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Nowadays, the interest in the determination of different pollutants in
food and environmental fields has exponentially grown. For this reason, the
development of miniaturized analytical devices with properties including low
cost, portability, accuracy, and ease of use for the high sensitivity and

selective determination of the target analyte is necessary.

Biogenic amines (BAs) are one of the most important pollutants
present in food products. Among them, tyramine (Tyr) can be considered as
one of the most frequently BAs existing in different variety of foods.
Likewise, heavy metals are among the most important environmental
pollutants because of their high toxicity. In this way, chromium can be
considered as an important toxic element especially Cr(VI), which
carcinogenic effects have been demonstrated, being therefore its speciation

more interesting than the determination of total chromium content.
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Among other analytical techniques, high performance liquid
chromatography (HPLC) and electrophoresis are the most frequently used in
the determination of Tyr. In the case of chromium, the determination is
usually carried out by atomic absorption spectrophotometry (AAS) and
inductively coupled plasma (ICP) techniques. These techniques require
tedious pretreatment processes of the sample and a complex and expensive
instrumentation. Thus, the applicability of these devices in routine

determinations is reduced.

Electrochemical methods are suitable to perform accurate and precise
determinations requiring low sensitivities. These techniques present
important advantages such as a simple and low cost instrumentation, and
usually short analysis times. Furthermore, the reliability and accuracy of
electrochemical methods remain the same or even better compared to the

techniques normally used in the determination of pollutants.

In the last years, there has been a great development in the field of
miniaturized electrodes, in particular screen-printed electrodes (SPEs).
These systems overcome the disadvantage of the electrochemical techniques
in terms of reproducibility, since these disposable devices are able to be
mass produced. They present additional advantages including the
possibility of “in situ” analysis and a great versatility due to the wide range
of possible modifications. This last feature makes them particularly

selective to a variety of analytes.

In this work two different biosensors have been developed for the
determination of Tyr using screen-printed carbon electrodes (SPCEs) as
disposable devices. Firstly, a chronoamperometric biosensor based on the
immobilization of the enzyme plasma amine oxidase (PAO) has been
constructed (PAO/SPCE). This biosensor shows a high sensitivity for the
determination of Tyr being its capability of detection value of 2 uM

(a=p=0.05). The reproducibility and repeatability value obtained for the
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described biosensor is 8.6% and 8.7%, respectively. Moreover, this
biosensor has been successfully applied in the determination of Tyr in
cheese commercial samples. In spite of the good results described above,
the developed method resulted not selective for determination of Tyr, since
other BAs also presented an analytical response in the optimized

experimental conditions.

With the aim of developing a selective biosensor for the determination
of Tyr, horseradish peroxidase (HRP) has been selected as the biological
element for the fabrication of HRP/SPCEs based on its crosslinking
immobilization. This enzyme has been also used for the construction of
disposable biosensors based on its direct incorporation during the SCPEs
production process (SPCurrEs). The experimental conditions have been
optimized in both cases by experimental design method. In the case of the
HRP/SPCE biosensor, a capability of detection of 0.01 uM has been
obtained being the reproducibility value of 6.8% and the repeatability value
of 7.1%. For the SPCurpE biosensor, the capability of detection value
obtained was 2 uM with a reproducibility of 3.4% and a repeatability of
2.2%. The analysis of the possible interference by other BAs shows a good
selectivity for both biosensors in the determination of Tyr, since no other
BAs analyzed show chronoamperometric responses under the optimized
experimental conditions. Comparing the results obtained with both
biosensors it can be concluded that SPCurpE biosensors offer a very good
sensitivity in the determination of Tyr with good performance features in
terms of precision, adding the advantage of a shorter manufacturing
process. SPCurrEs biosensors were then used in the analysis of Tyr in a

cheese commercial sample with successful results.

A procedure for the simultaneous determination of Cr(IlI) and Cr(VI) by
differential pulse voltammetry using SPCEs has been also developed. First,
a selective sensor to Cr(Ill) using mercury film modified SCPEs has been

constructed (Hg-SPCEs). The developed sensor shows a high sensitivity
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(capability of detection of 39 uM) with good precision (reproducibility of 3%).
Moreover, the Hg-SPCEs results highly selective to Cr(Ill) even in the
presence of Cr(VI).

In a second step, a selective sensor for the analytical determination of
Cr(VI) has been developed as well. In this case SPCEs have been modified
with gold nanoparticles (AuNPs). The AuNPs-SPCEs sensors shows a
capability of detection value of 0.5 puM with a reproducibility and
repeatability values of 1.5% and 1.4%, respectively for the selective

determination of hexavalent chromium even in the presence of Cr(IlI).

For the simultaneous determination of both species of chromium
Hg-SCPEs and AuNPs-SPCEs have been connected in array mode. These
developed array devices show successful results in the determination of
Cr(Ill) and Cr(VI) even in complex samples such as waste water from a

tannery.

Disposable biosensors have been also developed in order to improve
the sensitivity in the speciation analysis of chromium. In this way, a
selective biosensor for Cr(lll) has been constructed based on the
immobilization of the enzyme tyrosinase on SPCEs modified with
tetrathiafulvalene (TTF) as a redox mediator (tyrosinase/SPCrirEs). The
selective determination of Cr(Ill) with this sensor is based on the inhibitory
effect of this species of chromium on the activity of tyrosinase. The
capability of detection obtained for this biosensor is 2.0 pM being its

reproducibility of 5.5%.

The inhibitive determination of Cr(VI) has been also performed using a
disposable biosensor based on the immobilization of the enzyme glucose
oxidase (GOx) on screen-printed carbon platinised electrodes (SPCpEs)

using ferricyanide as a redox mediator. The capability of detection and
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reproducibility values obtained with this biosensor are 90.5 nM and 6.2%,

respectively.

Finally, a bipotentiostatic chronoamperometric biosensor has been
developed using a tyrosinase/SPCrirE and a GOx/SPCpE connected in
array mode for the simultaneous determination of Cr(Ill) and Cr(VI). This
device shows good reproducibility for the speciation of both chromium

species even in real samples such as tap water samples.
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El nimero y tipos de contaminantes a los que en mayor o menor grado
el ser humano puede quedar expuesto, es muy elevado. Dicha exposicion
puede tener diversos origenes, siendo la medioambiental y la alimentaria las

mas frecuentes.

Dentro de los numerosos contaminantes medioambientales se
encuentran los metales pesados, como el cromo, que es un importante
metal ecotéxico a nivel de trazas, cuya determinacion en medio acuoso es
frecuentemente dificili debido a la falta de métodos analiticos
suficientemente sensibles. Por otra parte, la relativa inocuidad de los iones
de Cr(Ill) y la toxicidad de las especies de Cr(VI), sugiere la necesidad de
llevar a cabo el desarrollo de procedimientos analiticos, que permitan no
solo la cuantificacion del contenido total de cromo presente en una
muestra, sino también la especiacion o determinacion simultanea de ambas

especies.
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En cuanto a los contaminantes alimentarios, las aminas biogenas
(BAs) son uno de los analitos de mayor interés en la actualidad. El
organismo humano tolera facilmente concentraciones bajas de BAs, ya que
éstas son eficientemente degradadas por los enzimas monoamino oxidasa
(MAO) y diamino oxidasa (DAO) en el tracto intestinal. Las BAs son posibles
precursoras en la formacién de compuestos cancerigenos de tipo
nitrogenado. Las intoxicaciones mas notorias son causadas por Tyr e
histamina (His). Putrescina (Put) y Cadaverina (Cad), aunque no tienen
efectos toxicos por si mismas, pueden aumentar la toxicidad de His y Tyr,
ya que interfieren en las reacciones de detoxificacion. Ademas, Put y Cad
pueden causar una depreciacion en el olor y el sabor, confiriendo sabores

de putrefaccion y carne podrida, respectivamente.

Tyr es una de las BAs encontradas con mayor frecuencia en alimentos,
es capaz de generar cambios en la presion sanguinea, cefaleas e incluso un

incremento atipico en el transito intestinal de los seres humanos.

La determinacion de cromo y Tyr ha sido llevada a cabo
frecuentemente empleando técnicas cromatograficas en las que son
normalmente necesarias etapas previas de derivatizacion y tediosos
pretratamientos de la muestra, asi como, una instrumentacion compleja,
por lo que no resultan adecuadas para la realizacion de analisis rapidos e
“in situ”. En el caso particular del cromo, se han utilizado también técnicas
basadas en el empleo de fuentes de plasma de acoplamiento inductivo (ICP)
acopladas a técnicas de emision atomica (ICP-AES) o de espectrometria de
masas (ICP-MS). Estos métodos, aunque muy sensibles, presentan
problemas relacionados con el elevado coste instrumental y la complejidad

de los analisis que los hacen dificiles de utilizar en analisis rutinarios.

Las técnicas electroquimicas se presentan actualmente como una
atractiva alternativa debido a sus ventajas relacionadas con su elevada
sensibilidad, su reducido coste de instrumentaciéon y a la posibilidad de

poder realizar analisis “in situ”. En este sentido, la especiacion de cromo ha
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sido llevada a cabo con éxito mediante voltamperometria diferencial de
impulsos de redisolucion adsortiva (DPAdSV) empleando diferentes
complejantes. En este tipo de técnicas la especiacion conlleva realizar
generalmente varias etapas. Inicialmente se determina la concentracion de
Cr(VI) de forma directa, después de someter a la muestra a un proceso de
oxidacion, se determina la concentraciéon total de cromo. La concentracion
de Cr(Ill) se obtiene finalmente por diferencia. El empleo de varias etapas de
analisis impacta negativamente en la calidad del meétodo, ya que la
posibilidad de contaminacion es tanto mayor cuanto mayor es el nimero de

etapas que intervienen en un proceso.

Las limitaciones senaladas surgen de la necesidad de disponer de
senales electroquimicas bien definidas relacionadas con el analito objeto de
estudio. Efectivamente, una muestra con varios componentes es frecuente
que proporcione respuestas electroquimicas solapadas. Diferentes
tratamientos matematicos, que incluyen las técnicas de calibracion
multivariante, han sido utilizados, y se han revelado utiles para abordar el
problema de solapamiento de senales que tiene lugar en procesos como la

determinacion simultanea de Cr(Ill) y Cr(VI) en una misma muestra.

Una solucion mas sencilla al problema de solapamiento de senales
consiste en la utilizacion de dispositivos provistos de varios electrodos de
trabajo dispuestos en serie (modo “array”), de modo que cada uno de los
electrodos pueda modificarse para hacerlo selectivo a una especie quimica

en concreto.

Dentro de las técnicas electroquimicas desarrolladas para la
cuantificacion de diferentes elementos de interés analitico se encuentran
aquéllas que emplean sensores quimicos que permiten realizar analisis
sensibles y fiables. Entre los sensores quimicos destacan actualmente los
biosensores, que ademas de la elevada sensibilidad que presentan,
constituyen unos de los dispositivos de mayor selectividad y por ello de gran

aplicacion en el campo del analisis quimico.
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En el caso de las BAs como la Tyr es posible llevar a cabo su analisis
empleando biosensores electroquimicos que implican la utilizacion de
enzimas del tipo amino oxidasa (AO) como MAO, DAO o plasma amino
oxidasa (PAO) cuya interaccion con las BAs genera productos de reacciéon
susceptibles de sufrir reacciones redox en la superficie de un electrodo. El
principal problema de estos biosensores es la falta de especificidad que les
hace Unicamente utiles para la determinacion del contenido total de BAs
presentes en una determinada muestra. El desarrollo de métodos de
analisis mas selectivos que permitan discriminar entre los diferentes tipos
de BAs se hace entonces necesario. La solucion a este problema puede
encontrarse en la utilizacion de otro tipo de enzimas mas selectivas hacia

un determinado tipo de BA.

Un problema comun en las técnicas electroquimicas que emplean
electrodos solidos convencionales es la falta de reproducibilidad de los
resultados, lo que fundamentalmente se debe a la dificultad de tener
superficies electrodicas exactamente iguales para cada medida. Las
posibilidades de estas técnicas pueden mejorarse en determinados casos
por la sustitucion de los clasicos electrodos y celdas por dispositivos

serigrafiados desechables. Esta metodologia presenta varias ventajas:

» Permite disponer de electrodos idénticos.

