo debido a la distinta naturaleza del portador y la muestra puede
ser solucionado modificando el sistema FIA propuesto. Una posibilidad es la incorporacion al sistema de un reactor de
longitud y geometria adecuadas para que se produzca la dilucion de la muestra hasta que la conductividad de ambas
disoluciones se iguale, es decir, que [a medida en el detector se realice en equilibrio quimico. Sin embargo, esta opcion tiene dos
desventajas, el aumento considerable de los limites de deteccion del método al producirse la dilucion y el aumento del tiempo de
residencia del bolo de muestra en el sistema FIA, y por tanto, el aumento en los tiempos de andlisis. Otra posibilidad es [a
eliminacion de los compuestos fendlicos de la muestra, para utilizar ésta como portador. De esta forma se consigue una

disolucion portadora compatible con la muestra, elimindndose el cambio de conductividad que da lugar a la corriente no



faradaica que interfiere en la deteccion de los compuestos fendlicos. En este sequndo caso no es necesario diluir la muestra, por

lo que los [imites de deteccion deben ser andlogos a los obtenidos anteriormente.

Es importante que dicha eliminacion de los compuestos fendlicos de la muestra se [leve a cabo en continuo, con objeto
de evitar su manipulacion y poder implementar el sistema en flujo para la deteccion de los analitos ‘in situ”. ‘Esto puede
realizarse mediante la colocacion de un cartucho relleno con un material adsorbente adecuado para la retencion de compuestos
fendlicos antes de la vdlvula de inyeccion del sistema (Figura 136). Esta solucion proporciona la disolucion portadora dptima
para cualquier muestra, ya que su matriz es la misma, y ademds permite utilizar el cartucho como sistema de preconcentracion
para poder realizar andlisis cualitativos y cuantitativos posteriores de los compuestos fendlicos, una vez detectada su

presencia en la muestra, como se verd mds adelante.
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1V.8.1. Eleccion del material adsorbente para la eliminacion en linea

de los compuestos fenolicos contenidos en la muestra
Tradicionalmente, los materiales adsorbentes mds utilizados para la extraccion en fase solida de fenoles en muestras
acuosas han sido fases apolares, como Cy y C,5 (Shoup y Mayer, 1982; Nielsen, 1984; Janda y Van Lagenhove, 1989), aunque
recientemente ha aumentado el uso de cartuchos poliméricos basados en estireno y divinilbenceno, puesto que proporcionan
mayores recuperaciones (Puig y Barceld, 1995; Trochimczuk et al., 2001). Con objeto de wverificarlo, se procedié a comparar los

adsorberntes de C, y de polimero de estireno y divinilbenceno.

Para ello, se escogid agua de grifo enriquecida con fenol como primera muestra, y agua de grifo enriquecida con 3,4-
dimetilfenol como segunda muestra, con objeto de poder comparar la retencion de compuestos fendlicos de distinta polaridad.
Las muestras se prepararon con una concentracion de compuesto fendlico de 5.0x10 “mol L. Las medidas se (fevaron a cabo
empleando el electrodo de grafito-Teflon-tirosinasa como detector, puesto que la retencion de los fenoles en el cartucho no
depende, [ogicamente, del biosensor empleado.

En primer lugar se evalud la retencion de los compuestos fendlicos sobre adsorbentes de Cy,. Tras proceder al
acondicionamiento del cartucho (apartado I11.3.16), éste se sitiia en el sistema de FIA como se esquematiza en la Figura 136.
Mediante una bomba peristdltica se hace pasar agua de grifo a través del cartucho para llegar posteriormente al detector. A
intervalos de tiempo adecuados se realizd una inyeccion de una muestra sintética constituida por fenol o 3,4-dimetilfenol
5.0x107 mol L en el agua de grifo. Una vez obtenidos los picos FIA, se cambid la disolucion portadora de agua de grifo por
la muestra sintética, se hizo pasar ésta a través del cartucho y se realizaron inyecciones de la misma muestra y de [a muestra
enriquecida con mayores cantidades de compuesto fendlico (fenol 6 3,4-dimetilfenol, segiin el caso), con el fin de poder llevar a
cabo su determinacion por el método de adiciones estdndar. ‘Estos experimentos se realizaron para las dos muestras

mencionadas utilizando dos cantidades diferentes de adsorbente en el cartucho (1.0 y 3.0 g) y caudales que oscilaban entre 0.1



y0.5mL min’. Los resultados que se obtuvieron se recogen en la Tabla 68. En ella, los valores de la concentracion que se dan
corresponden a los calculados mediante adiciones estdndar, cuando se inyecta la muestra empleando la misma (tras pasar por el
cartucho) como disolucion portadora. A modo de ejemplo, en la Figura 137 se muestran los fiagramas de algunos de los

experimentos realizados.

En la Figura 137 se observa como para el fenol, la linea base aumenta cuando se realiza el cambio de portador de
agua de grifo a la muestra sintética, obteniéndose una concentracion menor que la real, con errores comprendidos entre el 22%
y el 30% dependiendo del caudal y de la cantidad de sorbente empleados. Estos resultados ponen de manifiesto que el cartucho
no era capaz de retener el fenol eficazmente, por lo que éste alcanza el detector y provoca el aumento de la linea base, lo que
hace que los picos FIA obtenidos para la muestra inyectada sean menores. Los valores de la Tabla 68 permiten deducir que la
retencion del fenol era ineficaz aun cuando se triplicase la cantidad de adsorbente, por lo que la falta de retencion no es
consecuencia de una saturacion del cartucho. Asimismo, tampoco se obtiene una retencion eficaz cuando se utilizé un caudal
bajo, por lo que dicha retencion no depende de [a velocidad de paso de la disolucion, sino que estd limitada por el reparto del

fenol entre ambas fases.

Tabla 68. Andlisis de muestras sintéticas de fenol y 3,4-dimetilfenol mediante inyeccion en flujo con deteccion amperométrica con el
biosensor de grafito-Teflon-tirosinasa utilizando un cartucho de C,, para la eliminacion de fenoles del portador.

[fenol], mol L (E,, %) [34-dimetilfenol], mol L (E,, %)
1g 349 1g 34
0.1 mL min’ 3.7x107 (26) 3.8x107 (24) 4.9x107 (2) 5.0x107 (0)
0.25 mL min™ 3.65x107 (27) 3.9x107 (22) 4.85x107 (3) 5.1x107 (2)
0.5 mL min™ 3.5x107 (30) 3.7x107 (26) 5.1x107 (2) 4.9x107 (2)

0.08 uAa

-

Y~ Y Y

muestra de fenol /

Portador: agua de grifo

adiciones estdndar

Ui +50x10° M+ 1.0x10° M

muestra de 3,4-dimetilfenol

mol L™ y (b) 3,4-dimetilfenol 5.0610" mol L™ en agua de grifo utilizando un cartucho de C,; (3.0 g) para [a eliminacién de fenoles del
portador. Caudal: 0.1 mL min™; V= 90 uL; E,=-0.15 V.



Sin embargo, cuando la muestra analizada contenia 3,4-dimetilfenol, la retencion era eficaz en todos los casos. Esta
diferencia de comportamiento debe atrubuirse a la diferente polaridad de los compuestos fendlicos. Ast, el fenol metilado es

mds apolar, y tiene una mayor afinidad por la fase estacionaria.

