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CAPITULO 1 [INTRODUCCION]

1.1. INTRODUCCION

En este capitulo en primer lugar se procedera a justificar la necesidad del proyecto, se
resumiran de forma breve y concisa los objetivos globales, se describird a grandes
rasgos el proyecto, y finalmente se expondra la estructura general del presente
proyecto.

1.2. JUSTIFICACION

El Departamento de Quimica Inorganica y Fisica Quimica de la Escuela de Ingenierias
Industriales de la Universidad de Valladolid (UVA), en el cual se ha realizado el
presente proyecto, esta llevando a cabo una serie de investigaciones orientadas a la
creacion de una red de sensores capaces de analizar y diferenciar muestras complejas.
Estas redes de sensores constituyen lo que se conoce como lenguas electrénicas, que
disponen un amplio nimero de campos de aplicaciéon entre los cuales cabe destacar el
analisis de vinos.

De acuerdo a estas necesidades en el presente proyecto se ha buscado disefiar
biosensores electroquimicos que sean capaces de analizar los antioxidantes presentes
en los vinos y de interés industrial.

1.3. OBJETIVOS

El disefio de los sensores para el andlisis de antioxidantes presenta una serie de
dificultades, ya que los antioxidantes se encuentran presentes en cantidades muy
pequefiias, con lo cual en primer lugar se necesitan sensores que sean muy sensibles.

Ademas, el objetivo global del proyecto consiste en poder diferenciar distintos
antioxidantes entre si, con lo cual necesitamos sensores capaces de proporcionar
distintas respuestas al analizar diversos antioxidantes, de tal forma que al analizar una
muestra desconocida se pueda determinar qué tipo de antioxidante estd presente en
dicha muestra.

También se necesita poder determinar en qué cantidad se encuentran los
antioxidantes en la muestra. Es decir, los sensores deben de ser capaces de
proporcionar distintas respuestas en relacién a la concentracién en la que se
encuentran presentes los antioxidantes.

Finalmente, y no por ello menos importante, resulta necesario obtener sensores
capaces de obtener medidas y resultados reproducibles.
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CAPITULO 1 [INTRODUCCION]

En este proyecto, ademads de centrarnos en el analisis de antioxidantes, también se
pretende obtener y analizar el comportamiento de enzimas como biosensores,
comparando dicho comportamiento con el de electrodos electroquimicos que han sido
estudiados previamente.

1.4. DESCRIPCION DEL PROYECTO

Como ya se ha comentado anteriormente, el presente proyecto persigue el objetivo de
disefar sensores capaces de detectar y diferenciar distintos tipos de antioxidantes.

Los sensores se obtendran mediante la técnica de Langmuir-Blodgett (LB). Se parte de
cristales de ITO rectangulares sobre los cuales se depositan, empleando dicha técnica,
ftalocianinas y distintas enzimas (lacasa y tirosinasa), dando lugar a biosensores.

Estos biosensores son capaces de detectar y diferenciar distintos antioxidantes
mediante medidas electroquimicas, concretamente se trabaja con una técnica
conocida como voltametria ciclica.

En el presente proyecto se analiza un total de seis antioxidantes: acido vanilico, acido
cafeico, catecol, hidroquinona, pirogalol y acido galico. Un monofenol, tres difenoles y
dos trifenoles.

Para analizar estos antioxidantes se realizan sensores depositando Unicamente
bisftalocianina de lutecio en proporciéon 1 a 10 con acido araquirico, sensores de
bisftalocianina de lutecio 1 a 10 con araquirico y enzima tirosinasa, y finalmente
sensores se bisftalocianina de lutecio 1 210 con araquirico y enzima lacasa.

A lo largo del proyecto se analizan las respuestas obtenidas para cada uno de estos
sensores frente a cada uno de los antioxidantes.

1.5. ESTRUCTURA DEL PROYECTO

Tras el presente capitulo de introduccidon general al proyecto se procedera a explicar
los fundamentos por los que se rige el presente proyecto, describiendo tanto las
técnicas de obtencion de sensores y de medida de los mismos, asi como los materiales
de trabajo, sus caracteristicas y propiedades.

Posteriormente se procedera a explicar la metodologia experimental que ha regido el
presente proyecto y se describira a su vez el equipo y el material usado a lo largo del
mismo, explicando de forma detallada los distintos pasos seguidos para realizar el
montaje y las medidas.
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A continuacion, en el capitulo de resultados se encuentra grueso del proyecto. En este
capitulo se expondran de forma detallada los resultados obtenidos para la deposicién
de capas de moléculas ordenadas mediante un estudio de las isotermas, los resultados
del estudio a distintas concentraciones de antioxidantes, el calculo de los limites de
deteccion, el estudio cinético que nos permite determinar los mecanismos
predominantes de las reacciones que tienen lugar y finalmente se realizard un analisis
de componentes principales que nos ayude a determinar si se ha tenido éxito a la hora
de disefiar una red de sensores.

Una vez comentados y explicados los resultados obtenidos se procederd a realizar una
vision de conjunto de los mismos, obteniendo una serie de conclusiones generales en
relacién a dichos resultados.

Finalmente, se realizard un estudio econdmico del proyecto que permita estimar los
costes asociados al mismo.
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2.1. INTRODUCCION

En este segundo capitulo se realizara una descripcién somera y concisa de los
fundamentos tedricos que rigen los elementos bdsicos que constituyen el proyecto.

Se comenzara dando una idea general de lo que es una lengua electrdnica, objetivo
global que persigue el grupo de investigacién del Departamento de Quimica Fisica 'y
Quimica Inorgdnica. Posteriormente, se describiran los sensores, sus funciones y los
tipos de sensores con los que nos podemos encontrar, que son los elementos que
constituyen la lengua electrénica, poniendo un énfasis especial en los sensores
electroquimicos.

A continuacién enlazando con la parte de sensores, dado que se va a trabajar con
sensores voltamétricos (pertenecen al grupo de sensores electroquimicos), se describe
la voltamperometria, técnica electroquimica analitica empleada para realizar las
experiencias en el presente proyecto. Concretamente se trabajard y se describira con
mayor detalle la voltametria ciclica, que consiste en medir la intensidad respuesta a
barridos ciclicos de potencial.

Después de describir esta técnica se continta explicando el funcionamiento de la
técnica de Langmuir-Blodgett, técnica de deposicidn de capas moleculares ordenadas,
que nos permite obtener los sensores modificados con los que se realizan las medidas
experimentales. Esta técnica permite obtener sensores nanoestructurados con una
relacion alta relacion/superficie volumen. Ademas, dado que pretendemos obtener
biosensores enzimaticos, esta técnica resulta especialmente interesante ya que
permite preparar bicapas lipidicas semejantes a membranas celulares, con lo cual el
enzima se encuentra en un entorno biomimético.

Finalmente, se realiza una descripcidn de las sustancias involucradas en el grueso del
proyecto. Se describiran las ftalocianinas que actuan como mediadores electrénicos
para la transferencia de electrones, el acido araquidico que actia como molécula
anfifilica y evita la rigidez de la estructura de la monocapa y los enzimas que son las
sustancias clave de nuestros biosensores y que se depositan mediante la ya
mencionada técnica de Langmuir-Blodgett.

Luego se describen los antioxidantes que son las sustancias que vamos a analizar a lo
largo del proyecto, destinando unos parrafos a la descripcion de cada uno de los seis
antioxidantes que son objeto del analisis. Por uUltimo se destaca brevemente el
glutaraldehido empleado como inmovilizador de los enzimas.
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2.2. SENSORES

2.2.1. Introduccion

El objetivo del proyecto es la obtencidén de una red de sensores que actie como lengua
electrdénica en el andlisis de muestras en disolucion.

Una lengua electrdnica es un sistema multisensor constituido por varios sensores no
selectivos combinados con herramientas quimiométricas multivariantes [1, 2].

Se denominan lenguas electrdnicas porque proporcionan informacién de muestras en
fase liquida actuando de la misma forma que haria nuestra lengua, mientras que se
conoce como nariz electrénica a los sistemas que se encargan de obtener informacién
de muestras gaseosas de la misma forma que actua nuestra nariz, captando y
discriminando los distintos olores.

Para entender lo que representa una lengua electrénica en primer lugar conviene
entender y definir de forma general qué es un sensor, qué tipos de sensores nos
podemos encontrar y cuales son las bases de su funcionamiento.

2.2.2. Concepto de sensor

Un sensor es un dispositivo que es capaz de detectar variaciones en magnitudes fisicas
o quimicas y transformarlas en seiales eléctricas medibles y utiles desde el punto de
vista analitico [3].

Segun esto podemos encontrarnos con dos tipos de sensores:

= Sensores fisicos: responden ante variaciones de magnitudes fisicas tales como
la temperatura, velocidad, presion, etc.

= Sensores quimicos: responden selectivamente ante variaciones de un analito
generando una respuesta quimica.

En el presente proyecto se trabaja con sensores quimicos los cuales se dividen en dos
partes fundamentales:

= Un receptor (R) o elemento de reconocimiento selectivo molecular o idnico
gue produce una sefial primaria de tipo electroquimico, masico, etc.

= Y un transductor (T) que es un elemento instrumental que traduce la senal
primaria producida en una sefial procesable del dominio eléctrico.
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Fig. 2.1. Esquema de funcionamiento de un sensor.

Ademas existe un tercer elemento, externo al sensor en si, los componentes
electrdnicos asociados o procesadores de sefiales, que no pertenecen al sensor como
tal pero que resultan fundamentales para el empleo del mismo. Estos dispositivos se
encargan de mostrar los resultados obtenidos en forma de sefial eléctrica de forma
accesible al usuario. Por ejemplo, a modo de datos mostrados por pantalla o en forma
grafica.

El funcionamiento basico consiste en que el analito es reconocido por el sistema
receptor o sensible dando lugar a una sefial primaria como consecuencia de esto.
Dicha sefial primaria es convertida al dominio eléctrico por el transductor, dando lugar
a una sefal secundaria, que posteriormente es amplificada, acondicionada y
finalmente procesada en forma de dato en un entorno informatico.

El elemento sensible es el responsable de |la etapa de reconocimiento del analito, y es
el que va a determinar las caracteristicas de selectividad del dispositivo. Su accion
sobre el analito, como consecuencia de una reaccidon quimica o de una interaccién
selectiva, debe de permitir la generacién de una sefial primaria. Algunos de los
fendmenos quimicos asociados pueden consistir en un cambio de color, en un cambio
del potencial eléctrico en la superficie, etc.

El transductor es el encargado de traducir, es decir, de transformar la sefial generada
en la etapa de reconocimiento a otro dominio mas facilmente medible y cuantificable,
conformando lo que se conoce como sefial secundaria. La informacién transmitida por
esta sefial es de tipo cuantitativa ya que la magnitud de esta debe de poder ser
relacionada posteriormente con la concentracion o actividad de la especie reconocida
en la etapa previa [4, 5, 6].
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ELEMENTO SENSIBLE TRANSDUCTOR

QUIMIOSENSORES ELECTROQUiMICOS
Reactivos selectivos Membranas
Reactivos macromoleculares Conductores: Pt, Cu, Au
Reactivos iondforos
OPTICOS
BIOSENSORES Dispositivos fotoeléctricos
Enzimas
Tejidos GRAVIMETRICOS
Material genético Cuarzo piezoeléctrico
TERMICOS
MAGNETICOS
OTROS
Radiactivos

Tabla 2.1. Clasificacién de los sensores.

De la combinacion de los estos diferentes elementos sensibles y transductores se
puede obtener una amplia gama de posibles para los sensores quimicos.

En el presente proyecto se ha trabajado con sensores que emplean un transductor de
tipo electroquimico, por ello a continuacidn se expondran con mayor detalle las bases
y el funcionamiento de los mismos.

2.2.3. Sensores electroquimicos

Un sensor electroquimico es un conductor eléctrico que se incorpora en el seno de un
medio a estudiar y donde se establece una transferencia de cargas entre las sustancias
presentes en la solucidén y el sensor, de forma que la variacidon de energia libre en la
interfase queda recogida por el sensor y es transmitida mediante la cadena de medida
bajo la forma de una sefal eléctrica de corriente o tension [7].

Los sensores electroquimicos presentan una serie de ventajas frente a otro tipo de
sensores sensores. En primer lugar no precisan de equipo de medida muy sofisticados,
sino que emplean potenciostatos o potenciémetros que son equipos muy comunes en
los laboratorios. La sefial transducida es una sefal eléctrica y por lo tanto es facilmente
procesable por dispositivos electronicos. Ademas los dispositivos empleados son
facilmente minuaturizables, lo cual permite operar con volimenes de muestra
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pequeiios. Presentan unos limites de deteccién bajos y tienen un tiempo de respuesta
mas amplio que otros sensores quimicos que se fundamentan en otros principios [8].

En relacién al principio de su principio de operacion los sensores electroquimicos se
pueden dividir en tres clases:

= Sensores potenciométricos
= Sensores conductimétricos
= Sensores amperomeétricos

2.2.3.1. Sensores potenciométricos

Los sensores potenciométricos se fundamentan en la determinacién de los potenciales
eléctricos que se establecen entre los electrodos de medida y los de referencia, siendo
estos ultimos electrodos constituidos por materiales que tienen un potencial constante
y reproductivo independiente del medio en el cual se encuentra sumergido. El
potencial establecido dependerd de la actividad idnica existente en el electrolito
donde se encuentra sumergido el sensor.

2.2.3.2. Sensores conductimétricos

Los sensores conductimétricos se fundamentan en la imposicidon de una tensién o de
una corriente alterna fija entre dos electrodos no atacables que se encuentran
sumergidos en la célula o cdmara de medida. Con la aplicacién de una corriente alterna
se logra minimizar o al menos limitar los efectos de polarizacion de electrodos, como
resultado del contenido de la especie disuelta de forma que se modifica la resistencia
eléctrica o la conductividad en los extremos de la célula de medida que se comporta
como un elemento resistivo.

2.2.3.3. Sensores amperomeétricos

Los sensores amperométricos operan en condiciones de circulacidn eléctrica a través
del circuito de medida, aplicando para ello un potencial externo entre los electrodos
de medida y de referencia, de tal forma que la concentracién problema de la especie a
determinar, es proporcional y modula la intensidad de la corriente que circula entre los
electrodos [9].

Dentro de los sensores amperométricos nos podemos encontrar con una rama
particular de sensores que reciben el nombre de sensores voltamétricos.
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Los sensores voltamétricos recaban informacidn del analito a partir de los valores de
intensidad de corriente obtenidos al aplicar un potencial variable con respecto del
tiempo.

Estos sensores voltamétricos pueden ser empleados siguiendo distintos modos de
medicion: barrido lineal, ciclica, de onda cuadrada, de pulsos, etc. En funcién de estas
sefiales de excitacion podemos encontrar distintos tipos voltamétricas.

Los sensores voltamétricos son dispositivos que ofrecen ventajas importantes para el
analisis multicomponente como son su alta selectividad y sensibilidad, alta relacidn
sefial-ruido, bajo limite de deteccidn y ademas que con ellos se pueden utilizar varios
modos de medicion (onda cuadrada, ciclica, pulsos, etc.).

Una vez descritos los sensores voltamétricos, se procede a describir el conjunto de
técnicas empleadas para medir con dichos sensores.

2.3. VOLTAMPEROMETRIA

2.3.1. Introduccion

La voltamperometria o voltametria engloba un amplio grupo de técnicas
electroquimicas que proporcionan informacién sobre el analito a partir de la medida
de la corriente en funcién del potencial aplicado. Estas técnicas se pueden emplear por
lo tanto para el estudio de la composicidn de una solucidn, mediante las relaciones
corriente-potencial obtenidas de una celda electroquimica, y con la respuesta
corriente-tiempo a potencial controlado de un electrodo.

La sefial de excitacidn aplicada sobre la celda electroquimica es por lo tanto un
potencial variable. Esta sefal de excitacidén origina una respuesta en forma de
corriente.

La voltamperometria se encuentra entre las técnicas analiticas mas sensibles
disponibles, se emplea de forma rutinaria para determinar sustancias electroactivas a
niveles de concentracidn por debajo incluso de partes por millén. Otra caracteristica
gue convierte las voltamperometrias en técnicas de gran valor analitico es que son
muy rapidas, ya que los tiempos de analisis son de apenas unos segundos.

Los resultados expresados a través de la intensidad de la corriente obtenida en funcién
del potencial aplicado, representado como curvas corriente-potencial, nos
proporcionan la informacién acerca de la reaccién que tiene lugar en el electrodo. El

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez m



CAPITULO 2 [FUNDAMENTO TEORICO]

alejamiento del potencial de electrodo de su valor de equilibrio (reversible o
nersntiano) hasta observar un paso de corriente se denomina polarizacion.

Un sistema voltamétrico estd constituido por una celda que consta de tres electrodos
sumergidos en la disolucidn que contiene el analito y ademds un exceso de un
electrolito no reactivo que recibe el nombre de electrolito soporte.

El primer electrodo es el electrodo de trabajo que es el electrodo donde tiene lugar la
reaccién analitica y cuyo potencial se le puede mantener en un valor fijo controlado, o
bien se le hace variar linealmente con el tiempo. Resulta interesante que este
electrodo sea de dimensiones pequefias para aumentar el efecto de la polarizacién.

El segundo electrodo es el electrodo de referencia que se emplea para medir el
potencial del electrodo de trabajo y cuyo potencial permanece constante a lo largo del
experimento.

El tercer y ultimo electrodo es el contraelectrodo o electrodo auxiliar cuya funcion
consiste Unicamente en hacer pasar la corriente que procede de la fuente de sefial al
electrodo de trabajo a través de la disolucion. La fuente de sefial es una fuente de
alimentacion de corriente continua variable [10].

2.3.2. Clasificacion de técnicas voltamétricas

Los distintos tipos de voltametria mas comunes que nos podemos encontrar son los
siguientes:

= Voltametria de barrido lineal

= Voltametria de barrido en escaldn
= Voltametria de salto potencial

= Voltametria ciclica

2.3.2.1. Voltametria de barrido lineal

La voltametria de barrido lineal se constituye como el primer y mas sencillo de los
métodos voltamétricos, y consiste en el aumento o disminucidn del potencial del
electrodo de trabajo de forma lineal.
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Fig. 2.2. Evolucidn del voltaje frente al tiempo en una voltametria de barrido lineal.

En el caso mostrado por la figura 2.2 el potencial aumenta con una velocidad de
barrido constante, que viene dada por la pendiente de la recta, desde un potencial
inicial V1 hasta un potencial final V2.

Corriente |

02 01 Il'l ' 041 0.2

pico Voltaje

Fig. 2.3. Ejemplo de pico de intensidad de corriente obtenido en una voltametria de
barrido lineal.

Tal y como se aprecia en la figura superior inicialmente la corriente es nula y a medida
que el voltaje alcanza valores mas reactivos la intensidad de la corriente comienza ha
subir hasta que alcanza un pico a un determinado valor del voltaje. Una vez
sobrepasado dicho valor de voltaje para el cual se obtiene el pico de intensidad, la
corriente comienza a disminuir.
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El valor del pico de intensidad marca el potencial de reaccion maximo, es decir, marca
el valor para el cual la superficie del electrodo se ha oxidado o reducido en su totalidad
y por lo tanto ya no existe mas flujo de electrones.

2.3.2.2. Voltametria de barrido en escaldn

En la voltametria de barrido en escaldn o voltametria diferencial de impulsos el
potencial base no permanece constante sino que sufre modificaciones en forma de
impulsos. La amplitud de dichos impulsos se mantiene constante respecto del
potencial base.

L

Fig. 2.4. Evolucion del voltaje frente al tiempo en una voltametria diferencial de
impulsos.

2.3.2.3. Voltametria de salto potencial

La voltametria de salto potencial consiste en la aplicaciéon de un potencial el cual se
mantiene constante a lo largo del tiempo.

Voltaje (V)

v2 . _

Vi —— e -

Tiempo (s)

Fig. 2.5. Evolucion del voltaje frente al tiempo en una voltametria de salto potencial.
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2.3.2.4. Voltametria ciclica

La voltametria ciclica consiste en variar de forma ciclica el potencial de un electrodo
estacionario inmerso en una solucién en reposo, midiendo la corriente resultante. Es
decir, se realiza un barrido de potencial entre dos potenciales a una velocidad de
barrido constante, el cual una vez finalizado se invierte retornando al potencial inicial
[11].

La sefial de excitacidn es un barrido de potencial lineal que da lugar a una onda de
forma triangular.

Voltaje (V)

V2

Tiempo (s)

vi F— e o S -

Fig. 2.6. Evolucion del voltaje frente a tiempo en una voltametria ciclica.

Tal y como se aprecia en la figura 2.6 se inicia desde un potencial de partida y se realiza
un barrido creciente de potencial, con una velocidad de barrido constante, hasta un
potencial V2, que se conoce como potencial de corte anddico. Una vez llegado a ese
potencial se invierte el barrido de tal forma que se hace un barrido decreciente de
potencial desde el potencial V2 hasta el potencial V1, denominado potencial de corte
catddico. Finalmente se vuelve a hacer un barrido creciente hasta alcanzar el potencial
de partida.

Las velocidades de barrido simétricas triangulares pueden variar desde unos cuantos
milivolts por segundo hasta cientos de volts por segundo. En el presente proyecto las
velocidades de barrido con las que se trabaja se encuentran entre los 25 mV/s y los
200 mV/s.

En la voltametria ciclica se pueden encadenar varios ciclos como los mencionados
anteriormente.
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Se dice que un proceso redox es reversible si un sistema redox se mantiene en
equilibrio al ser sometido a un barrido de potencial, es decir, los valores de la
concentracion en las superficies tanto de oxidacién como de reduccién cumplen la
ecuacion de Nernst.

La reversibilidad de un proceso se debe a que la transferencia de electrones es mas

rapida que el resto de procesos que tienen lugar, como por ejemplo la difusidn, la

separacion de los potenciales de pico deben de cumplir con la siguiente relacién [12]:
RT

AE = |Epq — Ep| = 2,303 v

Donde:
Epa = potencial de pico anddico.
Epc = potencial de pico anddico.

Segun esta expresion se obtiene que a 252C la separacién entre los picos ha de ser de
aproximadamente 60 mV por cada electrén intercambiado. Cuanto mayor sea esta
separacion entre los picos catddico y anddico, mas irreversible serd el proceso. En todo
caso, sea esta mayor o menor, existird siempre una histéresis asociada al
sobrepotencial de polarizacién que surge de una combinacion de tasas de difusién de
analito y la barrera de activacion intrinseca de la transferencia de electrones desde un
electrodo al analito y cuya descripcién viene dada por la expresidén anterior.

Ademas de cumplir la relacién anterior, en un proceso reversible las corrientes de los
picos anddico y catddico tienen la misma magnitud. Mientras que en una reaccion
irreversible los picos estan desplazados, mas separados entre si teniendo las corrientes
de los picos distintas magnitudes. De tal forma que en el limite de irreversibilidad el
pico asociado al proceso del barrido inverso no se observa.

El potencial formal de reduccidn para un proceso reversible viene dado por la relacidn:

o _ Epe + Epq
2
Las desviaciones del comportamiento reversible se pueden deber a varias causas:

= Caidas 6hmicas y efectos capacitivos en la celda electroquimica.

= Cinética “lenta” en la transferencia electrénica a través de la interfase
electrodo/electrolito.

= Presencia de reacciones quimicas acopladas que preceden o siguen al proceso
de transferencia electronica.
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= Efectos de adsorcidon en la superficie del electrodo, debidos a la deposicién de
impurezas y otro tipo de sustancias que pueden interferir.

La corriente de pico, |, se describe mediante la ecuacién de Randles-Sevcik:
I, =(2,69-10%) -n%2-4-C-DY?-v!/?

Donde “n” es el nUmero de moles de electrones transferidos en la reaccion, “A” es el
, ., . 3
area del electrodo, “C” es la concentracién de analito (en moles/cm?), “D” es el

oo .n

coeficiente de difusién, y “v” es la velocidad de barrido del potencial aplicado [13].

A medida que se incrementa el voltaje, el compuesto que esta reducido empieza a
recibir electrones, provocando que la especie que reacciona se consuma en la
superficie del electrodo oxidandose, como si de un barrido lineal se tratase, hasta
llegar al valor en el que la direccién del barrido cambia, haciendo que la superficie
oxidada vuelva a ser reducida, hasta llegar al punto inicial.

En este proceso se obtiene una grafica de intensidad de corriente frente al potencial
aplicado que presenta una forma similar a la que aparece en la siguiente figura.

0.0

-10.0

-20.0

-30.0 S

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
EN

Fig. 2.7. Ejemplo de voltamperograma ciclico.

Los parametros de importancia que se pueden observar en un voltamperograma
ciclico son: las magnitudes de la corriente anddica en los picos andédicos (picos Iy Il) y
de la corriente catddica en los picos catddicos (picos cuasi-simétricos a los picos | y Il),
los potenciales de los picos catddicos, los potenciales de los picos anddicos y los
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potenciales de semipico que son los potenciales para los cales la corriente es la mitad
de la corriente del pico correspondiente.

En la figura 2.7 se puede observar como en el barrido de potencial creciente se
obtienen picos de intensidad anddicos que corresponden a los procesos de oxidacién.
Una vez que se alcanza el potencial final V2 (1,2 en el grafico) se realiza un barrido
inverso hasta V1 (-0,2 en el grafico) en el cual se obtienen los picos de intensidad
catddicos correspondientes a los procesos de reduccidn.

La especie que reacciona parte de un estado reducido y el potencial de partida es
menor que el potencial de oxidacidén con lo cual al principio no hay corriente anddica
asociada a la conversién del estado reducido al oxidado. A medida que se incrementa
el potencial la intensidad de dicha corriente anddica sube hasta alcanzar un pico
anddico, un maximo. Este mdximo se produce una vez que se ha oxidado la totalidad
de la especie reactante sobre la superficie del electrodo. Una vez superado dicho
potencial la corriente disminuye, ya que se ha consumido toda la especie que
reacciona.

En funcion de las sustancias presentes en la celda electroquimica pueden tener lugar
uno o varios procesos de redox que dan lugar a uno o varios picos.

En el barrido inverso la especie o especies que se encentran oxidadas son reducidas
obteniendo picos catédicos, de reduccién, simétricos a los obtenidos en el barrido de
potenciales creciente, pero con un desplazamiento de potenciales respecto a los picos
anddicos.

La intensidad de la corriente de los picos es proporcional a la cantidad de especie
electroactiva presente en la disolucidon de la celda electroquimica. Por lo tanto, la
voltametria es una técnica que puede ser usada para realizar analisis cuantitativos y
cualitativos. Ya que en funcién de la situacion de los picos podremos distinguir entre
distintas especies electroactivas y en funcion de la magnitud de dichos picos podremos
determinar si hay una mayor o menor cantidad de dicha especie.

