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l. Introduccién

I. INTRODUCCION

Putrescina (Put) es una amina bidgena (BA) alifatica (1,4- diaminobutano) cuya
presencia en ciertos niveles en los alimentos esta relacionada con olores y sabores
desagradables. Ademas, puede potenciar los efectos negativos sobre la salud humana
causados por otras BAs, como histamina (His) y tiramina (Ty), responsables de la
aparicion de nduseas, calor subito, sudoracion, dolor de cabeza e hipertension o
hipotension. [1]. Por ello, son numerosos los estudios encaminados a optimizar un
método fiable y sensible para su determinacion, con el fin de disminuir la concentracion
de Put en la fabricacion de los productos alimenticios, favoreciendo la seguridad
nutricional [2].

1.1. Biosensores

Un biosensor se define como un dispositivo compacto de analisis que incorpora
una molécula bioldgica (enzima, célula, anticuerpo, acido nucleido, tejido) asociada a
un sistema de transduccién (Figura 1). Este sistema permite procesar la sefial producida
por la interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito, produciendo
variacion en propiedades fisico-quimicas como pH, transferencia de electrones o calor,
en una sefial eléctrica, Optica, calorimétrica, acUstica, etc [3].
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Figura 1. Esquema de los componentes de un biosensor.

El empleo de biosensores tiene la ventaja de que la instrumentacion requerida es
barata y sencilla, a la vez que su analisis presenta una alta selectividad y sensibilidad,
que se consigue mediante la utilizacion de elementos de reconocimiento muy
especificos [4].

Los biosensores se pueden clasificar en funcion del tipo de interaccion que se
establece entre el elemento de reconocimiento y el analito en sensores biocataliticos y
sensores de bioafinidad. Los sensores biocataliticos se basan en la utilizacion de
biocatalizadores (enzimas, anticuerpos, etc.), que son elementos que favorecen que
ocurra una reaccion quimica en la que uno o varios sustratos se transforman en uno o
varios productos sin consumo del biocatalizador [5]. Para el desarrollo de este trabajo se
han utilizado sensores biocataliticos, en donde el elemento de reconocimiento, un
enzima, se ha inmovilizado en un transductor electroquimico.
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1.1.1. Enzimas

Los enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas en los seres Vivos.
La actividad enzimatica esta controlada normalmente por el pH, la fuerza ionica, la
temperatura y la presencia de cofactores. La estabilidad de los enzimas es un factor
limitante para el tiempo de vida de un biosensor de tipo enzimatico. Con el fin de
aumentarla se utilizan distintas técnicas, como la estabilizaciobn quimica
(inmovilizacién). En general, los métodos de inmovilizacién se suelen clasificar en dos
categorias; retencion fisica y unién quimica (Figura 2) [4].

J/i Métodos de inmovilizacién —\I/
J/i Retencidn Fisica —\L \J/ﬁ Unién Quimica —\l/

Adsorcion Microencapsulacion Atrapamiento Unidn covalente Entrecruzamiento
Figura 2. Clasificacion de los métodos de inmovilizacion.

En el método de inmovilizacion por adsorcién el enzima se une a un soporte sin
funcionalizar mediante interacciones ionicas, fuerzas de Van der Waals y por puentes de
hidrogeno. En la microencapsulacion los enzimas estan rodeados de membranas
semipermeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto. El
atrapamiento consiste en la retencién fisica del enzima en cavidades interiores de una
matriz sélida porosa (generalmente polimeros). El entrecruzamiento consiste en el uso
de reactivos bifuncionales que originan uniones intermoleculares entre las moléculas de
enzima, el agente bifuncional y el soporte. La metodologia de la union covalente entre
la enzima y el transductor se basa en la activacion de grupos quimicos del soporte que
reaccionen con las proteinas (enzimas) [4].

La eleccion de uno u otro procedimiento depende de la naturaleza del elemento
bioldgico, el tipo de transductor, las propiedades fisico-quimicas del analito y las
condiciones de trabajo del biosensor [6]. De entre los posibles métodos de
inmovilizacion de enzimas se describe a continuacion el procedimiento de
entrecruzamiento, ya que ha sido la metodologia utilizada en este trabajo para la
inmovilizacion del enzima Plasma amino oxidasa (PAO).

1.1.2. Inmovilizacién mediante entrecruzamiento.

La inmovilizacién del enzima PAO se llevé a cabo por entrecruzamiento con
glutaraldehido (GA) y seroalbimina bovina (BSA), técnica ampliamente utilizada en la
estabilizacion de muchos enzimas, ya que se trata de un método simple y sencillo [7]. El
resultado del entrecruzamiento son enlaces intramoleculares irreversibles, entre
moléculas del enzima y entre éstas y el soporte, capaces de resistir condiciones extremas
de pH y temperatura [7].
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GA y BSA originan un entramado cristalino donde las moléculas del enzima
estan rodeadas exclusivamente por otras moléculas de proteina, generalmente BSA, lo
que produce un aumento de su estabilidad (Figura 3). La estructura cristalina posee
canales microscopicos (20-50 A) que permiten el paso de sustratos hasta el centro activo
del enzima, donde se cataliza la reaccion [8].