Como ya se ha dicho, se evalud también la capacidad de retencion de compuestos fendlicos de los cartuchos
comerciales de copolimeros de estireno(divinilbenceno). Para ello, se prepararon muestras sintéticas de fenol y 3,4-dimetilfenol,
a niveles de concentracion de 5.0x10° y de 1.0x100 *mol L7, en agua de grifo. En la Figura 138 se muestran, a modo de
ejemplo, los fiagramas obtenidos en uno de los ensayos realizados. En la Tabla 69 se recogen los resultados para estas muestras
sintéticas empleando cartuchos con 1.0 g de SDB con diferentes caudales. Como puede observarse, este tipo de cartuchos

permite retener eficazmente ambos sustratos a los dos niveles de concentracion ensayados y a todos los valores de caudal

empleados.

Tabla 69. Andlisis de muestras sintéticas de fenol y 3,4-dimetilfenol mediante inyeccion en flujo con deteccion amperométrica con el
biosensor de grafito-Teflén-tirosinasa utilizando un cartucho de SDB para la eliminacion de fenoles del portador.

[fenol], mol L (E,, %) [34-dimetilfenol], mol L (E,, %)
5.0x107 mol L7 1.0x10° mol L7 5.0x107 mol L7 1.0x10° mol L7
0.1 mL min™ 4.9x107 (6) 1.1x10° (10) 5.1x107 (2) 0.95x107 (5)
0.25 mL min™ 5.05x107 (1) 1.0x10° (0) 4.9x107 (2) 0.9x10° (10)
0.5 mL min’ 5.0x107 (0) 0.95x107 (5) 5.0x107 (0) 1.0x10° (0)
1.0 mL min™ 5.1x107 (2) 0.9x10° (10) 4.95x107 (1) 1.1x107 (10)

0.08 uAa
muestra de fenol

f_)%

<

adiciones estdndar
muestra +5.0x10° M+ 1.0x10° M

Portador: agua de grifo

/ AN

-
muestra de 3,4-dimetilfenol

mol L y (b) 3,4-dimetilfenol 5.0x10 " ol L™ en agua de grifo utilizando un cartucho de SD'B para la eliminacion de fenoles del portador.
Caudal: 0.1 mL min™; Vi= 90 pL; E,,=-0.15V.



Es evidente que los cartuchos que contienen adsorbentes apolares, como son los de C,,, son apropiados para retener
fenoles apolares. En estos casos, la retencion de dichos compuestos se produce como consecuencia de interacciones hidrofdbicas
débiles debidas a fuerzas de van der Waals. Estas interacciones son mucho mds débiles en el caso de fenoles mds polares, como
el fenol o el catecol, por lo que su retencion sobre dicho material adsorbente es menor. Sin embargo, con los cartuchos
poliméricos de estireno(divinilbenceno) se producen interacciones -1 entre el polimero y los fenoles (Puig y Barceld, 1995), que
son mds intensas con los compuestos fendlicos con alta capacidad de resonancia positiva (grupos nitro), o con los que contienen
sustituyentes aceptores de electrones (por ejemplo, cloro). Por lo tanto, este tipo de material resulta ser mds adecuado para un
espectro mds amplio de compuestos fendlicos, por lo que se escogio para [levar a cabo los andlisis de las muestras reales, en las

que, a priori, el tipo de fenoles que contienen es desconocido.

En la Figura 139 se muestran fiagramas obtenidos a distintos caudales para inyecciones sucesivas de muestras
sintéticas de fenol y de 3,4-dimetilfenol 1.0x10 > mol L7, cuando se utiliza un cartucho de SDB para su eliminacion del

portador. Como puede verse, en todos los casos se obtuvo una muy buena estabilidad de la linea base.

La metodologia que se ha expuesto anteriormente, consistente en la implementacion en el sistema FIA de una
columna de copolimerio de estirenodivinilbenceno para la retencion de compuestos fendlicos, se aplicé, en primer lugar, a
muestras sintéticas que no presentaban una matriz complicada, como es el agua de grifo. En sequndo lugar, se aplic al
andlisis de muestras reales mds complejas, como aguas industriales, y, mds concretamente, los vertidos de una refineria de

petrdleo.
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mL min’; (c) 1.0 mL min™. Cartucho: SDB, 1.04.



1V.8.2. Evaluacion del contenido en compuestos fenolicos en

muestras sintéticas de agua de grifo

Con el fin de comprobar si la metodologia desarrollada puede ser utilizada para proporcionar informacion sobre la
presencia o ausencia de compuestos fendlicos en una muestra, se prepararon tres muestras sintéticas empleando agua de grifo
como matriz. Cada una de las muestras se contamind con tres compuestos fendlicos diferentes, escogidos por su distinta
sensibilidad para cada uno de los biosensores desarrollados, y por su diferente polaridad. Por otra parte, se pretendid evaluar
las posibles divergencias entre el valor calculado del contenido total en fenoles y el valor real de las muestras. Cada una de las
muestras sintéticas se prepard a niveles de concentracion diferentes, con objeto de averiguar la capacidad del cartucho de

retener los compuestos fendlicos a esos distintos niveles de concentracion. Las muestras que se prepararon fueron:

- Muestra I: 1.0x107 mol L de fenol, 2.0x107 mol L de 2,3-dimetilfenol y 5.0x10" mol L de 3-clorofenol.
- Muestra IT: 1.0x10" mol L de 2,4-dimetilfenol, 1.0x10° mol L de 4-cloro-3-metilfenol y 1.0x10° mol L de 2,4,6-
triclorofenol.

- Muestra I11: 1.0x10° mol L™ de fenol, 2.5x10° mol L de 3,4-dimetilfenol y 1.0x10° mol L de 4-cloro-2-metilfenol.

Todas las muestras se analizaron mediante el sistema FIA ya comentado, empleando como detector amperométrico
cada uno de los biosensores desarrollados en este trabajo, en las condiciones experimentales optimizadas para cada uno de ellos.
Sin embargo, la muestra II se analizé empleando la metodologia en discontinuo, ya que la concentracion de compuestos
fendlicos es muy elevada, y, si bien no se produjo saturacion del cartucho, era necesario diluir la muestra para que el valor de
las concentraciones quedara incluido dentro del intervalo lineal del método FIA. No obstante, se pasd la muestra a través de
un cartucho polimérico con el fin de evaluar la retencion de los fenoles contenidos en dicha muestra, mediante un andlisis
posterior por CG-EM de los compuestos retenidos en el material adsorbente.

Midiendo en discontinuo, la muestra se diluye al ser inyectada directamente en la disolucion de trabajo (requlador
fosfato 0.05 mol L de pH 6.5, en presencia o ausencia de glucosa segiin el caso), no observindose cambios en la linea base del

amperogmma cuando se inyecta’ una muestra E[LITLCO, esto es, sin compues tos fend[icos .

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 70. Puede verse que el contenido total de fenoles estimado con todos
los biosensores es siempre menor que el contenido real de las muestras. Esto es [dgico, ya que se utilizd el fenol como compuesto
de referencia, es decir, se empled este compuesto como patrén para cuantificar dicho contenido mediante el método de adiciones
estdndar. ‘EL fenol es uno de los compuestos para los que se obtiene una respuesta mds intensa con todos los biosensores,
proporcionando el resto de fenoles que contienen las muestras respuestas amperométricas mucho menores, exceptuando el 4-
cloro-3-metilfenol y el 3,4-dimetilfenol en los biosensores de tirosinasa. También puede apreciarse como el electrodo de glucosa
oxidasa-peroxidasa proporciona resultados mds cercanos al valor real que los obtenidos con los biosensores de tirosinasa, ya que

la sensibilidad que se obtiene para los distintos sustratos fendlicos con el biosensor de GOD-HRP es menos variable que con los



de tirosinasa. Como es obvio, cuando el resultado se expresa en my Lt el error observado es mayor, ya que se multiplica por el

peso molecular del fenol, cuyo valor es menor que el de los compuestos fendlicos sustituidos.