Una vez descritos los sensores y las técnicas voltamétricas de analisis que se realizan
con dichos sensores, se procedera a describir el método de obtencidn de dichos
sensores.
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2.4. METODO DE LANGMUIR-BLODGETT

2.4.1. Introduccion

La técnica de deposicion Langmuir-Blodgett permite obtener peliculas delgadas
homogéneas, de un determinado orden y espesor a nivel molecular, lo cual implica
que se obtienen peliculas en las cuales se puede controlar su estructura a una escala
de nandémetros [14, 15].

La técnica consiste en la deposiciéon de monocapas ordenadas de un material organico
formadas en la superficie de una subfase liquida sobre un soporte sélido, dando lugar a
una multicapa de moléculas perfectamente ordenadas.

Tal y como se ird descubriendo a medida que se comente de forma mas detallada el
funcionamiento de esta técnica, esta técnica resulta ideal para la realizacién del
presente proyecto. Se logra en primer lugar, obtener sensores nanoestructurados,
formados por moléculas perfectamente dispuestas y ordenadas en capas, logrando
una relacién superficie/volumen muy alta. Pero ademas, el hecho de trabajar con
enzimas con el objetivo de obtener biosensores presenta una serie de problemas que
se logran resolver empleando esta técnica. Los enzimas necesitan de una serie de
condiciones para poder vivir, de lo contrario, mueren o se agotan y se vuelven
inservibles. Por ello, se trabaja a pH neutro y se crea un entorno que simule el entorno
de trabajo habitual de los enzimas. La técnica de Langmuir-Blodgett permite obtener
bicapas lipidicas que se mimetizan las membranas celulares en las cuales puede
introducirse un enzima, de tal forma que el enzima se encuentra en un entorno
biomimético en el que su funcidén se ve mejorada notablemente. Ademas la deposicion
de ftalocianinas como mediadores electrénicos, mejora la transferencia electrénica
desde y hacia el enzima.

2.4.2. Funcionamiento de la técnica

Para ello se dispone de una fase acuosa dispuesta en una balanza (cubeta rectangular
construida en un material hidrofébico) en cuya superficie se deposita una disolucion
de una sustancia organica anfifilica en un disolvente organico volatil. Las moléculas de
la sustancia anfifilica presentan grupos polares que se encuentran inmersos en la
superficie de la fase acuosa y tienen colas hidrofébicas que estaran fuera de dicha
superficie dispuestas de forma aleatoria.
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Figura 2.8. Representacion esquemadtica de una molécula anfifilica y su monocapa
ordenada en la interfase aire-agua.

El disolvente se evapora y la sustancia orgdnica se dispersa por toda la superficie de la
fase acuosa, dando lugar a lo que se conoce como “gas bidimensional” debido a que

las interacciones entre las moléculas son muy pequefias y se puede considerar que

cada molécula esta aislada con respecto al resto.

La balanza dispone en sus extremos de unas barreras que al cerrarse sobre la

superficie de la fase acuosa comprimen las moléculas que se encuentran dispersas, de
tal forma que se van ordenando dando lugar a lo que se conoce como monocapa de
Langmuir. Al reducirse el drea de la superficie disponible por la monocapa, las
moléculas se aproximan unas a otras de tal forma que empiezan a aparecer
interacciones entre ellas. Estas interacciones intermoleculares laterales de tipo Van
der Waals permiten que las moléculas se ordenen en la interfase aire-agua dando lugar
a la monocapa de Langmuir. Cuando aparecen interacciones entre las colas
hidrofdbicas, se produce un cambio en la pendiente de la isoterma, y se dice que se

forma un “liquido bidimensional”.
Si las barreras contintian cerrandose, la presion superficial sigue aumentando llegando

un momento en el cual se produce un nuevo cambio de pendiente de la recta de la
isoterma (figura 2.9) dando lugar a un estado conocido como “sélido bidimensional”.
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Fig. 2.9. Grdfico de una isoterma que representa la evolucion de la presion superficial
con respecto al drea media ocupada por cada molécula.

Si se continda cerrando las barreras de la balanza se llega a un momento en el cual la
compresibilidad se hace infinita, dicho fenédmeno se conoce como colapso molecular.
En esta fase de colapso las capas de moléculas se solapan, montdandose unas encima
de otras y dando lugar a capas desordenadas.

Cuando se ha formado la monocapa y se mantiene la presién dentro del rango de
valores para los cuales la monocapa se encuentra en estado de sélido bidimensional,
en la superficie de la fase acuosa se introduce perpendicularmente un sustrato sélido,
de tal forma que se produce una transferencia de moléculas ordenadas desde la
superficie de la fase acuosa a al sustrato sélido, manteniendo el orden. Realizando
sucesivas inmersiones del sustrato sélido se obtienen multicapas ordenadas del
espesor deseado. En el presente proyecto se emplea como sustrato sdlido cristal de
ITO.
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Fig. 2.10. Esquema general de la preparacién de monocapas de Langmuir-Blodgett
(a) Dispersion de las moléculas y evaporacion del disolvente (b) Compresion de las
barreras (c) Transferencia sobre un sustrato sélido.

Hay que tener en cuenta que dependiendo del caracter hidrofilico o hidrofébico del
material que constituye el sustrato la transferencia tiene lugar de una u otra forma. Si
la superficie del soporte es hidrofilica, la fase acuosa moja la superficie sélida y se
forma un menisco hacia arriba. Al sumergirse el suporte no se produce deposicién,
pero cuando sube, el menisco se va secando, dejando detrds una monocapa en la cual
los grupos hidrofilicos estdn colocados de cara a la superficie hidrofilica. Al volver a
sumergirse, el soporte sera ahora hidrofdbico, con lo cual el menisco aparece hacia
abajoy la segunda monocapa se depositara con las cadenas hidrofdbicas en contacto
con las cadenas hidréfobicas que se habian depositado en el sustrato, de tal forma que
la cabeza hidrofilica queda hacia fuera [16, 17].

El 4cido araquidico realiza esta funcidon de molécula anfifilica y por ello se emplea en
proporcién 10 a 1 (10 partes de araquidico por cada una de ftalocianina) con la
bisftalocianina de lutecio, la cual se emplea como mediador electrdnico debido a sus
excelentes propiedades electroquimicas.

Se depositan en primer lugar, varias capas de esta combinacién de acido araquidico y
de bisftalocianina de lutecio y sobre ellas se deposita una nueva serie de capas del
enzima en combinacion también de acido araquidico y bisftalocianina de lutecio. Con
esto lo que se logra es que el enzima esté en un entorno biomimético, lo cual hace que
sus funciones y su durabilidad sean mucho mejores que si se realizase una deposicion
directa sobre el sustrato sélido de cristal de ITO.

T S —
A e

I LuPc,

Fig. 2.11. Esquema de la deposicion de las capas del enzima sobre las capas que

constituyen el entorno biomimético.
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2.5. FTALOCIANINA

2.5.1. Introduccion

El compuesto conocido como ftalocianina (Pc) es un macrociclo simétrico formado por
cuatro grupos isoindol, los cuales se encuentran unidos mediante la sustitucién por
nitrégeno de los hidrégenos en el anillo de pirrol. La figura 2.11. ilustra la estructura de
una ftalocianina, donde ademas se puede apreciar la cavidad central donde se puede
coordinarse un idn metalico. Las ftalocianinas tienen un sistema electrénico
bidimensional de caracter aromatico con 18 electrones m, sobre el cual pueden llevarse
a cabo multiples modificaciones, tanto en el propio macrociclo, introduciendo como ya
se ha comentado dtomos metalicos o incluso no metdlicos asi como en la periferia
sustituyendo grupos funcionales [18].

Fig. 2.12. Estructura quimica de una molécula de ftalocianina.

Las ftalocianinas presentan una serie de propiedades electroquimicas que las
convierten en excelentes mediadores o catalizadores electrdnicos, facilitando el
proceso de transferencia electrénica entre el enzima y el electrodo, pudiendo mejorar
de esta forma, la sensibilidad del sensor electroquimico. Ademas, son compuestos
biocompatibles con los enzimas, lo cual, convierte a las ftalocianinas en un material
clave para la realizacidén el presente proyecto. A continuacién se describiran los
distintos tipos de ftalocianinas y sus particularidades y se comentaran sus
interesantisimas propiedades.

2.5.2. Tipos de ftalocianinas

El término ftalocianina hace referencia a una gran familia de compuestos. La
ftalocianina mas simple es la ftalocianina libre de metal (H,Pc). Las monoftalocianinas
o metaloftalocianinas (MPc) consisten en un anillo de ftalocianina coordinado con un
metal que se encuentra situado en el centro de la cavidad. En la figura 2.12 se puede
ver como ejemplo una ftalocianina de cobre.
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Fig. 2.13. Estructura quimica de una molécula de metaloftalocianina.

También se pueden constituir ftalocianinas que formen complejos con forma de
sandwich con tierras raras, conocidas como bisftalocianinas [19, 20, 21]. En estos
complejos de doble capa un idn de un lantanido se coordina con dos anillos de
ftalocianina (LnPc;). Estos complejos son radicales neutrales en los cuales el estado de
oxidacion del ién (+3) y la neutralidad electrénica global implica que al menos uno de
los anillos de ftalocianina no se encuentra en su estado de oxidacién habitual (Pc?). El
radical se encuentra esencialmente como Pc en uno de los anillos.

En el presente proyecto se trabaja con estas ftalocianinas de tipo sandwich en las
cuales el ion metal coordinado es un lantanido, concretamente el lutecio (LuPc,).

De forma similar se pueden constituir complejos de triple capa que consisten en la
asociacion de dos iones de lantanidos con tres anillos de ftalocianina [22].

Las ftalocianinas de doble o de triple capa presentan fuertes interacciones de tipo -1t
gue dan lugar a una serie de propiedades dpticas y electrédnicas muy caracteristicas.

2.5.3. Propiedades de las ftalocianinas

Las ftalocianinas de metales o metaloftalocianinas presentan una serie de propiedades
eléctricas, dpticas y electroquimicas que las convierten en materiales muy valiosos
para su empleo en la obtencién de sensores.

2.5.3.1. Propiedades eléctricas

Las metaloftalocianinas (MPc) son semiconductores de tipo p, que cuando son
dopados con oxigeno tienen conductividades de entre 10™°y 10* S/cm a una
temperatura de 300K [23]. Las ftalocianinas de lantanidos (LnPc;) representan un caso
especialmente interesante desde el punto de vista eléctrico, ya que poseen
conductividades intrinsecas muy altas del orden de 10° y 103 S/cm a una temperatura
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de 300K [24]. Este comportamiento es debido a su estado radical neutro y a la fuerte
interaccion electrdnica entre los dos anillos de ftalocianina fuertemente unidos.

2.5.3.2. Propiedades dpticas

Las ftalocianinas presentan colores intensos de tonalidades verde o azul. El sistema nt
conjugado da lugar a bandas de absorcién intensa en la regién situada entre 400 y 700
nm con coeficientes de extincién en el rango de 2x10° I.mol™.cm™ en disolucién.
Algunos derivados también presentan bandas en la region del infrarrojo cercano,
coincidiendo con las longitudes de onda empleadas en telecomunicaciones. La
interaccion entre los compuestos aceptores y dadores de electrones conduce a
grandes cambios, y ademas reversibles, en el espectro de absorcion electrénico.

2.5.3.3. Propiedades electroquimicas

Las ftalocianinas son complejos capaces de afiadir o restar electrones manteniendo la
estructura molecular y la estabilidad. Por ejemplo, en las ftalocianinas es muy comun
que presenten un comportamiento redox reversible.

Los procesos redox que se observan en los complejos de ftalocianinas metalicas
pueden deberse al anillo de ftalocianina o al atomo metalico central. El anillo de
ftalocianina en estado neutral tiene dos cargas negativas (Pc?), de tal forma que puede
ser oxidado por uno o dos electrones formando Pc(-1) o Pc(0). Ademas puede ser
reducido por entre uno y cuatro electrones para dar lugar a Pc(-3), Pc(-4), Pc(-5) y Pc(-
6). Los procesos redox que involucran al &tomo metalico central pueden ser
observados cuando el metal sufre oxidacién o reduccidn a potenciales comparables a
los de los anillos de ftalocianina.

Los potenciales electroquimicos de las moléculas de ftalocianina estan relacionados
con el a&tomo metdlico central y con la presencia de sustituyentes en el anillo de Ia
ftalocianina, también depende del tipo de ftalocianina frente al que nos encontramos.

De acuerdo a lo que nos indican los potenciales redox se puede concluir que la
oxidacion de las bisftalocianinas de lantanidos es mas sencilla que la de las
ftalocianinas de metales. Ademas las bisftalocianinas de lantanidos presentan un rico
comportamiento electroquimico y redox debido a la accesibilidad de un rango de
estados de oxidacidn centrados en el ligando. Los cambios en el estado de oxidacidn
también suelen estar acompanados por cambios en el espectro de absorciéon
electroénico, de hecho las bisftalocianinas de lantanidos son buenos materiales
electrocréomicos.
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Las bisftalocianinas de lutecio empleadas en el presente proyecto presentan procesos
de oxidacién y reduccion monoelectrénicos y totalmente reversibles, separados por
0,38V [25, 26].

=N N L
=N
Lu
N
N N
;/ é—
N : N
_— N N L
N
N

Fig 2.14. Esquema de la estructura quimica de la bisftalocianina de lutecio.

Este comportamiento electroquimico convierte a las bisftalocianinas de lutecio en
materiales ideales para la construccidn de sensores electroquimicos destinados al
analisis de muestras liquidas, objetivo del presente proyecto.

Ademas de estas propiedades las ftalocianinas son materiales muy estables desde los
puntos de vista térmico y quimico, ademas se pueden depositar formando peliculas
delgadas mediante diversas técnicas. Entre estas técnicas se encuentra la empleada en
el presente proyecto, la técnica de Langmuir-Blodgett.

2.6. ACIDO ARAQUIDICO

El dcido araquidico (C;oH400;) también conocido como acido icosanoico o eicosanoico
es un acido graso saturado constituido por una cadena de 20 atomos de carbono. Este
acido se puede encontrar de forma natural como un constituyente minoritario del
aceite de maiz y de cacahuete.

0O
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Fig. 2.15. Estructura quimica (arriba) y estructura 3D (abajo) del dcido araquidico.

La ftalocianina se combina en una dilucién 1:10 con acido araquidico de tal forma que
se logra reducir la rigidez de las monocapas de Langmuir [27, 28]. Ademas presenta
una estructura que lo convierte en una sustancia anfifilica, ya que presenta una
“cabeza” polar y por lo tanto hidrofilica y una cola apolar y por lo tanto hidrofébica. De
tal forma, que se constituye como el material clave que rige la deposicién sobre el
sustrato, estando la ftalocianina acoplada a la estructura de la monocapay
depositandose en el soporte junto con las moléculas de araquidico.

2.7. ENZIMA

2.7.1. Introduccion

Un enzima es una molécula proteica que combinada con uno o mas compuestos da
lugar a reacciones especificas que transcurren con una velocidad mucho mayor de la
gue lo harian en ausencia de dicha enzima [29, 30].

Las enzimas, al igual que el resto de proteinas, presentan una estructura primaria y se
pliegan en una conformacidén particular de manera que sus grupos reactivos estan
dispuestos del modo apropiado para dar al conjunto actividad biolégica.

Fig. 2.16. Esquema de la estructura de un enzima.
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Basicamente actlan como catalizadores de las reacciones quimicas, y como tales
actyan bajando la energia de activacion de la reaccion dando lugar a un considerable
incremento de la velocidad de reaccién. Esto permite que se alcance el equilibrio de la
reacciéon mucho antes, sin que dicho equilibro se altere, ya que las enzimas no se
consumen en las reacciones que catalizan.

Los compuestos cuyas reacciones se catalizan por enzimas reciben el nombre de
sustratos del enzima.
enzima (E)
sustratos (§) ——— productos (P)

La catalisis enzimatica comienza con la formacién de enlaces entre el sustrato y el
enzima.

E+S-ES

A continuacién el completo enzima-sustrato sufre una transformacion de la cual se
obtiene como resultado un producto (P) y la enzima (E) que se recupera, de tal forma
que no se consume en el proceso.

ES—->E+P

Para una determinada concentracion de enzima, la velocidad de la reaccion catalizada
enzimaticamente viene dada por la ecuacidon de Michaelis-Menten:

v = [EO]Vmax
ok + [S]

Donde Vhax €s la maxima velocidad de reaccién y ky es la constante de Michaelis, que
corresponde a la concentracidn de sustrato para la cual la velocidad es igual a la mitad
de la velocidad méaxima.

Debido a que los grupos reactivos de la enzima en los cuales se forman los enlaces
estdn fijos en el espacio, resulta que el enzima debe estar construido para reaccionar
con sustratos particulares, de tal forma que su especificidad geométrica determina la
especificidad de sustrato [31]. Y segun su forma podran encajar unos u otros
compuestos. Esto obedece al modelo de llave y cerradura propuesto por el premio
Nobel Emil Fischer en 1894 segun el cual la enzima y el sustrato poseen formas
geométricas especificas y complementarias entre si que permiten que encajen entre si
perfectamente [32]. Este modelo que explicaba a la perfeccidn la especificidad
enzimatica fue adaptado por Daniel Koshland en 1958 para poder explicar la
estabilizacidn del estado de transicidon que alcanzan las enzimas. Esta modificacién se
fundamenta en que las enzimas presentan estructuras bastante flexibles, de tal forma
gue el sitio activo es continuamente reformado por la interaccion con el sustrato al
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interactuar este con el enzima [33]. Como resultado, el sustrato no se une
simplemente a un sitio activo rigido, sino que las cadenas laterales de aminoacidos que
forman el sitio activo son moldeadas en las posiciones precisas permitiendo a la
enzima desarrollar su actividad catalitica. El sitio activo continua cambiando hasta que
el sustrato estd completamente unido, siendo en este punto es donde la forma final y
la carga se determinan [34]. En algunos casos, como por ejemplo las glucosidasas, es la
molécula del sustrato la que cambia ligeramente de forma a medida que entra en el
sitio activo [35].

Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds

Active site

Lo

N

= = =

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Fig. 2.17. Esquema del proceso catalitico de una enzima.

Segun esto, se puede afirmar que la diferencia fundamental entre una enzima y un
catalizador comun es su alta especificidad [31]. Las enzimas son muy especificas en
cuanto a las reacciones que catalizan y los sustratos implicados en dichas reacciones,
donde la forma, carga, caracter hidréfilo o hidréfobo de las enzimas y de los sustratos
los responsables principales de esta selectividad.

También conviene resefiar que la actividad enzimatica depende de las condiciones del
medio; pH, fuerza idnica, temperatura...

En el presente proyecto se ha trabajado con dos enzimas para desarrollar los
biosensores; la tirosinasa y la lacasa, de las cuales vamos a hablar brevemente a
continuacion.

2.7.2. Tirosinasa

2.7.2.1. Introduccidon

La tirosinasa o monofenol monooxigenasa es una oxidasa que actla como enzima que
controla la produccién de melanina en el organismo [36]. Una oxidasa es una enzima
gue cataliza reacciones de oxidacién-reduccién que involucran al oxigeno molecular

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez m




CAPITULO 2 [FUNDAMENTO TEORICO]

como aceptor electrénico. En dichas reacciones el oxigeno es reducido a agua (H,0) o a
perdxido de hidrégeno (H,0,).

Fig. 2.18. Esquema de la estructura de la tirosinasa.
2.7.2.2. Estructura

Las tirosinasas se han extraido y aislado de diversas fuentes. Pueden ser extraidas de
diversos tipos de plantas, animales y hongos y en funcion del tipo de especie las
tirosinasas presentan una serie de propiedades estructurales, distribucion y tejido
celular que difieren entre unas y otras [37]. Fundamentalmente, estas diferencias se
establecen en relacidn a la estructura primaria, el tamafio, las caracteristicas de
activacion y en cuanto al patrén de glicosilacién.

Los atomos de cobre que se encuentran en el interior del sitio activo de la tirosinasa
interaccionan con el oxigeno para dar lugar a un producto intermedio altamente
reactivo que oxida el sustrato. La reaccion se describira en el apartado de catalisis.

2.7.2.3. Catalisis

La tirosinasa cataliza la oxidacion de fenoles tales como la tirosina, la dopamina o el
catecol empleando oxigeno molecular. En presencia de catecol, se forma
benzoquinona, en una reaccidn segun la cual dos atomos de hidrégeno son tomados
del catecol y se combinan con el oxigeno para dar lugar a agua.
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HO O

OH O
0,
2 - 2 + 2H,0
Difenol oxidasa
(Catecolasa)

Fig. 2.19. Reaccion de oxidacidn de un difenol (catecol).

Esta caracteristica es de especial interés para el trabajo realizado en el presente
proyecto, ya que los antioxidantes son esencialmente fenoles. De hecho, el catecol, al
que hace referencia la reaccidn anterior, es uno de los antioxidantes empleados en el
proyecto. Por lo tanto la tirosinasa actuara como catalizador de los procesos redox que
tienen lugar en la celda electroquimica.

2.7.3. Lacasa

2.7.3.1. Introduccidon

La lacasa es una enzima oxidasa, cataliza reacciones redox que involucran al oxigeno
molecular, que contiene varios atomos de cobre en su estructura. La lacasa esta
presente en multitud de plantas, hongos [38], bacterias e incluso en algunos insectos.
Donde mas extendida esta su presencia es entre las plantas, en las cuales se encarga
de sintetizar la lignina, que se constituye como el componente estructural de la pared
celular de las plantas [39]. De hecho, la lacasa fue descubierta en una planta japonesa
llamada Rhus Vernicifera [40], hace mas de un siglo. Sin embargo, la mayor parte de las
lacasas se han obtenido por extraccidén de hongos.

Grosso modo se puede afirmar que la molécula de lacasa presenta tres subunidades
diferentes (que aparecen en diferentes colores en la imagen 2.19). La enzima contiene
cuatro atomos de cobre los cuales estan unidos a las interfaces entre las subunidades
(dominios) [41].
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Fig.2.20. Estructura 3D de la lacasa.

La lacasa es capaz de oxidar fenoles, polifenoles, anilinas e incluso algunos compuestos
inorgdnicos a través de un mecanismo de transferencia de un electrdn [42, 43, 44, 45].

2.7.3.2. Estructura

La molécula de lacasa, en su forma de holoenzima activa, es una glicoproteina dimérica
o tetramérica, que contiene por mondmero cuatro atomos de cobre unidos a tres
sitios redox (tipo 1, tipo 2 y tipo 3). Para que la lacasa presente actividad catalitica
tiene que haber un minimo de cuatro atomos de cobre por cada unidad proteica
activa. El cobre de tipo 1 en su estado de reposo esta oxidado y es el responsable del
color azul de la proteina. Los atomos de cobre de tipo 3 consisten en un par de atomos
de cobre que presentan una conformacién binuclear. Las posiciones de los cobres de
tipo 2 y de tipo 3 es préximas en el espacio y forman centro trinuclear que participa del
mecanismo catalitico de la enzima [46].

2.7.3.3. Catalisis

Para realizar su funcion, la lacasa depende de los 4tomos de cobre distribuidos entre
los tres sitios de unién. Los atomos de cobre juegan un papel fundamental en el
mecanismo catalitico de la enzima. Dicho mecanismo catalitico consta de tres etapas
principales. En primer lugar, el cobre de tipo 1 es reducido por un sustrato reductor, el
cual por lo tanto es oxidado. El electrdn es por lo tanto transferido internamente
desde el &tomo de cobre de tipo 1 a un grupo trinuclear formado por los atomos de
cobre de tipo 2 y de tipo 3. Esto se puede apreciar en la figura 2.20 [47]. El oxigeno
molecular (O;) se reduce a agua en el grupo trinuclear.
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Fig. 2.21. Imagen de un sitio activo de la lacasa que muestra la orientacion y posicion
relativa de los dtomos de cobre entre si.

La molécula de O, se une al grupo trinuclear para la activaciéon asimétrica. No se
encuentra presente H,0, fuera de la lacasa durante el estado estacionario de la
catdlisis de la lacasa, indicando que tiene lugar una reduccién de cuatro eletrones de
0O, a agua [48]. La oxidacion de un sustrato que implica a un Unico electréon acompana
al proceso de reduccién de oxigeno de cuatro electrones, de tal forma que no nos
encontramos frente a un mecanismo de reaccion simple. Asi pues, la lacasa debe de
funcionar a modo de bateria, almacenando electrones de la oxidacién individual del
sustrato para reducir el oxigeno molecular.

2.8. ANTIOXIDANTE

2.8.1. Introduccion

Los antioxidantes son moléculas que inhiben la oxidacidn de otras moléculas, es decir,
evitan la reaccidén quimica segln la cual se produce transferencia de electrones o

hidrégeno desde una sustancia hacia un agente oxidante. Estas reacciones dan lugar a
radicales libres, los cuales pueden actuar como sustancias iniciadores de reacciones en
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cadena, segun las cuales, en caso de desencadenarse en una célula, pueden producir
dafos o la muerte de dicha célula [49].

UN ATOMO NORMAL

808 o
00

LA PERDIDA DEL
ELECTRON
CONVIERTE ATOMO

EN RADICAL

Fig 2.22. Esquema de la formacidn de un radical libre.

Los antioxidantes se encargan de romper estas reacciones en cadena al eliminar los
radicales libres intermedio, inhibiendo otras reacciones de oxidacion. Son capaces de
realizar esta funcién oxidandose a si mismos, es decir, los antioxidantes son por norma
general agentes reductores como por ejemplo polifenoles, algunos de los cuales seran
objeto de estudio en el presente proyecto [50].

ANTIOXIDANTE O

0
sfoo?oo

‘ ANTIOXIDANTE
. NEUTRALIZA A
RADICAL LIBRE

Fig. 2.23. Esquema de un antioxidante neutralizando un radical libre evitando una
reaccion en cadena en el proceso.

Dado que las reacciones de oxidacidén pueden causar dafios o incluso la muerte de
células la presencia de los antioxidantes es fundamental en los seres vivos, tanto en
plantas como animales. Por ello los seres vivos mantienen complejos sistemas de
multiples tipos de antioxidantes, tales como la vitamina C, vitamina E [51], varios tipos
de enzimas, etc. Cuando los niveles de dichos antioxidantes son bajos, o cuando se
inhiben las enzimas antioxidantes, se puede producir lo que se conoce como estrés
oxidativo que como ya se ha comentado desemboca en dafios o incluso la muerte de

la célula.
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El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la manifestacion sistémica de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico para detoxificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. Las
perturbaciones en el estado redox de las células normales pueden causar efectos
toxicos a través de la produccidn de perdxidos y radicales libres que dafian los
componentes de la célula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN. Ademas,
algunas especies oxidativas reactivas actian como mensajeros celulares de
sefializacion redox. Asi, el estrés oxidativo puede causar interrupciones en los
mecanismos normales de la sefializacién celular.