Figura 3. Inmovilizacién enzimatica mediante entrecruzamiento.

1.1.3. Mecanismo de accién del enzima PAO

El mecanismo de la deteccion amperométrica de Put se basa en la accion del
enzima PAO (Figura 4), el cual cataliza la oxidacién de los grupos amino a su
correspondiente aldehido, liberando amoniaco y perdxido de hidrégeno. Al aplicar un
potencial adecuado, el peréxido de hidrégeno se oxida y genera una sefial
amperometrica que es proporcional a la concentracion de la amina adicionada [9].

PA
R-CHyNH,+0, + H)O —225>  R-CHO+ NH;+ H,0;
H,0, — H,O+ 2 e

Sefial amperomeétric
de oxidacion

Figura 4. Mecanismo de accion del enzima PAO.

En los Gltimos afios el uso de amino oxidasas (AO) en combinacion con varios
transductores electroquimicos para la de deteccion amperometrica de aminas ha sido
ampliamente aplicado, ya sea en una configuracién mono-enzimatica [2, 9-12, 20] o bi-
enzimatica [13-15, 18,], utilizando una combinacion de AO y Horseradish peroxidasa
(HRP) para reducir el potencial operacional (Tabla 1) y de esta forma reducir la
probabilidad de interferencias en el analisis de muestras reales.
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Tabla 1. Diversas configuraciones de electrodos desarrollados para la determinacion de BAs. amino-oxidasa (AO), diamino-oxidasa (DAO), AO aislada del forraje del
guisante (GPAQO), monoamino-oxidasa (MAO), plasma amino-oxidasa (PAQO), AO aislada del guisante (PSAO), putrescina-oxidasa (PUQ), tiramina-oxidasa (TAO),
peroxidasa aislada de la patata (SSP), agmatina (Agm), cadaverina (Cad), espermidina (Spd), espermina (Spm), tryptamina (Try).

Tipo de electrodo de

Método de

E [mV] (vs.

pH

Enzima trabajo inmovilizacion Ag/AGCI) Buffer Capacidad de deteccion Muestra real Ref.
i - DAO/HRP (0.18 pM His)
MAO-DAO /HRP SPCE Unidn covalente + 250 9.3 MAO/HRP (0.40 uM His) Anchoas 13
PSAO Sensor de oxigeno Disuelta en - 800 7.0 10 uM (His, Cad, Put) N/A 16
tipo Clark Pt disolucion ' ’ '
GPAO /HRP Grafito Entrecruzamiento -50 7.2 500 uM (His, Cad, Put, Spd, Ty) Bacalao 14
DAO Pt Entrecruzamiento + 700 7.0 125 uM His, 250 uM Put, 500 uM Cad | Queso, Anchoas 2
GC .
PUO (MWCNTS/APTES) Entrecruzamiento - 250 8.4 0.5 uM Put N/A 17
. Salmon,
PAO- TAO-DAO SPPtE Entrecruzamiento + 700 7.5 10 mg/kg His, Ty Cerveza, Queso, 9
5 mg/kg Put )T
Salami, Vino
SSP /HRP Grafito Entrecruzamiento -50 7.0 100 uM Put N/A 18
PUO Pt (fotolitografia) Entrecruzamiento + 600 8.5 0.5 uM Put I—? angre 10
umana
AO/ Polimero Grafito Entrecruzamiento + 200 7.0 2.2 UM His N/A 19
DAO Pt Entrecruzamiento + 650 8.0 0.5 1M (Put-Cad-His-Spd-Spm-Ty), Anchoas 11
0.1 UM Try
PSAO/HRP GC Entrecruzamiento 0.0 7.4 25 uM Put N/A 15
PUO Au-Pt Entrecruzamiento + 500 8.5 25 uM Put Fluido Vaginal 20
PUO-MAO SPPtE Entrecruzamiento + 600 g5 | 206 uMPut- 0.1uM (Cad-Spd —Ty) Caballa 12
1,5 UM Agm




I1. Objetivo

Il. OBJETIVO

Este trabajo tiene por objeto la puesta a punto de un método sencillo para la
determinacion de Put, de forma répida y sensible, utilizando biosensores basados en la
modificacion de electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs). El logro de este objetivo
global implica la consecucion de distintas etapas con los objetivos especificos que se
indican a continuacion:

v

Optimizacion de las variables experimentales mas influyentes en la
determinacion amperométrica de este compuesto, mediante el uso de
biosensores basados en SPCEs inmovilizados con el enzima PAO (PAO-
SPCEs)

Caracterizacion de la precision de los PAO-SPCEs para la determinacion de
Put en términos de reproducibilidad, repetibilidad y capacidad de deteccion.