Por otra parte, la aplicacion del método oficial de la 4-aminoantipirina a las mismas muestras, proporciona una
estimacion del contenido en fenoles que se aleja incluso mds del valor real de las muestras que la dada con los biosensores,
fundamentalmente con el de GOD-HRP. Ademds, con la 4-aminoantipirina, dicha estimacion no es siempre menor que el valor
real, como se observa con la muestra 1. Este método también proporciona respuestas distintas para cada compuesto fendlico, ya
que la union con la 4-aminoantipirina va a ser diferente dependiendo de su estructura. Asi, fenoles sustituidos en posicion
para- no reaccionan, o lo hacen en menor extension, por tener impedida la posicion mds activada para la unién con el reactivo
derivatizante. Tampoco presentan reaccion los fenoles muy desactivados, como son los cloro- o nitrofenoles muy sustituidos
(Box, 1983). Esto explica que en la muestra I1, el valor estimado sea considerablemente menor que el real, ya que el método de
la 4-aminoantipirina no puede detectar el 2,4-dimetilfenol, que es uno de los constituyentes de esta muestra, por tener un

sustituyente alquilico en posicion para.

Tabla 70. Andlisis de muestras sintéticas de agua de grifo con biosensores amperométricos compdsitos. N=3

Concentracion total de fenoles en cada una de las muestras, mol Vop (mg £t

Muestra T Muestra 11 Muestra 11T
Contenido real 8.0x107 (0.098) 1.2x10" (15.6) 4.5x10° (0.54)
Contenido estimado utilizando los biosensores amperométricos, mol Vop (mg £t
(2.2+0.5)x107 (4.3+0.2)x10° (2.9+0.3)x10°
Grafito-Teflon-Tyr
(0.021+0.005) (4.0+0.2) (0.27+0.03)
(3t1)x10” (6.10.1)x10° (4.0£0.2)x10°
Grafito-EPD-Tyr
(0.03+0.01) (5.73+0.09) (0.38+0.02)
(1.8£0.4)x107 (2.5£0.1)x10°
RVC-resina epoxi-Tyr (6.47£0.08)x10° (6.02+0.007)
(0.017+0.004) (0.24+0.01)
(5.1+0.8)x107 (8.6+0.3)x10° (4.1£0.4)x10°
Grafito-Teflon-GOD-HRP
(0.048+0.007) (8.1+0.3) (0.39+0.04)
Electrodos en paralelo:
(3.3£0.6)x107 (5.2+0.2)x10° (3.2+0.3x10°
Grafito-Teflon-Tyr
(0.031+0.006) (4.9+0.2) (0.30+0.03)
(5.4+0.9)x107 (7.8+0.2)x10° (3.9+0.5)x10°
Grafito-Teflon-GOD-HRP
(0.051+0.008) (7.3+0.2) (0.37+0.05)
Contenido estimado con el método de [a 4-AAP, mol L (mg L")
(1.2£1.0x10° (2.9+0.3)x10° (2.5£0.8)x10°




(0.18% 0.09) (2.7£0.3) (0.24+0.08)

Ademds, hay que comentar que este método colorimétrico requiere el uso de numerosos reactivos y grandes cantidades
de cloroformo para llevar a cabo la extraccion liquido-liquido del complejo formado entre la 4-aminoantipirina y los
compuestos fendlicos. Asimismo, el tiempo de andlisis es elevado y la metodologia sequida no puede automatizarse ni adaptarse

o , w. . . , . . .
para la monitorizacion en linea e “in situ”. En el caso de muestras con matrices mds complejas que el agua de grifo es necesario
destilar grandes voliimenes de muestra, del orden de 1 L, lo que supone, ademds del empleo de mucho tiempo, el aumento del

riesgo de pérdidas de analito en el tratamiento de [a muestra.

Por lo que se refiere a caracteristicas analiticas como precision y exactitud, en las especificaciones del método oficial
se indican una precision del 30% y una exactitud del 50%. En las muestras sintéticas de agua analizadas se han obtenido
precisiones comprendidas entre el 13 y el 60%, y exactitudes entre un 44 y un 76%. Con los biosensores desarrollados se fan
obtenido valores de la precision y de [a exactitud entre el 1,9 y el 9,2% y el 36 y el 73%, respectivamente, con el electrodo de
grafito-Teflon-tirosinasa, entre 0.7 y 14% y entre 11 y 63% con el electrodo de grafito-EPD-tirosinasa, y una precision entre
0.5y 9%, y una exactitud entre 44 y 78% para el electrodo de RVC-resina epoxi-tirosinasa. Con el electrodo de grafito-Teflon-
GOD-HRP se obtuvieron valores para la precision entre 1.4 y 6.3% y para la exactitud de entre 8.9 y 36%. Como puede verse,
los walores de exactitud obtenidos con el método oficial y con los métodos desarrollados utilizando los biosensores compdsitos

resultan ser comparables, mientras que la precision obtenida con los biosensores es considerablemente mejor.

Aunque, como es obvio, los métodos basados en los biosensores desarrollados solo son capaces de dar una estimacion
del contenido en compuestos fendlicos en las muestras, debido a la desigual respuesta de cada fenol, los resultados obtenidos
demuestran que dicha estimacion es comparable o incluso mejor que la que proporciona el método oficial. Ademds, puede
realizarse para muestras con un contenido total de fenoles que varia en un intervalo muy amplio y cuya composicion es muy
variable, siendo posible obtenerla en unos pocos minutos, de forma sencilla y econdmica, lo que demuestra su aplicacion

potencia[ al “screening” de este tipo de compuestos “in situ”.

Una vez realizado el andlisis de las muestras con los diferentes biosensores, los cartuchos de estireno y divinilbenceno
que se emplearon se secaron haciendo pasar aire a través, procediéndose después a la desorcion de los fenoles retenidos eluyendo
con 0.5 mL de diclorometano. La disolucion obtenida se inyectd directamente en un cromatdgrafo de gases, detectdndose los
fenoles presentes mediante espectrometria de masas segiin se describe en el apartado I11.3.17. En los cromatogramas obtenidos
(anexo I1), puede verse como todos los fenoles que contenian las muestras estdn presentes, lo que comprueba la capacidad de
retencion de los cartuchos empleados, asi como la posibilidad de su empleo para llevar a cabo un andlisis cualitativo de dichos

fenoles una vez obtenida una respuesta positiva con el o los biosensores enzimdticos amperométricos.






1V.8.3. Evaluacion del contenido total en compuestos fenolicos en

aguas de desecho de una refineria de petroleo

Como se ha comentado en la Introduccion, la industria petroquimica es una fuente importante de contaminacion
medioambiental. Uno de los aspectos relacionados con dicha accion contaminante es la presencia de compuestos fendlicos en
sus vertidos. La descarga de estos vertidos en efluentes acuosos es constante, por lo que se hace necesario un control continuo

de estas descargas, con objeto de verificar que no se exceden los niveles mdximos permitidos para este tipo de compuestos.

Con objeto de demostrar la utilidad de los biosensores desarrollados en este trabajo para el andlisis continuo de este
tipo de muestra, se evalud el contenido en compuestos fendlicos en aguas procedentes de una refineria petrolifera. Las muestras
se tomaron en diferentes etapas del proceso de purificacion de las aguas: antes de ser enviadas al sistema de depuracion,
después de la salida del decantador fisico (salida DAYF), y después de la salida del decantador bioldgico (salida DB). Durante
la etapa de purificacion en la que el agua que proviene de rechazos de los procesos del crudo permanece en el decantador fisico,
la muestra sufre un proceso primario de tratamiento fisico-quimico, y los aceites son eliminados por flotacion. En la etapa de
tratamiento bioldgico, [a muestra se somete a un tratamiento secundario utilizando microorganismos, plantas y lodos
activados, donde se eliminan aceites y materia orgdnica. Por lo tanto, los compuestos fendlicos son mayoritariamente
eliminados durante esta sequnda etapa, ya que en la primera solo se elimina una pequefia fraccion por adsorcion sobre la

materia sélida que se separa.