La presencia de los antioxidantes en la alimentacidon es fundamental, ya que la ingesta
de los mismos contribuye a mantener sus niveles en el organismo en un estado
adecuado. La ingesta de polifenoles, entre otros beneficios para la salud, ayuda
disminuir los riesgos de sufrir cdncer y cardiopatias coronarias en humanos [52],
ademas de influir en las cualidades organolépticas de los propios alimentos [53]. Por
ello resulta de especial interés la deteccidn de los mismos.

2.8.2. Monofenoles

2.8.2.1. Acido vanilico

El acido vanilico (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) es un compuesto orgdnico
aromatico derivado de un acido dihidroxibenzoico empleado como agente saborizante.
Es un monofenol y su formula molecular es CgHgOs.

@) OH

O/CHS

OH

Fig 2.24. Estructura quimica del dcido vanilico.

El acido vanilico es un intermediario en la produccién de vainillina desde el acido
ferdulico. Se puede encontrar en la naturaleza, concretamente en algunas plantas como
por ejemplo la Angelica sinensis, también conocida como ginseng femenino muy
empleada en la medicina tradicional china [54]. También se encuentra presente en el
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vino [55], en el vinagre [56] y en el aceite de argan [57]. Se emplea en forma de éster
como conservante en la industria alimentaria.

2.8.3. Difenoles

2.8.3.1. Acido cafeico

El acido cafeico es un compuesto organico aromatico clasificado como un acido
hidroxicinamico, es decir, pertenece a los polifenoles que poseen un esqueleto C6-C3.
El 4cido cafeico consta de grupos funcionales fendlicos y acrilicos.

O
HO

HO

Fig 2.25. Estructura quimica (izquierda) y estructura 3D (derecha) del dcido cafeico.

Presenta el aspecto de sdlido amarillo y puede encontrarse en todas las plantas porque
es un intermediario clave en la biosintesis de la lignina, una de las principales fuentes
de biomasa [58]. Ademas se encuentra presente en el hongo Phellinus linteus [59], es
uno de los fenoles principales que constituyen el aceite de argan [60] y también puede
encontrarse en frutas y otros alimentos.

El 4cido cafeico es biosintetizado por la hidroxilacién del acido hidroxicinamico. Esta
hidroxilacion produce el éster de acido cafeico de acido siquimico, que se convierte en
acido clorogénico. Es el precursor de acido ferulico, alcohol coniferilico y alcohol
sinapilico, todos los cuales son importantes bloques de construccion de la lignina [61].
La transformacion de acido ferulico es catalizada por la enzima acido cafeico-O-
metiltransferasa.
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CO,H CO,H CO,H
—y —
OH OMe
OH OH OH

Fig. 2.26. En las plantas, el dcido cafeico (parte central) se forma a partir de 4-
hidroxicindmico (izquierda) y se transforma en dcido ferdulico.

2.8.3.2. Catecol

El catecol, también conocido como pirocatecol o 1,2-dihidroxibenzeno, es un
compuesto organico aromatico cuya formula molecular es CgH4(OH),. Es el isémero
orto de los tres benzenodioles isoméricos [62].

OH 9
OH
g

Fig. 2.27. Estructura quimica (izquierda) y estructura 3D del catecol.

El catecol es un compuesto sélido de color blanco que se encuentra presente en
cantidades del orden de trazas de forma natural en frutas y vegetales. Fue aislado por
primera vez en 1839 por H. Reinsch a través de la destilacion de la catechina del
extracto de acacia conocido como catechu. Al calentar el catechu por encima de su
punto de descomposicidn se forma el pirocatecol o catecol.

Se puede obtener catecol a través de la reaccién de reduccidn reversible de la
benzoquinona.

+2e” + 2H* =‘

0 OH

Fig. 2.28. Reduccion de la 1,2-benzoquinona para dar lugar a catecol.
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La produccién industrial del catecol se lleva a cabo por la hidroxilacién de fenol
mediante perdxido de hidrégeno segln la siguiente reaccién:

CeHsOH + H,0, & C6H4(OH)2 + H,0

El catecol producido a nivel industrial se utiliza principalmente como antioxidante en
las industrias del caucho, quimica, fotografia, colorantes, grasas y aceites, asi como en
cosméticos y en algunos productos farmacéuticos.

2.8.3.3. Hidroquinona

La hidroquinona, también conocida como 1,4-benzenodiol o quinol, es un compuesto
orgdnico aromatico cuya férmula quimica, CgH4(OH),, es igual que la del catecol con la
diferencia de que los grupos hidroxilo estan dispuestos en posiciones diferentes. El
catecol es un ortodifenol, mientras que la hidroquinona es un paradifenol.

HO OH

J

Fig. 2.29. Estructura quimica (izquierda) y estructura 3D (derecha) de la hidroquinona.

La hidroquinona presenta el aspecto de sélido cristalino de color blanco.

La hidroquinona se oxida facilmente para dar benzoquinona en un proceso reversible.
Algunos derivados de la hidroquinona de origen natural presentan este tipo de
reactividad, siendo la coenzima Q un ejemplo de este comportamiento.

En relacién a la reactividad de sus grupos hidroxilo el comportamiento de la
hidroquinona se asemeja al de otros fenoles, presentando un caracter ligeramente
acido.

La hidroquinona se produce industrialmente por tres rutas, dos de las cuales son
dominantes en la actualidad [63]. Similar al proceso de cumeno en el mecanismo de
reaccion, la ruta mas ampliamente utilizada implica la dialquilacidon de benceno con
propeno para dar 1,4-diisopropilbenceno. Este compuesto reacciona con el aire para
dar el bis(hidroperéxido), que es estructuralmente similar al hidroperdxido de cumeno
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y se reorganiza para dar acetona e hidroquinona en acido. Una segunda via consiste en
la hidroxilacidn de fenol. La conversidn utiliza peréxido de hidrégeno y proporciona
una mezcla de hidroquinona y catecol, dando lugar a la misma reaccién que la vista
previamente para el catecol:

C5H50H + HzOz - C6H4(OH)2 + Hzo

El tercer método, utilizado solamente en China, es la oxidacion de anilina por diéxido
de manganeso, seguido de reduccion de la resultante 1,4-benzoquinona. El proceso se
lleva a cabo por lotes y genera una corriente de desecho sustancial.

2.8.4. Trifenoles

2.8.4.1. Pirogalol

El pirogalol, también conocido como 1,2,3-benzenotriol, es compuesto organico
aromatico trifendlico.

OH

HO OH v
J

Fig. 2.30. Estuctura quimica (izquierda) y estructura 3D (derecha) del pirogalol.

Tiene aspecto de polvo cristalino de color blanco y es un agente reductor muy fuerte.
Fue obtenido por primera vez por Scheele en 1786 mediante el calentamiento de acido
galico.

2.8.4.2. Acido gélico

El acido galico, también conocido como acido 3,4,5-trihidroxibenzoico es un
compuesto organico aromatico con férmula molecular C¢H,(OH)3sCOOH. Es un acido
fendlico, concretamente un acido trihidroxibenzoico.
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O._OH

HO OH
OH

Fig. 2.31. Estructura quimica (izquierda) y estructura 3D (derecha) del dcido gdlico.

Tiene aspecto de cristales sélidos de color blanco. El 4cido galico se estudié por
primera vez por el quimico sueco Carl Wilhelm Scheele en 1786 [64]. Sin embargo, se
ha empleado como uno de los componentes de la tinta de hierro biliar que se ha
empleado como tinta estandar a nivel Europeo entre los siglos XII y XIX.

El 4cido galico se puede encontrar principalmente en las plantas, como por ejemplo en
las hojas de té [65]. También se encuentra presente en el vinagre, en el vino, en frutas
como el mango o las moras. Se puede encontrar en el cacao y por lo tanto en el
chocolate [66].

2.9. GLUTARALDEHIDO

El glutaraldehido es un compuesto organico cuya formula molecular es CH,(CH,CHO),.
Es un compuesto liquido a temperatura ambiente, incoloro, aceitoso y untuoso, de
fuerte olor acre. Se emplea principalmente para la desinfeccién de equipos médicos,
dentales o incluso de laboratorio. También se le utiliza como conservante quimico en
el tratamiento de aguas industriales [67].

OWO

Fig. 2.32. Estructura quimica (izquierda) y estructura 3D (derecha) del glutaraldehido.
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El glutaraldehido es producido industrialmente por oxidacidn del ciclopenteno y a
través de la reaccion de Diels-Alder de la acroleina y del metil vinil éter seguido de una
hidrélisis [67].

La funcion del glutaraldehido en la obtenciéon de electrodos modificados a través de la
técnica de Langmuir-Blodgett es la de inmovilizar la enzima una vez que se ha
depositado sobre el soporte de ITO [68]. Esto se debe a la formacién de un azometino,
también conocido como base de Schiff, entre los grupos C=0 del glutaraldehido y las
aminas de la enzima [69, 70, 71, 72].

Un azometino es un grupo funcional que contiene un doble enlace carbono-nitrégeno,
estando el &tomo de nitrédgeno conectado a un grupo arilo o alquilo, pero sin
hidrégeno. De tal forma, que la férmula general obtenida es R{R,C=N-R3, donde R3 es
un grupo arilo o alquilo que convierte al azometino en una imina (RR'C=NR") estable.

Fig. 2.33. Estructura de un azometino o base de Schiff.
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3.1. INTRODUCCION

En este capitulo se enunciaran y describiran los materiales, el instrumental y los pasos
seguidos para la obtencién de los biosensores y para la realizacién de las mediciones
experimentales. Se empezara hablando de los materiales, se continuara por el
instrumental para finalmente entrar de lleno en la metodologia experimental.

3.2. MATERIALES E INSTRUMENTACION

3.2.1. Materiales

A continuacidn se realiza un compendio de los materiales empleados a lo largo del
proyecto para realizar las experiencias.

3.2.1.1. Sustrato sdlido:

=  (Cristal de ITO.

El sustrato sdlido sobre el cual se depositan monocapas de moléculas ordenadas
mediante la técnica de Langmuir-Blodgett, y que a la postre sera empleado como
electrodo de trabajo para analizar los antioxidantes, consiste en un rectangulo de
25x10x1 mm construido en vidrio y con una capa conductora de éxido indio dopado
con didxido de estafio (ITO) en una de sus caras.

3.2.1.2. Fase acuosa:
= Agua ultrapura - Millipore MilliQ.

= Disolucion buffer de fosfato 0,01M + NaCl 0,1M, pH=7.

Para depositar las monocapas de moléculas ordenadas sobre el sustrato sélido hay que
disponer de una fase acuosa en la balanza en cuya superficie se disponen las
moléculas. Para depositar la bisftalocianina de lutecio se emplea como fase acuosa
agua ultrapura (Milli-Q). A la hora de realizar la deposicién de las enzimas, tanto la
lacasa, como la tirosinasa, se emplea como fase acuosa una disolucién buffer de
fosfato 0,01M con cloruro de sodio (NaCl, Sigma-Aldrich) 0,1M a pH = 7. El buffer de
fosfato se prepara a partir de fosfato de sodio dibdsico (Na,HPO,) y fosfato de sodio
monobadsico (NaH,P0O4) ambos de Sigma-Aldrich.
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3.2.1.3. Disolventes:

=  Cloroformo (Sigma-Aldrich).
= Agua ultrapura - Millipore MilliQ.

= Disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7.

Para disolver la bisftalocianina de lutecio se emplea como disolvente cloroformo. Las
disoluciones de tirosinasa y lacasa se realizan con buffer fosfato 0,01M a pH = 7.

3.2.1.4. Agentes modificadores:

» Acido araquidico (AA) (Sigma-Aldrich)

= Bisftalocianina de lutecio (LuPc;). (Departamento de Quimica Inorganica
de la Escuela de Ingenierias Industriales de la UVA)

* Tirosinasa (Tyr) (Sigma-Aldrich)

= Lacasa (Lac) (Sigma-Aldrich)

3.2.1.5. Antioxidantes:

» Acido vanilico. (Fluka)

» Acido cafeico. (Sigma-Aldrich)

= Catecol. (Panreac)

= Hidroquinona (Sigma-Aldrich)
= Pirogalol. (Sigma-Aldrich)
= Acido gilico. (Sigma-Aldrich)
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3.2.1.6. Otros reactivos:
= Glutaraldehido (Sigma-Aldrich)

= Cloruro potasico al 99% (KCI)  (Sigma-Aldrich)

El glutaraldehido se emplea para inmovilizar la enzima al sustrato. El cloruro potdsico
se emplea para preparar la disolucién empleada para llevar el interior del electrodo de
referencia.

3.2.2. Instrumentacion

3.2.2.1. Balanza Langmuir-Blodgett

La balanza de Langmuir-Blodgett modelo KSV 2000-1 esta constituido por dos
instrumentos y un software de control. Los dos instrumentos son en primer lugar la
balanza de Langmuir-Blodgett propiamente dicha y el indicador de presién superficial
que aparece a la derecha. El software de control es el KSV Layer Builder.

Fig. 3.1. Balanza de Langmuir-Blodgett KSV 2000-1.
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3.2.2.2. Potenciostato-Galvanostato.

El potenciostato-galvanostato modelo PARSTAT 2273 es el instrumento empleado para
realizar las medidas voltamétricas. Este instrumento se encuentra controlado por un
software llamado POWERSUITE a través del cual se selecciona el tipo de experiencia,
las condiciones del experimento y se controla el inicio y el final del mismo.

PARSTAT 2273

Fig. 3.2. Potenciostato PARSTAT 2273.

3.2.2.3. Celda electroquimica

La celda electroquimica esta constituida por tres electrodos: el electrodo de trabajo, el
electrodo de referencia y el contraelectrodo.

Los electrodos modificados obtenidos a partir de la deposicidn de capas ordenadas de
moléculas sobre un sustrato de cristal de ITO empleando la técnica de Langmuir-
Blodgett constituyen el electrodo de trabajo.

El electrodo de referencia es un electrodo de Ag/AgCI/KCI (3M).

El contraelectrodo es un electrodo de hilo de platino.
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Fig. 3.3. Celda electroquimica.

3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.3.1. Introduccion

En este apartado se procederd a describir, paso a paso, cual es el procedimiento
experimental seguido para, en primer lugar, obtener los electrodos modificados
mediante la deposicion sobre los soportes de ITO y también para realizar las
mediciones que permiten obtener los resultados que se expondrdn a lo largo del
siguiente capitulo.

3.3.2. Preparacion de los soportes de ITO

Para empezar hay que limpiar tanto la balanza de Langmuir-Blodgett como los
soportes de ITO. La limpieza de los soportes de ITO se realiza en tres etapas; en primer
lugar se limpian con agua destilada, luego con acetona y finalmente con cloroformo,
empleando para ello una bafiera de ultrasonidos y empleando 10 minutos en cada
etapa.
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Fig. 3.4. Sustrato de cristal de ITO.

Una vez nos hemos asegurado de que estan limpios se deja evaporar los restos de
cloroformo que quedan en la superficie del soporte.

Los soportes de ITO tienen un Unico lado conductor que es obviamente sobre el cual se
realiza la deposicién. A simple vista se puede apreciar como la cara de ITO, que es
conductora, tiene una tonalidad ligeramente mas oscura, sin embargo, para
comprobar cual es la cara conductora con exactitud se emplea un conductimetro.

Sobre la parte superior de la cara conductora del soporte de ITO se deposita con ayuda
de un pincel laca de plata conductora sobre la cual se fijaran los contactos metalicos de
las pinzas a la hora de realizar las medidas electroquimicas. El resultado se aprecia en
la siguiente figura.

L

Fig. 3.5. Sustrato de cristal de ITO con laca de plata.

Tras la aplicacion de la laca de plata, hay que esperar a que esta se seque sobre Ia
superficie del soporte.

Una vez seca se colocan los soportes en la pinza teniendo en cuenta que para
depositar siempre hace falta un numero par de soportes. Esto se debe a que como la
balanza de Langmuir-Blodgett dispone de barreras en ambos lados la deposicion se
realiza por ambos lados, de tal forma que hay que colocar dos soportes en la pinza de
sujecion con sus caras no conductoras enfrentadas entre si, es decir, pegadas. De tal
forma que se deposite sobre las caras que contienen ITO y sobre las cuales se ha
puesto una tira de laca de plata.

La pinza se coloca sujetando los soportes de ITO sobre la laca de plata, ya que hasta ahi
es donde se va a depositar.
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Una vez dispuestos los soportes de ITO en la pinza, se engancha esta al dipper, que es
un brazo mévil situado sobre el centro de la bafiera, que permite subir y bajar los
soportes para realizar la deposicion.

Se calibra el dipper haciendo 0 en el mismo bajadndolo hasta que la parte inferior del
soporte esté justo encima de la superficie de la fase acuosa. Y posteriormente se
sumerge hasta que la superficie del agua esté cerca de alcanzar la parte superior del
soporte del ITO donde estd la laca de plata, con cuidado de no sumergir ni la laca, ni la
pinza.

3.3.3. Preparacion de la balanza de Langmuir-Blodgett para depositar la
ftalocianina

Para la limpieza de la balanza se emplea acetona. Se limpia tanto la superficie de la
balanza como la parte inferior de las barreras, ya que estas también entran en
contacto con la superficie de la fase acuosa. Este proceso se realiza antes de depositar
y al finalizar la experiencia tras vaciar la balanza.

Una vez limpia la superficie de la bafiera se procede a afiadir la fase acuosa, que para
la deposicidn de la bisftalocianina de lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en
propocion 1:10 disueltos en cloroformo en una concentracion de 120 pg/uL de
ftalocianina, se trata de agua ultrapura (Milli-Q). Se llena la bafiera con la fase acuosa
hasta que por encima del borde se aprecie la superficie del agua y se procede a
comprobar que no existe ningln tipo de impureza en la superficie que altere la tensién
superficial. Para ello se cierran las barreras y se procede a limpiar la superficie con una
trompa de vacio tantas veces como sean precisas para lograr que la medida de la
presién que proporciona la instrumentacion sea aproximadamente cero, aun con las
barreras totalmente cerradas.

Una vez que nos hemos cerciorado de que la superficie estd totalmente limpia se
abren las barreras por completo y se conecta el termostato que mantiene la
temperatura constante a 202C. Posteriormente se procede a afiadir 250 uL de
disolucion de bisftalocianina de lutecio y acido araquidico (1:10) (120 pg/uL de
ftalocianina) en cloroformo con ayuda de una microjeringa. Deben de distribuirse de
forma uniforme por toda la superficie de la bafiera dejando caer gota a gota con la
punta de la aguja cercana a la superficie de la fase acuosa.

De esta forma, nos aseguramos de que las gotas caen con suavidad sobre la superficie
y se distribuyen por difusién a lo largo y ancho de toda la bafiera, ya que si se dejan
caer desde cierta altura se producen manchas de tonalidad verdosa en la fase acuosa,
gue indican que la ftalocianina se ha acumulado y no se ha dispersado.
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Tras anadir la disolucidn de la ftalocianina es preciso esperar 15 minutos para que se
evapore el cloroformo dejando sobre la superficie de la fase acuosa Unicamente las
moléculas de bisftalocianina de lutecio y acido araquidico (1:10).

3.3.4. Deposion de la bisftalocianina de lutecio

Una vez preparada la balanza de Langmuir-Blodgett y los soportes de ITO tal y como se
ha indicado anteriormente se procede a depositar la bisftalocianina de lutecio y acido
araquidico (1:10) (120 pg/uL de ftalocianina).

Con los soportes ya sumergidos, se cierran las barreras hasta alcanzar un valor de la
presidn optimo para la deposicidon que es de 40 mN/m, dicho valor se obtiene a partir
de las curvas de la isoterma de las cuales ya se hablara en el apartado de resultados. Se
espera a que se estabilice la presién en dicho valor 6ptimo y se procede a depositar
estableciendo para ello las condiciones del proceso. Los parametros clave del proceso
gue hay que establecer para la deposicidn son los siguientes:

= Numero de capas: 11 capas.

= Velocidad de subida: 12 mm/min.
= Tiempo de espera arriba: 10 seg.
= Velocidad de bajada: 7 mm/min.
= Tiempo de espera abajo: 2 seg.

El dipper empieza en su posicion inferior, es decir, con los soportes de ITO sumergidos.
Se dice que se trata de una deposicién de tipo Y, ya que antes de esparcir la monocapa
el sustrato se encuentra sumergido, y al irlo sacando de la subfase se produce la
primera transferencia de la monocapa.

El dipper sube lentamente hasta alcanzar el valor O con el que se calibré el dipper a la
velocidad de subida indicada. Una vez que alcanza el valor 0, ya se ha transferido la
primera transferencia desde la monocapa, y se espera un tiempo igual al tiempo de
espera arriba establecido. Transcurrido este tiempo, el dipper comienza a bajar hasta
alcanzar el valor tope establecido en la calibracidn, a una velocidad igual a la velocidad
de bajada que se ha establecido. Cuando llega hasta el tope, el dipper se detiene,
habiéndose depositado una segunda capa, y espera tanto tiempo como indica el valor
del tiempo de espera abajo. A partir de aqui el ciclo se repite hasta completar las 11
capas indicadas, teniendo en cuenta que se depositan una capa en cada subida y una
capa en cada bajada.

Empleando estas condiciones de deposicidn se logra obtener tasas de transferencia de
moléculas desde la monocapa hasta el soporte de ITO aproximadamente iguales a la
unidad tanto para la subida como para la bajada.
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Durante el proceso de deposicidn las barreras mantienen la presidn constante en el
valor sefalado, para ello las barreras se van cerrando ligeramente conforme las
moléculas se van depositando sobre los soporte de ITO.

Una vez que se han depositado todas las capas, se sube el dipper, se retira la pinza y se
retiran los soportes de ITO en los cuales ya se aprecia el tono verdoso que corresponde
a la bisftalocianina de lutecio.

3.3.5. Preparacion de la balanza de Langmuir-Blodgett para depositar la
enzima

Tras haber depositado las 11 capas de ftalocianina se depositan sobre ellas 9 capas de
enzima, bien tirosinasa o bien lacasa.

Para ello, en primer lugar se vacia con una trompa de vacio y se limpia la balanza de
forma analoga a lo indicado con anterioridad para la ftalocianina. Después se llena la
balanza con buffer fosfato 0,01M mas NaCl 0,1M a pH =7, ya que constituye el medio
adecuado para que la enzima viva. Cuando esté llena la balanza se comprueba tal y
como se hacia anteriormente que no hay impurezas en la superficie de la fase acuosa,
limpiando la superficie en caso necesario hasta que la presién superficial sea
practicamente nula incluso cuando las barreras estan completamente cerradas.

Se toman soportes de ITO sobre los cuales ya se ha depositado previamente la
bisftalocianina de lutecio, se colocan en el dipper y se sumergen, calibrando el dipper,
de forma andloga a la empleada anteriormente.

Con el termostato ya conectado, los soportes de ITO sumergidos vy las barreras ya
abiertas se afiaden 250 pL de disolucién de bisftalocianina de lutecio y acido
araquidico (1:10) en cloroformo con ayuda de una microjeringa de la misma forma a
como lo hicimos con anterioridad. Tras un tiempo de espera de 15 minutos en el cual
se evapora el cloroformo se afiaden 100 plL de enzima que se encuentra en una
concentracion de 70 pg/mL en buffer fosfato 0,01M a pH=7 (sin NaCl), tanto si se trata
de lacasa como si se trata de tirosinasa.

La enzima tiene que ser anadida en la inferfase aire-agua, para lo cual hay que afiadir
cada gota tocando ligeramente con la punta de la microjeringa la superficie de la fase
acuosa. Al igual que para la ftalocianina hay que distribuir de forma equitativa la
enzima a lo largo de toda la superficie de la balanza.

Tras anadir la enzima hay que esperar 30 minutos en el caso de que estemos
depositando tirosinasa y 60 minutos en el caso de que se trate de la lacasa. Este
tiempo de espera es necesario para permitir que la enzima se ancle. Para obtener los
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tiempos de espera 6ptimos que permiten que la enzima se ancle se han realizado
diversas experiencias en las cuales se ha observado que para tiempos menores la tasa
de transferencia de moléculas desde la monocapa hacia el soporte de ITO es
practicamente nula, es decir, no se deposita la enzima.

3.3.6. Deposicion del enzima

Una vez transcurrido el tiempo de espera se procede a establecer la presién éptima de
transferencia de moléculas desde la monocapa hasta el soporte, dicha presion es al
igual que antes de 40 mN/m. Se espera hasta que la presidon permanece estable en
este valor.

Cuando ya se ha estabilizado la presidn se inicia el proceso de deposicidon
introduciendo los siguientes parametros:

= Numero de capas: 9 capas.

=  Velocidad de subida: 3 mm/min.
=  Tiempo de espera arriba: 900 seg.
= Velocidad de bajada: 2 mm/min.
= Tiempo de espera abajo: 100 seg.

Como se puede apreciar, los valores de las velocidades de subida y de bajada son mas
bajos que los empleados para depositar la ftalocianina y los tiempos de espera arriba y
abajo son mucho mas altos. Esto se debe a que de lo contrario las capas de la enzima
no se fijarian bien y se obtendrian tasas de transferencias moleculares negativas. Es
decir, que tras depositarse una capa (transfer positivo préximo a la unidad) la siguiente
da lugar a un transfer negativo que implica que dicha capa se estd soltando del soporte
de ITO. Por ello, se emplean velocidades bajas y tiempos de espera altos que permiten
gue cada capa se fije al soporte adecuadamente.

Tras haber depositado las 9 capas de enzima en los soportes de ITO, se levanta el
dipper, se retira la pinza y se sumergen los electrodos modificados que hemos
obtenido al depositar sobre los soportes de ITO en una solucion de glutaraldehido
2,5% (v/v) en buffer fosfato 0,01M, pH=7, durante aproximadamente 20 minutos a
temperatura ambiente. Esta solucion de glutaraldehido actia como un inmovilizador
de la enzima, prologando la vida util del electrodo. Esto se debe, como ya se ha
comentado, a la formacién de un azometino entre los grupos C=0 del glutaraldehido y
las aminas de la enzima.