Modificacion de SPCEs con nanoparticulas de oro (AuNPs-SPCEs), con el
fin de mejorar la conductividad de los electrodos y poder lograr una mayor
sensibilidad, y posterior inmovilizacion con PAO (PAO-AuNPs-SPCEs).

Optimizacion de las variables experimentales mas influyentes en la
determinacion amperométrica de este compuesto utilizando PAO-AuNPs-
SPCEs.

Caracterizacion de la precision de los biosensores PAO-AuNPs-SPCEs para
la determinacion de Put en términos de reproducibilidad, repetibilidad y
capacidad de deteccion.

Determinacion de las posibles aminas interferentes en la determinacion de
Put, mediante el uso de PAO-AuNPs-SPCEs.

Modificacion de SPCEs con el mediador tetratiofulvaleno (TTF) (TTF-
SPCEs), con la finalidad de reducir la probabilidad de interferencias de otras
aminas al realizar las determinaciones a potenciales reducidos.

Modificacion de los TTF-SPCEs con el enzima PAO (PAO-TTF-SPCEs).

Optimizacion de las variables experimentales mas influyentes en la
determinacion de Put utilizando PAO-TTF-SPCEs.

Caracterizacion de la precision de los PAO-TTF-SPCEs para la
determinacion de Put en términos de reproducibilidad, repetibilidad vy
capacidad de deteccion.

Determinacion de las posibles aminas interferentes en la determinacion de
Put, mediante el uso de PAO-TTF-SPCEs.
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I11. REACTIVOS E INSTRUMENTACION

111.1. Reactivos
Todas las disoluciones se prepararon en agua Milli-Q.

Las tintas para la fabricacion de los electrodos serigrafiados fueron Electrodag
PF-407 A (carbono), Electrodag 6037 SS (Ag/AgCl) y Electrodag 452 SS (dieléctrico)
suministradas por Acheson Colloiden (Scheemda, Paises Bajos). EI mediador TTF fue
proporcionado por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

El electrolito de soporte empleado para las medidas fue una disolucion tampon
de fosfato, preparada a partir de KH,PO4 50 mM (Fluka, Steinheim, Alemania) y KCI
100 mM (Merck, Darmstadt, Alemania) ajustando al pH deseado con NaOH 1M (JT
Baker, Deventer, Holanda).

En el procedimiento de inmovilizacion de la enzima en el electrodo de trabajo
se utilizd BSA 6%, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), PAO 6% (Worthington,
Lakewood, USA), preparadas disolviendo la cantidad adecuada de cada reactivo en
KH,PO, 10 mM pH 6 (Fluka, Steinheim, Alemania).y GA 2.5 % (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania).

Para el estudio de las aminas se utiliz6 Put, Cad (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania), Ty, His (Fluka, Steinheim, Alemania), Spd, Spm y Try (Acros Organics,
Geel, Bélgica).

Para depositar las AuNPs en los SPCEs se utiliz6 una disolucién de
HAuCI,;.3H,0 0.1 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) en H,SO,0.5 M (Merck,
Darmstadt, Alemania).

111.2. Equipos y software

Los electrodos serigrafiados fueron impresos por medio de un equipo de
serigrafia DEK 248 (DEK, Weymouth, Reino Unido).

Las medidas electroquimicas fueron realizadas utilizando un potenciostato
pHAutolab tipo Il (Eco Chemie, Utrecht, Paises bajos) y un potenciostato PalmSens
(Palm Instrument BV, Houten, Paises bajos).

El pH de las soluciones tampdn fueron medidos en un pHmetro HI 221
(HANNA Instruments, USA).

El andlisis de los datos fue realizado por medio del software STATGRAPHICS
PLUS 5.1 para el disefio de experimentos [21], PROGRESS para las regresiones
robustas [22] y DETARCHI para el calculo de la capacidad de deteccién [23].



IV. Procedimiento experimental

IV. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

IV.1. Modificacion de los electrodos serigrafiados con AuNPs

La modificacion de la superficie del electrodo de trabajo de los SPCEs mediante
la deposicion de AuNPs se llevd a cabo segun el procedimiento descrito por Dominguez
et al. [24], donde la deposicion electroguimica se realiza en una disolucion de
HAuCl4.3H,0 0.1 mM en H,S0,40,5 M, aplicando un potencial de acumulacion de 0.18
V durante 15 segundos.

1V.2. Inmovilizacion enzimética

La inmovilizacion del enzima PAO sobre la superficie del electrodo de trabajo se
realizd mediante el procedimiento de entrecruzamiento descrito en la seccion 1.1.2. Asi,
se depositaron sucesivamente sobre la superficie electrddica 5 pL de una mezcla de 1.25
puL de BSA al 6% y 1.25 pL de PAO al 6%, ambas preparadas en KH,PO4 10 mM pH 6,
y finalmente 2.5 pL de GA al 2.5%. Posteriormente, se permitié reaccionar la mezcla
durante 90 minutos a 4° C.