Las muestras recibidas en el laboratorio se tomaron a la salida del decantador fisico y del decantador bioldgico en tres
dias diferentes (DAF 1, DAF 2, DAF 3, DB 1, DB 2 y DB 3). Ademds, se recibid una séptima muestra tomada antes de que
las aguas residuales entraran en el sistema de depuracion (SD). Las muestras se analizaron en el momento de ser recibidas, por
lo que no fue necesario realizar un tratamiento previo de estabilizacion. Las muestras se analizaron mediante FI4, empleando
como detectores tanto el electrodo de grafito-Teflon-Tyr, por ser el mds estable de todos los desarrollados, como el de grafito-
Teflon-GOD-HRP, por ser el que responde a un mayor niimero de fenoles. Los andlisis se [levaron a cabo aplicando el método
de adiciones estdndar. Al igual que se hizo con las muestras sintéticas, se empled en todos los casos fenol como el sustrato al
que se refieren los contenidos del resto de compuestos. En la figura 140 se muestran los fiagramas obtenidos para la muestra

DB 3 utilizando como detector el biosensor de tirosinasa.
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Figura 140. Fiagramas obtenidos en el andlisis de la muestra DB 3 utilizando como detector un electrodo compdsito de grafito-“Teflon-
tirosinasa y un cartucho de SDB para la eliminacién de los compuestos fendlicos del portador. E,,=-0.15 V; Caudal=0.25 mL min’;
V=180 4L,

Las muestras que contenian una major concentracion de compuestos fené[icos (DAF 1, DAF 2 Y SD) se analizaron
en discontinuo mediante adiciones estdndar. Esto se debe a que el contenido en compuestos fendlicos de dichas muestras es tan
grande que la concentracion total queda por encima del limite superior del intervalo de linealidad de la curva de calibrado
obtenida por FIA. Obviamente, este problema puede resolverse mediante una dilucion apropiada. Sin embargo, la utilizacion
de la metodologia en discontinuo permite un andlisis directo de la muestra, simplemente inyectando con una micropipeta una
alicuota en la célula electroquimica, lo que hace que dicho andlisis sea mds rdpido. En la Figura 141 se muestra, a modo de

ejemplo, una de las series de amperogramas obtenidos para la muestra SD.

Figura 141. Registros  intensidad-tiempo
obtenidos en el andlisis de la muestra de agua
procedente de una refineria de petrdleo antes de
r entrar en la depuradora, empleando un electrodo

de grafito-'Teflon-'Tyr en requlador fosfato 0.05
mol L™ de pH 6.5. E,=-0.15 V.
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2.0x10° mol L de fenol

2.0x10° mol L™ de fenol

2.0x10° mol L de fenol




En la Tabla 71 se recogen los resultados obtenidos cuando se analizan las muestras utilizando como detector los
biosensores indicados, y se comparan con los resultados del método oficial de la 4-AAP. El contenido total de fenoles se
expresa como concentracion de fenol. Ademds, los fenoles retenidos en los cartuchos fueron extraidos siguiendo la metodologia
expuesta en el apartado 111.3.18, y se procedid a su andlisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas, con el fin de identificar los compuestos presentes en cada una de las muestras. Los cromatogramas, asi como los

espectros de masas, se muestran en el Anexo I1.

En el caso de la muestra DAF 2, el contenido en compuestos fendlicos es intermedio, por lo que se realizd el andlisis
con el biosensor de tirosinasa y el de glucosa oxidasa-peroxidasa tanto en discontinuo y por inyeccion en flujo. Los resultados
entre ambos andlisis fueron comparables, si bien hay que sefialar que el andlisis en flujo se veia limitado por la capacidad del
cartucho, ya que el contenido en grasas y compuestos aromdticos de esta muestra era tan elevado que a los pocos minutos el
cartucho se saturaba, y perdia su capacidad de retencion de fenoles (Figura 142). Esto no ocurre con ninguna de las otras
muestras analizadas en flujo, a pesar de que las muestras estuvieron continuamente atravesando el cartucho durante horas.
Por otro lado, la capacidad de carga de estos cartuchos es muy elevada, y experimentalmente hemos comprobado que el
cartucho no se satura tras cinco horas haciéndose pasar una concentracion de 1.0x10° mol L™ de fenol a un caudal de 0.5 mL

min’, por lo que, nuevamente hay que recalcar la validez de estos cartuchos para este tipo de muestras.

Muestra’'+ §
1.0x10° mol L™ fenol 9

[\ > 6 min

., Y
I nyeccion muestra

Figura 142. Registro intensidad-tiempo obtenido en el andlisis de la muestra DAF 2 por inyeccion en flujo con deteccion amperométrica
utilizando como electrodo de trabajo un biosensor de grafito-Teflon-tirosinasa. Caudal: 0.25 mL min’; V= 90 pL; E,,=-0.15 V. Cartucho
polimérico de SDB para [a eliminacion en linea de los compuestos fendlicos de la muestra.



Tabla 71. Contenido total de compuestos fendlicos en muestras de refineria de petrdleo determinado con un biosensor de grafito-Teflon-
tirosinasa y con el método oficial. Se incluye los compuestos fendlicos identificados con el método de cromatografia de gases y
espectrometria de masas. n=3.

[fenoles], mol L [fenoles], mol L™ Biosensor [fenoles], mol L*
Fenoles identificados con CG-EM
Biosensor de GOD-HRP de Tyr Método oficial
Muestra antes de Fenol, 2,6-dimetilfenol,
(1.5£0.2)x10° (1.0£0.2)x10” (2+1)x107
entrar en refineria SD 3/4-dimetilfenol
Fenol, 2-metilfenol, 4-metilfenol,
Muestra salida DAF 1 (2.0£0.1)x10* (2.1£0.1)x10™ (3.5%1)x10* 2-etilfenol, 3,4-dimetilfenol,
3,5-dimetilfenol
(2.6+0.1)x10° " ' (1.4+0.8)x10° " (1.8+0.5)x10°
Muestra salida DAF 2 . (2.550.8)x10° 2,4-dimetilfenol, 2,5-dimetilfenol
(2.740.1)x10° " ’
3-etilfenol, 3-propilfenol,
4-isopropilfenol, 2-naftalenol,
7 4-alilfenol, 2,4-dimetilfenol,
Muestra salida DAF 3 (4.1£0.1)x10° (3.8£0.1)x10° (5.4+0.6)x10°
2,6-dimetilfenol, 4-etil-3-metilfenol,
2-(1-metiletil)-5-metilfenol,
2,6-bis(1,1-dimetil)-4-metilfenol
Muestra salida DB 1 <ld. . (5.3£0.9)x10° <ld. 2, 3-dimetilfenol
Muestra salida DB 2 <[d. . <ld. <[d. 2,6-dimetilfenol
2-etilfenol, 3-etilfenol, 4-propilfenol,
Muestra salida DB 3 (18£0.1)x10° (14+0.1)10° (5£110° 4-alilfenol, 2,4-dimetilfenol,

2,6-dimetilfenol, 4-etil-2-metilfenol,

2-etil-5-metilfenol

" Contenido total de fenoles expresado como concentracion de fenol.

" Andfisis en discontinuo; " Andlisis en Slujo.