= Al ser desechables evitan todo el proceso de limpieza habitual en

los electrodos soélidos.

= Los electrodos se pueden construir de acuerdo con las
caracteristicas de cada problema de analisis, pudiéndose
seleccionar la composicion de los electrodos al imprimir la pasta
elegida modificada convenientemente, aumentando asi la afinidad
con el analito de interés. De igual manera, pueden incorporarse

metales y nanomateriales, asi como enzimas.

* Un gran numero de unidades de tres electrodos de reducido

tamano, se imprimen simultaneamente. Estas unidades se
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conectan facilmente a un potenciostato portatil, constituyendo asi

un medio adecuado para realizar analisis “in situ”.

En este memoria se describen diferentes métodos electroquimicos
desarrollados para la determinacion de Tyr basados en el empleo de
biosensores desechables que implican la utilizacion de electrodos
serigrafiados (SPEs). Este tipo de dispositivos ha sido también utilizado
para llevar a cabo la determinacion simultanea de Cr(lll) y Cr(VI) en
diferentes muestras acuosas empleando sistemas electrédicos provistos de

dos electrodos de trabajo diferentes.

El trabajo experimental desarrollado en la presente Tesis Doctoral se
divide en 4 capitulos. En el capitulo 3, se describe la determinacion
electroquimica de Tyr  utilizando el enzima PAO mediante
cronoamperometria, empleando SPEs de carbono (SPCEs). En una primera
etapa se lleva a cabo la optimizacion de las condiciones de inmovilizacion
del enzima sobre la superficie electrodica, seguida de una segunda etapa en
la que se seleccionan las condiciones experimentales de medida optimas
para la determinacion de Tyr. Finalmente, el método desarrollado se aplica

en el analisis de una muestra de queso brie comercial.

En el capitulo 4, se detalla la determinacion cronoamperométrica de
Tyr utilizando en esta ocasion SPCEs modificados con el enzima
horseradish peroxidasa (HRP). En esta seccion se desarrollan dos tipos de
biosensores diferentes: un biosensor basado en la inmovilizacion del enzima
sobre el SPCE (HRP/SPCE) y un biosensor basado en el serigrafiado del
propio enzima (SPCurpE). En ambos casos se realiza un proceso de
optimizacion tanto de factores experimentales que influyen la respuesta
electroquimica, asi como de las variables que afectan directamente al
proceso de inmovilizacion y serigrafiado del enzima. Los biosensores
construidos son perfectamente validados mediante la determinacion de su

capacidad de deteccion y precision. Finalmente, el biosensor basado en el
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empleo de SPCurpEs se utiliza en el analisis de una muestra de queso brie

comercial.

El desarrollo de un método que permite la determinacién simultanea
de cromo en los estados de oxidacion III y VI mediante voltamperometria
diferencial de impulsos (DPV) utilizando SPCEs, se describe en el capitulo 5.
El método se basa en la utilizacion de sistemas electrédicos que constan de
dos electrodos de trabajo dispuestos en modo “array”. Uno de los electrodos
es modificado con una pelicula de mercurio y el otro con nanoparticulas de
oro (AuNPs). Una vez establecidas las condiciones experimentales optimas
que permiten determinar ambas especies de forma simultanea, sin interferir
la presencia de una especie de cromo en la determinacion de la otra, el
sensor desarrollado es aplicado al analisis de una muestra de agua residual

de una industria peletera.

Por 1ltimo, en el capitulo 6, se lleva a cabo la especiacion de cromo en
los estados de oxidacion III y VI mediante cronoamperometria utilizando
SPCEs modificados con diferentes enzimas. La determinacion de ambas
especies implica la utilizacion de sistemas electrodicos basados en la
utilizacion de dos electrodos de trabajo dispuestos en modo “array”. Uno de
los electrodos es modificado con el enzima tirosinasa y el otro con el enzima
glucosa oxidasa (GOx). Esta determinacion es posible debido al efecto

inhibitorio que presentan ambas especies de cromo sobre distintos enzimas.
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2.1. SENSORES Y BIOSENSORES

Los sensores y biosensores quimicos han adquirido actualmente un
interés renovado debido a las urgentes necesidades de disponer de mas y
mejor informacion analitica en condiciones no convencionales. Los sensores
quimicos representan una nueva clase de instrumentacion analitica,
caracterizada por sus reducidas dimensiones, bajo coste, facil utilizacion y

generacion de la informacion en tiempo real.

Un sensor quimico esta formado por dos partes bien diferenciadas
(Figura 2.1.) [1]. Un elemento de reconocimiento molecular o idnico
(receptor) que interacciona selectivamente con un determinado componente
de la muestra (analito), y un elemento instrumental (transductor) que
traduce la interaccion en una senal procesable. Ambas partes pueden

encontrarse mas o menos integradas, pero en todo caso conectadas, ya que
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la senal primaria generada en la reaccién de reconocimiento (de tipo
electroquimico, 6ptico, térmico o masico) sera convertida por el transductor
en una senal secundaria. Cuando el material receptor tiene una
procedencia biolégica (enzimas, anticuerpos o ADN), los sensores quimicos

son denominados biosensores [2].

Analito Receptor Transductor

Figura 2.1.: Esquema de un sensor.

La clasificacion de los sensores y biosensores se puede realizar
atendiendo a diferentes criterios, como son el tipo de receptor utilizado, la
metodologia empleada para inmovilizar este receptor o el tipo de
transductor utilizado, siendo ésta ultima la mas aceptada [3]. En la tabla
2.1. se recogen los distintos tipos de sensores y biosensores segun este

ultimo criterio:

Tabla 2.1.: Clasificacion de sensores y biosensores segun el tipo de

transductor empleado

Transforman los cambios producidos por la
OPTICO interaccion de un analito con el receptor en una
senal optica

La senal transformada es debida a una interaccion

ELECTROQUIMICO electroquimica entre el analito y el electrodo

Transforman un cambio de masa que tiene lugar
PIEZOELECTRICO sobre un electrodo modificado con materiales con
propiedades piezoelectronicas

Dispositivos capaces de medir cambios en la
TERMICO concentracion de un sustrato usando la variacion
de entalpia de una reaccion enzimatica
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En los siguientes apartados se llevara a cabo una descripciéon mas
detallada de los sensores electroquimicos, ya que éstos han sido los

empleados a lo largo de todo el trabajo reflejado en la presente memoria.

2.1.1. Sensores Electroquimicos

Los sensores basados en transductores electroquimicos han sido los
mas empleados en los ultimos anos. Esto se debe al hecho de que estos
dispositivos son mas robustos, su fabricacion es mas simple y econémica
que la del resto de transductores, y ademas, poseen un amplio intervalo de

linealidad y tiempos de respuesta muy cortos.

Asi mismo, los equipos necesarios para recoger y procesar la senal,
tales como potenciostatos y conductimetros, son econémicos, de facil
mantenimiento, manejo y miniaturizacion, y son de uso comun en la

mayoria de laboratorios de analisis.

Existen tres grandes grupos de transductores electroquimicos
clasificados segin la técnica electroquimica utilizada para obtener la

informaciéon de la muestra:

= Conductimétricos
= Potenciométricos

= Amperomeétricos

Los sensores electroquimicos amperométricos son los utilizados con
mayor frecuencia en analisis quimico. Este tipo de dispositivos se basan en
la aplicacion de un potencial fijo sobre un electrodo de trabajo,
generalmente de platino, oro o grafito, respecto a un electrodo de referencia.
Un tercer electrodo, denominado auxiliar, es necesario en la mayoria de los

casos para completar la celda electroquimica.
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2.1.2. Biosensores electroquimicos

El concepto de biosensor implica que el elemento de reconocimiento
biologico este en intimo contacto con el elemento transductor. Este contacto
deber ser permanente, por lo que los materiales biologicos tienen que estar
fijados a la superficie del transductor [4]. Este proceso de fijacion del

material biolégico se denomina inmovilizacion.

La inmovilizacion del material biolégico es un proceso mediante el que
se confina el bioreceptor sobre el transductor electroquimico, para dar lugar
a formas insolubles que retienen su actividad. Es el proceso mas
importante en la fabricacion de un biosensor, ya que caracteristicas tan
importantes como el tiempo de vida o la sensibilidad, dependen en gran

medida de la metodologia de inmovilizacion utilizada.

El uso de material biolégico inmovilizado aporta importantes ventajas
en la construccion de biosensores electroquimicos. Entre estas ventajas

destacan:

* Aumento de la estabilidad del receptor biologico.

= Posible reutilizacion del biosensor, disminuyendo el coste del

Pproceso.

Los principales inconvenientes a destacar dentro del proceso de

inmovilizacion son:

= Alteracion de la conformacién del material biologico respecto de su

estado nativo.

* En el caso de la utilizacion de enzimas, pérdidas de su actividad

catalitica.
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Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar
sobre transductores electroquimicos, generando dos tipos diferentes de

biosensores:

= Biosensores cataliticos: el elemento biologico puede ser un enzima,
que puede encontrarse aislada, en un tejido organico, etc. Estos

biosensores son los mas habituales.

*» Biosensores de afinidad: inmunosensores y quimiorreceptores, el

elemento biologico es un anticuerpo o receptor.

Los enzimas son los elementos mas comunmente utilizados para la
fabricacion de biosensores debido a su selectividad, bajo coste,
disponibilidad en el mercado y facil manipulacion. Fueron los primeros
bioreceptores utilizados, y siguen siendo hoy en dia los mas empleados para
la fabricacion de biosensores. Entre los inconvenientes que presenta la
utilizacion de enzimas en la construccion de biosensores, se encuentra la
aparente pérdida de actividad enzimatica cuando éstos son inmovilizados
sobre la superficie del electrodo. Igualmente, el tiempo de vida que

presentan los biosensores enzimaticos suele ser relativamente corto.

Otra forma de llevar a cabo la clasificacion de los biosensores
electroquimicos es la basada en el tipo de transductor electroquimico

empleado (Tabla 2.2.).

Tabla 2.2.: Clasificacion de biosensores segun el tipo de transductor

electroquimico empleado

TRANSDUCTOR
. TIPO DE MEDIDA
ELECTROQUIMICO
Conductimétrico Variacion en la conductividad del medio
Potenciomeétrico Diferencia de potencial
s Corriente generada por reacciones redox de
Amperomeétrico

especies electroactivas

Impedimeétrico Cambios registrados en la impedancia
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2.1.2.1. Enzimas

Desde el punto de vista quimico, los enzimas son macromoléculas
formados de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, y azufre combinados,
que presentan propiedades cataliticas especificas. Los enzimas son
catalizadores de naturaleza proteinica altamente especificos que aumentan
notablemente la velocidad a la que tienen lugar los procesos fisiologicos,

producidos por los organismos vivos, sin consumirse en el proceso [5].

En una reaccion catalizada por un enzima, la sustancia sobre la que
actua el enzima se llama sustrato. El sustrato se une a una region concreta
del enzima, llamado centro activo [6]. El mecanismo basico que describe

una reaccion enzimatica que involucra un Unico sustrato, es el siguiente:

K] Kcat
E+S Z—= ES—> E+P
K

donde S es el sustrato, E el enzima, ES el complejo enzima-sustrato y P el

producto.

Para una concentracion de enzima, la velocidad de reacciéon catalizada

enzimaticamente viene dada por la ecuacion de Michaelis-Menten:

_ Umax ° [S]
0= Koy + 5]

donde vmax €s la maxima velocidad de reaccion y Ku es la constante de
Michaelis, que corresponde a la concentracion de sustrato para la que la

velocidad de reaccion es igual a la mitad de la velocidad maxima [7].


http://www.monografias.com/trabajos34/hidrogeno/hidrogeno.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/falta-oxigeno/falta-oxigeno.shtml
http://www.monografias.com/trabajos36/naturaleza/naturaleza.shtml
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En la figura 2.2. se muestra la variacion de la velocidad de reaccion
enzimatica con la concentracion de sustrato, senalandose los valores de los
parametros Ky yV Umax, ¥ las zonas donde la senal obtenida es util para la
determinacion de la concentracion de sustrato y de la actividad enzimatica.
Desde el punto de vista analitico, a medida que la constante de Michaelis
aumenta, la sensibilidad del método disminuye, aunque se amplia el

intervalo de linealidad.

max

K [S]

Figura 2.2.: Representacion grdfica de la curva de saturacién de un enzima
donde se puede observar como evoluciona la relacién entre la concentracion

de sustrato y la velocidad de la reaccion.