IV.3. Modificacion de los electrodos serigrafiados con TTF

La incorporacion del mediador TTF sobre el electrodo de trabajo se realizo
mediante una modificacion del procedimiento descrito por Alonso et al. [13], para la
fabricacion de los distintos electrodos (trabajo, referencia y contraelectrodo) (Figura 5).
En este caso, el electrodo de trabajo se construy0 utilizando una mezcla de TTF al 5%
con tinta de carbono.

a.Viasde b. Electrodo de c. Electrodo de d. Contraelectrodo
Plata referencia Ag/AgCl trabajo (Tintade T' ondrae eb ro e. Tinta aislante
carbono + TTF 5%) (Tinta de carbono)

Figura 5. Disefio y esquema de los pasos seguidos en la fabricacion de los electrodos serigrafiados.

Una vez impresos los electrodos, se comprobd la presencia del TTF mediante un
barrido voltamperométrico entre - 0.4 V y 0.8 V en KCI 0.1 M (Figura 6).
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Figura 6. Voltamperogramas ciclicos registrados en KCI 0.1M utilizando un SPCE (rosa) y un TTF-
SPCE (azul).

Los voltamperogramas ciclicos de los electrodos de carbono modificados con
TTF presentan los dos picos anddicos caracteristicos del TTF y sus derivados (TTF —
TTF" — TTF?") y los correspondientes catédicos [25].
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V. DETERMINACION DE PUTRESCINA UTILIZANDO PAO-SPCEs

En esta etapa del trabajo se pretende poner a punto un método electroquimico,
empleando un biosensor basado en el enzima PAO inmovilizado sobre SPCEs, que
permita la determinacion amperométrica de Put. La modificacion de la superficie
electrodica se realiz6 mediante el método de inmovilizacion entrecruzamiento, descrito
en la seccion IV.2.

V.1. Optimizacion de las variables experimentales

En cualquier procedimiento de analisis en el que se trata de obtener una
respuesta relacionada con el analito de interés, es de gran utilidad estudiar los
pardmetros o variables experimentales que intervienen en el proceso, asi como sus
interacciones. Ademas, es importante encontrar los valores de dichas variables
experimentales para los cuales la respuesta sea maxima. Con el fin de lograr este
objetivo se utilizd la metodologia del disefio de experimentos [26].

La determinacion amperométrica de Put implica la oxidacién del analito a un
potencial de trabajo determinado y tanto esta variable como el pH del electrolito de
soporte utilizado, influyen significativamente en la sefial registrada, por lo que se
realizé un disefio central compuesto 22 para su optimizacion. Consta de 11 experiencias
correspondientes a todas las posibles combinaciones entre los niveles seleccionados de
las dos variables experimentales:

pH (-) =7 E(-)=03V
pH (0) =9 E(0)=0.6V
pH (+) =11 E(+)=09V

La sefial electroquimica a optimizar fue la intensidad de oxidacion del agua
oxigenada generado enzimaticamente, que puede relacionarse con la concentracion de
Put en el medio (0.195 mM).

El andlisis de los resultados se presenta en forma de anélisis de varianza
(ANOVA) en la tabla 3.

Tabla 3. Analisis de los resultados en forma de ANOVA del disefio 22 para la optimizacién de las
variables experimentales en la determinacion de Put utilizando PAO-SPCEs.

Efecto Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Fexo Pactual
A:pH 0.011951 1 0.011951 0.17 0.7196
B:Potencial 1.26405 1 1.26405 18.06 0.0512
AA 1.59377 1 1.59377 22.77 0.0412*
AB 0.156025 1 0.156025 2.23 0.2740
BB 0.407874 1 0.407874 5.83 0.1372
Fallo de ajuste 0.818313 3 0.272771 3.90 0.2109
Error puro 0.14 2 0.07
Total (corr.) 4.06236 10

R?*=76.41 %

11
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Puede observarse que una funcion de segundo grado es adecuada para modelar
los datos, ya que el fallo de ajuste no es significativo a un nivel de confianza del 95 %.
Ni el potencial aplicado ni sus interacciones son factores significativos en la variable
respuesta, pero si que lo es el pH del medio, puesto que lo es una de sus interacciones
(Pactual < 0-05)-

La representacion de la intensidad de oxidacion registrada en funcion del pH y
del potencial de medida indica un maximo claramente definido para la variable
respuesta en las siguientes condiciones experimentales (Figura 7):

pH=85 E=0.85V

-89 Intensidad

N\ -04 — -1.9

Potencial

6.1 7.1 8.1 9.1 10.1 111 121

pH
Figura 7. Curvas de nivel de la variable respuesta del disefio 2% para la optimizacién de las variables
experimentales en la determinacién de Put utilizando PAO-SPCEs

La sefial obtenida en las condiciones 6ptimas permite realizar calibrados en el
rango de concentraciones de 39.6 a 345.7 UM de Put, tal y como se muestra en la figura
8.