En la figura 143 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos con los sensores de grafito-Teflon-Tyr y
grafito-Teflon-GOD-HRP, con los que proporciona el método oficial de la 4-AAP. Como ya se ha mencionado, tanto el método
oficial como los métodos desarrollados con los biosensores proporcionan en realidad un indice de fenoles, siendo las respuestas
de cada compuesto fendlico diferentes en cada método. Por ello, dicho indice no puede ser igual, lo que lleva a valores de las
pendientes distintos de 1. se observa que el método oficial proporciona un indice de fenoles mayor que el que se obtiene con

ambos biosensores compdsitos, ya que las pendientes son en ambos casos menores que la unidad.
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Figura 143. Comparacion de los resultados de los andlisis de las muestras de aguas procedentes de refineria obtenidos con () el biosensor
de grafito-“Teflon-‘Tyr, o (B) el biosensor de grafito-Teflon-GOD-HRP con los que proporciona el método colorimétrico oficial de la 4-
aminoantipiring.

Por otro lado, se observa una buena correlacion entre las estimaciones obtenidas con los dos biosensores y con el
método oficial, lo que demuestra que los biosensores compdsitos enzimdticos desarrollados proporcionan una estimacion del
contenido de fenoles comparable a la que proporciona el método colorimétrico de la 4-aminoantipirina, siendo, por tanto, iitil

para la evaluacion del contenido total de compuestos fendlicos en este tipo de muestras.

Puede concluirse, por tanto, que aunque solo sea posible una estimacion del contenido real de compuestos fendlicos en
la muestra, dicha es una herramienta itil para el control de descargas de aguas residuales que contengan este tipo de
compuestos en el medio ambiente. Los métodos desarrollados en este trabajo presentan numerosas ventajas con respecto al

método oficial, ya que el método basado en la reaccion con la 4-aminoantipirina no puede aplicarse in situ ni en tiempo real,



siendo ademds necesario un complicado tratamiento de la muestra, que incluye la destilacion de grandes voliimenes de agua, el
empleo de cantidades elevadas de cloroformo y un tiempo largo de andlisis. Utilizando deteccion amperométrica con los

biosensores compdsitos, el tiempo de andlisis se ve sensiblemente reducido, pudiéndose llevar a cabo en tan sélo 15-40 minutos.



V.Conclusiones



Los resultados que se han expuesto en esta Memoria han permitido alcanzar las siguientes conclusiones.

Todos los biosensores compdsitos enzimdticos desarrollados para [a deteccion de compuestos fendlicos han demostrado
poseer las ventajas que a priori se suponian para este tipo de biosensores, como son su capacidad de regeneracion superficial por
pulido y una buena relacion sefial/ruido. Ademds, su proceso de fabricacion es sencillo, asi como su manejo, permitiendo
obtener respuestas estables y repetibles tanto mediante amperometria en discontinuo como en inyeccion en flujo con deteccion
amperométrica. Las caracteristicas analiticas que se obtienen con dichos biosensores son adecuadas para la deteccion de

compuestos fendlicos en aguas residuales.

La comparacion de los resultados obtenidos con los tres biosensores compdsitos de tirosinasa en medio acuoso
demuestra que la matriz electrodica de grafito-Teflon es la que proporciona un periodo de vida iitil del biosensor mayor. ‘Este
hecho, dado que el resto de las caracteristicas analiticas que se obtienen con los tres bioelectrodos son similares, hace que sea el

mds adecuado PllTll Su llp[l(lll(llén a muestras reales.

Por otro lado, se ha comprobado que el tiempo de vida 1til de este biosensor es considerablemente mayor cuando se
emplean micelas inversas como medio de trabajo, lo que demuestra un efecto beneficioso del medio predominantemente no
acuoso formado con acetato de etilo sobre la estabilidad de [a enzima. Sin embargo, los limites de deteccion obtenidos en esta
medio son sensiblemente mayores que en disolucion acuosa, como consecuencia del reparto de los compuestos fendlicos que se

produce entre las dos fases que constituyen las micelas inversas.

La capacidad de “screening” del biosensor de grafito-Teflon-peroxidasa ha resultado ser muy superior a la del
iosensor de tirosinasa, ya que con la enzima peroxidasa aumenta considerablemente el niimero de compuestos fendlicos que
b de t Y l peroxid; t derablemente el de compuest (i
pueden ser detectados. En particular, la mayor capacidad del electrodo de peroxidasa para detectar compuestos fendlicos
clorados, entre los que se incluye el pentaclorofenol, hace de este biosensor una herramienta especialmente interesante, ya que
ichos fenoles son los que presentan una mayor toxicidad. Por el contrario, los [imites de deteccion que se consiguen con e
dich (e le b4 t yor toxicidad. Por el cont los limites de det ig [

biosensor de HRP son algo peores que los obtenidos con el biosensor de grafito-Teflon-tirosinasa.

La incorporacion de la enzima glucosa oxidasa a la matriz de grafito-Teflon-HRP produce una mejora notable en la
repetibilidad y estabilidad de las respuestas amperométricas de los compuestos fendlicos, asi como un aumento de la vida iitil
del biosensor. Ello se debe a la eliminacion de la presencia de altas concentraciones de perdxido de hidrdgeno en disolucion que

se requiere cuando no se utiliza glucosa oxidasa coinmovilizada en la matriz electrodica.

La inclusion conjunta de las enzimas tirosinasa, peroxidasa y glucosa oxidasa en la matriz de grafito-Teflon da lugar

a un biosensor con una sensibilidad similar a la conseguida con el electrodo de tirosinasa y con una capacidad de deteccidn



igual a la del biosensor de peroxidasa. Sin embargo, el periodo de vida iitil de este electrodo trienzimdtico es sensiblemente
menor que el de los electrodos de tirosinasa y glucosa oxidasa-peroxidasa, debido, probablemente, a la accion del perdxido de

hidrdgeno generado durante la medida sobre [a tirosinasa.

La utilizacion de una célula de flujo de gran volumen con una disposicion en paralelo de un electrodo de grafito-
Teflon-Tyr y de un electrodo de grafito-Teflon-GOD-HRP, conectados a un detector amperométrico dual, permite obtener la
respuesta individual de ambos biosensores para los compuestos fendlicos en un solo andlisis. De esta forma, es posible tener las

ventajas propias del electrodo trienzimdtico, pero manteniendo el tiempo de vida 1itil de los biosensores de tirosinasa y GOD-

HRP.

Los resultados de los andlisis de muestras reales de aguas procedentes de una refineria han demostrado que los
biosensores amperométricos compdsitos disefiados son una buena alternativa al método oficial colorimétrico de la 4-
aminoantipirina para la deteccion de compuestos fendlicos, ya que el tratamiento de [a muestra es minimo y el tiempo requerido
para el andlisis es mucho menor que el que se necesita con el método oficial, evitdndose la destilacion de la muestra y el empleo

de cloroformo y de otros reactivos.

El empleo de cartuchos adsorbentes de polimero de estireno y dvinilbenceno con objeto de eliminar los compuestos
fendlicos del efluente, y asi obtener un portador adecuado, sugiere la posibilidad de aplicar los biosensores “in situ” como
dispositivos de alarma a la salida de efluentes industriales, empleando un sistema automatizado que lleve a cabo inyecciones

de muestra en el flujo cada ciertos periodos de tiempo.

El bajo coste de los materiales necesarios para la construccion de los biosensores y la simplicidad del proceso de
fabricacion, hacen factible la misma a escala industrial, de modo que puedan dejar de ser prototipos de laboratorio para

conwertirse en dispositivos comercializables.