Las propiedades de los enzimas derivan del hecho de ser proteinas y
de actuar como catalizadores [7, 8]. Como proteinas, poseen una
conformacion natural mas estable que las demas conformaciones posibles.
Asi, cambios en la conformacion suelen ir asociados en cambios en la

actividad catalitica.

Los factores que influyen de manera mas directa sobre la actividad de

un enzima son:

» pH: los enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carboxilos,
amino, tiol, imidazol, etc.) en las cadenas laterales de sus

aminoacidos. Segun el pH del medio, estos grupos pueden tener
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carga eléctrica positiva, negativa o neutra. Como la conformacion de
las proteinas depende, en parte, de sus cargas eléctricas, habra un
pH en el cual la conformacion sera la mas adecuada para la actividad

catalitica. Este es el llamado pH éptimo.

» Temperatura: en general, un aumento de la temperatura produce
una aceleracion de las reacciones quimicas. Las reacciones
catalizadas por enzimas siguen esta ley general. Sin embargo, al ser
proteinas, a partir de cierta temperatura, se empiezan a
desnaturalizar por el calor. La temperatura a la cual la actividad
catalitica es maxima se llama temperatura optima. Por encima de
esta temperatura, el aumento de velocidad de la reaccién debido a la
temperatura es contrarrestado por la pérdida de actividad catalitica
debida a la desnaturalizacion térmica, y la actividad enzimatica

decrece rapidamente hasta anularse.

» Cofactores: a veces, un enzima requiere para realizar su funcion
catalitica la presencia de sustancias no proteicas que colaboran en la
catalisis: los cofactores. Cuando el cofactor es una molécula organica

se llama coenzima.

La mayor parte de los enzimas catalizan la transferencia de electrones,
atomos o grupos funcionales. Existen numerosos tipos de enzimas que

actian sobre un gran numero y tipo de sustratos.

La clasificacion de dichos enzimas se realiza por convenio
internacional teniendo en cuenta las reacciones que cada enzima ejerce
sobre el sustrato. Atendiendo a esta forma de clasificacion, es posible
distinguir entre seis grupos diferentes de enzimas. Estos grupos son los
mostrados en la tabla 2.3. donde se recoge ademas el tipo de reaccion

catalizada por cada grupo enzimatico [6].
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Tabla 2.3.: Clasificacion Internacional de los enzimas

TIPO DE REACCION CATALIZADA

Ne CLASE
1 OXIDO-
REDUCTASAS
2 TRANSFERASAS
3 HIDROLASAS
4 Liasas
5 ISOMERASAS
6 LIGASAS

Transferencia de electrones (iones hidruro o
atomos de H). Debido a esta capacidad redox,
son el candidato ideal para su utilizacion como
bioreceptores en biosensores amperomeétricos

Reacciones de transferencia de grupos

Reacciones de hidrélisis (transferencia de grupos
funcionales al agua)

Adicion de grupos a dobles enlaces, o formacion
de dobles enlaces por eliminacion de grupos

Transferencia de grupos dentro de moléculas
dando formas isoméricas

Formacion de enlaces C-O, C-S, C-N y C-C
mediante reacciones de condensacion acopladas
a la rotura de ATP

2.1.2.1.1. Mecanismo de accion del enzima

Para que una reaccion quimica tenga lugar, las moléculas de las

especies que reaccionan deben chocar con una energia y una orientacion

adecuadas.

La actuacion del enzima permite que los sustratos se unan a su centro

activo con una orientacion 6ptima para que la reaccion se produzca y

modifica las propiedades quimicas del sustrato unido a su centro activo,

debilitando los enlaces existentes y facilitando la formacion de otros nuevos.
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Hay dos modelos que explican la forma en que el sustrato se une al

centro activo del enzima [8-10]:

* Modelo llave-cerradura: supone que la estructura del sustrato y la del
centro activo son complementarias, de la misma forma que una llave
encaja en una cerradura. Este modelo es valido en muchos casos,

pero no es siempre correcto.

* Modelo de ajuste inducido: en algunos casos, el centro activo adopta
la conformacion idonea sélo en presencia del sustrato. La union del
sustrato al centro activo del enzima desencadena un cambio

conformacional que da lugar a la formacion del producto.

2.1.2.1.2. Inhibicién enzimdtica

La actividad de un enzima puede ser reducida o eliminada
completamente por la acciéon de ciertas sustancias conocidas con el nombre
genérico de inhibidores enzimaticos. Muchos inhibidores son agentes que
desnaturalizan a los enzimas, ya que éstos son moléculas proteinicas,
susceptibles a una diversidad de agentes, especialmente quimicos, como
aniones complejos o metales pesados, etc. A menudo estos agentes que
impiden la actividad enzimatica actiian sobre casi todos los enzimas, lo que
demuestra que su accién no es especifica, sino que afectan a toda molécula
proteinica. Otras sustancias bloquean especificamente determinadas
reacciones enzimaticas y su especificidad es tal, que solo cierto sustrato y

cierto enzima son los susceptibles de ser afectados.

La inhibicion enzimatica es de gran importancia fisiologica [11], ya que
a veces la inhibicién de un solo enzima que forma parte de una cadena de
reacciones metabédlicas puede inhibir por completo a todo el proceso

metabdlico involucrado y ejercer en esa forma un efecto profundo y a veces
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fatal sobre el organismo. Los inhibidores pueden clasificarse en dos grandes

grupos:

o Irreversibles: el enzima no recobra su actividad al eliminar el
inhibidor del medio. Esto es debido a que el inhibidor irreversible,
actia por lo general modificando irreversiblemente o destruyendo

algunos de los grupos esenciales del centro activo.

e Reversibles: el enzima recobra su actividad al eliminar el inhibidor del
medio. Se trata de procesos en los que el inhibidor también interactua
con algun grupo esencial del enzima, pero lo hace de forma reversible.
Las distintas formas de interaccién se traducen en varios tipos de
inhibicion perfectamente diferenciables experimentalmente (Figura
2.3.):

0 En la inhibicion competitiva el inhibidor se combina
reversiblemente con el enzima en el sitio por el cual se deberia
unir el sustrato, impidiendo por lo tanto la formaciéon del
complejo activo enzima-sustrato, ya que se bloquea el centro
activo del enzima. De ahi el nombre de competitiva porque
efectivamente tanto el inhibidor como el sustrato compiten por
el mismo sitio y tratan de desplazarse mutuamente de la
enzima. Este efecto de inhibicion puede reducirse aumentando
la concentracion de sustrato. En este tipo de inhibidores se
incluyen sustancias que estructuralmente son muy parecidas al

sustrato.

0 En la inhibicion no competitiva, el inhibidor se une con el
enzima en un sitio diferente al que se une al sustrato. Por esa
razon la union del sustrato con el enzima no es afectada por la
presencia del inhibidor y se puede formar entones un complejo
enzima-sustrato-inhibidor. Este complejo es cataliticamente
inactivo y no puede escindirse en productos de la reaccion y

complejo enzima-inhibidor. Este tipo de inhibicion se
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caracteriza entonces porque no puede ser reducido por un
aumento de la concentracion de sustrato. Es decir, el sustrato

no puede desplazar al inhibidor unido al enzima.

Inhibidor
Sustrato competitivo Sustrato

Y Y Y

Inhibidor no
competitivo

Figura 2.3.: Esquema de los distintos tipos de inhibicion enzimdtica.

Las propiedades que presentan los enzimas como elementos de
biorreconocimiento en el desarrollo de biosensores electroquimicos son las

siguientes:

e Alta selectividad para un substrato (o una familia de substratos).
e Mecanismo de accion bien caracterizado.

e Mecanismo catalitico rapido y sensible.

e Posibilidad de integracion a distintos modos de transduccion.

e Posibilidad de transduccién directa y continua.

¢ Disponibilidad de materiales enzimaticos de distinta clase, origen,

actividad y estabilidad.

e Posibilidad de determinar grupos de sustancias mediante enzimas
selectivos a esos grupos o mediante la inhibicion enzimatica que

producen determinados grupos sobre ciertos enzimas.
e Procedimientos de inmovilizacion bien establecidos.

e Reutilizables.



2. Fundamentos tedricos — Sensores y biosensores | 31

e Produccion masiva.

e Precio moderado.

2.1.2.1.3. Métodos de inmovilizacion

El proceso de construccion de biosensores electroquimicos con
propiedades analiticas implica la inmovilizacion del enzima sobre la
superficie electrédica. Existen diversas formas de llevar a cabo dicho
proceso que incluyen principalmente métodos de retencion fisica, de uniéon

quimica y biocompositos (Figura 2.4.).

Métodos de Inmovilizacion

Retencioén fisica Unién quimica Biocompositos
— Adsorcion — Union covalente
— Atrapamiento — Entrecruzamiento

— Microencapsulacion

Figura 2.4.: Clasificacién de los métodos de inmovilizacion.
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Métodos de inmovilizacion por retencion fisica

Adsorcién

La inmovilizacion mediante adsorcion puede considerarse
como el procedimiento mas simple y menos agresivo. Se trata de un
proceso que no requiere de reactivos especiales y, en el que los
materiales biologicos adsorbidos guardan intacta su actividad, ya
que la union tiene lugar Ginicamente debido a interacciones ionicas,
fuerzas de van der Waals y puentes de hidrogeno. Es ademas un
meétodo sencillo, de bajo coste y que no implica cambios de
especificidad enzimatica, pero presenta como inconvenientes su baja
estabilidad desde el punto de vista mecanico, ya que la union con el
soporte es débil y no es muy reproducible. Los procesos de adsorciéon
enzimatica se ven ademas afectados por numerosos factores tales
como el pH del medio, fuerzas ionicas, la temperatura o la presencia

de otros iones [12-14].

Atrapamiento

El atrapamiento consiste en la retencion fisica del enzima en
las cavidades interiores de una matriz sélida porosa, constituida
generalmente por monomeros fotocurables o polimeros del tipo
poliacrilamina, PVC, colageno, etc. También se suelen utilizar
hidrogeles como poly(2-hydroxyetil metacrilato), o polimeros
conductores, como el polipirrol [15-18]. Se trata de una técnica
sencilla desde el punto de vista experimental, y no requiere de una
gran cantidad de material biologico. Este método de inmovilizacion
preserva la actividad biologica, pero la biomolécula no queda bien
retenida, creandose barreras de difusion que limitan el transporte del
substrato y alargan la respuesta del biosensor. Se requiere un
control riguroso de las condiciones de polimerizacion, ya que pueden
alterarse los grupos reactivos de la proteina, lo que provocaria

pérdidas en la actividad enzimatica.
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e Microencapsulacion

En el procedimiento de  inmovilizacion  mediante
microencapsulacion se emplean membranas semipermeables que
retienen el material biologico sin necesidad de reactivos de ningun
tipo. Dichas membranas semipermeables permiten que las moléculas
de sustrato y productos pasen a través de ellas, pero no permiten el
paso de las moléculas del enzima. Este método permite que el
material biologico entre en contacto directo con el transductor, y, a
su vez, mantiene la alta selectividad de los enzimas, dado que no se
ven afectados por los cambios en el pH, la temperatura o la fuerza

ionica del medio, debido a la existencia de la membrana.

Métodos de inmovilizacion por unién quimica

e Union covalente

Este tipo de inmovilizacion produce una disminucion
significativa de la actividad del enzima, sin embargo, permite obtener
superficies estables modificadas biologicamente, que proporcionan
biosensores con tiempos de vida elevados. La inmovilizacion
covalente se basa en la activacion de grupos quimicos en el sustrato
de modo que reaccionen con los nucleéfilos de la proteina. La
reactividad de la superficie de inmovilizacion se logra normalmente
mediante la reaccion con compuestos de activacion, tales como,
N-hidroxisuccinimida o carbodiimida. De entre los 20 aminoacidos
diferentes que se encuentran en la estructura de los enzimas, los
mas empleados para la formacion de enlaces covalentes son
principalmente la lisina, la cisteina, la arginina y los acidos aspartico
y glutamico. El resto de aminoacidos, debido a su caracter hidrofobo,
no se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie

proteica, y no pueden intervenir en la unién covalente. Se requiere
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un control de los parametros pH y fuerza i6nica del medio. Ademas la

superficie del transductor debe estar perfectamente limpia.