Antes de realizar las mediciones simplemente se lava el electrodo con la propia
disolucién buffer de fosfato y se le deja secar.
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3.3.7. Preparacion de la celda electroquimica

Para la realizacidn de la voltametria ciclica hay que preparar en primer lugar la celda
electroquimica. Para ello habrd que limpiar y preparar cada uno de los electrodos
(referencia, contraelectrodo y trabajo), asi como la propia celda.

El electrodo de referencia tiene dos secciones una mas interna y una externa. La
interna se llena con disolucidn patron de KCI 0,1M y la parte externa con una
disolucién preparada en el laboratorio de KCl 0,1M.

Antes de cada uso, hay que limpiar y llenar el electrodo de referencia. La limpieza se
realiza con agua destilada, ademds hay que homogeneizar adecuadamente antes de

llenar las dos secciones del electrodo.

Fig. 3.6. Electrodo de referencia.

Para la limpieza del contraelectrodo de hilo de platino se le somete al hilo del
electrodo a una llama hasta llegar al rojo. Después se sumerge en una solucién de
acido sulfurico. Se repite este proceso tres veces y se limpia ligeramente con agua
destilada.

Fig. 3.7. Electrodo auxiliar de hilo de platino.

La celda electroquimica, previa limpieza, se llena con 50 mL de solucion buffer de
fosfato 0,01M pH=7.

Una vez preparados todos estos elementos ya podemos conectarlos para conformar el
conjunto de la celda electroquimica. Para ello se conecta cada electrodo con su pinza
de conexion correspondiente y se sitla en la parte de mas a la izquierda el electrodo
de trabajo.
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Fig. 3.8. Celda electroquimica.

El electrodo de trabajo es el electrodo modificado obtenido por deposicién mediante
la técnica de Langmuir-Blodgett. Para la conexion de dicho electrodo hay que poner
especial cuidado de colocar la pinza de conexién sobre la laca de plata y de orientar el
lado donde se ha depositado hacia la derecha, es decir, de cara a los otros dos
electrodos.

Fig. 3.9. Electrodo de trabajo.

En el centro se coloca el electrodo de referencia y en la parte de mas a la derecha el
contraelectrodo.

Para todos ellos es especialmente importante que estén lo mas rectos posible, ya que
cualquier modificacién en la distancia existente entre ellos o en su orientacidn
(especialmente en el caso del electrodo de trabajo) puede afectar a las medidas. Esto
ademas puede afectar a la reproducibilidad de los experimentos.

Una vez que esta preparada la celda con todos sus electrodos conectados a las pinzas
del PARSTAT 2273 se enciende dicho aparato. Y una vez encendido se arranca su
software de control, el POWERSUITE, desde el sistema informatico anexo.
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Desde el POWERSUITE se controla el funcionamiento del PARSTAT 2273, pudiendo
modificar al gusto los parametros del experimento, controlando el inicio y fin del
mismo, amén de poder ver una representacion de los datos obtenidos en tiempo real.

Fig. 3.10. PARSTAT 2273 y software de control POWERSUITE.

3.3.8. Medida de concentraciones

Para la medida de las concentraciones se prepara en primer lugar, con uno de los
antioxidantes, una disolucién de antioxidante 10> M empleando como disolvente
disolucién buffer de fosfato 0,01M pH=7. Esta disolucion sera la disolucién madre de la
cual se adicionan a la celda electroquimica cantidades crecientes de antioxidante.

Una vez preparada la celda electroquimica tal y como se ha descrito con anterioridad,
sin haber afladido antioxidante, y ya dispuesto el PARSTAT 2273 para medir con el
POWERSUITE iniciado, se procede a iniciar la experiencia.

Se realiza una primera voltametria ciclica con los 50 ml de solucién buffer de fosfato en
la celda que constituyen el ensayo en blanco. Se realizan 5 ciclos y se hace un barrido
desde -0,5 V hasta +0,7 V, con una velocidad de barrido de potencial de 100 mV/s. Se
realizan 5 ciclos porque es lo que tarda en estabilizarse la sefial para esta primera
experiencia. En las sucesivas experiencias con el electrodo ya ciclado suelen ser
necesarios tan solo 3 ciclos para que la seial obtenida se estabilice.

Con una micropipeta se afiaden 200 pL de la disolucién de antioxidante a la celda. Al
igual que antes se realiza un barrido desde -0,5 V hasta +0,7 V con una velocidad de
barrido de potencial de 100 mV/s y se realizan 5 ciclos para permitir que se estabilice
la senal.
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Posteriormente se afiladen 300 uL, que hacen un total de 500 uL afadidos, y se repite
el proceso. A partir de aqui la sefial suele estabilizarse casi totalmente al tercer ciclo.

Las sucesivas adiciones son de 500 plL hasta llegar al total de 3500 uL afiadidos. A partir
de los cuales se afiade de 1000 pL en 1000 pL hasta llegar a 7500 pL.

En total se realizan 12 adiciones a las cuales hay que sumar la medida del blanco, es
decir, en total se realizan 13 medidas para cada antioxidante y cada electrodo
modificado.

A continuacién se presenta una tabla resumen que ilustra lo expuesto anteriormente.

N2 de ensayo Volumen total aitadido (uL) Concentracion final (M)
1 0 0 (blanco)
2 200 4,0-10°°
3 500 1,0-107
4 1000 2,0-10°
5 1500 3,0-10°
6 2000 4,0-10”
7 2500 5,0-10”
8 3000 6,0-10™
9 3500 7,0-10°
10 4500 9,0-10°
11 5500 1,1-10*
12 6500 1,3-10*
13 7500 1,5-:10"

Tabla 3.1. Relacioén de volimenes afiadidos de disolucion de antioxidante 10°M frente
a concentracion final de antioxidante presente en la celda electroquimica.

3.3.9. Medidas del estudio cinético

Las medidas del estudio cinético se realizan al igual que en el caso de las
concentraciones empleando una celda electroquimica con tres electrodos (electrodo
de trabajo, de referencia y contraelectrodo) y el PARSTAT 2273, el cual se controla
mediante el software POWERSUITE.

La preparacién de la celda electroquimica para realizar medidas ya se ha descrito con
anterioridad.

Una vez preparada se afladen a los 50 mL de disolucién buffer de fosfato 5000 pL de
disolucion de antioxidante en buffer, lo cual hace una concentracién de antioxidante
en la celda de 1,0x10™*M.
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Cuando ya se encuentran dispuestos tanto la celda como el PARSTAT 2273 para medir,
se realizan 10 ciclos a una velocidad de barrido de potencial de 100 mV/s entre -0,5V y
+0,7V, con el objetivo de estabilizar la medida del electrodo. Las medidas obtenidas
para estos 10 ciclos van a emplearse para la realizacién del analisis de componentes
principales (PCA).

En este punto, se comienza el estudio cinético propiamente dicho, realizando 2 ciclos
con barridos de potencial crecientes, empezando por 25 mV/s y llegando hasta 200
mV/s.
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4.1. INTRODUCCION

Tal y como ya se ha mencionado a lo largo del presente proyecto, el objetivo consiste
en desarrollar sensores que permitan obtener distintas respuestas frente a distintos
antioxidantes, de tal forma que puedan emplearse de forma conjunta en una red de
sensores. En este proyecto ademas se busca obtener biosensores de enzimas que den
mejores respuestas que los sensores de ftalocianinas frente a las muestras que vamos
a analizar.

Para ello, vamos a emplear dichos sensores a modo de electrodos voltamétricos,
sometiéndolos a una voltametria ciclica.

Por lo tanto, se ha trabajado con 3 electrodos modificados para realizar las
experiencias: electrodos de bisftalocianina de lutecio (LuPc,+AA(1:10)), electrodos de
tirosinasa (LuPc,+AA(1:10)/Tyr) y electrodos de lacasa (LuPc,+AA(1:10)/Lac). Se han
analizado 6 antioxidantes: un monofenol, el acido vanilico; tres difenoles, catecol,
hidroquinona y acido cafeico y dos trifenoles, pirogalol y acido gélico.

Para cada antioxidante se han realizado voltametrias ciclicas con los tres electrodos,
realizando varias experiencias que persiguen distintos objetivos. Se pretende obtener
electrodos capaces de discriminar los distintos antioxidantes, se pretende ademas que
los electrodos sean capaces de distinguir distintas concentraciones de un antioxidante
y por finalmente se pretende que los distintos electrodos den distintas respuestas
frente a los diversos antioxidantes de estudio.

El capitulo se estructura de la siguiente forma. En primer lugar, se muestran las
isotermas que nos permiten determinar si efectivamente se ha logrado depositar el
enzima en el sustrato y cuales son las condiciones dptimas de deposicién. A
continuacion, se analiza el comportamiento de los distintos sensores frente a un
blanco, una solucién buffer de fosfato. Posteriormente, se exponen los resultados del
estudio de concentraciones, trabajando con cada antioxidante y mostrando los
resultados para dicho antioxidante de los tres tipos electrodos modificados. Los
antioxidantes se ordenan empezando por los monofenoles, siguiendo por los bifenoles
y finalizando con los trifenoles. Los resultados de los electrodos que se muestran en
primer lugar son los de la ftalocianina, en segundo lugar los de la tirosinasa y
finalmente los de la lacasa. Mostrando una comparativa de cada sensor respecto al
conjunto de los antioxidantes al final de dicho apartado.

Después se realiza un calculo de los limites de deteccidn obtenidos para los picos mas
representativos.

En el siguiente apartado se muestran los resultados de la cinética siguiendo un orden
analogo, es decir, se estructura en relacién a los antioxidantes y para cada uno de ellos
se muestran los resultados obtenidos con los tres electrodos modificados.

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez




CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

Una vez que se han presentado todos los resultados experimentales se procede a
tratarlos para obtener los limites de deteccién de cada electrodo en cada uno de los
antioxidantes.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en las experiencias de la cinética y de
las concentraciones se realizan los estudios del limite de deteccidn y el andlisis de
componentes principales (PCA).

4.2. PREPARACION Y CARACTERIZACION
ESTRUCTURAL DE LOS SENSORES

4.2.1. Introduccion

En esta seccion del capitulo de resultados se describen los resultados de las isotermas
qgue nos permiten realizar una caracterizacion estructural de los sensores y que son
obtenidas en la preparacién de los mismos.

4.2.2. Isotermas

4.2.2.1. Introduccion

El estudio de las isotermas nos permite observar el comportamiento de la monocapa,
pudiendo distinguir cuando y como tienen lugar las distintas fases de formacidn de Ia
misma.

Como ya se ha comentado en el capitulo de fundamentos tedricos y tal y como
podemos observar en la figura 4.1., inicialmente las moléculas de la sustancia anfifilica
a depositar ocupan toda la superficie de la subfase acuosa (fase gas), a medida que se
cierran las barreras y se comprimen las moléculas empiezan a aparecer pequefias
interacciones entre las colas hidrofébicas y empiezan a ordenarse las moléculas (fase
liquida), cuando se alcanza una determinada presidn tiene lugar un cambio en la
pendiente de la recta asociado a un nuevo cambio de fase segun el cual del estado de
liquido bidimensional se pasa al estado de sélido bidimensional que corresponde a un
empaguetamiento compacto y ordenado de las moléculas. Finalmente, podemos ver
en la figura 4.1. que si contindan cerrandose las barreras, y por lo tanto aumentando la
presién superficial, llega un momento en el cual se produce un colapso molecular, en
el cual las moléculas se montan unas encimas de otras dando lugar a capas
desordenadas [73].
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Fig. 4.1. Comportamiento general de las isotermas.

La forma que adoptan las isotermas depende fundamentalmente de dos clases de
interacciones: interacciones entre la monocapa de Langmuir y la subfase acuosa, y las
interacciones intermoleculares existentes entre las moléculas de la propia monocapa.
También depende de las condiciones de experimentacidén, como por ejemplo, de la
temperatura, obteniendo a mayor temperatura un mayor area media por molécula. La
fase acuosa que constituye la subfase también influye a la hora de determinar la forma
de las mismas. Légicamente, el tipo de molécula también es un factor que afecta a la
forma de las isotermas.

En el presente proyecto, no se trabaja Unicamente con moléculas anfifilicas (acido
araquidico), sino que se van a depositar moléculas de bisftalocianina de lutecio y de
enzimas (tirosinasa y lacasa).

Las isotermas nos permiten por lo tanto determinar el rango de presiones superficiales
Optimo para realizar la deposicidn sobre el soporte de cristal de ITO. Dicho rango de
presiones corresponde a la fase de sélido bidimensional.

Cuando se fija y se estabiliza la presidn en ese rango, se forma y se mantiene la
monocapa y por sucesivas inmersiones del sustrato o soporte de cristal de ITO se
forman las capas de moléculas ordenadas sobre la superficie del mismo.

En la figura 4.2. podemos observar un esquema las posiciones que adoptarian las
moléculas depositadas, formando multiples capas, sobre el soporte de cristal de ITO.
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e o

' LuPc,

Fig. 4.2. Esquema de los sensores con estructura (a) LuPc2+AA(1:10)y (b)
LuPc2+AA(1:10)/Tyr.

A continuacion se mostraran los resultados obtenidos para las isotermas de distintas
configuraciones de moléculas, representando los valores de la presién superficial
(mN/m) frente al rea (A% ocupada por molécula.

4.2.2.2. Isoterma acido araquidico

La isoterma del acido araquidico sirve como referencia con respecto a la cual
comparar. Se ha realizado, al igual que el resto de experiencias, sobre una disolucién
buffer de fosfato 0,01M (PBS) y NaCl 0,1M, pH=7.
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Fig. 4.3. Isoterma correspondiente al dcido araquidico en subfase acuosa de disolucion
buffer de fosfato 0,01M (PBS) y NaCl 0,1M, pH=7.
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En esta isoterma se pueden apreciar las tres fases mencionadas con anterioridad.
Inicialmente, las barreras se cierran sin apreciar notables incrementos de la presion
superficial mientras que el drea por molécula se reduce rapidamente (fase gas). Llega
un momento en el cual esa tendencia cambia y se observa una pequeia curva (fase
liquida) y finalmente vuelve a producirse una nueva tendencia lineal (fase sélida) en la
cual las moléculas estan firmemente ordenadas y compactadas y se producen grandes
incrementos de la presion superficial sin que se reduzca demasiado el area ocupada
por molécula. En esta isoterma no se ha alcanzado la fase de colapso.

4.2.2.3. Isoterma bisftalocianina de lutecio

La figura 4.4. corresponde a la isoterma del electrodo de bisftalocianina de lutecio y
acido araquidico en proporcién 1:10 (120 pg/ul ftalocianina). Se ha tomado como
referencia la masa molecular del cido araquidico ya que es el que se encuentra en
mayor proporcion.

80

704 \ LuPc2+AA (1:10)|
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Fig. 4.4. Isoterma correspondiente al LuPc,+AA (1:10) en subfase acuosa de disolucion
buffer de fosfato 0,01M (PBS) y NaCl 0,1M, pH=7.

En la figura 4.4. se puede apreciar como la grafica se ha desplazado hacia la derecha
con respecto a la anterior. Esto entra dentro de la ldgica, ya que estamos depositando
dos sustancias y tomando como referencia la molécula de araquidico, siendo la
molécula de ftalocianina de mayor tamafio que la de araquidico. Ya que las moléculas
de ftalocianina tienen forma plana, mientras que las de araquidico son lineales y se
disponen de forma vertical. Seglin experiencias previas se ha observado sin embargo
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gue la molécula de ftalocianina no se dispone de forma totalmente paralela a la
superficie, sino que aparece inclinada con un cierto dngulo [74].

En este caso si que se ha alcanzado la fase de colapso. Podemos observar, como a
partir de una presién superficial de 60 mN/m la pendiente de la grafica cae
bruscamente volviéndose ésta practicamente horizontal. Esto indica que, al igual que
ocurria en la fase gas, las barreras se cierran sin que haya incremento de presion
superficial notable, en relacidn a la fase sélida, debido a que las moléculas se
superponen y se desordenan.

A entre 35y 40 mN/m de presion se observa una pequefia irregularidad en la grafica
debida probablemente a un ligero movimiento sufrido por la superficie de la fase
acuosa de la balanza, la caida de una pequefia impureza o algin otro agente externo
que haya podido afectar a la medida de la presidn. Ya que, la pendiente antes y
después de esta irregularidad es la misma.

Esto demuestra la importancia de mantener perfectamente limpia la balanza y de
mantener las condiciones de experimentacidén lo mas estacionarias posible. Ya que
incluso una rafaga de aire puede producir una onda en la superficie de la subfase
acuosa y dar lugar a una alteracion en las medidas de presion superficial.

A continuacion se ilustra como afecta a la isoterma obtenida el tipo de subfase acuosa

empleada.
LuPc2+AA(1:10) / Agua
50 1 LuPc2+AA(1:10) / PBS
40
30
E
=
£ 204
o
(7p]
10 H
04

| L L I L L B L L L L L
0 5 10 15 20 256 30 35 40 45 50 55 60
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Fig. 4.5. Comparativa de isotermas correspondientes al LuPc,+AA (1:10) en subfase
acuosa de agua ultrapura (azul) y de buffer fosfato 0,01M + NaCl 0,1M (amarillo)
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Como se puede apreciar en la figura 4.5. el drea por molécula obtenida si se emplea
una subfase acuosa de agua ultrapura es mayor que el obtenido para el buffer fosfato.

En la practica las capas de LuPc,+AA (1:10) se depositan sobre el sustrato de cristal de
ITO empleando subfase acuosa de agua ultrapura. Pero para poder realizar una
comparativa lo mas fidedigna posible con los resultados obtenidos para las enzimas se
han realizado estas experiencias adicionales en buffer fosfato.

4.2.2.4, Isoterma de la tirosinasa

La tirosinasa se deposita empleando como subfase una disolucidn buffer de fosfato
0,01M y NaCl 0,1M, pH=7, que proporciona el medio adecuado para conservar dicha
enzima. Para que se ancle correctamente y pueda acoplarse en la estructura de la
monocapa sin que esta se desmorone hay que esperar un cierto tiempo. En el caso de
la tirosinasa, el tiempo de espera dptimo es de 30 minutos.

|[—— Tirosinasa 30/

70 -
60 -
50 -
40 4

30
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20
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Fig. 4.6. Isoterma correspondiente al LuPc,+AA (1:10)/Tyr en subfase acuosa de
disolucion buffer de fosfato 0,01M (PBS) y NaCl 0,1M, pH=7.
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Cuando se afiade la enzima el area por molécula se incrementa considerablemente con
respecto al LuPc,+AA (1:10), lo cual es indicativo de que la enzima logra anclarse en la
estructura ordenada de la monocapa.

4.2.2.5. Isoterma de la lacasa

Al igual que la tirosinasa, la lacasa se deposita empleando como subfase una disolucién
buffer de fosfato 0,01M y NaCl 0,1M, pH=7, que proporciona el medio adecuado para
conservar dicha enzima.

En este caso, el tiempo de espera para que el enzima se ancle correctamente y pueda
acoplarse en la estructura de la monocapa sin que esta se desmorone es de 60
minutos.

Este tiempo de espera 6ptimo, debido a la ausencia de referencias académicas sobre la
lacasa ha sido obtenido mediante sucesivas experiencias a distintos tiempos.
Inicialmente, se intentd depositar con un tiempo de espera de 30 minutos, pero tal y
como se aprecia en la figura 4.7. el area por molécula obtenido es ligeramente
superior al del LuPc,+AA (1:10), lo cual indica que el enzima no se acopla bien a la
estructura de la monocapa de Langmuir.

70
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Fig. 4.7.1soterma correspondiente al LuPc,+AA (1:10)/Lac en subfase acuosa de
disolucion buffer de fosfato 0,01M (PBS) y NaCl 0,1M, pH=7.
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En la figura 4.8. podemos ver una comparativa entre los resultados obtenidos para un
tiempo de espera de 60 minutos, que hemos determinado que es el dptimo, y un
tiempo de espera de 30 minutos. Se puede observar que la diferencia entre las areas
por molécula obtenidas para ambas isotermas difieren aproximadamente en 10 A? si
extrapolamos la pendiente de la zona de la grafica correspondiente a la fase sdlida
hasta que corte con el eje de abscisas.
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Fig. 4.8. Comparativa de las isotermas de LuPc,+AA (1:10)/Lac en subfase acuosa de
disolucion buffer de fosfato 0,01M (PBS) y NaCl 0,1M, pH=7,con tiempos de espera de
30y 60 minutos.

4.2.2.6. Comparativa isotermas

En el grafico 4.9. se representa una comparativa de las distintas isotermas que se han
presentado a lo largo de este apartado. En él se pueden observar todos los detalles
mencionados con anterioridad.

Como base comparativa que muestre el comportamiento de las isotermas empleamos
la grafica del LuPc,+AA (1:10). Podemos apreciar como la correspondiente al LUPc,+AA
(1:10)/Lac para 30 minutos de tiempo de espera esta muy proxima, haciendo indicar
que efectivamente la lacasa no se ha anclado en su mayoria a la estructura de la
monocapa. La diferencia con respecto a esta ultima isoterma y respecto a la de
LuPc,+AA (1:10)/Lac para 60 minutos de espera es notable.
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También podemos ver como la tirosinasa se ancla a la estructura de la monocapa con
mayor facilidad, ya que en la mitad de tiempo que la lacasa se obtiene un area por
molécula mayor.

— AA
50 LuPc2/AA (1:10)
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Fig. 4.9. Comparativa de las isotermas.

4.3. CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA Y
CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE LOS
SENSORES

4.3.1.Introduccion

Las condiciones de trabajo en las cuales se han realizado los experimentos y las
medidas electroquimicas cuyos resultados se exponen en este capitulo, son las

siguientes:

- Latemperatura de trabajo ha sido de aproximadamente 259C.

- Elelectrodo de referencia es un electrodo Ag/AgCl (3M).

- El contraelectrodo es un electrodo de hilo de platino.

- Los electrodos de trabajo son los electrodos modificados, objeto del proyecto,
obtenidos a partir de la técnica de Langmuir-Blodgett.
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- El electrolito soporte es una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7.

- Las disoluciones de los antioxidantes de estudio se realizan también en buffer
fosfato 0,01M, pH=7.

- Los barridos de potencial se realizan desde -0,5 V hasta +0,7 V.

- Lavelocidad de barrido de potencial es de 100 mV/s para los ensayos de
concentraciones y es variable para el ensayo de cinética, en el cual se realizan
ciclos desde 25 mV/s hasta 200 mV/s.

4.3.2.Comparativa del comportamiento electroquimico de los
biosensores nanoestructurados

4.3.2.1. Introduccion

A continuacidn se van a presentar una serie de resultados que muestran el
comportamiento de los distintos electrodos modificados que se han construido. Para
ello se ha realizado una voltametria ciclica realizando barridos de potencial entre -0,5V
y 0,7V, con una velocidad de 100 mV/s y realizando 5 ciclos.

De esos 5 ciclos se han tomado para las representaciones graficas los valores del
quinto y ultimo ciclo por ser los valores mas estables y representativos.

Se ha probado cada electrodo empleando como electrolito soporte una disolucién
buffer de fosfato 0,01M, pH=7.

4.3.2.2. Electrodo de bisftalocianina de lutecio

El electrodo con el que se ha realizado esta experiencia es un electrodo modificado de
cristal de ITO sobre el cual se han depositado 11 capas de bisftalocianina de lutecio
(LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10.

En la figura 4.10. se pueden apreciar dos picos que corresponden a los procesos de
oxidacion y reduccion que tienen lugar en la bisftalocianina de lutecio.

[Pc™?Lu*3Pc™2]” & [Pc™?Lu*3Pc -"]° & [PcLu*3Pc 7]t

El segundo pico no aparece completo ya que el barrido de potenciales se lleva hasta
0,7 V y este pico alcanza su maximo a potenciales superiores. Dicho pico corresponde
con la oxidacién del anillo Lu(ll1)Pcy/Lu(lll)Pc,” de la molécula de ftalocianina [75, 76].
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Fig 4.10. Respuesta voltamétrica de un electrodo de cristal de ITO sobre el cual se ha
depositado LuPc,+AA (1:10), en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7 (PBS).

El primer pico si aparece completo se corresponde con la reduccién de un electrén del
anillo Lu(lll)Pcy/Lu(lll)Pc,” de la molécula de ftalocianina [75, 76]. Este pico aparece a
un potencial de -0,091V y su pico catddico asociado aparece a un potencial de -0,318V,
lo cual hace una diferencia entre ambos de 0,227V. Segln esto se puede concluir que
existe un comportamiento irreversible ya que las diferencias entre las ondas catddicay
anddica es muy grande. Un proceso reversible, con el nimero de electrones que se ven
involucrados en la reaccién redox igual a la unidad, la diferencia tedrica de potencial
gue se podria esperar es de 0,059V a 252C.

A pesar de que no esta completo el pico Il, si que se puede observar que no existe un
ratio unitario entre los valores de la magnitud de la intensidad de corriente de dicho
pico anddico y su pico catddico asociado. Esto no hace mas que corroborar la
irreversibilidad del proceso.

Aunque los potenciales a los cuales tienen lugar los picos no son iguales debido a que
se emplea un electrolito soporte distinto, el comportamiento se ajusta a lo observado
en resultados publicados previamente [73, 77, 78].
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4.3.2.3. Electrodo de enzima tirosinasa

Este electrodo se ha construido a partir de la deposicidn sobre cristal de ITO mediante
la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de lutecio (LuPc2) y
acido araquidico (AA) en proporcion (1:10) y 9 capas de tirosinasa (Tyr).

[—— Tirosinasa
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®
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E/V vs Ag/AgCl

Fig 4.11. Respuesta voltamétrica de un electrodo de cristal de ITO sobre el cual se ha
depositado LuPc2+AA(1:10)/Tyr, en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7 (PBS).

Como se puede apreciar en la figura 4.11. la respuesta obtenida presenta la misma
forma que para el electrodo sobre el que se ha depositado exclusivamente
bisftalocianina de lutecio.

Si nos fijamos en la escala de las intensidades de corriente podemos apreciar como las
magnitudes de los picos son mayores en el caso del electrodo del enzima respecto del
de bisftalocianina de lutecio. Ademas los picos aparecen ligeramente desplazados en
sus potenciales hacia la derecha, hacia potenciales mas positivos.

Este hecho se apreciard con mayor detalle en la figura 4.13. de comparativa de
electrodos
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4.3.2.4. Electrodo de enzima lacasa

Este electrodo se ha construido a partir de la deposicidn sobre cristal de ITO mediante
la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de lutecio (LuPc2) y
acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y 9 capas del enzima lacasa (Lac)
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E/V vs Ag/AgClI

Fig 4.12. Respuesta voltamétrica de un electrodo de cristal de ITO sobre el cual se ha
depositado LuPc2+AA(1:10)/Lac, en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7
(PBS).