Estas consideraciones permiten concluir que se ha demostrado la capacidad de los bioelectrodos compdsitos para
monitorizar el nivel de compuestos fendlicos en muestras reales “in situ” y en tiempo real, habiéndose cumplido, por tanto, el

objetivo principal de la Tesis.

No obstante, los biosensores desarrollados presentan la limitacion de proporcionar una respuesta desigual para cada
compuesto fendlico, dependiendo de los sustituyentes del anillo aromdtico y de la posicion de los mismos. Ademds, debido a que
estos compuestos son sustratos competitivos de las enzimas empleadas, la respuesta de los biosensores desarrollados a una
mezcla de fenoles es menor que la suma algebraica de las respuestas para cada fenol individualmente. Estos dos hechos hacen

que el indice del contenido en compuestos fendlicos proporcionado por los biosensores sea siempre menor que el contenido real



de la muestra. Por lo tanto, hay que tener en cuenta que la estimacion de dicho contenido, mediante el empleo de los
biosensores enzimdticos amperométricos serd siempre un ‘minimo”, problema éste, por otra parte, comiin a otros métodos

existentes para la obtencion de un indice de fenoles.
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Anexo I: Tablas de las senales de referencia de los
electrodos compositos de tirosinasa en medio acuoso
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Anexo I1: Cromatogramas y espectros de masas obtenidos
en el analisis de muestras
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Muestra DAF 3

File
Operator
Acquired
Instrument

Sample Name:

Misc Info

Vial Number:

C:\HPCHEM\1\DATA\UCM\ANALIT 1\JULIO\DAFO1.D

NOUR KAYALI
25 Jul 101
5989 - In

6:34 pm using AcgMethod CLINICO

DAF 1 UL DE INYECCION
MET CLINICO;0.5 MIN SPLITLESS; VA-5

1

Abundance

140000
130000 -
120000

110000 -
100000;
]
90000 |
80000

70000

60000 |

50000

40000

30000

20000

10000

Time-->

§ s o e e s

2.00

" Ueupn

13.00

DAF

11.14

TIC: DAF01.D

15.37

s A 93

6.12

4 |9

18J.1p

18(.37

v

-
_..-10.00

T T T S e R

15.00 120.00

JLamerewowy e

R i e et "

-25.00




Library Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 93 . ;

ID : Phenol, 2,4-dimethyl- (CAS) $$ 2,4-Xylenol $$%$ 2,4-Di
methylphenol $$ m-Xylenol $$ 4,6-Dimethylphenol $$ 4
-Hydroxy-1,3-dimethylbenzene

Abundance  Average of 12.863 to 13.304 min.: DAF01.D (-,*)

107 122
8000 -
6000 -
4000
77
39 91
2000 26 51
60
Ll LT 17
0 | DLl o |l Lo 1l
I|ITY¥TIIII|T"|'[|IIIII|I||llf'll|l|I'l_I}IIIIII'I|'|'I ||||||'
m/z--> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Abundance#15730: Phenol, 2,4-dimethyl- (CAS) $$ 2,4-Xylenol $$ 2,4-D (
107 122
8000 -
]
6000
4000
l ! 77
91
2000 + 51
41 ' 65
63
0 L L B L -||l!lll T ! 1‘=ll T !lllll dlll et |?i01 T !’ligle'r | Illlll !J:rl.]:l"l'|'| L LA L
m/z-=> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130




Library Searched C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 90
ID : Phenol, 3-ethyl- (CAS) $$ m-Ethylphenol $$ 1-Hydroxy
-3-ethylbenzene $$ 3-Ethylphenol $$ Phenol, m-ethyl-
$$ 1-Ethyl-3-hydroxybenzene
Abundance T Average of 13.576 to 13.847 min.: DAFO01.D (-,*) _'
107
8000 -~
| 6000 |
122
4000 4
77
2000 |
[ 39
| 58 91
: 0_"I—I—|_I""|J’Y 111'7-7' _r'\'_"[Y=IIII]I'II||I|IIIllllllllllilf

[ 2—=> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Abundance#15711: Phenol, 3-ethyl- (CAS) $$ m-Ethylphenol $$ 1-Hydrox ( |
107
8000 -
6000 -
122

|

4000
5 77
|
| 20001

94

65
7 11
0 LS5! LB ERLE ) [N L o o S R =|'!'|TI1 |i It%lll{l 1+ !lrl T T T l}l! LI | :I|I; !rtﬁ_l—yﬂlrr“r‘r'l"r'r rT—l—ﬁ

m/z——> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140




Library Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 64
ID : Phenol, 4-(l-methylethyl)- (CAS) $$ p-Isopropylpheno
1 $$ 4-Isopropylphenol $$ Australol $$ p-Cumenol $$
Phenol, p-isopropyl- $$ 4-(1
Abundance “Average of 14.763 to 14.865 min.: DAF01.D (-, *)
121
8000 -
? 6000 -
|
4000 | 84 ITG
77 91
2000 | -
57
51 ’ ‘107
26 ;
0‘IE'_Y'l_r'r'l'"l'f"FlI'_['Y"_]'L|l_7_"l'l"|flllll|I'Irlfl'l'"[!lll|!Yilll'lIYI[EIII!';TYI]]I\!
m/z--> 20 30 40 50 60 70 80 _90 100 110 120 130 140 _
Abundance #24600: Phenol, 4-(l-methylethyl)- (CAS) $$ p-Isopropylphen (
121
8000 -
6000 -
4000
136
2000
65
o e e
0 IS 1 P In | !] i :
ITJI||‘|||r|||rI||r|[|'l|]’ltil|r||||l|l|||li|[|ltrll||||r‘r T
20 30 40 50 60 70 90 100 110 120 130 140 |

m/z-->




Library Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality 68
ID Phenol, 4-ethyl-3-methyl- $$ m-Cresol, 4-ethyl- $$ 3
-Methyl-4-ethylphenol $$ 4-Ethyl-m-cresol $$ 4-Ethyl
-3-methylphenol
Apundance  Average of 14.865 to 15.103 min.: DAFO01.D (-,%*)
121 i
8000 4 1
6000 - 1
| |
! 4000 ] 98 136 |
5 | ‘ |
l |
| 2000 - 77 g4 91
| 41 55
26 ll 51‘ | F7 | 105 '
i 0'—|—|rr |l|I1|1 T T—.—'rr||llu Tll']J'l_l'lL"!'ﬂ_F"‘ Il]|! T |'ri‘|I| |ill: L r|lr g ¥ L L
m,’z_:_->_____22_____£"_4_p___50__§g 70 80 90 100 110_120 130 1_19__ ___
Abundance#24612: Phenol, 4-ethyl-3-methyl- §8 m-Cresol, 4-ethyl- $% (
i 121
8000 |
6000 -
4000 -
136
2000—1' 77 91
39 5
i 1 ‘ %3 65 9 10807 25
O‘LT-T—l—rﬂ‘F[rlnli]l[l||I!lrlu|]ila|||r||i!1-|'rr||‘] :‘Illllllllllllrlllillll ||I|i|;'l"‘"'"1
/z==> 20 30 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140




pibrary Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 50

iD : Phenol, 3-propyl- $$ Phenol, m-propyl- $$ m-Propylph
enol $$ 3-n-Propylphenol $$ 3-Propylphenol $$ 1-Hydr
oxy-3-n-propylbenzene

DAF01.D (-, *)

Abundance Average of 15.238 to 15.544 min.:
107
136
8000
6000 -
4000 A
26 21 121
g5 77 [
2000 E
65 }
58 122
I R
| oL 1 | | | I |
| ]1f'll1llflll[l'llll‘ll'lrifl|(1'|'||'|||||r'|||(f|||l|']|| l[lll[‘ll'l‘

m/z--> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Abundance #24574: Phenol, 3-propyl- $$ Phenol, m-propyl- $$ m-Propylp (