Entrecruzamiento

La inmovilizacibn mediante entrecruzamiento implica la
formacion de enlaces intramoleculares entre el enzima y reactivos
bifuncionales de entrecruzamiento (dialdehidos, diiminoésteres,
diisocianatos, etc). Los agentes de entrecruzamiento mas utilizados
son: glutaraldehido (GA) y diisocianato de hexametileno. El
entrecruzamiento puede alterar los centros activos del enzima, por
esto es aconsejable mezclarla con una proteina no activa y rica en
residuos de lisina como la seroalbumina bovina (BSA), para que
ambas se entrecrucen y se repartan el efecto indeseable del agente

bifuncional, preservandose de esta forma, la actividad enzimatica.

Biocompositos

Este tipo de inmovilizacion no se trata de una modificacion

superficial, sino de una integracion del componente biolégico en el

transductor. Es posible preparar un material que integra en su seno el

transductor (grafito en polvo), el enzima, los posibles mediadores o

cofactores, y un material aglomerante que hace la funcion de matriz de

soporte.

2.1.2.1.4. Enzimas empleadas en la construccion de biosensores

En este apartado, se describen brevemente cada una de los enzimas

utilizados a lo largo del trabajo desarrollado para la construccion de los

diferentes biosensores electroquimicos.
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2.1.2.1.4.1. Plasma amino oxidasa

El enzima PAO, es un tipo de enzima AO (EC 1.4.3.21). Los enzimas
AO se dividen en dos grupos, los que contienen atomos de cobre en su
estructura como es el caso del enzima PAO
y las que contienen el grupo flavin adenin
dinucleotido (FAD). Todas las aminas
activas son sustratos naturales, ya que

estos enzimas catalizan reacciones del tipo:

RCH,;NH;, + O; + Ho O — RCHO + NH3 + H,O»

El enzima PAO esta compuesto por dos cadenas polipeptidicas iguales,

con dos atomos de cobre y dos fosfatos de piridoxal por molécula.

2.1.2.1.4.2. Horseradish Peroxidasa

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7)
pertenecen a la categoria de las
oxidorreductasas. La mayoria de las
peroxidasas son glicoproteinas de 20-70
kD de peso molecular, y contienen un
grupo férrico de protoporfirina IX como
grupo prostético, denominado citocromo
C.

Las peroxidasas producen, con la
participacion del peroxido de hidrogeno como aceptor de electrones, la
oxidacion monoelectronica de un amplio espectro de sustratos organicos e
inorganicos. El enzima HRP recibe su nombre de la fuente de la que se

obtiene, el rabano picante.


http://www.rcsb.org/pdb/images/1tu5_bio_r_500.jpg?bioNum=1
http://www.rcsb.org/pdb/images/1w4w_bio_r_500.jpg?bioNum=1
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2.1.2.1.4.3. Tirosinasa

La tirosinasa (monofenol
monooxigenasa) (EC 1.14.18.1) es un
enzima que cataliza la oxidacion de
monofenoles y catecoles a o-quinonas.
La tirosinasa es una enzima cuprifera,
contiene cobre como cofactor,
presente en tejidos de plantas y

animales que actila en la biosintesis

de los pigmentos de melanina en la
piel de los invertebrados y en la
biosintesis de compuestos polifendlicos (la mayoria de los cuales poseen

una actividad antibiética) en plantas y microbios.

2.1.2.1.4.4. Glucosa oxidasa

El enzima GOx (EC 1.1.3.4) es
una oxidorreductasa que cataliza la
oxidacion de la glucosa para formar
peroxido de hidrogeno y D-glucono-
0-lactona. En las células contribuye
a degradar los azuicares hacia sus
metabolitos. Este enzima  es
ampliamente utilizado para la
determinacion y cuantificacion de

glucosa libre en los fluidos

biolégicos, tales como sangre y
orina, en materia prima vegetal y en la industria de los alimentos. Tiene
ademas numerosas aplicaciones en biotecnologia, y se utiliza para la
fabricacion de biosensores sensibles a glucosa. Usualmente se extrae de

Aspergillus niger.


http://www.rcsb.org/pdb/images/1wx2_bio_r_500.jpg?bioNum=1
http://www.rcsb.org/pdb/images/3qvp_bio_r_500.jpg?bioNum=1

2. Fundamentos tedricos — Sensores y biosensores | 37

2.1.3. Biosensor enzimatico amperométrico

La primera publicacion cientifica sobre un biosensor amperométrico
basado en la utilizacion de enzimas como elementos biologicos fue descrita
por Clark y Lions para la determinacion de glucosa en sangre y se remonta
a 1962 [19]. Desde entonces, estos dispositivos, especialmente los utilizados

para la determinacion de glucosa, han sido de los mas estudiados.

Estos biosensores amperométricos combinan la elevada selectividad de
los enzimas con la simplicidad de los transductores amperométricos. En
este tipo de dispositivos, el analito difunde, primero a través de la
disolucion y después a través de la membrana (en el caso de existir), hasta
entrar en contacto con el centro activo del enzima, donde reacciona
formando un producto, generalmente con propiedades redox. Este es
oxidado o reducido sobre el electrodo, generando un producto que difunde
de nuevo a la disolucion. La intensidad recogida mediante amperometria es

proporcional a la concentracion del analito.

La reaccion electroquimica suele ser mucho mas rapida que la
enzimatica, por tanto no se puede considerar un paso limitante del

mecanismo global.

Se han desarrollado diferentes métodos para la transferencia de
electrones entre el enzima y el transductor amperométrico, lo que permite

diferenciar tres generaciones de biosensores amperomeétricos:

= Primera Generacion

Estan basados en la medida de uno de los productos o del
cofactor de la reaccion enzimatica. Por tanto, es necesario que la

sustancia analizada tenga propiedades electroquimicas.
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Segunda Generacion

La segunda generacion de biosensores incorpora un mediador
que se encarga de la transferencia electronica entre el centro activo
del enzima y la superficie del electrodo. El mediador debe reaccionar
de manera rapida con el centro activo, minimizando asi la
competicién con el cofactor natural del enzima. Es necesario también
que tenga buenas propiedades electroquimicas, por ejemplo un
potencial redox proximo a cero, con lo que se consiguen eliminar las
reacciones redox de posibles interferentes. Los mediadores mas
utilizados, libres en disoluciéon o inmovilizados junto con los enzimas,
son entre otros el par ferri/ferrocianuro, 1,4-benzoquinona,
derivados del ferroceno, tetracianoquinodimetano (TCNQ),
tetratiafulvaleno (TTF), azul de Meldola y azul de metileno. El primer
biosensor de segunda generacion data de 1984, fue desarrollado por

Cass y Davis, con ferroceno como mediador [20].

Tercera Generacion

En los biosensores de tercera generacion la transferencia
electronica entre el centro activo del enzima y la superficie del
electrodo se realiza de forma directa. Este tipo de biosensores
muestra una mayor selectividad, puesto que trabajan a potenciales
muy proximos a los intrinsecos del enzima, quedando menos
expuestos a posibles interferentes. Una de las mayores dificultades
en la construccion de este tipo de biosensores es como optimizar la
transferencia electronica entre el centro activo del enzima y la
superficie del electrodo. La gran mayoria de enzimas tiene el centro
activo en su interior y hace imposible un contacto directo entre éste y
la superficie del transductor. Uno de los enzimas mas viables para su
utilizacion en este tipo de biosensores es la HRP ya que su centro

activo no esta en el interior.
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2.1.4. Electrodos serigrafiados

Los SPEs mas comunes son los producidos por la tecnologia “thick
film” (capas gruesas) [21-23]. Esta tecnologia implica un método de
impresion directa muy conocido y que ha sido utilizado con éxito en la
construccion de electrodos miniaturizados desechables desde 1900. En los
ultimos anos se ha convertido en un método para la produccion en masa y
con un bajo coste de dispositivos desechables [24-30], debido al interés
creciente por métodos de analisis simples, sensibles, rapidos y baratos en

campos ambientales, clinicos, industriales, etc.

Un electrodo serigrafiado producido por este tipo de tecnologia consta
de diferentes capas de diferentes pastas depositadas secuencialmente sobre
un soporte o sustrato a través de una pantalla o malla, de tal manera que la
tinta pasa a través de los espacios abiertos en la pantalla para ser impresos

en el sustrato, definiendo de este modo la geometria del dispositivo.

Los problemas de reproducibilidad asociados al uso de electrodos
so6lidos, que requieren la regeneracion de la superficie del electrodo después
de cada uso, constituyen el mayor inconveniente para el desarrollo de
electrodos comerciales solidos. En este sentido, los electrodos serigrafiados,
debido a su caracter desechable se presentan como una clara alternativa,
evitando los tratamientos fisico-quimicos y electroquimicos de limpieza

habituales en los electrodos convencionales.

Otra de las ventajas que presentan es la posibilidad de la total
automatizacion en la fabricacion de un sistema completo que contiene los
tres electrodos (electrodo de trabajo, auxiliar y referencia) impresos en un
mismo sustrato. Ademas la facilidad de miniaturizacion, los hace
adecuados para ser integrados en equipos ligeros y portatiles, que permiten
analisis “in situ”. Otra de las ventajas que presenta el uso de biosensores

miniaturizados es el minimo consumo de reactivos. Disponer de un area de
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trabajo mucho menor requiere menor cantidad de material biologico, y
permite trabajar con volumenes de muestra mas pequenos. Todas las
caracteristicas anteriores, anadidas a su diseno flexible, versatilidad y a la
gran posibilidad de modificaciones que permite obtener una gran variedad
de electrodos diferentes, hacen de esta tecnologia un campo emergente para

la produccion de sensores y biosensores.
2.1.4.1. Construccion de electrodos serigrafiados

El proceso de fabricacion de SPEs consiste basicamente en pasar la
tinta a través de una pantalla para depositarla sobre un sustrato plano con
el fin de imprimir el electrodo. Un dibujo esquematico del electrodo que se
define por los poros de los substratos se reproduce sobre el mismo sustrato

(Figura 2.5.).

Tinta
Pantalla
Disenio
esquematico
Sustrato

de los
electrodos + electrodo

Sustrato
impreso
Direccion de
impresion

Rasqueta

Pantalla

Sustrato Pasta

Figura 2.5.: Representacion esquemadtica del proceso de serigrafiado.
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Normalmente, repetidas combinaciones de diferentes pantallas y tintas
se emplean para la fabricacion de los tres electrodos (trabajo, referencia y

contraelectrodo) que componen el dispositivo (Figura 2.6.).

Figura 2.6.: Representacion esquemdtica de las diversas pantallas

utilizadas en la construccion de los electrodos serigrafiados.

La etapa final de la impresion consiste en aplicar una capa de
aislamiento parcial, con el fin de definir el area de contacto eléctrico en un
extremo, y la superficie del electrodo en el otro, y de esta forma la geometria

del sensor.

Debido al gran uso en los ultimos anos de los procesos de serigrafia en
la industria, diversos dispositivos de fabricaciéon y materiales estan

disponibles comercialmente [29, 31].
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El esquema mostrado en la figura 2.7. muestra las etapas basicas del

proceso de fabricacion de los SPEs.

Seleccion del soporte

Seleccion de la pantalla

Preparacion y seleccion de la tinta adecuada

Impresion

Secado

Curado

Figura 2.7.: Esquema de las etapas necesarias en la construccion de

electrodos serigrafiados.

Materiales y métodos

Sustrato

El sustrato es el material de soporte que proporciona una superficie
para la impresion de las partes funcionales y constructivas del sensor. En
general, el sustrato debe ser robusto, de bajo coste, compatible con los
demas elementos del sensor y por supuesto de un material inerte. E1 PVC
[32-38], ha sido uno de los materiales mas utilizados como sustrato debido
a que cuenta con propiedades dieléctricas, inercia quimica y, presenta
ademas, un bajo coste y una alta manejabilidad. Otros materiales utilizados
como sustrato son: ceramica de alumina [39, 40], policarbonato [41],

nitrocelulosa [42], acero esmaltado y poliéster [43-62].
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Tintas v pastas

Las tintas o pastas se depositan secuencialmente a través de pantallas
sobre el sustrato para formar las partes funcionales y estructurales de los
sensores. Existe una amplia gama de tintas con diferentes propiedades
fisicas y quimicas (conductividad, viscosidad, resistencia térmica, etc).