Al igual que para los dos voltamogramas anteriores la respuesta muestra los dos picos
anodicos asociados a los procesos redox siendo el primero el correspondiente a la
reduccion y el segundo, que aparece cortado, a la oxidacién de la ftalocianina.
También se pueden observar los picos catddicos asociados a estos, aunque el pico
catddico asociado al segundo pico, al pico de oxidacién, apenas se distingue como un
pequefio abultamientoa 0,55 V.

Todo esto coincide con lo observado para los dos electrodos modificados anteriores.
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4.3.2.5. Comparativa entre electrodos

En la figura 4.13. se representa una comparativa de las tres graficas expuestas
anteriormente, referidas a las voltametrias ciclicas correspondientes a los tres tipos de
electrodos modificados empleados a lo largo del presente proyecto.

—— Lutecio
. —— Tirosinasa
20 - —— Lacasa

15 -
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Intensidad (uA)

-10 4
-15 4

-20

. . — —_— . .
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs Ag/AgCI

Fig 4.13. Comparativa de las respuestas voltamétricas de los electrodos de
LuPcz+AA(1:10), LuPcz+AA(1:10)/Tyry LuPcz+AA(1:10)/Lac, en una disolucién
buffer de fosfato 0,01M, pH=7 (PBS).

Como se puede apreciar, los electrodos sobre los que se ha depositado enzima poseen
una mayor corriente de fondo que el electrodo que Unicamente tiene depositada
bisftalocianina de lutecio. A pesar de que existe un incremento en la corriente de

fondo, los picos de intensidad son mucho mas notables para estos electrodos de
enzima.

Cabe resefiar ademas que dentro de las enzimas tanto la corriente de fondo como los
picos son mas notables en el caso de la tirosinasa que en el de la lacasa.

También se puede observar que existe un ligero desplazamiento de potenciales de los
electrodos de enzima con respecto al de bisftalocianina de lutecio, este
desplazamiento de potenciales se hace patente especialmente en el pico catddico.

En el caso del electrodo de LuPc,+AA(1:10) el potencial del maximo de intensidad de
corriente del pico catédico asociado al proceso de reduccién es de -0,318 V. El del
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electrodo de LuPc,+AA(1:10)/Tyr es de -0,244 V y el del electrodo de
LuPc,+AA(1:10)/Lac es de -0,268 V.

Segun estos valores efectivamente los picos de los electrodos enzimaticos estan
desplazados hacia potenciales mas positivos, siendo esto especialmente notable en el
electrodo de tirosinasa.
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E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.14. Detalle del pico catddico asociado al pico de reduccion del voltamograma
comparativo.

En la figura 4.14. se puede apreciar con mayor detalle, sefalado dentro del circulo,
este desplazamiento de potenciales mencionado anteriormente.

4.3.3.Respuesta de los biosensores nanoestructurados frente a
antioxidantes

4.3.3.1. Introduccion

En este apartado se describiran los resultados obtenidos para los analisis de
antioxidantes realizados con los distintos electrodos modificados constituidos en el
presente proyecto, entre los que se encuentran los sensores electroquimicos de
bisftalocianina de lutecio y acido araquidico, y los biosensores enzimaticos.

Este apartado se divide en dos estudios: estudio de concentraciones y estudio cinético.
En el estudio de concentraciones se analiza la respuesta de los sensores frente a
distintas concentraciones de antioxidante. Mientras que en el estudio cinético se
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analiza la respuesta de los sensores frente a distintas velocidades de barrido de
potencial para una concentracién dada de antioxidante.

Intercalado entre ambos estudios, después del estudio de concentraciones, se analizan
los limites de deteccion.

4.3.3.2. Estudio de concentraciones

4.3.3.2.1. Introduccion

El objetivo de estas experiencias es el de observar el comportamiento de los
electrodos modificados construidos frente a concentraciones crecientes de los
distintos antioxidantes.

Para ello, se realizan sucesivas adiciones de antioxidante a la celda electroquimica y se
realizan varios ciclos con cada adicion hasta obtener una sefial mds o menos estable.

Se parte de una disolucion madre de antioxidantes de una concentraciéon 103 M.
Teniendo en cuenta ademas que el volumen de la celda electroquimica es de 50 ml de
disolucién buffer de fosfato 0,01 M, se obtiene la siguiente tabla que relaciona los

volumenes afiadidos con la concentracion final de antioxidante presente en la celda:

Volumen total afiadido (pL) Concentracion final (M)
200 4,0-10°
500 1,0-10”
1000 2,0-10”
1500 3,0-10”
2000 4,0-107
2500 5,0-10”
3000 6,0-10”
3500 7,0-10”
4500 9,0-10”
5500 1,1-10"
6500 1,3-10™
7500 1,510

Tabla 4.1. Relacion de concentraciones de antioxidante en la celda en relacion al
volumen de antioxidante 10°M afadido.

Las graficas que presentan a continuacion estan realizadas a partir de los datos
obtenidos del ultimo ciclo de cada adicidn, ya que se considera que los datos del
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ultimo ciclo son los mas representativos por estar la sefial del electrodo ya
estabilizada.

4.3.3.2.2. Monofenoles
A) Acido vanilico

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio (LuPc,)

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicion mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcidn 1:10 sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.15. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion de
dcido vanilico 10-3M en buffer fosfato.disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7.
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Se pueden observar con claridad dos picos de intensidad que corresponden a los
procesos redox de la ftalocianina. No se puede apreciar el pico que corresponde a la
oxidacion electroquimica del dcido vanilico ya que esta tiene lugar a potenciales
mayores que para otros fenoles y por lo tanto se sale del rango de potenciales de
estudio.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicion mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO. Los resultados obtenidos al realizar la
voltametria ciclica se muestran en la figura 4.16.
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Fig. 4.16. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion
de dcido vanilico 10-3M en buffer fosfato.
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En la figura 4.16. se pueden observar hasta cinco picos de intensidad y habria, de
tratarse de un proceso reversible, un sexto pico que tedricamente estaria situado
donde abultamiento que se produce en la parte catddica de la curva a un potencial de
0,55V, el cual como se puede observar no existe (pico IV en la figura 4.17.). De tratarse
de un proceso reversible ese pico corresponderia al pico catédico asociado al anddico
que se corta a un potencial 0,7V (pico Il figura 4.17.).

PBS pico Il

Intensidad (UA)

-30 _ pico Vi

ol,o o|,2 0,4 0,6 0,8
EN vs Ag/AgQC

T
-0.2

Fig. 4.17. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido vanilico, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10)/Tyr.

Antes de nada conviene senalar los picos de interés para nuestro estudio, para ello en
primer lugar hay que identificar los procesos a los que se asocia cada uno de ellos.

Los picos | y VI, y el pico lll son los pares de picos asociados a los procesos de
reduccidn y oxidacion, respectivamente, de los anillos Lu(lll)Pcy/Lu(lll)Pc;” y
Lu(Il)Pcy/Lu(lll)Pc,” de la molécula de ftalocianina [75].

Sin embargo, como se puede apreciar, el pico Ill aumenta su intensidad a medida que
aumenta la concentracién anadida de acido vanilico, lo cual indica que en ese pico se
solapan los procesos de oxidacién del anillo Lu(l11)Pc,/Lu(ll1)Pc;" de la molécula de
ftalocianina y del acido vanilico.

Luego se pueden observar en la figura 4.17. dos picos, los picos Il y V, que no estan
asociados a los procesos redox propios de la ftalocianina y que corresponden a

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez m




CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

procesos enzimaticos que resultan de la interaccidn con la enzima. El pico Il es un pico
enzimatico anddico y el pico V es un pico enzimatico catédico.

Con lo cual, tendremos 3 picos de interés para nuestro estudio, estos picos de interés
son los asociados a los procesos redox del antioxidante, en este caso del dcido vanilico.
Dichos picos son los picos I, Il y V.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

40 4 |[—pBS
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E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.18. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Lac en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas
adiciones de disoluciéon de dcido vanilico 10-3M en buffer fosfato.
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El voltamograma presenta la misma forma que el obtenido para la tirosinasa. Pudiendo
distinguir los picos enzimaticos Il y IV con mayor claridad.
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Fig. 4.19. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido vanilico, empleando un
electrodo de LuPc2+AA(1:10)/Lac.

= Comparativa entre los distintos electrodos

En la figura 4.20. se aprecian las diferencias mencionadas anteriormente con mayor
claridad. Se puede observar como las diferencias en la sefial de fondo son notables
entre los electrodos con enzima y el electrodo sin enzima, siendo en los primeros
mucho mayor obteniendo un ciclo mucho mas ancho.
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Fig. 4.20. Comparativa de los resultados obtenidos al realizar voltametrias ciclicas
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con electrodos de: LuPcz+AA(1:10), LuPcz+AA(1:10)/Tyry LuPc2+AA(1:10)/Lac,

frente a dcido vanilico de concentraciones: (A) 1x10-°M, (B) 4,0x10-°M, (C) 7,0x10-°M

y (D) 1,3x10M.

Las sefiales que proporcionan los electrodos de tirosinasa y de lacasa son bastante
similares. Las diferencias que se pueden apreciar es que en el caso de la tirosinasa la

sefal es ligeramente mayor que para la lacasa, pero también se puede observar como

los picos enzimaticos estan mas atenuados que en la lacasa.
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4.3.3.2.3. Difenoles

B) Acido Cafeico

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicion mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.21. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc;+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion de
dcido cafeico 10-3M en buffer fosfato.

En la figura 4.21. se pueden observar varios picos de intensidad. A un potencial de -
0,16 V se encuentra, aunque se aprecie débilmente, el pico asociado a la reduccion del
anillo de ftalocianina (pico I, figura 4.22.). Su pico complementario (pico VI, figura
4.22.) también se aprecia muy débilmente.
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A +0,45V se puede observar el pico que corresponde a la oxidacion electroquimica del
acido cafeico (pico Il, figura 4.22.) [79]. El pico complementario se observa a +0,12V
(pico V, figura 4.22.).
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Fig. 4.22. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido cafeico, empleando un
electrodo de LuPc2+AA(1:10).

Por ultimo podemos destacar también la presencia de el pico cortado que corresponde
a la oxidacion del anillo de ftalocianina a un potencial de +0,7V (pico Ill, figura 4.22.) y
su pico complementario, apenas notable en pequefio abultamiento que se produce a
+0,6V (pico IV).

Como se puede observar en estas imagenes, cuanto mas antioxidante se afiade, mayor
intensidad se obtiene para todos los picos. Siendo especialmente notable, obviamente,
en aquellos relacionados con los procesos redox del acido cafeico (picos Il y V). Se pasa
de unaintensidad de corriente de aproximadamente 10 YA para concentraciones bajas
(200 pL afiadidos, 4,0-10°M) hasta una intensidad de 80 pA para concentraciones mas
altas (7500 pL afiadidos, 1,5-:10™M).

= Electrodo modificado de tirosinasa
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El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

——PBS
90 ——200

80 _ ——500

Intensidad (uA)

, —
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.23. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion
de dcido cafeico 10-3M en buffer fosfato.

En la figura 4.23. ademas de apreciar los mismos picos que observabamos para el
electrodo de LuPc,+AA (1:10), se puede observar que el pico VI (figura 4.24.) aparece
mucho mas marcado que en el caso de dicho electrodo.

Todo hace indicar que este pico catédico (pico VI, figura 4.24.) situado a un potencial
de -0,25V es el pico complementario, del pico |, figura 4.24., que es el pico asociado a
la reduccion del anillo Lu(lll)Pcy/Lu(lll)Pc,” de molécula de ftalocianina.

El pico V, figura 4.24., se obtiene debido a la reduccién de la o-quinona a acido cafeico.
Esto corresponde en un proceso segun el cual se produce una oxidacidn enzimatica de
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dos electrones del acido cafeico que da lugar a la quinona la cual es reducida de nuevo
para dar acido cafeico a un potencial aplicado bajo [71, 80].

pico ll

—BS
90 ] —— 200
— 500

— 1000

<1 picolll

Intensidad (uA)

<::| pico V

T T T T T T T 1
0,0 02 04 06 0,8

EN vs Ag/AgCl

]
06 04 02

Fig. 4.24. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido cafeico, empleando un
electrodo de LuPc;+AA(1:10)/Tyr.

Otro pico de interés, es el pico Il, figura 4.24., que corresponde al proceso de oxidacién
electroquimica del acido cafeico. Dicho pico se produce a un potencial de +0,45V.

Si se compara con la figura 4.23 se puede observar como la magnitud de los picos de
intensidad de corriente de los sensores en los cuales se ha depositado enzima es
mayor que en los electrodos en los que tan solo se ha depositado LuPc,+AA(1:10).

También el hecho de que haya depositado junto con la enzima LuPc,, hace que la
intensidad de los picos enzimaticos y de los picos de los procesos electroquimicos sean
mas pronunciados, es decir, tengan una mayor intensidad. Esto es debido a que el
LuPc;, actia como un mediador electrénico. Ademas el LuPc2 tiene un efecto
electrocatalitico, es decir, desplaza la posicidn de los picos electroquimicos hacia
valores de potenciales menores.
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El acoplamiento de la oxidacién del acido cafeico facilitiada por el LuPc, y de la
reduccion de la o-quinona da lugar a un ciclo de reaccion el cual resulta en una
amplificacién de la sefial de respuesta en forma de mayor intensidad de corriente en
los picos. Esto aparece representado en la figura 4.25.

H
OH

Tyrosinase Ox LuPc,

Enzymatic ) 2e ) .
peak 2e +0, 1e 1e

o Tyrosinase Red LuPc,

Amplification of the

enzymatic signal
R \ :
- |[Electrochemical

2e
/ peak
0

Working electrode

R

Fig 4.25. Esquema de las reacciones que tienen lugar en el electrodo de trabajo.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporciéon 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.
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Intensidad (uA)
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Fig. 4.26. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc;+AA(1:10)/Lac
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucién
de dcido cafeico 10-3M en buffer fosfato.

La respuesta voltamétrica obtenida para el electrodo del enzima lacasa es totalmente
diferente del obtenido en los dos casos anteriores. Se puede observar como el efecto
electrocatalico del LuPc, es menor para esta enzima y este antioxidante en particular,
ya que los picos de intensidad, asociados tanto a procesos enzimaticos como a
procesos electroquimicos, aparecen desplazados hacia potenciales mayores.
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Fig. 4.27. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido cafeico, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10)/Lac.

El pico I, figura 4.27., corresponde a la reduccion del anillo Lu(lll)Pcy/Lu(lll)Pc,” de
molécula de ftalocianina, siendo el pico IV su pico complementario.

El pico Il, que aparece incompleto aunque si se pueden observar los maximos,
corresponde al proceso de oxidacidn electroquimica del acido cafeico y aparece a un
potencial de +0,65V, lo cual supone un desplazamiento hacia potenciales mayores
considerable frente a los +0,45V obtenidos para la tirosinasa.

El pico de intensidad de corriente que corresponde al proceso de reduccion de la o-
guinona a acido cafeico es el pico lll.
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= Comparativa entre los distintos electrodos

En la figura 4.28. se pueden observar con mayor detalle las diferencias existentes entre
los tres tipos de electrodos modificados.
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Fig. 4.28. Comparativa de los resultados obtenidos al realizar voltametrias ciclicas
con electrodos de: LuPcz+AA(1:10), LuPcz+AA(1:10)/Tyr y LuPcz+AA(1:10)/Lac,
frente a dcido cafeico de concentraciones: (A) 1x10-°M, (B) 4,0x10-°M, (C) 7,0x10-°M y
(D) 1,1x104M.

La intensidad de los picos es notablemente mayor para los electrodos de enzima
respecto del que no tiene depositada enzima.
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Al igual que ocurria con el acido vanilico, se puede observar como las diferencias en la
sefial de fondo son notables entre los electrodos con enzima y el electrodo sin enzima,
siendo en los primeros mucho mayor obteniendo un ciclo mucho mas ancho. Ademas,
esta sefial de fondo es mayor en el caso de la tirosinasa que en el de la lacasa.

Una circunstancia que conviene resefiar, es que los potenciales de los picos de
intensidad son aproximadamente coincidentes para el electrodo de tirosinasa y para el
electrodo sin enzima. Sin embargo, picos de intensidad obtenidos para el electrodo de
lacasa estan desplazados hacia potenciales mayores.

C) Catecol

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcidn 1:10 sobre un cristal de ITO.

— PBS
——200
804 |— 500
——1000
—— 1500
604 |—— 2000
—— 2500
—— 3000
404 | —— 3500
. ——— 4500
< .
S x- 5500
E —— 7500
& 0 4
[
Q
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' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0,6 0,4 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.29. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion de
catecol 10-3M en buffer fosfato.
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Se pueden observar tres picos definidos, los picos |y Il (figura 4.30.) corresponden a
los procesos redox de la ftalocianina. Mientras que el pico Il corresponde al proceso de
oxidacion electroquimica del catecol y tiene lugar a un potencial de +0,55V.

pico ll

— 200
80— |[——4500
— 1000

Intensidad (uA)

' T T 1 T 1 1 1
06 04 02 0,0 0,2 0.4 08 0.8

EN vs Ag/AgCl

Fig. 4.30. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos

redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido cafeico, empleando un
electrodo de LuPc2+AA(1:10).

Al igual que para el otro difenol estudiado, el acido cafeico, el incremento de la
intensidad en los picos | y Il conforme aumenta la concentracidn de antioxidante es
muy notable. Mucho mas notable que el que se produce en el acido vanilico.

Para el catecol también se realizd una experiencia adicional tomando un rango de
potenciales que va desde -0,5 V hasta +0,5 V en lugar de llegar hasta +0,7 V.
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Fig. 4.31. Respuesta voltamétrica para un barrido entre -0,5Vy +0,5V.

La figura 4.31. sirve para ilustrar la influencia que tienen los limites del potencial
empleados en el barrido sobre la respuesta voltamétrica obtenida. En primer lugar, la
primera diferencia que se observa entre los voltamogramas 4.30. y 4.31. es que en
este Ultimo el pico anddico de intensidad de corriente electroquimico, pico Il, no
aparece y se solapa con la oxidacioén de la ftalocianina. Las magnitudes de las
intensidades de corriente obtenidas para ese pico son similares a las obtenidas en el
grafico 4.30. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el pico Il del grafico 4.31.
estdn solapados dos procesos electroquimicos. Esto se demuestra cuando al observar
el pico lll, pico catddico enzimatico, vemos que en el grafico 4.30. la intensidad alcanza
magnitudes de hasta -50 YyA, mientras que en la figura 4.31. apenas llega hasta -25 pA.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
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lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

1004 [—— 1000

Intensidad (uA)

-80 T T T T T T T T T T T T T 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.32. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc,+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucién
de catecol 10-3M en buffer fosfato.

De nuevo trabajamos con un sensor de fenoles enzimatico, en el cual se combina la
tirosinasa (enzima) con un transductor electroquimico que permite detectar las
guinonas electroactivas que se producen en la reaccidon enzimatica. Estas quinonas se
reducen a potenciales bajos de tal forma que el sustrato se regenera, desde un punto
de vista electroquimico, dando lugar a una amplificacién de la sefial considerable [81].

Efectivamente, vemos como las intensidades de los picos se han incrementado
considerablemente con respecto al sensor sin enzima. Con lo cual podemos concluir
gue para el catecol la deposicién de la enzima da lugar a una mejora de la sensibilidad.
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Hay que destacar la funcién de la bisftalocianina de lutecio como mediador redox,

llevando a cabo la reaccién de reduccidn de la o-quinona, lo cual permite que la o-

quinona sea mas facilmente convertible a catecol, contribuyendo a la amplificacion de

la sefial enzimatica/electroquimica. Con esto se logra evitar que la reduccién de las

guinonas sea incompleta debido a su alta inestabilidad en agua y a que sus radicales

intermedios formados en las reacciones tanto electroquimicas, como enzimaticas,

pueden polimerizar con facilidad a compuestos poliaromaticos. Estos compuestos

poliaromaticos pueden inactivar la enzima y ensuciar la superficie del electrodo [82].

OH

f OH

solucidn de catecol

Iy
OH 0

OH .
112 O,

capas de enzima

ELECTRODO DE TRABAIO

N\

capas de LuPc2/AA

Fig 4.33. Principio de las reacciones acopladas enzimdtica y electroquimica que

tienen lugar en la deteccion del catecol.
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Fig. 4.34. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el catecol, empleando un
electrodo de LuPc;+AA(1:10)/Tyr.

En la figura 4.34. podemos observar el pico de intensidad enzimatico catddico, pico I,
a un potencial de +0,5V, y el pico electroquimico anédico, pico Il, a un potencial de
+0,6V. El pico electroquimico esta desplazado hacia potenciales mayores con respecto
a lo obtenido en el electrodo sin enzima.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez m



CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

—PBS
——200
1004 |~ 500
—— 1000
1500
809  |—— 2000
{1 |——2500
60 — 3000
3500
N ——— 4500
< 409 | —5500
2
T 204
S
n
&  0-
<
-20 -
40 -
_60 -
' I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1
0,6 0,4 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.35. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Lac en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas
adiciones de disolucion de catecol 10-3M en buffer fosfato.

Al igual que ocurria en el voltamograma obtenido para el electrodo de tirosinasa,
podemos distinguir dos picos relacionados con los procesos que sufre el antioxidante,
el catecol. El pico Il (figura 4.35.) asociado a la oxidacidn electroquimica del catecol que
se produce a +0,55V y el pico lll (figura 4.35.), pico catddico, asociado al proceso
enzimatico de reduccién de la quinona.
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Fig. 4.36. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el catecol, empleando un
electrodo de LuPc;+AA(1:10)/Lac.

El pico Il no estd tan desplazado hacia potenciales mayores (+0,55V) como en el caso

de la tirosinasa (+0,6V) coincidiendo aproximadamente con el potencial de los picos

obtenidos para el electrodo sin enzima. Sin embargo, una diferencia notable que se

puede apreciar entre los electrodos con y sin enzima es que a medida que aumenta la

concentracion te antioxidante los picos sufren desplazamientos notables en cuanto a

su potencial, cosa que no ocurre con los electrodos sin enzima.
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= Comparativa entre los distintos electrodos
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En la figura 4.37. se pueden observar con mayor detalle las diferencias existentes entre

los tres tipos de electrodos modificados.

E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.37. Comparativa de los resultados obtenidos al realizar voltametrias ciclicas
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con electrodos de: LuPcz+AA(1:10), LuPcz+AA(1:10)/Tyry LuPc2+AA(1:10)/Lac,
frente a catecol de concentraciones: (A) 1x10-°M, (B) 4,0x10-°M, (C) 7,0x10°M y (D)

1,3x104M.
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A diferencia de lo que ocurria con el acido vanilico y con el acido cafeico, las
diferencias entre las sefales de fondo del electrodo sin enzima y las de los electrodos
con enzima, aunque existentes, no son ni de lejos tan amplias. De hecho, a medida que
se incrementa la concentracidn las seiales de fondo tienden a igualarse existiendo
Unicamente diferencias en la magnitud de los picos de intensidad que corresponden a
los procesos redox.

La intensidad de los picos es notablemente mayor para los electrodos de enzima
respecto del que no tiene depositada enzima.

Los potenciales a los que se producen los picos de intensidad son bastante
coincidentes para los tres tipos de sensor. La Unica diferencia que podria destacarse en
este aspecto tiene que ver con el pico anddico de oxidacion electroquimica del catecol
gue se produce a entre +0,55V y +0,6V. Dicho pico aparece inicialmente desplazado
hacia potenciales menores para las concentraciones mas bajas en el caso de la lacasa
con respecto a los otros dos electrodos. A medida que se incrementa la concentraciéon
se desplaza hacia potenciales mayores alcanzando un punto intermedio entre el
electrodo sin enzima y el electrodo de tirosinasa a una concentracién de 1,8x10™M.

D) Hidroquinona

La hidroquinona es otro difenol y presenta una férmula molecular igual a la del catecol,
con la Unica diferencia entre ambos de que el catecol es un orto-difenol y la
hidroquinona es un para-difenol. Con lo cual, cabria esperarse que se obtuvieran
resultados muy similares.

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcion 1:10 sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.38. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc2+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion de
hidroquinona 10-3M en buffer fosfato.

Efectivamente, tal y como cabria esperar, los resultados obtenidos son muy similares a
los registrados para el catecol. La diferencia principal que puede apreciarse es que el
pico correspondiente a la oxidacion electroquimica del difenol (pico I, figura 4.39) esta
desplazado hacia potenciales mayores con respecto a lo obtenido en el catecol para
este electrodo.

Se observa una clara correlacién entre la magnitud de los picos y la concentracién de
antioxidante.
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Fig. 4.39. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para la hidroquinona, empleando un
electrodo de LuPc2+AA(1:10).

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.40. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion
de hidroquinona 10-3M en buffer fosfato.

Los picos estan desplazados hacia potenciales menores con respecto al electrodo de
lutecio, de tal forma que se puede deducir que para la hidroquinona la tirosinasa tiene
un efecto electrocatalitico. Un comportamiento que no se ha observado en el caso del
catecol.

El desplazamiento es especialmente notable en el pico Il (figura 4.41.) donde se pasa
de un potencial de +60 mV en el electrodo de lutecio a un potencial de -100 mV en el
electrodo de tirosinasa.

También la intensidad del pico Il es mayor en el electrodo de lutecio que para este
electrodo enzimatico de tirosinasa. Algo que podra observarse con mayor facilidad en
la comparativa.

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez m




CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]
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Fig. 4.41. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para la hidroquinona, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10)/Tyr.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicién mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.42. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc;+AA(1:10)/Lac
en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucién
de hidroquinona 10-3M en buffer fosfato.

De nuevo se hace patente la existencia de un desplazamiento del potencial hacia
potenciales menores de los picos de intensidad obtenidos para este electrodo respecto
de los obtenidos para el electrodo de lutecio.

La magnitud del pico Il (figura 4.43) es mayor que en la tirosinasa, siendo superior a la
del lutecio a concentraciones bajas y medias y siendo inferior a las mas altas, dentro
del rango de estudio.
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Fig. 4.43. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para la hidroquinona, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10)/Lac.

Intensidad (uA)

= Comparativa entre los distintos electrodos

En la figura 4.44. se pueden apreciar con mayor detalle las diferencias existentes entre
los tres tipos de electrodos modificados.