BN vl
e

02015 W
ey

CRTIERTE ,\pn-)’d
B f Bl 15 o .l'.l"-«.l‘JJ‘

FRERERIE

CLApEx 10 4 )-f’

L0810 4 -.H
nmwmmr

B3t
L]

Intensidad (A)

£ T [ 1A 385
Tempo (3)

Figura 8. Cronoamperograma registrado para la determinacion de Put en las condiciones optimizadas
utilizando un PAO-SPCE.
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V.2. Caracterizacion de los PAO-SPCEs para la determinacién de Put

Para caracterizar un procedimiento analitico y asegurar su calidad es importante
establecer su precision, en términos de reproducibilidad y repetibilidad, asi como su
capacidad de deteccion. Inicialmente, se comprobd la reproducibilidad del
procedimiento, para lo cual se realizaron 3 calibrados utilizando electrodos diferentes en
el rango de concentracion de 39.6 a 345.7 uM de Put en celda, en las condiciones
optimizadas de las variables experimentales.

Con el objetivo de detectar la existencia de puntos anomalos, se utilizo el
programa PROGRESS [22], que evalla el intervalo lineal y la presencia de datos
anomalos mediante una regresion en minima mediana de cuadrados (LMS). Una vez
que estos puntos son eliminados del conjunto de calibracion, se construye nuevamente
con los restantes puntos una recta de calibraciébn mediante una regresién en minimos
cuadrados ordinarios (OLS). Esta regresion OLS proporciona una correcta valoracion de
la pendiente (sensibilidad) y del término independiente del calibrado, siendo ambos
importantes para juzgar la calidad del calibrado y a partir de ésta, la del método
analitico.

En la figura 9 se representan los puntos experimentales y las rectas de
calibracién construidas a partir de ellos, al igual que el coeficiente de determinacién
(R?), y la desviacién estandar residual (Syx). La reproducibilidad del método de analisis
de Put utilizando PAO-SPCEs en términos de desviacion estandar relativa (RSD),
asociada a las pendientes de dichas rectas fue de un 8.91 % (n = 3).

300

y=0.5512x+39.375 y=0.5097x+ 67.328
R?=0.9994 R?=0.9998
250 Syx=1.0439 Syx=0.5243
200 y=0.461x + 66.328

R?=0.9992
Syx=1.1996

1(nA)

150

100

50 @

0 50 100 150 200 250 300 350 400
CPut uM

Figura 9. Puntos experimentales y rectas de calibracion obtenidas para estimar la reproducibilidad del
biosensor en la determinacion de Put.

De igual manera se calculo la repetibilidad del método, realizando sucesivos
calibrados en las condiciones Optimas de las variables experimentales, utilizando el
mismo electrodo, en el intervalo de concentraciones comprendido entre 39.6 a 345.7
UM de Put en celda. En la figura 10 se representan los puntos experimentales y las

13
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rectas de calibracion construidas a partir de ellos, una vez eliminados los puntos
anomalos, en los diferentes calibrados realizados. La repetibilidad de los PAO-SPCEs,
en términos de RSD asociada a las pendientes de las rectas de calibracién construidas,
fue de 6.10 % (n = 3).

Estos indices de calidad reflejan la buena fiabilidad del procedimiento analitico
desarrollado para la determinacién de Put.

140
y=0.29343x + 1.4739 y=0.33079x + 2.2481
120 R2=0.9951 R?=0.9928
Syx=2.093 Syx=3.740
100
®
|
_. 80
<
£
- 60
40
y=0.31967x + 6.8825
R2=0.9973
20 Syx=1.987
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
CPut uM

Figura 10. Puntos experimentales y rectas de calibrado construidas para calcular la repetibilidad de
consecutivas réplicas con un mismo electrodo.

El procedimiento propuesto fue a su vez caracterizado mediante su capacidad de
deteccion, teniendo en cuenta la probabilidad de falso positivo (a) y falso negativo (B)
[27], para lo que se utilizé el programa DETARCHI [23]. En el célculo de este indice de
calidad también se precisan regresiones lineales validadas entre la concentracion y la
sefial analitica. El valor de capacidad de deteccion obtenido fue de 68.43 + 0.44 uM (a

=0.05, f = 0.05; n = 3).
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VI. DETERMINACION DE PUTRESCINA UTILIZANDO PAO-AuNPs-SPCE

Es conocido el efecto catalitico que los nanomateriales inmovilizados sobre las
superficies electrodicas ejercen sobre muchas reacciones quimicas [27].

En previas experiencias en la determinacion de Put, se logroé obtener una mayor
sensibilidad de los SPCEs al modificar la superficie del electrodo de trabajo mediante la
deposicion de AuNPs), por lo que la etapa siguiente en la realizacion de este trabajo, fue
la inmovilizacion del enzima PAO sobre SPCEs previamente modificados con AuNPs
con el fin de aumentar la sensibilidad en la determinacion de Put.