Muchas de ellas se pueden obtener de casas comerciales especializadas.

Se pueden clasificar en dos categorias principales:

e Tintas conductoras: las tintas conductoras forman las pistas
conductoras y los electrodos de los sensores. El material
conductor puede ser oro, plata, polvo de carbono o platino,
que se dispersa en un agente aglomerante (vidrio pulverizado,
resinas, etc.) empleando disolventes del tipo etilenglicol o

ciclohexanona.

e Tintas dieléctricas: la tinta dieléctrica forma la capa de
aislamiento o encapsulado del sensor, generalmente incorpora
aditivos basados en 6xidos metalicos o agentes aglomerantes

de caracter aislante, como la alimina.

Material sensor

El material sensor es la parte especifica del biosensor hacia el analito.
Puede ser incorporado directamente en el proceso de serigrafiado del
electrodo (dando lugar a biocompositos) o bien, es posible fijarlo

posteriormente empleando otros procesos de inmovilizacion.

En cualquier caso, se prefiere aplicar estos materiales en las ultimas

etapas del proceso de fabricacion, para evitar pérdidas en la sensibilidad y
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estabilidad por efecto de las condiciones extremas a las que se puede

someter al elemento de reconocimiento.

2.1.4.2. Tipos de electrodos serigrafiados

Los SPEs pueden clasificarse en dos grupos en funciéon de si la

superficie del electrodo de trabajo ha sido modificada o no [63]:

¢ SPEs no modificados

e SPEs modificados

A continuacion, se describen mas detalladamente cada uno de los

tipos de electrodos serigrafiados.

2.1.4.2.1. Electrodos serigrafiados no modificados

La elaboracion de electrodos modificados desechables es sin duda uno
de los objetivos mas importantes del empleo de la tecnologia “thick film”.
Sin embargo, algunos trabajos muestran que el uso de SPEs no modificados
representa una alternativa extremadamente atractiva frente al uso de
electrodos solidos convencionales de mercurio, carbén vitreo, metales

nobles y pasta de carbono en electroanalisis.

En la bibliografia, son pocas las referencias encontradas en las que se
utilicen SPEs no modificados, entre ellas, se encuentra la determinacion de
compuestos organicos del tipo aurotiomalato (compuesto util en el
diagnostico de artritis reumatoide) en muestras de orina, llevada a cabo con
SPEs de pasta de carbono [64]. O la determinacion de vitamina B2 en
muestras alimentarias propuesta por Kadara [65]. También han sido

determinados utilizando SPEs no modificados, principios activos del tipo
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procaina [66] y codeina [67], y antibioticos como lincomicina [68] en miel y

leche.

Los SPEs no modificados se han utilizado también con bastante éxito
en el analisis de compuestos de tipo inorganico entre los que destacan los
metales. De esta forma, se ha determinado plata mediante
voltamperometria de onda cuadrada (SWV) [69], plomo [70] y cadmio [71]

mediante DPASV en diferentes muestras acuosas.

La mayor parte de los SPEs utilizados en la determinacion de los
compuestos descritos anteriormente son electrodos de carbono, sin
embargo existen otros trabajos en los que se emplean SPEs fabricados
empleando tintas o pastas de metales nobles. Asi, con SPEs de oro
(SPAUESs) se ha logrado la determinacion de plomo en agua de rio utilizando
mediante DPASV [72] y de arsénico en agua potable mediante
voltamperometria de onda cuadrada de redisolucion anddica (SWASV) [73].
Esta misma técnica se ha utilizado con éxito en la determinacion de plomo

en aguas naturales empleando SPEs fabricados con pasta de plata [74].

2.1.4.2.2. Electrodos serigrafiados modificados

Hasta comienzos de la década de los 70 tinicamente se empleaban
electrodos inertes como el de mercurio, oro, carbono y platino en medidas
electroanaliticas, sin embargo se observé que una modificacion en la
superficie inerte del electrodo puede dar lugar a una gran variedad de
sensores que pueden aplicarse posteriormente en la determinacion de

diversos analitos de interés.

La modificacion de un electrodo consiste en atribuir y controlar
nuevas propiedades fisico-quimicas a un electrodo inerte mediante el

acoplamiento de especies quimicas activas a su superficie [73].
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Los procesos de modificacion de electrodos mas comunes implican la
deposicion de una pelicula metalica, de nanoparticulas metalicas o de
enzimas. Esta modificacion de los SPEs puede tener lugar durante el

proceso de construcciéon de los mismos, o bien posteriormente.

2.1.4.2.2.1. Electrodos serigrafiados modificados con peliculas metalicas

La pelicula metalica mas utilizada es la de mercurio, aunque por
razones de toxicidad, en los ultimos anos se han desarrollado sensores con
otros metales. En este tipo de modificacion, se deposita una fina capa de
mercurio sobre un electrodo de carbono. Este tipo de electrodos se utilizan
sobretodo en la determinacion de metales, que se analizan facilmente

mediante técnicas de redisolucion.

La primera determinacion de un metal utilizando SPEs modificados
con pelicula de mercurio, fue llevada a cabo por Wang [76] con el objetivo de
cuantificar plomo a nivel de trazas. Tras este primer trabajo, otros metales
como cadmio, cobre, berilio, antimonio y zinc [77-83], han sido
determinados electroquimicamente utilizando SPEs modificados con

pelicula de mercurio.

El mercurio es un elemento téxico, por este motivo su incorporacion
en sensores se esta sustituyendo por peliculas de otros metales menos

contaminantes, para evitar asi problemas medioambientales.

Uno de los metales mas utilizados, después del mercurio, en la

modificacion de electrodos serigrafiados, es el bismuto [84].

La mayoria de referencias encontradas sobre SPEs modificados con
peliculas de Dbismuto, describen aplicaciones relacionadas con

determinaciones de metales pesados. Algunos ejemplos son la
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determinacion de cromo en muestras de agua de rio [85], o la determinacién
de plomo y cadmio en extractos de suelo y aguas residuales [86], cadmio en
muestras de saliva [87] asi como, plomo y zinc en aguas residuales [88].
Ademas del bismuto, otros metales como por ejemplo el oro [32] han sido
utilizados para modificar la superficie de SPEs y empleados posteriormente

en la determinacion de mercurio.

2.1.4.2.2.2. Electrodos serigrafiados modificados con nanomateriales

La nanotecnologia se define como el estudio, disefio, creaciéon, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a
través del control de la materia a nanoescala, y la explotacion de fenomenos
y propiedades de dicha materia. El alto potencial de esta tecnologia se debe
al cambio en las propiedades fisicas y quimicas [89] (conductividad
eléctrica, calor, resistencia, elasticidad, reactividad, etc) de la materia
cuando se encuentra en escala nanométrica, debido a efectos cuanticos. Por
este motivo en los ultimos anos, el interés por el empleo de nanomateriales
en electroanalisis ha ido en aumento, con el objetivo de mejorar la
selectividad y la sensibilidad. Los nanomateriales mas frecuentemente
empleados en electroquimica son las nanoparticulas metalicas y los

nanotubos de carbono.

Nanoparticulas metalicas

La modificacion con nanoparticulas metalicas de SPEs presenta un
gran interés debido a las excelentes propiedades que aportan éstas a la

superficie electrodica.

El uso de este tipo de sistemas presenta varias ventajas con respecto a
los macroelectrodos del mismo material: mayor area superficial efectiva,
mejor transporte de masa e incluso, en ocasiones, propiedades cataliticas

que disminuyen el potencial al que se observan los procesos redox.
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En los ultimos anos, son varias las referencias encontradas de
trabajos que emplean SPEs modificados con nanoparticulas metalicas,
sobretodo de metales como oro, plata y platino. De esta forma se han
determinado moléculas inorganicas como sulfitos en muestras de agua,
vinagre y jugo de pepinillo [90], cloruros [91] o agua oxigenada [92]. Se han
analizado también metales como el cromo [93] y arsénico [94] en muestras
de agua o antimonio en muestras de agua de rio y preparados

farmacéuticos [93].

Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono fueron descubiertos por S. lijima en Japon
mientras realizaba investigaciones sobre los fullerenos [96]. Se denominan

nanotubos a estructuras tubulares cuyo diametro es de orden nanomeétrico.

Actualmente es posible encontrar nanotubos de diferentes materiales
como silicio o nitruro de boro, pero generalmente el término se aplica a los
nanotubos de carbono. Los nanotubos de carbono han atraido un gran
interés debido a sus excelentes propiedades estructurales, mecanicas y
electronicas, como una elevada estabilidad quimica y térmica, elevada
elasticidad e incluso en algunos casos conductividad metalica. Su pequeno
tamano y conductividad les convierte en los electrodos mas pequenos
existentes, con diametros inferiores a un nanémetro [97]. Los nanotubos de
carbono han sido empleados para la determinacion de compuestos
organicos como son los aminoacidos [98], glutamato [99] o dopamina [100].

Ademas se han determinado metales como zinc, cadmio y plomo [101, 102].

2.1.4.2.2.3. Electrodos serigrafiados modificados con enzimas

Los enzimas han sido ampliamente utilizados en la construccion de
biosensores ya que a pesar de su elevado coste de extraccion, aislamiento y

purificacion, se unen de forma selectiva y rapida a los analitos.
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Los enzimas son capaces de catalizar reacciones quimicas de forma
especifica; esta especificidad es la clave principal de su utilizacion en la

construccion de biosensores frente a otros catalizadores quimicos.

Existen un gran numero de biosensores basados en la inmovilizacion
de enzimas sobre electrodos serigrafiados. El mas destacable, es el
biosensor de glucosa [103], debido al gran éxito comercial obtenido. Este
biosensor esta basado en la inmovilizacion por entrecruzamiento del enzima

GOx sobre la superficie de un SPCE.

Este tipo de biosensores se han utilizado para la determinacién de una
gran variedad de analitos de diversa naturaleza, tales como farmacos,

hormonas, pesticidas, compuestos aromaticos e inorganicos también.

Biosensores empleados en la determinacion de compuestos de interés

alimentario

Dentro de los compuestos de interés alimentario, destacan
compuestos como las BAs. Para la determinacion de este tipo de analitos, se
han desarrollado una gran variedad de biosensores basados casi todos en

enzimas del tipo AO [104, 105].

Generalmente la determinacion de este tipo de compuestos se lleva a
cabo directamente sobre el propio alimento, aunque también existe la
posibilidad de determinarlas en muestras como en saliva humana o en
sangre. Asi, en el trabajo desarrollado por Piermarini [106] se ha realizado
la construccion de un biosensor que utiliza el enzima DAO y azul de Prusia
como mediador electroquimico para la determinacion de BAs en saliva. Del
mismo modo, Nagy y col. han logrado la determinacion de Put en sangre
empleando SPEs de platino (SPPtEs) modificados con el enzima putrescina

oxidasa (PUO) [107].
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En cuanto a la determinacion de BAs en alimentos existen en la
bibliografia trabajos que describen el analisis del contenido total de BAs en
muestras de vino y cerveza empleando SPAuEs modificados con el enzima

DAO [108].

El contenido total de BAs en pescado también es un parametro de
interés analitico. Por ello, son varios los trabajos que describen dicha
determinacion empleando biosensores electroquimicos basados en la
utilizacion de electrodos serigrafiados. En el trabajo desarrollado por Lange
y Wittmann se han utilizado SPPtEs modificados con diferentes enzimas
AO: PUO, tiramina oxidasa (TAO), DAO y MAO para llevar a cabo dicho
analisis [109, 110].

Igualmente, las enzimas AO se han combinado con otro tipo de
enzimas para construir dos tipos diferentes de biosensores basados en la
utilizacion de SPCEs modificados con una mezcla de enzimas: MAO-HRP y
DAO-HRP, respectivamente, empleando ferrocenometanol (HOMeFc) como

mediador electroquimico [111].

Biosensores empleados en la determinacion de metales

Los biosensores utilizados para la determinacion de metales tienen
tanto aplicaciones biomédicas como ambientales. Debido al gran ntimero de
metales existentes y a sus diferentes estados de oxidacion, son muchas las
referencias bibliograficas relacionadas con la determinacion de metales
utilizando SPEs [112]. Existe un especial interés en la determinacion de
metales que presentan un mayor caracter toxico como son por ejemplo

arsénico o mercurio entre otros.