Podemos ver con claridad el considerable efecto electrocatalitico que ejercen las
enzimas, ya que los voltamogramas correspondientes a estas presentan los picos
claramente desplazados hacia potenciales menores. También se puede ver como la
intensidad del pico anddico situado a entre 0,5 y 0,6 V es mayor para el lutecio que
para la tirosinasa, excepto a concentraciones menores. La magnitud de dicho pico es
mayor también para el electrodo de lutecio en relacion al de lacasa para las
concentraciones mas altas del rango de estudio, es decir, a partir de 1,3x10™.
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Fig. 4.44. Comparativa de los resultados obtenidos al realizar voltametrias ciclicas
con electrodos de: LuPcz+AA(1:10), LuPc2+AA(1:10)/Tyry LuPc;+AA(1:10)/Lac,
frente a hidroquinona de concentraciones: (A) 1x10-°M, (B) 4,0x10-°M, (C) 7,0x10-°M
y (D) 1,3x10-M.

Si bien en el pico catddico situado a entre +0,05 y -0,2V a medida que aumenta la
concentracion la diferencia ente los picos de los distintos electrodos se atenua, se
puede ver como claramente se obtiene una mayor intensidad para este pico en los
electrodos enzimaticos.
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4.3.3.2.4. Trifenoles

E) Pirogalol

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y cido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.45. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion de
pirogalol 10-3M en buffer fosfato.

Podemos ver 3 picos de interés en relacion a los procesos sufridos por el trifenol, en
este caso el pirogalol, dichos picos corresponden a los picos Il, Il y IV de la figura 4.46.
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Se puede apreciar como el pico Il y IV parecen estar asociados a un proceso reversible.
A priori, parece que la situacién que tiene lugar es que el proceso redox en el cual
intervienen 3 electrones se lleva a cabo en dos etapas, una segun la cual se oxidan dos
electrones (pico Il) y otra segun la cual se oxida el tercer electrén (pico lll). Proceso
asociado al pico Il es reversible ya que se revierte en el barrido catédico en el pico IV
siendo ambos de una magnitud relativamente similar, mientras que el pico Ill
representa un proceso irreversible.
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Fig. 4.46. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos

redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el pirogalol, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10).
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= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

100 [—pss
4 |—200
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E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.47. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion
de pirogalol 10-3M en buffer fosfato.

El pirogalol es un trifenol que presenta tres picos asociados a procesos redox del
antioxidante; dos picos enzimaticos y uno electroquimico. Aunque también puede
obtenerse una oxidacién en dos etapas.

Para los electrodos de tirosinasa, en los trifenoles de acuerdo a la bibliografia se
produce un pico de intensidad muy intenso a un potencial de +0,35V que estd
relacionado con una oxidacion electroquimica de los compuestos [71]. Sin embargo, en
la figura 4.48. se puede observar como dicho pico (pico lll, fig 4.48.) se encuentra a un
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potencial de +0,45V. También, segin el mismo articulo se indica que aparece un pico
enzimatico muy poco intenso que corresponde a la reduccién de la quinona a un
potencial de -0,05V [71]. De nuevo, se puede observar como dicho pico se encuentra
desplazado a potenciales mayores, concretamente se puede observar dicho pico (pico
IV, fig. 4.48.) a un potencial de -0,02V.

Se puede concluir que a pesar del desplazamiento de potenciales existente con
respecto a la referencia bibliogréfica, los resultados obtenidos estan en conformidad
con los resultados publicados previamente.
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Fig. 4.48. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el pirogalol, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10)/Tyr.

El pico catddico IV, situado a un potencial aproximadamente de -0,02V, apenas se
puede apreciar debido a lo ancho de la corriente de fondo corresponde un proceso de
reduccidon enzimatica.
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Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos para el electrodo de lutecio
es posible que el pico Il no sea un pico enzimatico, sino que esté asociado a una

oxidacion en dos etapas del trifenol siendo en este caso ambas irreversibles.

Por ultimo cabe reseiiar que la intensidad de los picos es mayor que la obtenida para el

electrodo sin enzima.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima

lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.49. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc;+AA(1:10)/Lac
en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucién

de pirogalol 10-3M en buffer fosfato.
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En el electrodo de lacasa el pico de oxidacion electroquimica del pirogalol (pico I,

figura 4.50.) se solapa con el pico asociado a la oxidacidn de la ftalocianina, debido a

que el primero ha sufrido un desplazamiento hacia potenciales mayores.
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Fig. 4.50. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos

redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el pirogalol, empleando un
electrodo de LuPcz+AA(1:10)/Lac.

Al igual que ocurria con el electrodo de tirosinasa el pico IV (figura 4.50.) aparece

débilmente debido a la anchura de la corriente de fondo y a la proximidad del pico

asociado a la ftalocianina (pico V).

También para este electrodo la magnitud de los picos es mayor que para el electrodo
sin enzima.
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= Comparativa entre los distintos electrodos

(A)

(€)

Intensidad (uA)

Intensidad (uA)

En la figura 4.51. se pueden observar con mayor detalle las diferencias existentes entre
los tres tipos de electrodos modificados.
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Fig. 4.51. Comparativa de los resultados obtenidos al realizar voltametrias ciclicas
con electrodos de: LuPc2+AA(1:10), LuPc2+AA(1:10)/Tyr y LuPc2+AA(1:10)/Lac,

frente a pirogalol de concentraciones: (A) 1x10-°M, (B) 4,0x10-M, (C) 7,0x10-°M y (D)
1,3x10-4M.
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De nuevo las diferencias entre las sefiales de fondo son muy notables, especialmente a
concentraciones mas bajas donde los picos de intensidad estdn menos estilizados.

Cabe destacar ademds como en el electrodo sin enzima y el electrodo de tirosinasa
aparece claramente el pico anddico de oxidacion del pirogalol, mientras que en la
lacasa dicho pico se solapa con la oxidacién de la ftalocianina, debido al
desplazamiento hacia potenciales mayores que sufren todos los picos del
voltamograma que corresponde a la lacasa.

F) Acido gélico

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

Intensidad (uA)

]
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.52. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucion de
dcido gadlico 10-3M en buffer fosfato.
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El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.

A diferencia de lo observado para el otro trifenol analizado, el pirogalol, en este caso
no observa con claridad el pico anddico correspondiente a la oxidacidn electroquimica
(pico Ill, figura 4.53). Esto puede deberse a que se ha desplazado hacia potenciales
mayores de tal forma que sale del rango de estudio y se solapa con el pico de la
ftalocianina a +0,7V.

A +0,3V se observa un pico (pico Il, figura 4.53.) que corresponde a una oxidacion en
varias etapas del acido galico. Al ser un trifenol, pueden oxidarse tres electrones, de tal
forma que se oxidan dos electrones y posteriormente se oxida el tercero. Sin embargo,
a diferencia del pirogalol no podemos observar reversibilidad en el proceso.
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Fig. 4.53. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido gdlico, empleando un
electrodo de LuPc2+AA(1:10).

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.54. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucién
de dcido gdlico 10-3M en buffer fosfato.
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Para el electrodo de tirosinasa podemos apreciar una pico muy pequeiio (pico IV,
figura 4.55.), en la practica mas que de un pico se trata de una protuberancia, que
puede corresponderse con el pico asociado al pico Il de la oxidacién de dos de los
electrones del acido gélico. Esto hace indicar cierto grado de reversibilidad en el
proceso.

pico lll

1[]{]_ — 200

90 S — 500

Intensidad (uA)

30 .- picoV pico IV

| | : | : | : |
0.0 0.2 04 06 0.8

EN vs Ag/AgC

|
-06 0.4 0.2

Fig. 4.55. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido galico, empleando un
electrodo de LuPc;+AA(1:10)/Tyr.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
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lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.
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Fig. 4.56. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc;+AA(1:10)/Lac
en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con distintas adiciones de disolucién
de dcido gdlico 10-3M en buffer fosfato.

La situacion observada para la lacasa es mas similar a la del lutecio que a la del
electrodo de tirosinasa, ya que el pico catddico asociado al pico Il es inapreciable.
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Fig. 4.57. Detalle de los picos de intensidad de corriente asociados a los procesos
redox que tienen lugar en la voltametria ciclica para el dcido galico, empleando un
electrodo de LuPc;+AA(1:10)/Lac.

= Comparativa entre los distintos electrodos

En la figura 4.58. se pueden observar con mayor detalle las diferencias existentes entre
los tres tipos de electrodos modificados.
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Fig. 4.58. Comparativa de los resultados obtenidos al realizar voltametrias ciclicas
con electrodos de: LuPcz+AA(1:10), LuPcz+AA(1:10)/Tyry LuPc2+AA(1:10)/Lac,
frente a dcido gdlico de concentraciones: (A) 1x10-°M, (B) 4,0x10-°M, (C) 7,0x10-°M y

(D) 1,3x10*M.

Para el acido galico de nuevo se aprecian diferencias notables entre las corrientes de

fondo existentes para los electrodos de enzimas y el electrodo sin enzima, siendo en
los electrodos enzimaticos mucho mayor. Estas diferencias en las corrientes de fondo
se atenulan en cierto modo a medida de aumenta la concentracién ya que al

incrementarse la concentracién aumentan los picos, especialmente el situado a un

potencial de +0,7V, “estirando” el voltamograma.
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En el caso del gdlico se puede observar como los potenciales a los que tienen lugar los
picos de intensidad son practicamente coincidentes para los tres tipos de sensores. La
Unica diferencia es la existencia de un pico catédico muy pequeiio existente en el
sensor de tirosinasa, que no aparece en el resto de los electrodos.

La respuesta de los electrodos para el dcido galico es menos caracteristica que la
obtenida para el pirogalol, en el cual se distinguian todos los picos enzimaticos y
electroquimicos con mucha claridad. Una de las razones que pueden esgrimirse para
explicar este comportamiento puede encontrarse en el grupo acido (acido carboxilico,
COOH) que presenta el 4cido gélico y que no forma parte del pirogalol. Es posible que
al tratarse de una molécula de mayor tamafio no encaje de la misma forma en el sitio
activo y por ello se obtengan picos menos definidos.

4.3.3.2.5. Comparativa de las respuestas obtenidas para los distintos
antioxidantes

Este apartado sirve para resumir los resultados obtenidos para los distintos
antioxidantes respecto de un mismo sensor.

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

En la comparativa se puede observar facilmente como se obtienen respuestas distintas
para cada antioxidante, lo cual nos permite diferenciarlos con claridad en relacién al
voltamograma obtenido. Estas diferencias se producen tanto en las sefiales de fondo,
como en la posicién de los picos y en la magnitud de dichos picos de intensidad.

También se pueden observar ciertas similitudes entre los difenoles.
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Fig. 4.59. Comparativa de las respuestas obtenidas para un electrodo de
LuPc2+AA(1:10) frente a los distintos antioxidantes utilizados a lo largo del proyecto en
concentracién 9,0-10°M.

= Electrodo modificado de tirosinasa

Al igual que para el lutecio, se obtienen sefiales completamente distintas para cada
antioxidante. Las sefiales de fondo en general son mayores, asi como son mayores las
intensidades de pico. También se observan similitudes entre los voltamogramas de los
difenoles.

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez m



CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]
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Fig. 4.60.Comparativa de las respuestas obtenidas para un electrodo de
LuPc2+AA(1:10)/Tyr frente a los distintos antioxidantes utilizados a lo largo del
proyecto en concentracion 9,0-10°M.

= Electrodo modificado de lacasa

También el electrodo de lacasa proporciona un voltamograma de respuesta distinto
para cada antioxidante, pudiendo observarse al igual que para los otros dos tipos de
sensores, similitudes entre los voltamogramas de los difenoles.
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70 - - —
. Acido Vanilico
60 4 |— Acido Cafeico
1 |—— Catecol
04 |— Hidroquinona
1 Pirogalol
40 T |—— Acido Galico
30 -
S 20-
'8 10
S ]
‘n 0 -
% ]
E 107
-20 4
-30 4
-40 4
-50 4
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCI

Fig. 4.61. Comparativa de las respuestas obtenidas para un electrodo de
LuPc2+AA(1:10)/Lac frente a los distintos antioxidantes utilizados a lo largo del
proyecto en concentracion 9,0-10°M.

Por lo tanto para cada sensor se obtienen sefiales distintas para cada antioxidante y las
respuestas obtenidas por cada sensor respecto de un mismo antioxidante también son
distintas. Esta diversidad de respuestas nos permite caracterizar y diferenciar
antioxidantes de un analito desconocido, pudiendo construir una red de sensores en la
cual se integran con total funcionalidad los biosensores nanoestructurados de enzimas
gue se han desarrollado.
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4.3.3.3. Limites de deteccion

4.3.3.3.1. Introduccion

El limite de detecciéon (LDD) se define como la cantidad o concentracidn minima de
sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico
determinado. Intuitivamente, el LDD seria la concentracién minima obtenida a partir
de la medida de una muestra (que contiene el analito) que seriamos capaces de
discriminar de la concentracién obtenida a partir de la medida de un blanco, es decir,
de una muestra sin analito presente.

Para el calculo del limite de deteccidn en primer lugar se tabulan y representan
graficamente los valores de la intensidad de corriente de cada pico representativo, con
respecto a la concentracion de antioxidante.

Se realiza un ajuste lineal del cual se obtiene la ecuacion de la recta:
y=b-x+a

Por otra parte, se toman los datos de los valores de la intensidad de la corriente para
los potenciales a los que tiene lugar cada pico para el ensayo en blanco, es decir,
habiendo en la celda 50 mL de disolucidn buffer de fosfato 0,01M (PBS) sin que se haya
afadido antioxidante. Teniendo en cuenta, que para el ensayo en blanco se realizan 5
ciclos, se desestima el primer ciclo y se realiza un estudio estadistico descriptivo de los
valores de la intensidad de los cuatro ciclos restantes obtenidos para cada pico. De
este estudio se obtiene el valor de la desviacidn estandar (SD).

El limite de deteccion para cada pico serd igual a:

3-SD
LDD = 5
Para mostrar los datos obtenidos se trabajara pico a pico, es decir, se toma uno de los
picos que se ha seleccionado para su estudio y se analiza el limite de deteccién de
dicho pico para los distintos electrodos con los que se trabaja. Luego se pasa al
siguiente y se realiza lo mismo y asi sucesivamente. Finalmente se presenta un cuadro

resumen.

Los datos de referencia para este estudio se obtienen a partir de las experiencias
realizadas en los ensayos de concentraciones.
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4.3.3.3.2. Monofenoles

A) Acido vanilico

En el 4cido vanilico podemos analizar tres picos en los cuales se aprecian diferencias
notables.

En primer lugar, para mostrar cual ha sido la forma de operar para obtener las distintas
graficas y resultados de los valores del limite de deteccidon se va a detallar el proceso
para el pico situado a 200 mV del acido vanilico medido con el electrodo modificado de
bisftalocianina de lutecio y araquidico.

La tabla 4.2. resume los valores obtenidos de la maxima intensidad para el pico de 200
mV a cada una de las concentraciones de trabajo.

Potencial (mV) 200
Volumen afiadido (ul) | Concentracion (M) Intensidad (uA)
200 4,00E-06 2,34619
500 1,00E-05 2,55127
1000 2,00E-05 2,65442
1500 3,00E-05 2,95288
2000 4,00E-05 3,2251
2500 5,00E-05 3,47046
3000 6,00E-05 3,58948
3500 7,00E-05 3,74878
4500 9,00E-05 3,80859
5500 1,10E-04 3,93982
6500 1,30E-04 4,23035
7500 1,50E-04 4,33594

Tabla 4.2. Valores de intensidad de corriente en funcion de la concentracion de dcido
vanilico para el pico situado a un potencial de +0,2V, electrodo de LuPc,+AA (1:10).

Se hace una representacidn de dicho maximo de intensidad frente a la concentracién
de antioxidante, de donde se recoge el valor de la pendiente.
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Fig. 4.62. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido vanilico
para el pico situado a +0,2V.

Con los datos de esos maximos de intensidad obtenidos para los cuatro ultimos ciclos
del ensayo en blanco se realiza un estudio estadistico de cara a obtener el valor de la
desviacioén estandar.

ne ciclo \ Intensidad (uA) PBS

2 2,13318
3 2,16675
4 2,25647
5 2,28638

Tabla 4.3. Valores de intensidad de corriente para el pico situado a un potencial de
+0,2V a distintos ciclos con el ensayo en blanco.

El estudio estadistico se ha realizado con Microsoft Excel 2010 y aparte de los
mostrados en la tabla 4.4. también proporciona otros parametros que no se han
considerado de interés.
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Media 2,210695

Error tipico 0,03624374
Mediana 2,21161

SD 0,07248749

Varianza de la muestra 0,00525444

Tabla 4.4. Andlisis estadistico de los datos de la tabla 4.3.

Con los valores de la pendiente de la recta y de la desviacion estandar se obtiene el
valor del limite de deteccidn:

3-SD _3-0,07248

— . -5
b~ 13300 =1,63-10""M

LDD =

De forma analoga se trabaja con el resto de picos y el resto de electrodos. Una vez
explicado cual es modo de operar detallado para la obtencion de los limites de
deteccion, se procedera a expresar los resultados de forma resumida. Para ello tan
solo se expondran las graficas que muestran la relacién intensidad frente a
concentracion para cada pico de intensidad y los valores finales de los limites de
deteccidn que se constituyen como los datos de mayor interés.
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1) Pico de intensidad a un potencial de 200 mV
(A) Lutecio
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Fig. 4.63. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido vanilico
del pico situado a 200 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyry (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.
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En la tabla 4.5. se puede observar como el limite de deteccidon mds bajo para este pico
se obtiene con el lutecio seguido muy de cerca por la lacasa. Esto es algo que a priori
no cabria esperar, especialmente debido a que el limite de deteccidn de la tirosinasa es
bastante mayor.

ACIDO VANiILICO
POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uMm) R2
LUTECIO 1,63E-05 16,34 0,9209
200 TIROSINASA 2,10E-04 209,57 0,9619
LACASA 1,72E-05 17,18 0,9747

Tabla 4.5. Limites de deteccion para el pico situado a 200 mV.
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2) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV
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Fig. 4.64. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido vanilico
del pico situado a 700 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyry (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.
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En la tabla 4.6. se aprecia como el limite de deteccidn de la tirosinasa es de nuevo
superior al del lutecio y al de la lacasa, siendo este ultimo el menor con diferencia, del
orden de unidades puM.

ACIDO VANiILICO
POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 6,97E-05 69,70 0,4268
700 TIROSINASA 3,63E-04 362,74 0,9676
LACASA 5,15E-06 5,15 0,9147

Tabla 4.6. Limites de deteccion para el pico situado a 200 mV.
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3) Pico de intensidad a un potencial de 100 mV
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Fig. 4.65. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido vanilico
del pico situado a 100 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyr y (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.

Los resultados de la tabla 4.7. nos indican que los limites de deteccién obtenidos para
los tres sensores entran dentro del mismo orden, siendo ligeramente inferiores en el
caso del lutecio.
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ACIDO VANiILICO

POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 1,20E-05 12,02 0,9208
100 TIROSINASA 1,29E-05 12,89 0,9753
LACASA 1,39E-05 13,91 0,9764

Tabla 4.7. Limites de deteccion para el pico situado a 100 mV.

En relacién a los resultados obtenidos, puede concluirse que el electrodo de lutecio es
el mas sensible de todos, ya que a nivel general presenta los limites de deteccién mas

bajos.

Los electrodos de lacasa también presentan un buen comportamiento en relacién a los
de lutecio, especialmente en el pico situado a 700 mV donde son capaces de detectar

en el orden de uM.

Los menos sensibles a la hora de detectar el acido vanilico son los electrodos de

tirosinasa.
AcCIDO VANiILICO

MOLECULA POTENCIAL (mV) LD (M) LD (uM) R2
200 1,63E-05 16,34 0,9209
LUTECIO 700 6,97E-05 69,70 0,4268
100 1,20E-05 12,02 0,9208
200 1,72E-05 17,18 0,9747
LACASA 698 5,15E-06 5,15 0,9147
110 1,39E-05 13,91 0,9764
200 2,10E-04 209,57 | 0,9619
TIROSINASA 700 3,63E-04 362,74 | 0,9676
100 1,29E-05 12,89 0,9753

Tabla 4.8. Cuadro resumen de los limites de deteccion del dcido vanilico.
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4.3.3.3.3. Difenoles

B) Acido cafeico

Para el acido cafeico se realiza un analisis de los limites de deteccion para dos picos,
los situados a potenciales de: 450 y 100 mV (tomando como referencia el lutecio).

1) Pico de intensidad a un potencial de 450 mV
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Fig. 4.66. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido cafeico del
pico situado a 450 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyry (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.

Se puede observar en la tabla 4.9. que los limites de deteccién mas bajos se obtienen
para el lutecio y la lacasa, siendo el peor de todos, el obtenido para la tirosinasa que se
diferencia de los otros dos en un orden de unidades. Son limites de deteccién muy
bajos, se pueden detectar concentraciones realmente bajas.

ACIDO CAFEICO
POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 6,5384E-07 0,65 0,9966
450 TIROSINASA 2,35E-06 2,35 0,9972
LACASA 5,769E-07 0,58 0,9902

Tabla 4.9. Limites de deteccion para el pico situado a 450 mV.
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(A) Lutecio

2) Pico de intensidad a un potencial de 100 mV
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Fig. 4.67. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido cafeico del
pico situado a 100 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyr y (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.

Para este segundo pico los mejores resultados se obtienen para los electrodos de
enzimas.
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ACIDO CAFEICO

POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 3,3592E-06 3,36 0,9966
100 TIROSINASA 1,50E-06 1,50 0,9964
LACASA 7,74E-07 0,77 0,9809

Tabla 4.10. Limites de deteccion para el pico situado a 100 mV.

Se puede observar en la tabla 4.11. como los limites de deteccidn son en general muy

bajos, especialmente en los electrodos de lacasa. Las diferencias los limites de

deteccidn de los dos picos objeto del estudio no son muy notables excepto para el caso

del lutecio.
ACIDO CAFEICO
MOLECULA POTENCIAL (mV) LD (M) LD (uMm) R2

T 450 6,5384E-07 0,65 0,9966

100 3,3592E-06 3,36 0,9966

e 520 5,769E-07 0,58 0,9902

55 7,74€E-07 0,77 0,9809

A, 500 2,35E-06 2,35 0,9972

60 1,50E-06 1,50 0,9964

Tabla 4.11. Cuadro resumen de los limites de deteccion del dcido cafeico.
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C) Catecol

Para el catecol se analizan de deteccién referidos a dos picos situados uno
aproximadamente a 80 mV y otro a aproximadamente 550 mV (los potenciales varian
segun el electrodo)

1) Pico de intensidad a un potencial de 550 mV
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Fig. 4.68. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de catecol del pico
situado a 550 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA (1:10)/Tyry
(c) LuPcy+AA (1:10)/Lac.
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Los limites de deteccion son muy bajos, aproximadamente se encuentran en el orden
de magnitud obtenido para el mismo pico del otro difenol, el acido cafeico. Cabe
destacar que los limites mds bajos son los obtenidos para los electrodos enzimaticos,
especialmente para el de lacasa.

CATECOL

POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 4,2765E-06 4,28 0,9922
550 TIROSINASA 1,4389E-06 1,44 0,996
LACASA 4,59E-07 0,46 0,9899

Tabla 4.12. Limites de deteccion para el pico situado 550 mV.
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2) Pico de intensidad a un potencial de 70 mV
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Fig. 4.69. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de catecol del pico

situado a 70 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA (1:10)/Tyr y
(c) LuPcy+AA (1:10)/Lac.
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Los limites obtenidos son similares a los obtenidos anteriormente, sin embargo, en
esta ocasion los mejores resultados vienen dados para el electrodo de tirosinasa.

CATECOL
POTENCIAL | MOLECULA LD (M) LD (uM) | R2
LUTECIO 1,3845E-06 1,38 | 0,9937
70 TIROSINASA | 5,1840E-07 0,52 | 0,9964
LACASA 1,43E-06 1,43 | 0,9917

Tabla 4.13. Limites de deteccidon para el pico situado 70 mV.

En la tabla 4.14. se puede observar como todos los limites de deteccién estan en el
orden de entre 10°y 10, resultados muy similares a los obtenidos para el otro difenol.

CATECOL
MOLECULA | POTENCIAL (mV) LD (M) LD (uM) | R2

LUTECIO 530 4,2765E-06 | 4,28 |0,9922
80 1,3845E-06 | 1,38 | 0,9937

LACASA 550 4,59E-07 0,46 | 0,9899
65 1,43E-06 1,43 | 0,9917

TIROSINASA 600 1,4389E-06 | 1,44 | 0,996
60 5,1840E-07 | 0,52 | 0,9974

Tabla 4.14. Cuadro resumen de los limites de deteccion del catecol.
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D) Hidroquinona

En la hidroquinona se analizan también dos picos, al igual que para los otros dos
difenoles. Dichos picos estdn situados a +600 mV y a +60 mv (respecto del lutecio).

1) Pico de intensidad a un potencial de 600 mV
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Fig. 4.70. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de hidroquinona
del pico situado a 600 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA

(1:10)/Tyr y (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.
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Se puede ver que los limites de deteccidn son bajos, especialmente el obtenido para la
lacasa, seguido del lutecio, siendo el de tirosinasa el que proporciona una menor

sensibilidad.
HIDROQUINONA
POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 7,4597E-07 0,75 0,9882
600 TIROSINASA 1,8739E-06 1,87 0,9955
LACASA 5,7147E-07 0,57 0,9764

Tabla 4.15. Limites de deteccidon para el pico situado a 600 mV
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2) Pico de intensidad a un potencial de 60 mV

(A) Lutecio
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Fig. 4.71. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de hidroquinona
del pico situado a 60 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyry (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.

En este pico los limites de deteccidon son mayores que antes para los tres electrodos.
De nuevo el electrodo de lacasa ofrece los mejores resultados, coincidiendo

practicamente con los del lutecio y siendo de nuevo los de tirosinasa los valores mas
altos.
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HIDROQUINONA

POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 1,4065E-06 1,41 0,9892
60 TIROSINASA 2,8063E-06 2,81 0,9948
LACASA 1,3982E-06 1,40 0,9718

Tabla 4.16. Limites de deteccion para el pico situado a 600 mV

En el cuadro resumen se observa como ambos picos estan desplazados hacia
potenciales menores, con respecto al electrodo de lutecio. También podemos apreciar
como los limites de deteccion se encuentran en el mismo orden de magnitud que los
obtenidos para los otros dos difenoles.

HIDROQUINONA
MOLECULA POTENCIAL (mV) LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 600 7,4597E-07 0,75 0,9882
60 1,4065E-06 1,41 0,9892
LACASA 550 5,7147E-07 0,57 0,9764
-90 1,3982E-06 1,40 0,9718
550 1,8739E-06 1,87 0,9955
TIROSINASA

-100 2,8063E-06 2,81 0,9948

Tabla 4.17. Cuadro resumen de los limites de deteccidn de la hidroquinona.
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4.3.3.3.4. Trifenoles

E) Pirogalol

Para el pirogalol se van a analizar dos picos los situados a potenciales 530y 250 mV,
respecto del lutecio.