4 17
8000 -
6000 -
4000 - 136
77
|
2000 - | 121
51
41 i 665 9pa L
32 0 e el 1R2 ‘
Iifl! II|'||‘|JT'[!|I||||[IIIFI"| Ill‘l|I||I]IY|(l||l|’||'mr1

0 Lrrrrrpte A1 L
m/z--> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150




pipbrary searched : C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 43
D chavicol $$ para-ALLYL PHENOL
pbundance Average of 16.053 to 16.257 min.: DAFO01.D (-,*)
133
107 121
8000 -
6000 -
117
4000 |
| 51 79
| 2000
| 66
% - 91 160
| | 1]
i O'I'IIIIIFilflLITIIIIYYI]IIri|'[YlII[IIYIIIIK[]]!IIII)I}{IIlT'lll!!rTT'IYYlYllllII
m/z--> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Abundance #23049: chavicol $$ para-ALLYL PHENOL (*)
134
8000 -
6000 -
107
4000
77
REDO 39 51 91
27 66 9 117
l L i
0 I | AL
IIIlIl||IY‘[I!IT'II]Irllll['lllilllI!llllIlYIl'l!lll'l'llYlllIIIFIIIIIIIlIIm
&;z——> 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160




_iprary Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality 2
1D : thymol $$ 2-(l-methylethyl)-5-pethyl-phenol
Abundance Average of 16.392 to 16.596 min_: DAF01.D (-,%)
135
8000 -
6000 - 91
95
133 150
4000 -
77
2000 s iip 222
5 J JI‘ ’ i |
——,—l—r—' r|]rlll'["l'TfT|‘f"]""l"’rT'T"l"' UL LN L LR BLAL I i
mlz:;z 2 _30 40 60 70 80 90 100 jj1g 120 130 140 150
Abundance T #36033: thym01 $$ 2-(1-methylethyl)-5-methyl-phenol (*)
135
8000 -
6000 -
4000 -
91
3'9 150
2000 f 77 115
i ‘ 107
| i 134
0 |]|"'I""|""1""|r"'|"'!‘[""!E"'l"l"lr!l||!|!r[:'|[-|1rl|rllx|rr1l'

o/ 2==>

20

50 60 70 90 100 ~10 120 130 140 150




Library Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 45 . .
ID : Phenol, 2,6-b15(1,l-dlmethylethyl)-4-methyl—, methyl
carbamate (CAS) $$ 2,6-DI-TERT-BUTYL-4-METHYLPHENYL-
N-METHYL CARBAMATE $$ azak $
Abundance Scan 445 (18.123 min): DAF01.D (-,*) o
ZTS
8000 -
6000 -
4000 -
115 147 220
2000 81 91 14}
28 57 67 193 | 177
|
EInnRN N
0 '[rll'[lI|f"‘_l'llll'l!lllIllIll|II|IIIllYll'_"l—'i'T'["f‘T‘rlT' e
m/z--> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Abundance#159312: Phenol, 2,6-bis(1l,1-dimethylethyl)-4-methyl-, methy
205
8000 -
6000 - -
i 220
4000
41
2000
Li 65 7\ ‘ l 121 145 161 177189
0 AR .i|'1. ‘llliil1 ALl “.lr b .l‘.liI!; ud‘h‘ !ll.'f-llll . Ill' — ‘]I . .I, b
Jz—--> 20 0 60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/2 _




oibrary Searched C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 64
D : 2-Naphthalenol (CAS) $$ 2-Naphthol $$ C.I. 37500 $$
NAPHTHOL-(2) $$ Naphthol B $$ Developer A $$ Isonaph
thol $$ Betanaphthol $$ Deve
bundance Average of 18.292 to 18.598 min.: DAFO01.D (-,*)
115
144
8000 A
4 6000*
§ 58
4000 -
|
: 2000 - 71
44 83 g9 47
0 - | [
Il||[I||;I'||rr'_rTYi|'|||' IIIIT'IIIKIIrIfIFIIIIiIrIIIIY IrlIIIIIIer) !|r|||
m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Abundance#31531: 2-Naphthalenol (CAS) $$ 2-Naphthol $$ C.I. 37500 $$ (
144
8000 -
6000
115
4000 -
2000
63 712 89
18 28 39 57
0 | i w L; 871 98 A7 127 ; o
]lllfllllllllllillll ""l""l""T"""I""i""i""l""!"“[‘"f""’

m/z--> 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 |
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Library Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L
Quality : 46
ID : Phenol, 2,6-dimethyl- (CAS) $$ 1-Hydroxy-2,6-dimethy

lbenzene $$ 2,6-Dimethylphenol $$ 2,6-Xylenol $$ 2,6
-Dimethyl-phenol $$ 2,6-Dime

[Abundance Average of 11.160 to 11.466 min.: DBO1.D (-,*)
42 107 122
8000 A
] 55
6000 -
39
4000 - 77
27
2000: 2t
§ 113
] ‘ 58 70 84 28 I
O 1 1| |T| ‘ || ]I ‘ || 1
||l|lll|lll||i[lfIIIIII||'|T'Y|l|||‘[|fll'|llll|Illl III|I|_|_
m/z==> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Abundance#15744: Phenol, 2,6-dimethyl- (CAS) $$ 1-Hydroxy-2,6-dimeth (

132
8000 -
167
6000 -
4000 -
77
39
2000 - 4% 51 91
| e
0 1 | | -k, [Il i1|||| I 1y ||1 |
1|I||KI|I||I|" |f||l|||||||||!]"T|Tl |f|[||||| |l||l||

Y'lf
m/z--> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130




Muestra DB 3

File C: \HPCHEM\ 1\DATA\UCM\ANALIT 1\JULIO\BIOLOO1.D
Operator NOUR KAYALI
Acquired : 25 Jul 101 5:27 pm using AcgMethod CLINICO

Instrument : 5989 - In

Sample Name: BIOLOGICA 0.5 UL DE INYECCION

Misc Info : MET CLiNICO;O.E MIN SPLITLESS; VA-5
Vial Number: 1

Abundance TIC: BIOLOO01.D
340000

320000 -
300000 4
280000 4
260000 A
240000 A
220000 -

200000

180000 BIOLOGICO

160000 -

140000

120000
! 14.93

100000

|
]

80000

60000

40000 U

|

i

i 20000 “Lll

; L LW o TPCRURIN S | S—

0 iy P ? o 3 . "
Time-->  5.00  10.00 15.0

R —— RS — S
6..20.00 25,00  30.00  35.00  40.00




File . C:\HPCHEM\1\DATA\UCM\ANALIT 1\JULIO\BIOLOO1.D

Operator : NOUR KAYALI
Acquired : 25 Jul 101 5:27 pm using AcgMethod CLINICO
Instrument : 5989 - In

Sample Name: BIOLOGICA 0.5 UL DE INYECCION
Misc Info : MET CLINICO;0.5 MIN SPLITLESS; VA-5

vial Number: 1

Abundance  Average of 11.031 to 11.507 min.: BIOLO01.D (-)
1700 | 197

1600 -
Pheut 2 ,obhua44~?£_ (:)
1500 146,
1400 -
122
1300
1200 -
1100 -
1000
900 -
800 -
700 - 55
112

600 -

500 A

39

400 - 77

300-
00
¢ 91

100

0I'TIII'_rllIil]rT'IIIfllll!l]lilrlllll]ll!l] Tﬁ"_l'[ ‘Il'[‘
m/z--> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120