La determinacion de metales mediante biosensores se puede llevar a
cabo gracias a la inhibicibn que producen los propios metales sobre la

actividad enzimatica de ciertos enzimas. Mediante esta metodologia se ha
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determinado vanadio en muestras de agua de grifo debido a su efecto
inhibidor sobre el enzima fosfatasa alcalina [113] o arsénico por inhibiciéon
del enzima acetilcolinesterasa [114] utilizando SPCEs. Estos mismos
transductores se han utilizado en el desarrollo de biosensores para la
determinacion de mercurio en muestras de plasma humano basados en la

inhibicion del enzima ureasa [62].

La combinacion del enzima ureasa con nicotinamida adenina
dinucleotido (NADH) y el enzima glutamico deshidrogenasa ha permitido la
determinacion de mercurio, cobre y cadmio en muestras de agua y suelo

empleando un biosensor desechable [115].

Otro enzima seleccionado para la determinacion de metales ha sido el
enzima GOx. Este enzima se ha utilizado con éxito para la determinacion de
mercurio, plata, cobre, cadmio, combinando el biosensor correspondiente

con la técnica de analisis de inyeccion en flujo [116].
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2.2. CONTAMINANTES QUIMICOS

En la actualidad existen cientos de sustancias quimicas a las que de
una manera u otra el ser humano resulta, o al menos, puede resultar
expuesto y que pueden impactar negativamente en su organismo. Muchas
de estas sustancias son practicamente desconocidas en cuanto a sus
potenciales efectos toxicos sobre la salud de personas o animales, o su
posible efecto en el medio ambiente, mientras que para otras ni siquiera es
bien conocida su presencia, debido a la gran diversidad de origenes de las
mismas. Sus aplicaciones van desde diferentes industrias hasta los aditivos
alimentarios, pasando por medicamentos o productos de uso doméstico,
etc. Incluso algunas no son producidas de manera voluntaria, sino que
aparecen, bien como subproductos de la fabricacion de otras, bien como
consecuencia de la degradacion de residuos, o como resultado de procesos

de combustion u otras causas. Por este motivo, existe actualmente un gran



54 | 2. Fundamentos tedricos - Contaminantes alimentarios

interés respecto a la seguridad medioambiental y alimentaria. Este interés
se extiende al control de los elementos contaminantes implicados en ambos
ambitos, siendo la concentracién en la que se encuentren los diferentes
contaminantes en el medio, uno de los factores mas importantes implicados

en la propia toxicidad de los mismos.

2.2.1. Contaminantes alimentarios

La seguridad alimentaria es un tema de creciente interés social, ya que
todos los ciudadanos como consumidores, se encuentran expuestos a los
toxicos o al menos a las sustancias potencialmente toxicas presentes en los
alimentos, que pueden llegar a acumularse en el organismo, pudiendo

incluso llegar a producir efectos adversos sobre la salud [117].

En este sentido, se define como contaminante alimentario, cualquier
sustancia no anadida intencionadamente a los alimentos, que esta presente
en éstos como resultado de la produccion, fabricacion, elaboracion,
preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o
almacenamiento, o como resultado de 1la propia contaminacion

medioambiental.

En funciéon de sus origenes, los toxicos alimentarios se pueden

clasificar en cinco grandes grupos:

= Contaminantes toxicos naturales
» Contaminantes biologicos

» Contaminantes quimicos

» Aditivos alimentarios

= Toxicos derivados

Dentro de los contaminantes toxicos naturales, destacan por sus

caracteristicas y efectos nocivos las BAs.
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2.2.1.1. Aminas biogenas

Las BAs son compuestos organicos nitrogenados de bajo peso
molecular formados por descarboxilacion de un aminoacido basico o
aromatico bajo el efecto de un enzima (tipo aminoacido descarboxilasa)
especifico para cada uno de los aminoacidos. Estos enzimas son
abundantes en los tejidos animales y en los microorganismos. Las BAs
pueden encontrarse en una gran variedad de alimentos y bebidas: como
carnes, pescados, alimentos fermentados como el queso, frutas, asi como en
el vino, la cerveza y otras bebidas alcohélicas. Son buenos indicadores
quimicos de la frescura de un producto alimentario [118-120]. En la tabla
2.4. se resumen las principales BAs presentes en productos alimentarios
con sus correspondientes aminoacidos precursores. En la figura 2.8. se
muestra ademas la estructura quimica de dichas BAs cuya determinacion

presenta un elevado interés analitico.

Desde un punto de vista biologico, las BAs son moléculas con
funciones fisiologicas esenciales para los seres vivos [121, 122]. En plantas,
la Put y algunas poliaminas como la espermidina (Spd) y la espermina
(Spm), estan implicadas en diversos procesos celulares de respuesta al
estrés y al envejecimiento. En animales estan implicadas en procesos tan
relevantes como la division celular o la transmision nerviosa. Asi por
ejemplo, la His actiia como neurotransmisor y la Tyr es un intermediario de

las rutas de biosintesis de otros neurotransmisores.

Tabla 2.4.: Principales BAs junto con sus aminoacidos precursores [118].

AMINOACIDO PRECURSOR AMINAS BIOGENAS CORRESPONDIENTES
Arginina Putrescina, espermina, espermidina
Lisina Cadaverina

Triptofano Triptamina

Tirosina Tiramina

Histidina Histamina
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Figura 2.8.: Estructura de las principales BAs encontradas en productos

alimentarios.

La intoxicacion por BAs se origina por la ingestion de alimentos que
contienen altos niveles de este tipo de aminas. Estos compuestos son muy
importantes desde el punto de vista toxicologico, ya que pueden conferir
toxicidad a los alimentos incluso antes de ser considerados
organolépticamente inaceptables. Esta intoxicacion puede presentar en el
hombre una gran variedad de sintomas: cutaneos, gastrointestinales,

hemodinamicos, etc. [123].

Cabe destacar que hay personas especialmente sensibles a las BAs
debido a que los enzimas responsables de su destoxificacion, la MAO o la
DAO no son funcionales, bien por problemas genéticos o por la presencia de

inhibidores como el alcohol o determinados farmacos antidepresivos.

Por tanto, es dificil establecer los niveles toxicos para cada una de las
BAs ya que depende de la eficacia de los sistemas de destoxificacion y por lo
tanto varia de unos individuos a otros. Ademas, también depende de la

presencia de otras BAs ya que pueden tener efectos sinérgicos. Sin
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embargo, aunque en nuestro pais en la actualidad no existe ninguna
legislacion clara sobre las concentraciones permitidas en los alimentos, las
autoridades sanitarias recomiendan reducir al maximo la ingestion de estos
compuestos. No obstante, es necesario subrayar que las concentraciones de
BAs varian no s6lo de un tipo de alimento a otro, sino también dentro de un

mismo tipo de alimento.

En los apartados siguientes se describe con mayor detalle las
caracteristicas relacionadas con la BA estudiada en el presente trabajo de

tesis doctoral, la Tyr.

2.2.1.2. Tiramina

La Tyr es una de las BAs que se encuentra con mayor frecuencia en
productos alimentarios. Puede tener un doble origen: endégeno y exogeno
[118]. La Tyr exogena es aportada por ciertos alimentos (quesos
fermentados, carnes, pescados, frutas, legumbres) y bebidas (vino,
cerveza,..), pudiendo presentar riesgos toxicologicos y defectos
organolépticos. La Tyr endégena proviene de la transformacion por los
enzimas proteoliticos de ciertas proteinas (caseina, serina, globulina) en
tirosina, aminoacido precursor de la Tyr, que se obtiene como producto de
descarboxilacion de la L-tirosina por accion de la tirosina descarboxilasa tal

y como se observa en la figura 2.9.

‘ Tirosina descarboxilasa NH,

+ CO,
OH

NH, HO
HO

Figura 2.9.: Reaccion de descarboxilacion del aminodcido L-tirosina.
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La toxicidad de la Tyr se debe principalmente a su efecto vaso activo,
aunque también puede producir defectos organolépticos y riesgos
toxicologicos. La intoxicacion producida por Tyr se conoce también como
“reacciéon del queso” debido a los altos niveles que esta BA presenta en
algunos quesos. En el caso de personas con tratamientos antidepresivos
basados en inhibidores de la MAO esta contraindicado el consumo de

queso, debido a los altos niveles de Tyr que puede contener.

Una amina vasoactiva es una amina que afecta al sistema vascular,
contrayendo los vasos sanguineos y consecuentemente aumentando la
presion sanguinea, por eso se conocen también como aminas presoras. Se
encuentran en este grupo la Tyr, dopamina, norepinefrina, triptamina
(Tryp), feniletilamina e histamina. La mayor parte de estos compuestos se
metabolizan rapidamente y no representan un verdadero riesgo para la

salud humana.

Asi, la ingesta de alimentos ricos en Tyr como quesos, vinos,
aguacate, naranja, platano o tomate, pueden producir dolores intensos de
cabeza e hipertension [117]. La Tyr ademas aumenta la presion sanguinea
por un mecanismo indirecto de reabsorcion que controla normalmente los
niveles intraneuronales de catecolaminas. La reabsorcion de la Tyr desplaza
las catecolaminas de los granulos de almacenamiento dejandolas libres y
aumentando consecuentemente la presion sanguinea. En la tabla 2.5. se
muestra el contenido en Tyr en diferentes tipos de frutas, verduras y

quesos.

La concentracion de aminas presoras exogenas y de otras aminas
vasoactivas controlada es cuidadosamente por el enzima MAO, un enzima
muy difundido por el organismo. Debido a la rapida conversion metabélica
de las aminas por la MAO y por otros enzimas del mismo tipo, la
administracion de aminas presoras a los mamiferos ejerce poco efecto en la
presion sanguinea. Sin embargo, los efectos son manifiestos cuando se

inhibe el enzima MAO. Algunos inhibidores de la MAO (iMAO), como son los
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farmacos isocarboxiacida, mialamida, sulfato de fenilcina y trancilpromina,
se han utilizado en el tratamiento clinico de la depresion psiquiatrica. Uno
de los mayores inconvenientes del empleo clinico de los inhibidores de la
MAO es la mayor posibilidad de reacciones adversas a los alimentos

ingeridos que liberan monoaminas en el organismo [124-127].

Tabla 2.5.: Contenido de Tyr en ug/g en algunos tipos de alimentos

ALIMENTO TIRAMINA
Pulpa de platano 7
Tomate 4
Aguacate 23
Patata 2
Espinaca 1
Naranja 10
Queso Cheddar 120 - 1500
Queso Camembert 20 - 2000
Queso Stilton azul 466 - 2170
Queso fundido 26 - 50

Segun lo expuesto anteriormente, la determinacion del contenido de
Tyr en alimentos presenta actualmente un elevado interés analitico debido a

los potenciales efectos adversos para la salud humana de esta molécula.

2.2.1.3. Revision bibliografica de los métodos de analisis empleados en

la determinacion de tiramina

Los métodos analiticos mas utilizados en la determinacién de Tyr, son
los basados en técnicas cromatograficas y electroforéticas. Dentro de las
diferentes técnicas cromatograficas existentes, la cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) ha sido la mas empleada en la determinacion analitica

de Tyr [128-183]. En la mayoria de las referencias encontradas la deteccion
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final del analito se lleva a cabo principalmente empleando alguno de los
detectores siguientes: fluorimétrico [132, 137, 151, 152, 154, 156],
ultravioleta-visible (UV-vis) [129, 135, 138, 139, 142, 155, 157] o un
espectrometro de masas [130, 131, 143, 153, 159]. Aunque también es
posible encontrar trabajos que emplean sistemas de deteccion

amperomeétricos [162, 180, 182].

Otras técnicas cromatograficas empleadas en la determinacion de Tyr,
son por ejemplo, la cromatografia de liquidos (LC) [184-198], cromatografia
de gases (GC) [199-202], cromatografia en capa fina (TLC) [203-207],
cromatografia liquida de ultra (UPLC) y ultra alta eficacia (UHPLC) [208-
215], cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) [216],
cromatografia liquida micelar (MLC) [217-219], cromatografia ionica (IC)

[220-226], o cromatografia electrocinética micelar (MEKC) [227-230].