1) Pico deintensidad a

un potencial de 530 mV
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80 449688x + 5,2053
y= X+,
70 R%=0,9886 /)
60 /
3 50
-g /
T 40
[
20
10 ‘m/’%
0
0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05 1,00E-04 1,20E-04 1,40E-04 1,60E-04
Concentracion (M)

(B) Tirosinasa (C) Lacasa
30
80
70 ¥ =399128x + 15,859 25
R%=0,9921
_ %0 Z 20
=)
350 / 3
(1]
o T 15
T 40 / 2
(7] Q _
§ 30 g 10 y =123903x + 8,6819
£ / R? = 0,9979
20 5
10
0 0
0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 2,00E-04
0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 )
.. Concentracion (M)
Concentracion (M)

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez 167



CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

Fig. 4.72. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de pirogalol del
pico situado a 530 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyry (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.

Los limites de deteccidon mas bajos corresponden a los dos electrodos de enzima,
siendo muy similares para ambos. El limite de deteccion del lutecio es ligeramente
mayor, pero sin grandes diferencias.

PIROGALOL
POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2
LUTECIO 2,14E-06 2,14 0,9886
530 TIROSINASA 9,72E-07 0,97 0,9921
LACASA 1,01E-06 1,01 0,9980

Tabla 4.18. Limites de deteccidn para el pico situado a un potencial de 530 mV.
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2) Pico de intensidad a un potencial de 250 mV
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Fig. 4.73. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de pirogalol del
pico situado a 250 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyr y (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.

Los limites de deteccion obtenidos para este pico de intensidad, tal y como se puede
observar en la tabla 4.19. son significativamente mayores que para el anterior. Cabe
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destacar que si bien para el pico anterior el mas sensible era el de tirosinasa, en este
caso ocurre todo lo contrario.

PIROGALOL
POTENCIAL MOLECULA LD (M) LD (uM) R2

LUTECIO 3,85E-06 3,85 0,9906

250 TIROSINASA 2,28E-05 22,78 0,9925

LACASA 4,30E-06 4,30 0,9979

Tabla 4.19. Limites de deteccion para el pico situado a un potencial de 530 mV.

Los limites de deteccion son de nuevo bastante bajos y son aproximadamente del
mismo orden con excepcion del electrodo de tirosinasa y el pico situado a 200 mV de

potencial.
PIROGALOL

MOLECULA POTENCIAL (mV) LD (M) | LD (uM) R2
LUTECIO 250 3,85E-06 3,85 0,9906
530 2,14E-06 2,14 0,9886
LACASA 360 4,30E-06 4,30 0,9979
699 1,01E-06 1,01 0,9980
TIROSINASA 200 2,28E-05 22,78 0,9925
500 9,72E-07 0,97 0,9921

Tabla 4.20. Cuadro resumen de los limites de deteccion correspondientes al pirogalol.
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3) Acido gélico

En el acido galico tan sélo vamos a analizar un Unico pico correspondiente a un
potencial de 700 mV.

1) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV
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Fig. 4.74. Representacion de la intensidad frente a la concentracion de dcido gdlico del
pico situado a 700 mV para los electrodos de: (a) LuPc,+AA (1:10), (b) LuPc,+AA
(1:10)/Tyry (c) LuPc,+AA (1:10)/Lac.
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Tal y como se puede observar en la tabla 4.21. los limites de deteccién obtenidos son
muy bajos, siendo los de la lacasa y la tirosinasa similares entre si y considerablemente
menores que el del lutecio.

ACIDO GALICO
MOLECULA POTENCIAL (mV) LD (M) LD (uM) | R2
LUTECIO 698 3,6877E-06 | 3,69 | 0,9922
LACASA 699 4,4019E-07 | 0,44 | 0,9905
TIROSINASA 700 4,97E-07 0,50 | 0,9851

Tabla 4.21. Limites de deteccion obtenidos para el dcido gdlico.

4.3.3.4. Estudio cinético

4.3.3.4.1. Introduccion

Hasta el momento hemos descrito el comportamiento de los electrodos obtenidos a
partir de la deposicidon de Langmuir-Blodgett frente a disoluciones de antioxidantes de
distintas concentraciones, al someterlos a una voltametria ciclica.

Como se ha podido ver, se han obtenido multitud de voltamogramas que nos permiten
caracterizar voltamétricamente los electrodos de metaloftalocianina (bisftalocianina
de lutecio) y de enzimas (lacasa y tirosinasa) depositados sobre cristal de ITO.

Se ha observado como los diversos electrodos estudiados dan distintas respuestas
entre si frente a un mismo antioxidante. También hemos podido observar como las
respuestas de un mismo electrodo frente a los distintos antioxidantes de estudio son
diferentes.

Las diferencias de interés se producen en los picos de intensidad de corriente, tanto en
su magnitud como en su posicion en la escala de potenciales. Estas diferencias
sugieren que las reacciones redox que tienen lugar se rigen por cinéticas distintas.
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Las reacciones redox se fundamentan en dos mecanismos de control; el mecanismo de
difusidn de cargas y el mecanismo de transferencia masica.

Los procesos controlados por difusidn de cargas son los mas rapidos. Se suelen
conocer como “de especies confinadas” en la superficie del electrodo, y tiene lugar en
aquellos casos en los cuales el material electroactivo esta estrechamente asociado a la
superficie conductora del electrodo.

Los procesos controlados por un mecanismo de difusion o transferencia masica de
especies activas hacia la matriz conductora del electrodo, ya sea de especies
electroactivas o bien de los iones de la sal electrolitica del medio, que neutralizan las
cargas que se generan durante el barrido de potencial y que se caracteriza por
manifestar cinéticas redox retardadas.

El mecanismo de difusion de cargas da lugar a una evolucion lineal de la intensidad de
corriente frente a la velocidad de barrido de potencial (I vs v). Mientras que el
mecanismo de transferencia mdsica da lugar, en general, a evoluciones lineales de la

intensidad con respecto a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potencial(l vs
1/2
v'e).

Por esta razdn, se ha realizado un estudio cinético en el que se persigue determinar
cual es el mecanismo predominante en cada caso.

4.3.3.4.2. Monofenoles
A) Acido vanilico

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcion 1:10 sobre un cristal de ITO.

Antes de realizar las medidas se cicla el electrodo 10 veces a una velocidad de barrido
de 100 mV/s para estabilizar la sefial. Una vez estabilizada se realizan dos ciclos para
velocidades de barrido de entre 25y 200 mV/s.
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Fig. 4.75. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de dcido
vanilico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

Como se puede observar, cuanto mayor es la velocidad de barrido mayor es la sefial de
fondo y mayor es la magnitud de los picos.

Para tratar de observar cual es el mecanismo de control de la reaccién predominante

se analizan para cada uno de los picos de interés las relaciones “l vs v”’ e “l vs v,

1) Pico de intensidad a un potencial de 200 mV

Para el pico anddico de intensidad obtenido a 200 mV de potencial se analizan los
datos de intensidad frente a velocidad y frente a la raiz de la velocidad que aparecen
representados en la figura 4.76.
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Fig. 4.76. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 200 mV.
Como se puede apreciar los valores de los ajustes tanto para la grafica de la intensidad
frente a la velocidad, como para la grafica de la intensidad frente a la raiz de la
velocidad son muy similares para este pico. Podria concluirse que no existe un
mecanismo predominante.
2) Pico de intensidad a un potencial de 150 mV
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Fig. 4.77. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 150 mV.

De nuevo podemos apreciar como no hay diferencias significativas entre los dos
ajustes.

3) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV
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Fig. 4.78. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.

En esta ocasidn si que se pueden observar diferencias significativas. En el ajuste “I vs
v’?” tenemos un valor del coeficiente de determinacién (RZ) mucho mayor. Esto hace
indicar que la reaccidn que tiene lugar a este potencial se rige predominantemente por
un mecanismo de transferencia de masa.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.
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Se puede observar en la figura 4.79. como de nuevo el incremento de la velocidad de
barrido conlleva un incremento en la magnitud de los picos.
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Fig. 4.79. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc,+AA(1:10)/Tyr
en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de dcido
vanilico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

Al igual que antes se observa un notable incremento de la corriente de fondo y de la
magnitud de los picos de intensidad conforme aumenta la velocidad de barrido de

potencial.
. . . 1/2
De nuevo analizamos los resultados obtenidos para los ajustes de “l vs v’ e “l vs v /2

en los electrodos de tirosinasa.

1) Pico de intensidad a un potencial de 200 mV

Si nos fijamos en la figura 4.80. se aprecia que ambos ajustes son buenos y que no
existe un mecanismo predominante.
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Fig. 4.80. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 200 mV.
2) Pico de intensidad a un potencial de 170 mV
De nuevo ambos ajustes son muy similares, siendo igual que con el pico anterior un
poco mejor el ajuste “l vs v’ con lo cual no puede establecerse cudl es el mecanismo
predominante.
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Fig. 4.81. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 170 mV.

3) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV

Este tercer pico obtenido para la cinética de la tirosinasa proporciona resultados

similares. Los ajustes son parecidos, si bien al igual que en los dos casos anteriores el
ajuste “l vs v” es algo mejor.
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Fig. 4.82. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

La tendencia observada en los electrodos de lutecio y de tirosinasa se sigue
cumpliendo con los resultados obtenidos para el electrodo de lacasa. Se produce el

incremento esperado de los picos de intensidad al aumentar la velocidad de barrido de
potencial.
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Fig. 4.83. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Lac
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de dcido
vanilico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 200 mV

Se obtienen ajustes similares siendo ligeramente mejor el ajuste | vs v Podria
decirse que el mecanismo predominante es el de transferencia de masa sin embargo,
dada la escasa diferencia seria mas correcto afirmar que no existe ningin mecanismo
predominante.
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Fig. 4.84. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de

intensidad situado a un potencial de 200 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 170 mV

Los resultados obtenidos practicamente coinciden con lo obtenido para el pico de 200
mV. Al igual que antes, no puede concluirse que exista un mecanismo predominante.
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Fig. 4.85. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de

intensidad situado a un potencial de 170 mV.
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3) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV

A diferencia de lo observado para los picos de 200 y 170 mV, en este caso el ajuste es
algo mejor para “l vs v”.
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Fig. 4.86. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.

4.3.3.4.3. Difenoles

B) Acido Cafeico

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicién mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.

Conforme aumenta la velocidad de barrido se observan incrementos notables en la
magnitud de la intensidad de corriente de los picos, especialmente para el obtenido a
600 mV. También puede observarse como el barrido de 50 mV/s practicamente se
solapa con el de 75 mV/s, lo cual supone una anomalia. Por ello, se han eliminado los
puntos que corresponden a las medidas de 50 mV/s.
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Fig. 4.87. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de dcido cafeico
de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 600 mV

Como ya se ha comentado se ha obviado el valor obtenido para 50 mV/s debido a que
descuadraba totalmente el ajuste, ya que claramente se trata de una medida andmala.

Sin dicho valor se puede observar como el ajuste “l vs v’ es bueno y ciertamente mejor
que el ajuste “l vs vl/z”, de lo cual se deduce que el mecanismo predominante es el de
difusion.
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Fig. 4.88. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 600 mV.
2) Pico de intensidad a un potencial de 170 mV
De nuevo se han obviado los valores obtenidos para 50 mV/s.
En ambos casos los ajustes no son tan buenos como los obtenidos para el pico anddico
situado a 600 mV. A pesar de ello, la diferencia entre el ajuste “l vs v” y el ajuste “I vs
VY% se acentua, pudiendo concluir que claramente el mecanismo predominante es el
de difusion.
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Fig. 4.89. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 170 mV.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y cido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

De nuevo vamos a analizar los picos situados a +170 mV y el pico situado a +550 mV.
Este ultimo pico podemos observar como estd desplazado a potenciales menores
respecto a lo obtenido para el electrodo de lutecio. La tendencia que se aprecia sigue
los mismos cdnones, ya que a mayor velocidad de barrido se obtiene una mayor
intensidad de pico.
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Fig. 4.90. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracioén de dcido
cafeico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 550 mV

1/2»

El ajuste obtenido para “l vs v’ es muy bueno y mejor que el obtenido para “l vs v”,

con lo cual se puede deducir que el mecanismo de reaccion predominante es el de
transferencia masica.
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Fig. 4.91. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 550 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 170 mV

1/2»

El ajuste obtenido para “l vs v'“” es de nuevo muy bueno, mientras que el de “l vs v”

ha empeorado de tal forma que para este pico las diferencias entre ambos se acentuan
haciendo mas patente si cabe la predominancia del mecanismo de transferencia de
masa sobre el de difusién.
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Fig. 4.92. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de

intensidad situado a un potencial de 550 mV.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima

lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

En la figura 4.93. se puede ver que el pico anddico esta desplazado hacia potenciales
mayores, de tal forma que se corta. Por lo demas se sigue observando la tendencia
normal de incremento de la intensidad con el incremento de la velocidad de barrido de

potencial.
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Fig. 4.93. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10)/Lac
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de dcido
cafeico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV

Los resultados son del mismo orden que los obtenidos para la tirosinasa, siendo el

1/2n

ajuste “l vs v’“” muy bueno y mejor que el ajuste ““l vs v”. Con lo cual, de nuevo se

obtiene que el mecanismo de reaccién predominante es el de transferencia masica.
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Fig. 4.94. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.
2) Pico de intensidad a un potencial de 170 mV
La tendencia observada previamente para la tirosinasa se vuelve a repetir para este
pico. El ajuste “l vs v sigue siendo bueno y el ajuste ““l vs v’ ha empeorado
considerablemente, con lo cual se hace aun mas patente que el mecanismo
predominante es el de transferencia de masas.
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Fig. 4.95. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 170 mV.

C) Catecol

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y acido araquidico (AA) en proporciéon 1:10 sobre un cristal de ITO.

En la figura 4.96. se observan grandes incrementos de la intensidad conforme aumenta
la velocidad de barrido para el pico de intensidad anddico situado a 550 mV. Estos
incrementos son mayores a velocidades de barrido bajas. También aumenta la
intensidad del pico catddico situado a 70 mV, aunque en menor medida. También se
puede observar que para este pico los incrementos son mayores entre velocidades de
barrido bajas, que entre velocidades de barrido altas.
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Fig. 4.96. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de catecol de
1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 500 mV

Se puede observar como en este caso el mecanismo predominante es el de

transferencia masica, ya que el ajuste “1 vs v?” es notablemente mejor que el ajuste “I
vs Vv”.
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Fig. 4.97. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 550 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 70 mV

Ocurre, exactamente lo mismo que lo observado para el pico de 550 mV. El ajuste “I vs
1/2 . .
v?” es de nuevo notablemente mejor que el ajuste “l vs v”.
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Fig. 4.98. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 70 mV.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

Las tendencias observadas en este caso siguen los mismos criterios que en el del
electrodo de lutecio con la salvedad de que el pico anddico principal esta desplazado
hacia la derecha y de hecho, conforme se incrementa la velocidad de barrido cada vez
se desplaza mas hacia la derecha.
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Fig. 4.99. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc,+AA(1:10)/Tyr
en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de catecol de
1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 650 mV

El ajuste obtenido para los datos de “I vs v

es excelente, existiendo una diferencia
muy notable entre este ajuste y el ajuste “I vs v”, lo cual nos lleva a pensar que el

mecanismo predominante es el de transferencia de masa frente al de difusion.
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Fig. 4.100. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 650 mV.
2) Pico de intensidad a un potencial de 70 mV
Ambos ajustes no son tan buenos como los anteriores, pero la diferencia entre ellos es
aun mas notable que en el pico anterior. Se aprecia claramente como el mecanismo
predominante es el de transferencia masica.
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Fig. 4.101. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 70 mV.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y cido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

La situacion es similar a la observada en los dos electrodos anteriores. En este caso se
puede ver como el pico situado a 550 mV se desplaza a la derecha conforme se
incrementa la velocidad de barrido, igual que ocurria con el electrodo de tirosinasa. De
nuevo se puede ver como los incrementos de la intensidad del pico anddico son mucho
mayores que los del pico catédico.
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CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

Fig. 4.102. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Lac en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una
concentracion de catecol de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de

potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 550 mV

El ajuste de los datos “I vs v/?”

es considerablemente mejor que el ajuste “l vs v”, con

lo cual se puede llegar a la conclusién de que el mecanismo predominante es el de
transferencia de masas. Al igual que lo observado en el electrodo de tirosinasa, el

1/2»

ajuste “l vs v'*” es excelente.
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Fig. 4.103. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de

intensidad situado a un potencial de 550 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 70 mV

Tal y como se pudo observar en los resultados obtenidos para el electrodo de
tirosinasa, la calidad de los ajustes es menor, pero las diferencias entre un ajuste y otro

de nuevo son mayores, siendo mucho mejor el ajuste “l vs v

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez
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que el ajuste “l vs v”.
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Fig. 4.104. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 70 mV.

D) Hidroquinona

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.

La tendencia observada en la figura 4.105. es la misma que la obtenida para los otros
difenoles. Se producen incrementos muy notables de la intensidad en los tres picos
gue se pueden observar con claridad, los picos anddicos situados a +0,1V y +0,6V y el
pico catddico situado a +0,05V. Los incrementos en la intensidad de la corriente con
respecto a la velocidad de barrido de potencial son especialmente notables para el
pico situado a +0,6V.
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Fig. 4.105. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPc2+AA(1:10) en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de
hidroquinona de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 600 mV

El mecanismo predominante en este pico es el de difusidn, ya que el ajuste es
claramente mejor para la grafica de “I vs v”. Este resultado contrasta con lo obtenido
en el catecol, en el cual habiamos obtenido que para este pico el mecanismo
predominante era el de transferencia masica.
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Fig. 4.106. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 600 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 50 mV

De nuevo obtenemos que el mecanismo predominante es el de difusién. Lo cual, al
igual que para el caso anterior, contrasta con lo obtenido para el catecol. Por otra
parte, estos resultados coinciden con lo obtenido para el acido cafeico, sin embargo,
cabria esperar que se obtuviesen resultados similares para el catecol y la
hidroquinona, siendo el acido cafeico el que mostrase un comportamiento distinto
debido a la presencia de un grupo acido ademas de los dos grupos hidroxilos.
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CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

Fig. 4.107. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 50 mV.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

De nuevo se produce un incremento de la intensidad de corriente al aumentar la
velocidad de barrido de potencial. También se puede observar que, como ya se
comentara en el apartado de concentraciones para la hidroquinona, los picos estan
desplazados hacia potenciales menores debido a que las enzimas ejercen un efecto
electrocatalitico. También se puede observar como el pico anddico situado a 0,5V se
desplaza hacia potenciales mayores, mientras que el pico catddico situado a -0,1V se
desplaza hacia potenciales menores.
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Fig. 4.108. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Tyr en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una
concentracion de hidroquinona de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de
barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 550 mV

El ajuste obtenido para los datos de “I vs v eg muy bueno y claramente mejor que el

obtenido para la grafica “l vs v”. Con lo cual, a diferencia de lo obtenido para el
electrodo de lutecio la reaccion que tiene lugar en este pico se rige por el mecanismo
de transferencia mdsica. Lo cual en este caso si que estd en consonancia con lo
obtenido para el catecol, siendo ademas los resultados del ajuste muy similares.
También coincide con lo obtenido para el cafeico.
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Fig. 4.109. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 550 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de -100 mV

. . . 1/2
En este pico se obtiene un ajuste “l vs v /2

excelente, netamente superior al obtenido
para los datos de “l vs v”. Con lo cual, también este pico estd regido
predominantemente por el mecanismo de transferencia de masa. Coincidiendo este

comportamiento con el obtenido para los otros dos difenoles.
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Fig. 4.110. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de -100 mV.

= Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

Se sigue observando como al incrementar la velocidad de barrido se incrementa la
intensidad de la respuesta y como ademas se produce un desplazamiento de los picos
similar al observado para el electrodo de tirosinasa.
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Fig. 4.111. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Lac en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una

concentracién de hidroquinona de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de
barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 550 mV

. 1/2 . . .
El ajuste de los datos “l vs v 127 g muy bueno y ademas es considerablemente mejor

que el ajuste “l vs v”, con lo cual se puede llegar a la conclusién de que el mecanismo
predominante es el de transferencia de masas.
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Fig. 4.112. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 550 mV.
2) Pico de intensidad a un potencial de -70 mV
No existen variaciones con respecto al mecanismo predominante con respecto a lo
obtenido en el electrodo de tirosinasa. El ajuste de los datos “I vs VY% g muy bueno y
ademas es considerablemente mejor que el ajuste “l vs v”, con lo cual se puede llegar a
la conclusién de que el mecanismo predominante es efectivamente el de transferencia
de masas.
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CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

Fig. 4.113. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de -70 mV.

4.3.3.4.4. Trifenoles
E) Pirogalol

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.

Para el pirogalol se realiza un estudio cinético de los picos anddicos situados a 300 mV
y a 600 mV.Podemos ver como de nuevo se cumple que a mayor velocidad de barrido
de potencial se obtienen mayores intensidades.
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Fig. 4.114. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz+AA(1:10) en

una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracién de pirogalol de

1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 300 mV

Las diferencias entre ambos ajustes no son demasiado amplias, siendo algo mejor el

ajuste “l vs v’ que el ajuste “1 vs vy,
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Fig. 4.115. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y

(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 300 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 600 mV

En este pico se observa, a diferencia del pico situado a +300 mV, que el ajuste “l vs

VY% es algo mejor.
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Fig. 4.116. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 600 mV.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.

Los dos picos sobre los cuales analizamos la cinética se han desplazado
aproximadamente unos 100 mV hacia la izquierda, es decir, los picos se han
desplazado hacia potenciales menores.

Por lo demas la tendencia sigue siendo la misma y se observan incrementos de
intensidad con respecto a los aumentos de velocidad de barrido de potencial.

José Joaquin Gonzdlez Gutiérrez 207




CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

90d 25

150
804 >
704 —100 ]
60 | 125 I;}Il
s0] [ 150
w0l 17 7

0] —— 200 /////
' y

Intensidad (uA)
S
1

. . —
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0.2 04 06 08
E/V vs Ag/AgCl

Fig. 4.117. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Tyr en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una
concentracion de pirogalol de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido
de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 200 mV

Los dos ajustes son buenos y al igual que ocurria para el electrodo de lutecio el ajuste

de “l vs v” es ligeramente mejor que el de “l vs Vasd
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Fig. 4.118. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 200 mV.

2) Pico de intensidad a un potencial de 500 mV

Los ajustes son practicamente iguales en este caso.

(0]

o
[o]
o

y = 4,6374x + 2,9326
R?=0,9949

~
o

R? =0,9942

(o))
o

wu
o

P
e

w
o

Intensidad(uA)
D
o
Intensidad (uA)
S
o

r v
20 20
10 10
0 0
0 50 100 150 200 250 0 5 10 15
Velocidad (mV/s) Raiz Velocidad

Fig. 4.119. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 500 mV.

= Electrodo modificado de lacasa
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CAPITULO 4 [RESULTADOS EXPERIMENTALES]

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporciéon 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

Los picos de intensidad a potenciales intermedios entre los observados para el
electrodo de lutecio y el de tirosinasa. De nuevo se observa esa tendencia habitual de
incremento de intensidad con respecto al incremento de la velocidad de barrido.
También se puede apreciar como el pico situado en este caso a +550 mV es alin mas
dificil de observar que en la tirosinasa para velocidades de barrido altas debido al pico
de la ftalocianina situado a 700 mV.
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Fig. 4.120. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Lac en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una
concentracion de pirogalol de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido
de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 250 mV
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De nuevo se repiten los resultados obtenidos para los dos electrodos anteriores,
obteniendo un mejor ajuste para “l vs v’ que para “l vs v Sin embargo, en este caso
las diferencias apreciadas si que son notables, con lo cual puede concluirse que el
mecanismo que rige de forma predominante la reaccién que tiene lugar a este

potencial es el mecanismo de difusion.
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Fig. 4.121. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 300 mV.
2) Pico de intensidad a un potencial de 550 mV
En este pico vuelve a predominar el mecanismo de difusién ya que el ajuste “l vs v’ es
sensiblemente mejor que el “l vs v/?”.
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Fig. 4.122. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 600 mV.

F) Acido gélico

= Electrodo modificado de bisftalocianina de lutecio

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 sobre un cristal de ITO.

Para el acido galico vamos a analizar el pico situado a un potencial de +700 mV, pico
que aparece incompleto pero del cual se pueden observar perfectamente los
incrementos de la magnitud de la intensidad de la corriente con respecto al aumento
de la velocidad de barrido de potencial.
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Fig. 4.123. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de LuPcz;+AA(1:10)en
una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una concentracion de dcido gdlico
de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de barrido de potencial.

Cabe destacar que a un potencial de 450 mV se observa un pico anddico extrafio que
no aparece en los electrodos de enzima. Dicho pico puede deberse a alguna impureza
y no es representativo.

1) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV

Los dos ajustes obtenidos no son muy buenos, sin embargo, puede observarse que es
notablemente mejor el ajuste obtenido para “I vs v?”_Con lo cual podria afirmarse

gue el mecanismo principal es el de transferencia masica.
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Fig. 4.124. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.

= Electrodo modificado de tirosinasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicidon mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc;) y dcido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
tirosinasa (Tyr), sobre un cristal de ITO.
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En este electrodo los incrementos de intensidad son aparentemente mayores y mas
regulares, con lo cual cabria esperar que se obtuvieran mejores ajustes.
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Fig. 4.125. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Tyr en una disolucién buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una
concentracion de dcido gdlico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de
barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV

El ajuste obtenido para los datos “I vs v

es considerablemente mejor que en el caso
anterior y considerablemente mejor que el ajuste “l vs v”, con lo cual de nuevo se
puede concluir que el mecanismo que rige esta reaccién de forma predominante es el

de transferencia de masa.
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Fig. 4.126. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.

=  Electrodo modificado de lacasa

El electrodo empleado para realizar esta voltametria ciclica fue preparado por
deposicion mediante la técnica de Langmuir-Blodgett de 11 capas de bisftalocianina de
lutecio (LuPc,) y acido araquidico (AA) en proporcién 1:10 y de 9 capas del enzima
lacasa (Lac), sobre un cristal de ITO.

El patrén observado es el mismo que antes, de nuevo tal y como ha ocurrido a lo largo
de todas las experiencias de la cinética se observa un incremento de la intensidad con
respecto a la velocidad de barrido de potencial.
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Fig. 4.127. Respuesta voltamétrica de un electrodo modificado de
LuPcz+AA(1:10)/Tyr en una disolucion buffer de fosfato 0,01M, pH=7, con una
concentracién de dcido gdlico de 1x10-*M, empleando distintas velocidades de
barrido de potencial.