Para ello se llevo a cabo inicialmente la deposicion de AuNPs mediante la
metodologia descrita en la seccion 1V.1 Posteriormente se inmovilizé el enzima PAO
por el método de entrecruzamiento, descrito en la seccion 1V.2.

V1.1. Optimizacion de las variables experimentales.

Tal como se indicd en el capitulo anterior, los factores que influyen en la
determinacion amperométrica de Put son el potencial de trabajo y el pH del electrolito
de soporte, por lo que se evalud su influencia mediante un disefio central compuesto 22
[26]. Los valores elegidos para los niveles alto (+), bajo (-) y punto central (0) fueron:

pH () =7 E(-)=05V
pH (0) =9 E(0)=0.7V
pH (+) =11 E(+) =09V

Se tomé como variable respuesta la intensidad de la reaccion de oxidacion del
agua oxigenada, generado enzimaticamente, que puede relacionarse con la
concentracion de Put en el medio (39.6 uM). Del andlisis de los resultados presentado
en forma de ANOVA (Tabla 4), puede deducirse la adecuacion del modelo utilizado
para el analisis de estos datos, ya que el fallo de ajuste no es significativo a un nivel de
confianza del 95 %.

Tabla 4. Analisis de los resultados en forma de ANOVA del disefio 2? para la optimizacion de las
variables experimentales en la determinacion de Put utilizando PAO-AuNPs-SPCEs.

Efecto Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Fexp Pactual
A:pH 230.203 1 230.203 19.18 0.0484*
B:Potencial 48.0114 1 48.0114 4.00 0.1835
AA 559.135 1 559.135 46.59 0.0208*
AB 115.563 1 115.563 9.63 0.0900
BB 9.5711 1 9.5711 0.80 0.4661
Fallo de ajuste 257.798 3 85.9326 7.16 0.1250
Error puro 24.0 2 12.0
Total cor 1339.33 10

R*=78.96 %
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El andlisis de los resultados condujo al siguiente 6ptimo matemaético de las
variables experimentales, que se tomo como valor 6ptimo de las mismas:

pH=9 E=098V
La sefial obtenida en las condiciones Optimas permite realizar calibrados en el

rango de concentraciones de 1.99 a 19.7 uM de Put, tal y como se muestra en la figura
11.
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Figura 11. Cronoamperograma registrado para la determinacion de Put en las condiciones optimizadas
utilizando un PAO-AuNPs-SPCE.

V1.2. Caracterizacion de los PAO-AuNPs-SPCE para la determinacion de Put.

Con el fin de comprobar la reproducibilidad del procedimiento, se realizaron 4
calibrados en el rango de concentracion de Put comprendido entre 1.99 a 19.7 uM, en
las condiciones optimizadas de las variables experimentales, utilizando distintos
AUNPs-SPCE + PAO. Los puntos andmalos fueron detectados y eliminados de los
calibrados, tal y como se indico en el capitulo anterior. En la figura 12 se presentan los
puntos experimentales y las rectas de calibracion construidas a partir de ellos. La RSD,
asociada a las pendientes de dichos calibrados, fue de 6.17 % (n = 4), lo que indica una
buena reproducibilidad del procedimiento.

A su vez, se estimd la repetibilidad a dos niveles de concentracion de Put, 1.99 y
19.7 uM, que coinciden con el minimo y el maximo del intervalo en el que se
construyeron las rectas. La RSD de las intensidades registradas a ambos niveles fue de
10 % (n = 3) y de 13.18 % (n = 3), respectivamente.

Se caracterizo de igual manera la capacidad de deteccion del método, teniendo
en cuenta la probabilidad de falso positivo (a) y falso negativo () [27], utilizando el
programa DETARCHI [23]. El valor de capacidad de deteccion obtenido fue de 2.22 +
0.24 pM (a0 = 0.05, B = 0.05; n = 4), indicandonos que la combinacién de ambas
modificaciones (AuNPs y PAQO) conduce a obtener una mayor sensibilidad en la
determinacion de Put.
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Figura 12. Puntos experimentales y rectas de calibracion obtenidas para estimar la reproducibilidad del
biosensor en la determinacién de Put.

V|1.3. Estudio de la interferencia producida por la presencia de otras aminas

Con la finalidad de aplicar el método propuesto para la determinacién de Put en
muestras reales, es de gran interés conocer previamente las posibles interferencias de
otras BAs que puedan afectar el andlisis, para ello, se evaluaron seis de las principales
aminas encontradas frecuentemente en alimentos fermentados: Cad, His, Ty, Spm, Spd y
Try [9].

Las condiciones elegidas para realizar el estudio fueron las condiciones dptimas
elegidas para la determinacion de Put mediante el empleo de PAO-AuNPs-SPCE.