La combinacion de las técnicas cromatograficas anteriores con otros
métodos de separacion, proporciona diferentes alternativas que permiten la
deteccion de Tyr. Asi, Shaodong y col. han llevado con éxito el acoplamiento
de un proceso de derivatizacion “in situ” junto con una etapa de
microextraccion en fase liquida con cromatografia HPLC para determinar
Tyr en bebidas alcohdlicas [186]. Igualmente, Self y col. [210] han logrado la
determinacion de Tyr por UHPLC en diferentes variedades de pescados
empleando microextraccion en fase so6lida como wuna etapa de
pretratamiento de la muestra. Este mismo sistema de pretratamiento ha
sido elegido por Basheer y col. [136] para la determinacion de Tyr en
muestras de zumo de naranja mediante HPLC y, por Saaid y col. [231] en
muestras de salsa de tomate y salsa de camarones empleando en ambos

casos HPLC como técnica cromatografica.

Las técnicas electroforéticas han sido ampliamente utilizadas en la
determinacion de Tyr [163, 232-247], aunque generalmente los limites de

deteccion obtenidos son elevados en comparacion con los obtenidos por
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técnicas cromatograficas. De esta forma, se ha determinado el contenido en

Tyr en muestras de agua, carne o bebidas fermentadas.

La determinacion de Tyr también ha sido llevada a cabo empleando
técnicas de analisis enzimatico. Asi, en el trabajo descrito por Punakivi
[248] la determinacion de Tyr mediante espectrofotometria UV-vis se basa
en una reaccion enzimatica en la que interviene el enzima
transglutaminasa. El enzima tranglutaminasa cataliza reacciones de
transferencia de grupos acilo entre un substrato dador, como puede ser una
proteina, y otro aceptor, como pueden ser las BAs (debido a su grupo
amino), liberandose amoniaco como producto de la reacciéon, lo que permite
llevar a cabo un seguimiento espectrofotométrico. De esta forma se

cuantifico el contenido en Tyr en muestras de carne estropeada.

Las desventajas comunes que presentan las técnicas analiticas
descritas anteriormente para la determinacion cuantitativa de Tyr, son las
necesarias etapas de derivatizacion, los tediosos pretratamientos de la
muestra y el requerimiento de una instrumentacion compleja. Todos estos
factores hacen inadecuadas a estas técnicas analiticas para la realizacion

de analisis rapidos e in situ.

Las técnicas electroquimicas se presentan como una clara alternativa
debido a sus especiales caracteristicas, como son, su elevada sensibilidad
asi como, la sencillez en la instrumentaciéon utilizada. En este sentido, los
sensores y biosensores electroquimicos se han utilizado frecuentemente en
el analisis selectivo de sustancias que requieren bajas capacidades de
deteccion, con procesos simples y de Dbajo coste, permitiendo

determinaciones de forma directa y a tiempo real.

La mayoria de los biosensores electroquimicos descritos en
bibliografia para la determinacion de Tyr se basan en la inmovilizacion de

enzimas sobre la superficie del electrodo de trabajo. La medida realizada en
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este tipo de dispositivos consiste en el seguimiento mediante amperometria
de alguno de los productos de la reaccion enzimatica en la que interviene el

analito.

La mayoria de enzimas utilizados en la determinacion de Tyr, asi
como de otras BAs, son enzimas del tipo AO. La reaccién redox que tiene

lugar con este tipo de enzimas es la siguiente:

AO
R-CH,-NH, + Os; + H50 — R-CHO + NH; + H>0»

En los biosensores electroquimicos basados en estos enzimas la
respuesta electroanalitica se obtiene a través de la oxidacion o reduccion
del peroxido de hidrégeno generado en la reaccién enzimatica descrita. Este
proceso redox requiere generalmente la aplicacion de potenciales de medida

muy elevados.

Entre los trabajos basados en la utilizacion de enzimas del tipo AO se
encuentra el descrito por Chemnitius y col. [110]. Estos autores han llevado
a cabo la determinacion de Tyr en muestras de pescado empleando un
electrodo de trabajo de platino en el que se inmovilizé por entrecruzamiento,
empleando GA, una mezcla de dos enzimas; MAO y PUO. Para llevar a cabo
este analisis fue necesario aplicar un potencial de +600 mV para cuantificar
la intensidad registrada debido a la produccion de peroxido de hidrogeno,

por accion de la combinacion de ambos enzimas.

Boka y col. [249] también han empleado enzimas del tipo AO para el
desarrollo de biosensores electroquimicos para la determinacion de Tyr.
Estos autores combinan el biosensor desarrollado con la técnica de analisis
de inyeccion de flujo para determinar el contenido en Tyr en muestras de
pescado y carne de cerdo. En este caso se emplean electrodos de grafito

modificados con dos enzimas AO diferentes: MAO y DAO. La inmovilizacion
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de ambos enzimas se lleva a cabo empleando un hidrogel que contiene un
compuesto de Os (PV17-dme-Os) como mediador. Con el enzima DAO se
analiza el contenido total de BAs, y con el enzima MAO se determina de

forma mas selectiva el contenido en Tyr.

Los enzimas del tipo AO han sido utilizados en combinacién con
otros enzimas entre los que destaca el enzima HRP. La combinacion del
enzima HRP con una enzima AO, permite reducir el potencial de medida, ya
que el enzima HRP reduce el peroxido de hidrogeno generado en la primera
reaccion enzimatica (Figura 2.10.). Entre los biosensores basados en la
coinmovilizacion de AO y HRP se encuentra el descrito por Niculescu y col.
[250]. Estos autores emplean una mezcla de enzimas: HRP y un enzima AO
obtenida del guisante, para determinar a un potencial de -50 mV el
contenido en Tyr en muestras de pescado, utilizando un electrodo de
trabajo de platino. La coinmovilizacion se lleva a cabo por entrecruzamiento

con un polimero redox basado en Os.

R-CH:-NHE AAOOX HRPred €

HRP,,

R-CHO A0,

Figura 2.10.: Esquema del mecanismo implicado en reacciones que

combinan el enzima HRP y un enzima del tipo AO.

Ademas de enzimas del tipo AO, en la determinacion Tyr también se
han utilizado enzimas como la tirosinasa. Asi, Apetrei y col. [251] han
determinado amperométricamente Tyr por accion de dicho enzima
inmovilizado por electropolimerizacion en polipirrol en un electrodo de

platino. Aplicando el método desarrollado al analisis del contenido en Tyr en
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muestras de col. El enzima tirosinasa oxida la Tyr a dopaquinona, que
genera la respuesta electroanalitica, al reducirse sobre la superficie del

electrodo (Figura 2.11.)

A

Dopaquinona Dopamina

H,0 0, Tiramina

4

Figura 2.11.: Esquema de la reaccion redox que tiene lugar en el biosensor

de tirosinasa.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la mayoria de referencias
relacionadas con biosensores electroquimicos utiles en la determinacion de
Tyr se basan en medidas amperomeétricas, aunque también existen algunas
referencias que emplean otras técnicas electroquimicas. En este sentido,
Telsnig y col. [252] utilizan electrodos de pasta de carbono modificados con
el enzima AO obtenida del guisante para analizar el contenido en Tyr en

muestras de salsa de pescado, mediante DPV.

El uso de SPEs en el desarrollo de sensores y biosensores, ademas de
todas las ventajas que aportan las técnicas electroquimicas, ofrece buenos
valores de reproducibilidad. Generalmente los trabajos descritos para la
determinaciéon de BAs con biosensores electroquimicos desechables se
basan en la utilizacion de enzimas tipo AO como elemento biologico para la
construccion de biosensores amperométricos. Entre estos trabajos se
encuentra el desarrollado por Lange y col. [109] que utilizan un SPPtE como

electrodo de trabajo para la determinacion amperométrica de Tyr en
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muestras de pescado y carne empleando el enzima tiramina oxidasa,
inmovilizada sobre la superficie del electrodo de trabajo mediante

entrecruzamiento, empleando GA como agente entrecruzante.

Otro de los trabajos que wutilizan con éxito SPEs para la
determinacion de Tyr es el descrito por Telsnig y col. [253]. En este caso se
ha llevado a cabo la combinacion de un biosensor amperométrico basado en
SPCEs con la técnica de analisis de inyeccion de flujo para determinar Tyr
en muestras de carne de pollo. El enzima utilizado en la construcciéon de
dicho biosensor fue el enzima AO obtenida del guisante que fue
inmovilizada sobre el electrodo de trabajo de carbono modificado
previamente con didoxido de manganeso. La inmovilizacion del enzima tiene

lugar por adsorcion.

Finalmente, Alonso y col. [47] han desarrollado dos biosensores
electroquimicos amperométricos para la determinacion de BAs, entre ellas,
la Tyr, en muestras de pescado. Estos autores, emplean una combinacion
de enzimas AO: MAO y DAO, respectivamente, con el enzima HRP. Los
enzimas fueron inmovilizados sobre la superficie del electrodo de trabajo
por el método de union covalente. En esta ocasion, se emple6 HOMeFc
como mediador electroquimico para lograr registrar la sennal amperomeétrica

a un potencial de +250 mV.
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2.2.2. Contaminantes medioambientales

Dentro de los contaminantes ambientales, los metales pesados estan
reconocidos como elementos altamente toxicos y peligrosos. Los metales
pesados presentan como principal caracteristica, que los distingue del resto
de contaminantes ambientales, su falta de biodegradabilidad. Por otra
parte, es importante senalar que el comportamiento quimico y por tanto, la
toxicidad de un elemento metalico depende en gran medida de su estado de

oxidacion.

Entre los metales pesados que han sido catalogados como elementos
altamente toxicos y cuya toxicidad depende de su grado de oxidacion se

encuentra el cromo.
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2.2.2.1. Cromo: Introduccion general

El cromo es el elemento numero 21 mas abundante de la corteza
terrestre, con una abundancia aproximada de 100 ppm [254, 255] Es un
metal duro, blanco, brillante y fragil, presenta una configuracion electronica
[Ar] 3d5 4s! y una estructura cristalina cubica centrada en el cuerpo

(Figura 2.12.) [256].

Figura 2.12.: Estructura cubica centrada en el cuerpo (BCC).

Fue descubierto en 1798 por Nicolas-Louis Vauquelin, que fue capaz
de producir é6xido de cromo (CrOsz) mezclando crocoita (PbCrO4) con acido
clorhidrico. La crocoita es un mineral naranja rojizo que Johann Gottlob
Lehmann encontr6 en 1761 en los Montes Urales. Finalmente Vauquelin
descubri6o que se podia aislar cromo metalico calentando el 6xido en un
horno de carboén, incluso detecté trazas de cromo en gemas preciosas, como
por ejemplo, en rubies y esmeraldas. En 1854, Bunsen aislo el cromo
mediante electrélisis a partir de una solucién de cloruro cromoso. Lo llamé
cromo (del griego "chroma", que quiere decir "color") debido a los distintos

colores que presentan los compuestos de este elemento. [257]

El cromo presenta varios estados de oxidacion que van desde O hasta
VI, como puede verse en la figura 2.13. De ellos destacan la forma trivalente
coma la mas estable y la hexavalente de propiedades marcadamente

oxidantes [258].
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Trioxido de cromo

I6n cromato Cromo metalico

I6n dicromato

Oxido crémico
Cromoso ) o
I6n crémico

Figura 2.13.: Principales estados de oxidacion y compuestos de cromo.

El cromo es un elemento quimico ampliamente utilizado en la actualidad en

diversos campos. Entre los usos mas habituales del cromo se encuentran

[259]:

Evitar la corrosion en aleaciones con hierro, niquel o cobalto
aportando ademas un aumento de su dureza y tenacidad. De
hecho, las aleaciones de hierro, niquel y cromo son muy fuertes y
soportan temperaturas muy altas. Se utilizan en motores a

reaccion y turbinas de gas.

Del mismo modo, en los aceros inoxidables, el cromo constituye
un 10% o mas de la composicion final para lograr esa resistencia a
la corrosion. A causa de su dureza, una aleacion de Cr-Co-W
puede emplearse frecuentemente en la fabricacion de

herramientas de corte.