1) Pico de intensidad a un potencial de 700 mV

Sin que ninguno de los ajustes sea bueno, si que se puede observar como el ajuste “I vs
1/2 . . . . .
v?” es mucho mejor que el ajuste “l vs v”. Esto coincide con lo que se ha venido

observando para los electrodos anteriores.

Segun esto el mecanismo predominante es el de transferencia masica.
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Fig. 4.128. Ajuste lineal de: (a) Intensidad frente a velocidad de barrido de potencial y
(b) intensidad frente a raiz de la velocidad de barrido de potencial para el pico de
intensidad situado a un potencial de 700 mV.

4.4. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
(PCA)

4.4.1. Introduccion

A la hora de recoger informacidn de una muestra de datos, lo mas frecuente es tomar
el mayor niumero posible de variables. Sin embargo, cuando se toman en
consideracion variables sobre un conjunto de objetos también hay que tener en
cuenta los posibles coeficientes de correlacién entre ellas y a mayor nimero de
variables se obtiene un mayor nimero de correlaciones entre ellas. Por ejemplo, para
20 variables habria que considerar (220) = 180 posibles coeficientes de correlacion. Si
en lugar 20 son 40 las variables consideradas dicho nimero aumenta hasta 780. Lo
cual, es absolutamente inabordable, ya que es practicamente imposible poder
vislumbrar las relaciones existentes entre las distintas variables.

Existe ademds otro problema que se presenta al trabajar con demasiadas variables.
Dicho problema viene dado por la fuerte correlacién que muchas veces se presenta
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entre las variables al tomar demasiadas, lo normal es que estén relacionadas o que
midan lo mismo bajo distintos puntos de vista.

Por ejemplo, en estudios médicos, la presidn sanguinea a la salida del corazény ala
salida de los pulmones, estan fuertemente relacionadas.

Por lo tanto, reducir el nUmero de variables se convierte en un objetivo prioritario. Es
importante resaltar el hecho de que el concepto de mayor informacién se relaciona
con el de mayor variabilidad o varianza. Cuanto mayor sea la variabilidad de los datos
(varianza) se considera que existe mayor informacidn, lo cual esta relacionado con el
concepto de entropia.

“, n

Para estudiar las relaciones que se presentan entre “p” variables correlacionadas (que
miden informacién comun) se puede transformar el conjunto original de variables en
otro conjunto de nuevas variables incorreladas entre si (que no tenga repeticiéon o
redundancia en la informacion) llamado conjunto de componentes principales.

Las nuevas variables son combinaciones lineales de las anteriores y se van
construyendo segun el orden de importancia en cuanto a la variabilidad total que
recogen de la muestra.

“u_n

De modo ideal, se buscan “m < p” variables que sean combinaciones lineales de las “p
originales y que estén incorreladas, recogiendo la mayor parte de la informacién o
variabilidad de los datos. Este sera el objetivo del analisis de componentes principales.

El andlisis de componentes principales (PCA) es una técnica de andlisis estadistico que
se utiliza para reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, es decir, esta
técnica se encarga de hallar las causas de variabilidad de un conjunto de datos y
ordena dichas causas de variabilidad segun su grado de importancia.

Basicamente lo que hace un PCA es construir una transformacién lineal que escoge un
nuevo sistema de coordenadas para el conjunto original de datos en el cual la varianza
de mayor tamafio del conjunto de datos es capturada en el primer eje (Ilamado el
Primer Componente Principal), la segunda varianza mds grande es el segundo eje, y asi
sucesivamente.

Para construir esta transformacién lineal debe construirse primero la matriz de
covarianza o matriz de coeficientes de correlacion. Debido a la simetria de esta matriz
existe una base completa de vectores propios de la misma. La transformacion que lleva
de las antiguas coordenadas a las coordenadas de |la nueva base es precisamente la
transformacion lineal necesaria para reducir la dimensionalidad de datos. Ademas las
coordenadas en la nueva base dan la composicidn en factores subyacentes de los
datos iniciales.
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Una de las ventajas de la PCA para reducir la dimensionalidad de un grupo de datos, es
gue retiene aquellas caracteristicas del conjunto de datos que contribuyen mas a

su varianza, manteniendo un orden de bajo nivel de los componentes principales e
ignorando los de alto nivel. El objetivo es que esos componentes de bajo orden a veces
contienen el aspecto "mas importante" de esa informacion.

Se han realizado varios PCA que permiten comparar los resultados obtenidos entre
pares de electrodos y entre los tres tipos de electrodos respecto de las medidas
realizadas con antioxidantes.

4.4.2. Lutecio y tirosinasa

Primero se hace un PCA que compare los resultados obtenidos para los electrodos de
lutecio [LuPc2+AA(1:10)] y los electrodos de tirosinasa [LuPc2+AA(1:10)/Tyr].

En la grafica de la figura 4.129. se puede ver como dos componentes principales
explican el 90% de la varianza total. Resulta sin embargo, harto complejo determinar
gue informacién resume cada componente principal.

Se puede observar como los puntos asociados a cada antioxidante estan agrupados en
fila, ordenados del ciclo 1 al ciclo 7, de izquierda a derecha, excepto la hidroquinona,

AC2 Srores

D2E+10 — T T T SR :

] * Gty patiamatat f f
01E+10 —3 [ .............. Ceee %ﬁ'

: : L. darf® '

0= : st

E : PREOBid 3107 i

: i Al
AEHID 5 .:‘f: e
SIEH1D 0 F.Cf

-3E+10 -2E+10  -1E+10 1] DAE+10 02E+10  0.3E+10
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Fig. 4.129. Resultado 2D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio y de tirosinasa.

En la figura 4.130. aparecen representados los resultados de las tres componentes
principales mdas importantes que en este caso responden al 97% de la varianza.
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Fig. 4.130. Resultado 3D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio y de tirosinasa.

En la figura 4.131. se representan las cargas de correlacidon obtenidas para la
componente principal 1 (PC1) frente a la componente principal 2 (PC2). Las cargas de
correlacidn son las correlaciones existentes entre las variables y las componentes
principales.

Se puede ver como todos los resultados obtenidos para ambos electrodos estan
separados entre si. Los resultados de los electrodos de tirosinasa ocupan la zona
central de la mitad superior del rosco, mientras que los asociados al electrodo de
lutecio estdn hacia la mitad en la parte derecha del mismo.
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Fig. 4.131. Cargas de correlacion obtenidas para los electrodos de lutecio y tirosinasa.

4.4.3. Lutecio y lacasa

En este caso se ha realizado una PCA que analiza los resultados obtenidos para 2
sensores; los electrodos de lutecio [LuPc2+AA(1:10)] y los electrodos de lacasa
[LuPc2+AA(1:10)/Lac], respecto de los 6 antioxidantes de estudio y con 7 repeticiones.

En la grafica de la figura 4.132. se puede ver como dos componentes principales
explican el 88% de la varianza total.
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Fig. 4.132. Resultado 2D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio y de lacasa.

En la figura 4.133. aparecen representados los resultados de las tres componentes
principales mas importantes que en este caso responden al 96% de la varianza.
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Fig. 4.133. Resultado 3D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio y de lacasa.

En la figura 4.134. se representan las cargas de correlacidon obtenidas para la
componente principal 1 (PC1) frente a la componente principal 2 (PC2).

Se puede ver como todos los resultados obtenidos para ambos electrodos estén
perfectamente separados entre si. Los resultados de los electrodos de lacasa ocupan
el cuarto cuadrante del rosco, mientras que los asociados al electrodo de lutecio estan
hacia la mitad en la parte derecha del mismo, ocupando las mismas posiciones que
ocupaban en la PCA realizada para los datos del lutecio y de la tirosinasa.
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Fig. 4.134. Cargas de correlacion obtenidas para los electrodos de lutecio y lacasa.

4.4.4. Tirosinasa y lacasa

En este caso se ha realizado una PCA que analiza el conjunto de los resultados
obtenidos para 2 electrodos; los electrodos de lacasa [LuPc,+AA(1:10)/Tyr] y los
electrodos de lacasa [LuPc,+AA(1:10)/Lac], respecto de 6 antioxidantes y con 7
repeticiones.

El 97% de la varianza esta explicado por las dos componentes principales mas

relevantes.
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Fig. 4.135. Resultado 2D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio y de lacasa.

Las tres primeras componentes principales explican el 99% de la varianza.
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Fig. 4.136. Resultado 3D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio y de lacasa.

Los datos asociados a la lacasa y a la tirosinasa estan separados entre si, sin embargo,
mientras que los datos de la tirosinasa estan concentrados en la parte derecha del
rosco, los de la lacasa estan dispersos por la parte superior del mismo.
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Fig. 4.137. Cargas de correlacion obtenidas para los electrodos de lutecio y lacasa.

4.4.5. Lutecio, tirosinasa y lacasa

Finalmente, se ha realizado una PCA tomando datos de 3 sensores (LuPc,+AA(1:10),
LuPc,+AA(1:10)/Tyr y LuPc,+AA(1:10)/Lac), para 6 antioxidantes y 7 repeticiones para
cada uno.

En el grafico que se presenta a continuacion se puede observar como las dos
componentes principales mas representativas explican un total del 88% de la
variabilidad.

Sin embargo, a simple vista resulta complicado lograr establecer que criterios globales
rigen ambas componentes principales.
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Fig. 4.138. Resultado 2D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de

antioxidantes de los electrodos de lutecio, tirosinasa y lacasa.

En la vista 3D se observa como las 3 componentes principales mas representativas
proporcionan informacion relativa al 98% de la varianza total. En este caso si que se
puede observar como se separan los antioxidantes agrupados segin su niumero de
grupos hidroxilo. A la izquierda del gréafico se encuentran los bifenoles (hidroquinona,
acido cafeico y catecol), en el centro-derecha se encuentran los trifenoles (pirogalol y
acido gélico) y en la parte derecha se encuentra el monofenol (dcido vanilico).

Scores

D4E+10  -1E+10
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Fig. 4.139. Resultado 3D de la PCA realizada sobre los resultados de las medidas de
antioxidantes de los electrodos de lutecio, tirosinasa y lacasa.
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En la vista detallada se puede apreciar con mayor claridad la separacién existente
entre los distintos antioxidantes y como se encuentran agrupados los resultados
asociados a difenoles, trifenoles y monofenoles.

PC3 (10%)

Fig. 4.140. Vista 3D detallada de la PCA.

Se puede concluir por lo tanto que la red de tres sensores: LuPc,+AA(1:10),
LuPc,+AA(1:10)/Tyr y LuPc,+AA(1:10)/Lac, es capaz de distinguir y discriminar los
distintos antioxidantes y ademads de hacerlo en funcién del nimero de grupos hidroxilo

que poseen.
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El objetivo del presente proyecto ha consistido en primer lugar en el disefio y
obtencidén de biosensores enzimaticos nanoestructurados mediante la técnica de
deposicion de capas de moléculas ordenadas de Langmuir-Blodgett, empleando como
sustrato cristal de ITO.

El segundo gran objetivo del proyecto ha consistido en la deteccién y discriminacién de
antioxidantes de interés a nivel industrial, comparando el comportamiento de dichos
biosensores frente a dichos antioxidantes respecto al de sensores de bisftalocianina de
lutecio que ya han sido empleados para la realizacion de andlisis de antioxidantes por
parte de otros investigadores.

Siendo el objetivo global del proyecto el de lograr obtener una red de sensores que
actien a modo de lengua electrénica pudiendo analizar muestras en disolucién. Los
sensores constituyentes de esta lengua electrdnica han de ser capaces de proporcionar
respuestas diferentes al analizar distintos antioxidantes siendo capaces de discriminar
los resultados en funcion a la concentracidn en la que se encuentran presentes los
mismos.

A lo largo del proyecto se han logrado obtener las condiciones éptimas para la
deposicion sobre cristal de ITO de las dos enzimas; la tirosinasa y la lacasa, empleando
la técnica de Langmuir-Blodgett, que permiten obtener sensores capaces de ser
empleados para realizar medidas experimentales. Se ha logrado mimetizar, mediante
las bicapas lipidicas, las membranas celulares en las cuales se introducen los enzimas,
permitiendo que dichos enzimas se conserven en un estado ideal para poder realizar
las mediciones voltamperométricas. En definitiva se puede afirmar que se ha logrado
obtener los biosensores nanoestructurados basados en enzimas.

Para determinar la funcionalidad de los sensores y su capacidad para discriminar entre
los distintos antioxidantes se han realizado ensayos de voltamperometrias ciclicas que
a través de la magnitud de los picos de intensidad nos permiten observar los distintos

procesos redox que tienen lugar.

Los ensayos se han realizado sobre seis antioxidantes: acido vanilico (monofenol);
acido cafeico, catecol, hidroquinona (difenoles); pirogalol y acido galico (trifenoles).

Se ha observado como cada sensor es capaz de proporcionar una sefal diferente para
cada antioxidante, presentando cada uno de los voltamogramas asociados a cada
antioxidante sus particularidades, pero también pudiendo observarse puntos en
comun en el caso de los difenoles y también para los trifenoles. Es decir, los sensores
nos permiten discernir si nos encontramos frente a un grupo que presenta uno, dos o
mas grupos hidroxilo, algo que ha quedado demostrado en la realizacion del analisis de
componentes principales (PCA).
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Ademas, los sensores son capaces de proporcionar seiiales de distinta intensidad en
funcién de la concentracién de antioxidante presente en la disolucién electrolito. De
tal forma, que a una mayor concentracion de antioxidante se obtiene una mayor
intensidad de corriente en la respuesta voltamétrica.

Finalmente, se ha demostrado como cada tipo de sensor obtenido y analizado es capaz
de proporcionar una sefal diferente frente a un mismo antioxidante. Existe por lo
tanto un cierto grado de selectividad en las respuestas obtenidas. Siendo los sensores
enzimaticos capaces de proporcionar informacidn adicional en muchos casos, relativa
a picos de intensidad asociados a procesos enzimaticos no observables para los
sensores de bisftalocianina de lutecio.

También se ha podido observar que los sensores enzimaticos proporcionan en general
respuestas de mayor intensidad que las obtenidas para los sensores de bisftalocianina
de lutecio y en algunos casos incluso actian como electrocatalizadores desplazando
hacia potenciales menores, los potenciales a los cuales tienen lugar los picos . Con lo
cual, se puede concluir que la bisftalocianina de lutecio es un mediador electrénico
eficaz cuando se combina con enzimas.

Todas estas observaciones realizadas a raiz de los resultados experimentales junto con
los resultados obtenidos a través del analisis de componentes principales, nos indican
que efectivamente se ha tenido éxito a la hora de obtener una red de tres sensores
constituida por dos biosensores de tirosinasa y de lacasa, y un sensor electroquimico
de bisftalocianina de lutecio, que sea capaz de detectar y discriminar distintos tipos de
antioxidantes.

La estabilidad a largo plazo de los electrodos es uno de los dos objetivos principales
gue debe de cumplir un sensor. Cabe resefiarse sin embargo, que la vida util de los
biosensores enzimaticos es mucho menor que la de los sensores electroquimicos de
bisftalocianina delutecio y que para trabajar con enzimas debe de hacerse a un pH=7.
Esto se debe a que las enzimas se mueren y agotan si se trabaja en otras condiciones y
si transcurre demasiado tiempo. Sin embargo, los electrodos de bisftalocianina de
lutecio tienen una vida util mucho mayor y a pesar de que las intensidades registradas
en los voltamogramas son menores conforme transcurre el tiempo, esta circunstancia
no es ni de lejos tan notable como en el caso de los biosensores enzimaticos.

La reproductibilidad de las medidas obtenidas es el otro objetivo principal que debe de
cumplir un sensor. En este sentido, las sucesivas medidas obtenidas por un sensor son
muy similares. Exceptuando el primer ciclo, los ciclos subsiguientes guardan una gran
similitud, si bien, a medida que se incrementa el nimero de ciclos aumenta la
intensidad registrada. A partir del quinto ciclo, este incremento es cada vez menos
notable. Con lo cual, una solucién consiste en realizar 5 ciclos para cualquier medida
gue se desee tomar.
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La reproductibilidad de las medidas obtenidas para distintos sensores construidos de la
misma forma es buena. Las senales obtenidas para dos electrodos constituidos de la
misma forma no son exactamente iguales y es probable que existan pequefas
diferencias entre las intensidades obtenidas, sin embargo, no son en absoluto lo
suficientemente grandes como para considerar las medidas irreproductibles. De
hecho, las diferencias son extremadamente infimas, pero dado que se trabaja a una
escala tan pequena de intensidades, detectando concentraciones muy bajas, cualquier
modificacidn en las condiciones de la celda, el electrodo, etc, pueden dar lugar a
alteraciones en los resultados. De cualquier forma, se han realizado varias experiencias
repetidas y los resultados, a pesar de estas pequeiias diferencias, son practicamente
coincidentes.
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CAPITULO 6 [ESTUDIO ECONOMICO]

6.1. INTRODUCCION

El objetivo de este capitulo consiste en realizar una aproximacién de los costes en los
que se ha incurrido durante la realizacién del presente proyecto. Se realizard un
estudio general en el cual se tendran en cuenta los costes asociados a los materiales
empleados, a la instrumentacidn, a los costes de personal y a otros costes derivados
como el consumo de luz, agua, etc.

Estos costes se pueden dividir en dos grandes grupos de costes; costes directos y
costes indirectos.

Los costes directos son los costes necesarios para la obtencién de un producto
(materias primas, partes o componentes complementarios tales como equipos
instrumentales y mano de obra). En este caso, el producto lo constituyen los
biosensores y para su diseiio, construccidon y prueba se necesita emplear una serie de
aparatos e instrumental con su respectivo software de control, consumir reactivos y
tener en cuenta las horas de trabajo empleadas en el proceso. Los costes directos son
costes identificables e imputables directamente al proyecto.

De lo anterior se puede deducir que los costes directos pueden dividirse a su vez en
tres subgrupos; costes materiales (reactivos), costes de amortizacion (equipos y
software) y costes de personal (horas de trabajo).

Los costes materiales hacen referencia a los costes de material fungible, de reactivos,
de otros materiales que han sido adquiridos a propdsito de la actividad realizable y de
documentacién.

Los costes de amortizacidon hacen referencia al equipo instrumental empleado a lo
largo del proyecto. Los equipos utilizados no se han adquirido exclusivamente para el
desarrollo de este proyecto y su vida Util se prolonga mucho mas alla del tiempo
transcurrido para la realizacién del mismo. Por lo tanto, lo que se hace es realizar una
estimacion de la vida util del equipo en cuestién, en funcién de la vida util y del coste
total se estima el coste por dia y se multiplica por el nimero de dias de uso. Estos
costes también son aplicables al software de control del equipo instrumental y a otro
software necesario para la realizacidn del proyecto, como por ejemplo editores de
texto, programas de procesamiento de datos, etc.

Los costes de personal son los asociados a la mano de obra necesaria para la
realizacion del proyecto. Dichos costes dependen del nimero de operarios que
intervienen, ldgicamente de las horas de trabajo invertidas y de la cualificacion.

Por otra parte nos encontramos con el segundo gran grupo en el cual hemos dividido
el conjunto de los costes, dicho grupo lo constituyen los costes indirectos. Los costes
indirectos estan constituidos por aquellos costes que son necesarios para la ejecucién
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del proyecto pero que no pueden imputarse directamente al mismo o no pueden
identificarse como generados directamente por el proyecto, pero que de no realizarse
o existir impedirian la realizacion del mismo. Es decir, gastos de material de oficina,
teléfono, suministro de agua, suministro de energia eléctrica, limpieza,
mantenimiento, etc.

6.2. COSTES DIRECTOS

Como ya se ha comentado, los costes indirectos se van a desglosar en tres apartados:
costes de material, costes de amortizacion de equipos y costes de personal.

6.2.1. Costes de material

Unidades Descripcion Medicién Unli)traer‘i::)o( €) Im:g)rte
ud. Electrodo de referencia Ag/AgCl (3M) 120 120
ud. Contraelectrodo de hilo de platino 35 35
ud. Cristal de ITO 60 70 4200

g Fosfato de sodio monobasico 45 0,24 10,8
g Fosfato de sodio dibasico 35 0,26 9,1
g Cloruro potasico 12 0,066 0,792
g Cloruro de sodio 180 0,64 0
g Acido vanilico 0,5 0,89 0,445
g Acido cafeico 0,5 6,2 3,1
g Catecol 0,5 0,29 0,145
g Hidroquinona 0,5 0,28 0,14
g Pirogalol 0,5 0,75 0,375
g Acido gélico 0,5 0,37 0,185
mL Glutaraldehido 10 0,9 9
mL Acetona 400 0,028 11,2
mL Cloroformo 200 0,06 12
g Bisftalocianina de lutecio 0,01 10 0,1
g Acido araquidico 0,03 30,4 0,912
bote Laca de plata 1 15 15
X Material de vidrio 1 500 500
4.928,29¢€

Tabla 6.1. Cuadro de costes de los costes directos de material.
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6.2.2. Costes de amortizacion

Para poder calcular los costes de amortizacidn se hace imprescindible estimar la vida
util del equipo y del software empleado.

El equipo informatico empleado para la realizacién del proyecto esta constituido por
tres ordenadores:

Un ordenador portatil destinado al tratamiento de datos, busqueda de informaciény a
la realizacion del presente documento. Como software asociado se han empleado
procesadores de datos y de texto. Los procesadores de datos utilizados son: el Origin 8
y el Microsoft Excel 2010. El procesador de texto empleado es el Microsoft Word 2010.
Estos programas de Microsoft entran dentro del paquete completo de Microsoft
Office 2010.

Un ordenador de sobremesa destinado al control y manejo de la balanza de Langmuir-
Blodgett KSV NIMA. El software de control es el KSV LayerBuilder y viene incluido con
el equipo instrumental.

Finalmente un tercer ordenador de sobremesa cuya funcion reside en el control y
manejo del potenciostato PARSTAT 2273. El software de control del potenciostato es el
PowerSUITE.

Se estima que la vida util de un equipo informatico ronda los 3 afios, a partir de los
cuales se considera que es obsoleto. Se puede asumir que el software tiene una vida
util igual a la del equipo informatico, ya que a pesar de que especialmente en el caso
del Office salen versiones nuevas practicamente cada afio, pueden seguir utilizandose
sin que haya una gran diferencia entre la funcionalidad de las distintas versiones.

El instrumental amortizable empleado estd constituido por la balanza de Langmuir-
Blodgett KSV NIMA y el potenciostato PARSTAT 2273 que es amortizable en 5 afos.

Una vez se ha tenido en cuenta el material amortizable y su vida util con el que se ha
trabajado hay que estimar el nimero de dias que puede trabajar cada afio dicho
material y las horas de trabajo que se obtienen cada dia.

Para obtener los dias efectivos anuales, a los dias de cada afio hay que restarle los dias
correspondientes a los fines de semana, a vacaciones y a festivos
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Dias efectivos por afio

Ao 365
Fines de semana 96
Vacaciones 30
Festivos 14
Dias efectivos 225

Tabla 6.2. Dias efectivos por afio

Cada jornada de trabajo esta constituida por 8 horas. Con lo cual se obtiene un tiempo
de trabajo anual total de:

h
Tiempo trabajo anual = SE- 225 dias = 1800 h

Primero se calcula la amortizacién anual dividiendo el coste entre el nimero de afios
de vida util. Después se calcula el coste horario dividiendo este coste anual entre el
numero de horas de trabajo anuales.

Finalmente para calcular el coste total se multiplica el coste horario por las horas de
uso.

En la tabla 6.3. se hace un compendio de todos los costes amortizables.

. .. | Horasde Coste Horas de
Amortizacion Coste total

trabajo horario uso del

LI anuales (€/h) equipo (€)
Portatil 1100 366,663 1800 0,204 248 50,4
PC potenciostato 1300 432,9 1800 0,241 200 48,1
PC balanza de Langmuir-Blodgett 1300 432,9 1800 0,241 370 89,0
Origin 8 1000 333 1800 0,185 60 11,1
Microsoft Office 2010 150 49,95 1800 0,028 188 5,2
PowerSUITE 2000 666 1800 0,370 240 88,8
Potenciostato PARSTAT 2273 15000 3000 1800 1,667 240 400,0
Balanza de LB KSV NIMA 60000 12000 1800 6,667 370 2466,7

oste total de amortizacid 3.159,27 €

Tabla 6.3. Cuadro de costes del material amortizable.
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6.2.3. Costes de personal

En primer lugar hay que analizar el tiempo total que ha sido empleado para realizar el

proyecto. Para ello se realiza un desglose de las distintas actividades globales en las

que se divide el conjunto del proyecto y se realiza una estimacion de los tiempos

invertidos en cada una de ellas:

Horas
ELIHEEN
Definicion de objetivos 15
Documentacion 115
Obtencidn de electrodos 370
Realizacion experiencias 240
Redaccién del proyecto 130
Duracion Total 870

Tabla 6.4. Desglose de tiempos del proyecto.

A partir de este desglose de tiempos y estimando que el coste por hora de trabajo de

un ingeniero estd en torno a los 20 €/h, se realiza la estimacidn de costes de personal:

Unidades Descripcion Medicion

Coste de personal total

Tabla 6.5. Cuadro de costes de personal.

Precio
Unitario (€)

Importe

(€)

17.400,00 €
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6.3. COSTES INDIRECTOS

Como ya se ha comentado con anterioridad los costes indirectos son aquellos que no
se pueden imputar directamente a la realizacién del proyecto. Entre ellos nos

encontramos con costes asociados al consumo de electricidad, agua, papel, etc.

Unidades Descripcion Medicidn Unli)traer‘i::Jo( €) Im?g)rte
KWh. Consumo eléctrico 450 0,082 36,9
L Consumo de agua corriente 4000 0,0016 6,4
Ud. Papel 700 0,02 14
ud. Encuadernacion 2 40 80
X Otro material de oficina X 10 10
X Otro material de laboratorio X 12 12
mes Suministro de internet y teléfono 4 30 120
Total costes indirectos 279,30 €

Tabla 6.6. Cuadro de costes indirectos.

6.4. RESUMEN DE COSTES

Para obtener los costes totales se suman los costes directos y los indirectos y de ahi se
obtiene el coste total estimado del proyecto.

Capitulo Importe

Costes de material 4.928,29 €
Costes de amortizacion 3.159,27 €
Costes de personal 17.400,00 €
Costes indirectos 279,30 €
25.766,86 €

Tabla 6.7. Resumen del presupuesto del proyecto
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