De los resultados obtenidos puede concluirse que Cad, Spd e His no presentan
interferencia alguna en la determinacion de Put al mismo nivel de concentracion (1.96
uM), sin embargo la Try, Ty, Spm, presentaron una sefial de 15.2 %, 9.6 %, y 5.9%
respectivamente en relacion con la sefial de registrada para la Put (Figura 13).

100
90
80
70
60
50

Sensibilidad %

40
30
20
10

Put Try Ty Spm Cad His Spm

Figural3. Porcentaje de respuestas del biosensor PAO-AuNPs-SPCE para las BAs: Put, Cad, Ty, Try,
His, Spd, Spm.
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VIl. DETERMINACION DE PUTRESCINA UTILIZANDO PAO-TTF-SPCEs

Con la finalidad de reducir la probabilidad de interferencias en el andlisis de
muestras reales, en la determinacion de BAs, en los Ultimos afios se han utilizado
combinaciones de diversas amino oxidas con otras enzimas y mediadores [13-15, 18],
permitiendo realizar las determinaciones analiticas a potenciales inferiores a + 300 mV.

En este capitulo se pretende desarrollar un método para la determinacion de Put
mediante el empleo de biosensores, basados en SPCE modificados, en éste caso con
TTF como agente mediador (Seccion 1V.3) y posterior inmovilizacién del enzima PAO
por entrecruzamiento (Seccion 1V.2.).

En este caso, la deteccion amperométrica se ha realizado mediante la medicién
de la corriente catddica debida a la oxidacion del mediador TTF al aplicar un potencial
adecuado.

Como se ha descrito previamente, el mecanismo de la deteccion amperométrica
de Put se basa en la accién del enzima PAO, que cataliza la oxidacién de los grupos
amino a su correspondiente aldehido, liberando amoniaco y perdxido de hidrogeno. En
este caso, el perdxido de hidrdogeno se oxida en presencia del mediador que es a su vez
oxidado electroquimicamente a un potencial adecuado, generando una sefal
amperométrica que es proporcional a la concentracion de Put adicionada:

NH3
BA x PAO H,0, X TTFReq
BAox PAOReq (O TTFox

Este mecanismo se comprobd experimentalmente mediante el estudio de la
intensidad de oxidacion del peroxido de hidrégeno utilizando SPCEs y TTF-SPCEs. Al
realizar sucesivas adiciones de H,0O,, Unicamente es posible registrar
amperometricamente, aplicando un potencial operacional de 250 mV, una intensidad de
oxidacion cuando se emplean los sensores que contienen TTF.

VI1.1. Optimizacion de las variables experimentales

Al igual que en los capitulos anteriores se evaluo la influencia del pH y del
potencial aplicado mediante un disefio central compuesto 2° [26]. Se tomd como
variable respuesta la intensidad de la oxidacion registrada para una concentracion de Put
de 98.5 uM. Los valores elegidos para los niveles alto (+), bajo (-) y punto central (0)
fueron:

pH(-) =7 E(-)=01V
pH (0)=8 E(0)=02V
pH (+) =9 E(+)=03V
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En este caso, los valores de potencial seleccionados se tomaron en torno al
potencial de oxidacion del mediador (TTF — TTF").

El andlisis de los resultados obtenidos se presenta en la superficie de respuesta
mostrada en la figura 14. Puede observarse como a pH en torno a 9 se registran mayores
intensidades de oxidacion, por lo que se fijo este valor como 6ptimo.

Intensidad, nA
=
o

400
-50 300

6.5 7 75 100

95 O Potencial, mV

pH

Figura 14. Superficie respuesta obtenidas en la optimizacion de los pardmetros experimentales en la
determinacion de Put mediante PAO-TTF-SPCE.

Asi, con el objetivo de evaluar la influencia del potencial aplicado, se realizaron
diferentes experiencias a pH 9, tomando nuevamente como variable respuesta la
intensidad de la oxidacion registrada para una concentracion de Put de 98.5 uM (Figura
15). Se registr6 un maximo de intensidad a 250 mV, por lo que se tomo este valor como
Optimo para analisis posteriores.
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Figura 15. Representacion de la intensidad registrada vs. potencial operacional para la optimizacion de
los parametros experimentales en la determinacion de Put mediante PAO-TTF-SPCE.
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La sefial obtenida en las condiciones optimas, pH 9 y potencial de trabajo 250
mV, permite realizar curvas de calibrado en el rango de concentraciones de 59 a 566
MM de Put, tal y como se muestra en la figura 16.

Intensidad (nA)
&

T = T o T = T o T
400 3500 000 L2100 00

Tiempo (s)

Figura 16. Cronoamperograma registrado para la determinacion de Put en las condiciones optimizadas
utilizando un PAO-TTF-SPCE.