Library Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 93
ID : Phenol, 2,4-dimethyl- (CAS) $$ 2,4-Xylenol $$ 2,4-Di
methylphenol $$ m-Xylenol $$ 4,6-Dimethylphenol $$ 4
-Hydroxy-1,3-dimethylbenzene
Apundance ~ Average of 12.932 to 13.203 min.: BIOLOO1.D (-,*) 1
107
122
8000 -
| 6000
!
4000 -
' 77
2000 26 39 51 23
141 56 65
| [N el
i 0“r| '-|:[-‘|—|—r 'rl"rr[||'||i-x| !|Irllllr!rllll"li!llllIYlI'!l
m/z--> 20 30 _ 40 60 70 80 90 100 110 120 130
Abundance#15730: Phenol, 2 4 dimethyl- (CAS) $$ 2,4-Xylenol $$ 2,4-D (
107 122
| 8000
|
6000 -
4000
77
91
2000 - 51
41 l 4
Orlllll‘lllllllllll‘ ‘lllll!il ILL IKI_'ioflllllllllngs'lr!llll‘lilllll I'llll'l
@iz——> 20 30 50 80 90 10 110._120 130




Library Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 80
D : Phenol, 3-ethyl- (CAS) $$ m-Ethylphenol $$ 1-Hydroxy
-3-ethylbenzene $$ 3-Ethylphenol $$ Phenol, m-ethyl-
$$ 1-Ethyl-3-hydroxybenzene
Abundance Scan 314 (13.679 min): BIOLOO1.D (*)
107
8000
6000
4000 | 122
27 I
77
2000 -
3943 55
|57 65 %1 og
0llfllIT'T""_II'||]||ll|‘|lllll|ll|Ii]'|lIllllll'lllliflllrllll‘ll‘lll‘ll!l
Fn/i__) __39_____;3_0____ 40 50 60 70______“80 90 100 110 120 130
Abundance#15712: Phenol, 3-ethyl- (CAS) $$ m-Ethylphenol $$ 1-Hydrox (
107
8000 -
6000 A
4000 A 122
77
2000 A
39 44 51 665 24
I | I || 193
0 g al AR | 1 L [
lIllIKlIf"YIiIIIIIYYII|IT!I'[I'T_IY'IIYlK[FiIIIIIIIIIIIIiIIIII‘T
m/z-—> 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120 130




Library Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 78
iD : Phenol, 2-ethyl- (CAS) $$ o-Ethylphenol $$ 1-Hydroxy
-2- ethylbenzene $S ORTHO-ETHYLPHENOL $$ Phlorol $$ 2
-Ethylphenol $$ Phenol, o-et
Abundance Scan 317 (13.780 min): BIOLOO1.D (*)
| 107
8000 A
|
} 6000 - 122
i 27
4000 A
77
00 41 55
2 -
% 91
I i“l |1 N
0' 'lfll III I'rllll'll'l|||lllllllll IIIII
p/z—-} 20 30 40 60 70 90 100 110 120 130
Abundance #15706: Phenol, 2-ethy1— (CAS) $$ o-Ethylphenol $$ 1-Hydrox (
107
| 8000 -
|
6000 -
i 4000 -
| 77 122
2000 4 79
39 44 ‘ 685 I 91
0'||lr[11lll|]! tlIl|Illlrir|]|‘ll||||rl'||1|1"|'rl||l|||||||l\'t|]|
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

m/z-=>




Library Searched C:\DATABASE\WILEY275.L

guality : 38
D : Phenol, 4-ethyl-2-methyl- (CAS) $$ 1-HYDROXY-2-METHY
L-4-ETHYLBENZENE $$ 2-Methyl-4-ethylphenol $$ 4-Ethy
l-o-cresol $$ o-Cresol, 4-et
Abundance Scan 327 (14.119 min): BIOLOO1.D (xf_"__mm_n_"_m
207
8000 -
' 55 7 121
6000 - 44 |
i 41 ' 98
136
4000
107
" 2000 4 699 77 21
0 YE[!I IYIIIII Il[lllIIII[IlI[IIIrI'\‘fT'l_"_I rIITT_f||J|:Irilr T“I"?"Y'T

P/z——> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Pbundance#24611- Phenol, 4-ethyl-2-methyl- (CAS) $$ 1-HYDROXY-2-METH (

121
|
|
} 8000 -
|
6000
4000 A
i 136
2000 -
L 91 107
8 oo 1 ool o
0 [ Il I|n 74))) ulie, ..l T il
rl"lTI'[llYlIllYlIlil‘I fl[l[][lll'l'[lrlIIIlllll!ll'[lrllllll'll"lr

m/z--> 20 30 60 70 80 90 100 110 120 130 140




pibrary Searched

C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality T 43
ID : Phenol, 2-ethyl-5-methyl- (CAS) $$ 1-HYDROXY-3-METHY
L-6-ETHYLBENZENE $$ 3-METHYL-6-ETHYLPHENOL $$ m-Cres
ol, 6-ethyl- $$ 2-Ethyl-5-me
Abundance "Average of 14.866 to 15.002 min.: BIOLOO1.D (*)
121
8000 -
27
6000 -
4]1 55
43 98
4000 A 84 136
1 i
| |
69 91 |
2000 67
m »|
0"]""’![[ '|I|p||'YIYI[llll}llillll1llfl I I[|||T1IIII||IIII‘IIIIIJI|
m/z--> 20 30 40 50 60 70 90 100 110 120 130 140
Abundance #24603: Phenol, 2-ethyl- S—methyl— (CAS) $$ 1-HYDROXY-3-METH (
121
8000 +
6000 -
4000 -
136
!
2000 - 77 91 !
27 +
8 07 115
0 I!Y!IIEIIIIII' IIflﬁllll1l!|-lll1fllllllllrljllllIIlI?}ll=|Ilifljlillrillllllilll
m/z-=> 20 60 80 90 100 110 120 130 140




"Liprary Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L

Quality : 42
ID . Phenol, 4-propyl- (CAS) $$ 4-n- Propylphenol $$ p-Pro
pylphenol $$% 4- -Propylphenol $% Dihydrochavicol $$ Ph
enol, p-propyl- $$ p-Hydroxy
Abundance  Average of 15.307 to 15.443 Hﬁ._:""B;cﬁoi'.’D" (-,*)
107
8000
L)
6000 A
77 136
4000 -
51
|
2000 - i
65 91 104 A2t
il N
0IlrI|I|I|||I||llll]lr' I_I]t||![||||illli|l||i||||ii||1l||l| IIIII_T
m/z--> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Abundance #24580: Phenol, 4-propyl- (CAS) $$ 4-n- Prﬂ'}opylphenol $$ p-Pr (
8000 -
6000 A
4000 A
136
2000 A
41 | o) 1
[ |3|]r-r T !luiuln T 1|hlal |'] I Illrr | T !II T r-'| T |l' T '{'l]J-lII T vlr'r'fiué13u L r||i||| L

\/z==> 30 40 50 90 100 110 120 130 140



Library Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L
Quality : 38
ID : chavicol $$ para-ALLYL PHENOL
Abundance Average of 16.087 to 16.190 min.: BIOLOO1.D (-,*)
133
] 21 107
8000 - 81
6000 - 117
150
4000 - 51 o
39
2000
27 || | {
0 I T iIJ T T J T T T T | T ll T [ T T T T I T 1T 7T T I’ T 17T T '[ T T T T r T T T Ll l T T T T I T rr
f2=—> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
bundance #23050: chavicol $$ para-ALLYL PHENOL (*)
134
8000 -
107
77
6000
] 91
4000 - I
39
%3 115
2000 4 65
147
15654 187
o0 th— [i[".' o .I}gz. 129.51—

m/z--> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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