VI1.2. Caracterizacion de los PAO-TTF-SPCEs para la determinacion de Put

Con el fin de comprobar la reproducibilidad del procedimiento, se realizaron 4
calibrados en el rango de concentracién de Put comprendido entre 59 a 566 UM, en las
condiciones optimizadas de las variables experimentales, utilizando distintos PAO-TTF-
SPCEs. Los puntos andmalos fueron detectados y eliminados de los calibrados de
acuerdo con el procedimiento descrito previamente. En la figura 17 se presentan los
puntos experimentales y las rectas de calibracion construidas a partir de ellos.

La reproducibilidad del método para la determinaciéon de Put utilizando PAO-
TTF-SPCEs, en términos de RSD, asociada a las pendientes de las rectas de calibracién
construidas, fue de 7.89 % (n = 4), lo que indica la fiabilidad del procedimiento
desarrollado.

La caracterizacion la capacidad de deteccion del método, se realiz6 teniendo en
cuenta la probabilidad de falso positivo (o) y falso negativo (B) [27], utilizando el
programa DETARCHI [23]. El valor de capacidad de deteccion obtenido fue de 103.9 +
0.54 UM (.= =0.05; n = 4).
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Figura 17. Rectas de calibracion obtenidas para estimar la reproducibilidad del biosensor en la
determinacion de Put.

VI11.3. Estudio de la interferencia producida por la presencia de otras aminas

Se realizd el estudio de las posibles interferencias en el andlisis de Put
producidas por otras BAs presentes en los distintos tipos muestras. Para ello se
evaluaron, al igual que en el capitulo anterior, seis de las principales aminas encontradas
frecuentemente en alimentos fermentados Cad, His, Ty, Spm, Spd y Try [9].

Las condiciones elegidas para realizar el estudio fueron las condiciones 6ptimas
encontradas para la determinacién de Put mediante el empleo de PAO-TTF-SPCE, pH 9
y potencial de medida 0.25 V.

De los resultados obtenidos puede concluirse que Cad y Ty son las Unicas
aminas que pueden presentar algin tipo de interferencia en la determinacion de Put al
mismo nivel de concentracion (99 uM), con unos porcentajes de 55 %, 28.6%
respectivamente en relacion a la sefial registrada para la Put (Figura 18).
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Figural8. Porcentaje de respuestas del biosensor PAO-TTF-SPCE para las BAs Put, Cad, Ty, Try, His,
Spd, Spm
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VIII. CONCLUSIONES

Los resultados de los capitulos precedentes pueden ser resumidos en las
siguientes conclusiones:

» EIl uso de biosensores basados en SPCEs inmovilizados con el enzima PAO
resultan viables en la determinacion de Put por medios cronoamperometricos.

» La combinacion de las variables experimentales que maximizan la intensidad de
oxidacion en la determinacion de Put, mediante cronoamperometria utilizando
PAO-SPCEs son pH 8.5 y potencial de medida + 0.85 V.

> La repetibilidad y reproducibilidad del método para la determinacion de Put
utilizando PAO-SPCEs fue de 6.1 % (n = 3) y 8.91 % (n = 3), respectivamente,
calculandose dichos valores a partir de la RSD de las pendientes de las rectas de
calibracion.

> La capacidad de deteccion de Put obtenida utilizando PAO-SPCEs en las
condiciones optimizadas es de 68.43 + 0.44 uM (oo = B = 0.05; n = 3).

» Las condiciones optimas de las variables experimentales para la determinacion
de Put mediante el uso de PAO-AuNPs-SPCEs son pH 9 y potencial de medida
de +0.98V.

> El empleo de PAO-AuNPs-SPCEs permite obtener una mayor sensibilidad en la
determinacion de Put respecto a la obtenida en el caso de PAO-SPCEs.

> La capacidad de deteccion de Put obtenida utilizando PAO-AuNPs-SPCEs en
las condiciones optimizadas es de 2.22 + 0.24 pyM (o = B = 0.05; n = 4), con
una reproducibilidad de 6.17 % (n =3) y repetibilidad con valores entorno 10 %.

» En el caso de los biosensores PAO-AuNPs-SPCEs las aminas bidgenas His, Spd
y Cad no suponen interferencia alguna en la determinacién de Put al mismo
nivel de concentracién (1.96 uM).

» La incorporacion del mediador TTF en la composicién del electrodo de trabajo
(TTF-SPCESs), permitié realizar las determinaciones de Put a un potencial de
+250 mVypHO9.

» Los biosensores PAO-TTF-SPCEs permiten obtener una capacidad de
deteccién de 103.9 £ 0.54 pM (o = B = 0.05; n = 4), con una reproducibilidad
de 7.89 % (n = 4), lo que indica que el procedimiento desarrollado en la
fabricacion y modificacion de los electrodos serigrafiados es fiable, ya que
diferentes electrodos conducen a respuestas amperométricas reproducibles.

» Spd, Spm, His y Try no representan una interferencia en la determinacion de la
Put mediante el uso de PAO-TTF-SPCEs.
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