El cromo depositado electroliticamente proporciona un acabado
brillante, duro y resistente a la corrosion por lo que se ha utilizado
durante mucho tiempo en la industria del automoévil aunque ha

comenzado a ser reemplazado por compuestos plasticos.
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= En forma de cromita, se usa como material refractario debido a su
alto punto de fusion, su pequena dilatacion térmica y la

estabilidad de su estructura cristalina.

= Las sales de cromo se emplean para colorear el vidrio y el cuero. El

CrO. se usa en cintas magnéticas.

* En los laboratorios de ciencias, el acido cromico se utiliza para
limpiar el material de vidrio si tiene trazas de compuestos

organicos.

= Regula el metabolismo del azicar. Se emplea para controlar el
nivel de azticar en sangre en personas con diabetes del tipo II

porque ayuda a distribuir la glucosa a las células.

= Catalizador en la sintesis del amoniaco.

Los innumerables usos del cromo en diferentes ambitos de la
actividad humana han provocado un aumento considerable de la presencia

de dicho elemento en el medio ambiente.

2.2.2.2. Cromo en el medio ambiente

La presencia de cromo en el ambiente puede provenir de fuentes
naturales. En este sentido, el cromo nunca se encuentra en estado libre en
la naturaleza, aunque sus compuestos si estan muy extendidos. Muchos
minerales y piedras preciosas deben su color a la presencia de cromo en su
estructura. La fuente mineral mas importante de cromo es la cromita

(Figura 2.14.).

La cromita es un mineral de féormula quimica FeCr,O4, que a veces
puede contener magnesio, aluminio o titanio (entre otros) en su estructura.
Se emplea en moldes para la fabricacion de ladrillos; y en general para

fabricar materiales refractarios (como los ladrillos para hornos de
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fundicion). Una buena parte de la cromita se emplea para obtener cromo o

en aleaciones e incluso en la fabricacion de vidrio verde.

Las fuentes naturales de cromo incluyen también emisiones
volcanicas, incendios forestales y restos vegetales principalmente. El cromo
generalmente no permanece en la atmosfera, sino que se deposita en el

suelo y el agua.

Figura 2.14.: Cromita.

Por otra parte, tal y como se ha descrito anteriormente, son
numerosos los procesos industriales en los que se emplea cromo y que
puede, por tanto, dar lugar a la generacion de grandes cantidades de
residuos de cromo que se acaban vertiendo en el medio. Asi, son frecuentes
las emisiones de cromo en aire en forma de pequenas particulas o aerosoles
debido a procesos de soldadura, principalmente, con acero inoxidable, y
también por el uso de productos quimicos que contienen cromo hexavalente
como algunas pinturas. Ademas, estas emisiones de caracter
antropogénico, se producen también como resultado de actividades
industriales entre las que destacan el cromado, curtido, inhibicién de la
corrosion, disoluciones de lavado de cristales, conservacion de maderas,
acabado metalico o procesado del mineral de cromita, en donde se emplean

tanto cromo trivalente como hexavalente [260-262].

La contaminacion en el agua ocurre mediante desechos de la
industria textil y las curtidoras de cuero. Por el contrario, la contaminaciéon

de suelos puede relacionarse con la presencia de residuos de cromo de la
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industria y cenizas de carbon provenientes de plantas de electricidad [263,
264].

Aproximadamente el 75% de la reserva mundial de mena de cromo
esta en Sudafrica, como puede verse en la figura 2.15. Los paises
industriales de Europa y Norteamérica deben depender del suministro de la
mena de cromo en el extranjero; EEUU consume aproximadamente el 14%
de la produccion mundial. El reciclado de la chatarra de acero inoxidable

como fuente de cromo es una importante fuente secundaria [258].

Sudafrica
Kazajstan
India
Zimbabwe
Finlandia
Brasil
Albania
Iran
China
Rusia
Pakistan
Vietnam

Otros paises / / s / / J/

Figura 2.15.: Produccién minera de cromo en 2001 /Mt.

2.2.2.3. Toxicidad y legislacion del cromo

El cromo es uno de los metales pesados que presenta diferente
comportamiento toxicolégico en funciéon del estado de oxidaciéon en el que se
encuentre. Son varios los posibles estados de oxidacion en los que puede
encontrarse el cromo, pero son las formas trivalente y hexavalente, las que

presentan mayor importancia biolégica y toxicologica.
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Los compuestos de Cr(Ill) no son irritantes ni corrosivos y son
considerablemente menos toxicos que los compuestos de Cr(VI). Segun la
Agencia internacional sobre el cancer (IARC), el Cr(VI) se encuentra
clasificado dentro del grupo 1 de sustancias con suficiente evidencia de ser
carcinogenas para el ser humano, mientras que el Cr(Ill) se incluye en el
grupo 3 entre los agentes no clasificables por su caracter carcinogénico en
los seres humanos [117]. De hecho, la forma trivalente es la mas frecuente,
resultando esencial para el ser humano por el papel que desempena en el
metabolismo de la insulina como factor de tolerancia de la glucosa (GTF), y
en el metabolismo lipidico y de las proteinas, recomendandose una ingesta

entre 50 y 200 pg diarios.

Los efectos adversos provocados por el cromo en seres humanos son
atribuidos a la forma hexavalente de dicho elemento. El Cr(VI) presenta un
elevado interés en el campo industrial, pero se trata de una especie
altamente toxica debido a su capacidad de traspasar las membranas
celulares, que le confiere propiedades carcinogénicas, ya que, una vez
dentro de la célula puede reaccionar con el ADN produciendo finalmente
tumores. Ademas de sus efectos cancerigenos, el Cr(VI) puede provocar
también bronquitis y neumonitis, deterioros gastrointestinales, hepaticos y
renales asi como, Ulceras en la piel y reacciones alérgicas, estas ultimas

independientes de la dosis.

La poblacion general esta expuesta al cromo por el consumo de
alimentos, agua potable, y la inhalacion de aire que contiene la sustancia
quimica. La ingesta media diaria del aire, el agua y los alimentos se estima
en menos de 0.2 a 0.4 ug, 2.0 g, y 60 g, respectivamente, segin la Agencia
de Proteccion Medioambiental (EPA) [265].

Las concentraciones totales de cromo en el agua de consumo suelen
ser inferiores a 2 pg L1, aunque se han descrito concentraciones de hasta

120 pg L1. Las Normas internacionales para el agua potable de la OMS de
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1958 recomendaron una concentracion maxima admisible de cromo de 0.05
mg L1, basandose en los posibles efectos perjudiciales para la salud. En la
primera edicion de las Guias para la calidad del agua potable, publicada en
1984, se mantuvo el valor de referencia de 0.05 mg L, y se especifico que
se referia al cromo total debido a la dificultad de analizar tinicamente la
forma hexavalente. Las Guias de 1993 pusieron en duda el valor de
referencia de 0.05 mg L1 debido a la capacidad cancerigena del cromo
hexavalente por inhalacion y a su genotoxicidad, pero los datos
toxicologicos disponibles no justificaban la determinaciéon de un nuevo valor
de referencia. Como medida practica se mantuvo como valor de referencia
provisional 0.05 mg L1, una concentracion que se considera que es poco
probable que implique riesgos significativos para la salud, hasta que se
disponga de informacion nueva y el cromo pueda ser evaluado de nuevo

[266].

2.2.2.4. Especiacion de cromo

El término especiacion pretende expresar la idea de que las formas
quimicas especificas bajo las que puede presentarse un elemento deben ser
consideradas de manera individual. La razon principal para llevar a cabo
esta discriminacion es que la reactividad quimica y el efecto sobre los seres
vivos es muy variable de una especie a otra, de forma que la determinacion
de la concentracion total del elemento no es suficiente para obtener

informacion sobre el efecto que produce en un sistema [267].

Es bien conocido en el caso del cromo, que ambas especies pueden
coexistir en aguas naturales y efluentes, dependiendo de las caracteristicas
redox y pH del medio. La problematica de su determinacion analitica radica
en que la manipulacion y tratamiento previo de la muestra, pueden
producir cambios en la relacion entre ambas especies quimicas, y que
dadas las bajas concentraciones que deben determinarse de ambas especies

no son muchos los métodos que permitan su cuantificacion con la
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sensibilidad necesaria. De ahi, el interés de su analisis, cuantificacion, y

ademas especiacion.

2.2.2.5. Revision bibliografica de los métodos de especiacion de cromo

Los procedimientos analiticos de especiacion de cromo se basan
generalmente en la combinacion de métodos de preconcentracion y
separacion con diferentes técnicas de deteccion [268-270]. Los métodos de
separacion incluyen generalmente técnicas de microextraccion liquida [271-
276], extraccion en fase solida [277-285] y en punto de nube [286-294],
cromatografia de intercambio iénico [295-297] o HPLC [298-300].

Las técnicas utilizadas en la determinacion y especiacion de las
especies de cromo incluyen, sobre todo, espectrometria de absorcion
atomica con camara de grafito (ETAAS) [275, 278, 291, 307-319] y
espectrometria de absorcion atomica de llama (FAAS) [271-274, 279-282,
286-290, 320-335]. En este sentido, la combinacion ETAAS con diferentes
métodos de separacion, proporciona diferentes alternativas que permiten la
especiacion de cromo. Asi, Jiang y col. han realizado con éxito el
acoplamiento de un proceso de extraccion en fase soélida magnética (MSPE)
utilizando nanoparticulas magnéticas de Fe3zO4 como absorbente junto la
técnica ETAAS para especiar cromo en muestras de agua de lagos y de grifo
[307]. Del mismo modo, Liang y col. [291] han logrado la especiacion de
cromo con ETAAS utilizando, en este caso, la extraccion en punto de nube
como método de separacién y preconcentracion, en muestras de agua
natural. Otras técnicas de separacion utilizadas conjuntamente con ETAAS
incluyen la extraccion en fase solida empleando pirrolidintiocarbamato de
amonio como agente extractante, para especiar el contenido en cromo de
muestras de agua mineral y de salinas [278] y, la microextraccion liquida
empleando tributilfosfato como agente extractante, para especiar el
contenido en cromo en muestras de agua y de lixiviados obtenidos de
juguetes de plastico [275]. La misma metodologia emplean Sadegui y col.

[312] para realizar la especiacion de cromo en muestras de agua y orina,
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empleando, en este caso, un liquido i6nico como agente extractante. Soares
y col. [314] determinan y especian el contenido en cromo en muestras de
pan, para ello realizan una digestion acida y una extraccion alcalina como

etapa previa, para llevar a cabo el analisis finalmente por ETAAS.

En cuanto a FAAS, existen varios trabajos relacionados con la
utilizacion de dicha técnica como sistema de deteccion en procedimientos
de especiacion de cromo basados en técnicas de separacion. Asi, Zu y col.
[319] emplean como método de separacion de las distintas especies de
cromo la extraccion en punto de nube utilizando p-octil-fenil-éter de
polietilenglicol (Tritéon X-100) como agente surfactante, para determinar el
contenido en cromo en muestras de agua por FAAS. Matos y col. [287]
llevan a cabo una metodologia similar para especiar el contenido en cromo
de muestras de agua, empleando Triton X-114 como agente extractante.
FAAS ha sido también empleada utilizando la extraccion en fase solida
como paso previo para lograr la especiacion de cromo en muestras de agua
y alimentos utilizando una resina quelante [279]. Finalmente, Sarica y col.
[303] emplean como método de separacion HPLC y lo combinan con FAAS
para especiar el contenido de cromo en muestras de agua de consumo y de

aguas residuales.

Ademas de las técnicas descritas anteriormente, la especiacion de
cromo ha logrado llevarse a cabo empleando sistemas basados en la
utilizacion de ICP. En la mayoria de trabajos encontrados en la bibliografia,
el ICP se acopla a un espectrometro de masas [283-285, 295-302, 336-345],
aunque también es posible encontrar ejemplos basados en la utilizacion de

sistemas de emision atomica con ICP [346-352] .

Entre los trabajos basados en la utilizacion de sistemas ICP-MS se
encuentra el descrito por Chen y col. [296] que logran especiar cromo en
muestras de agua empleando cromatografia de intercambio i6nico como un
meétodo de separacion previo al analisis mediante ICP-MS. Otros meétodos

cromatograficos empleados conjuntamente con la técnica de ICP-MS
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incluyen la utilizacion de HPLC para determinar y especiar el contenido en
cromo en muestras en muestras de humo generadas en el proceso de
soldadura. Las técnicas de extraccion también han sido empleadas como
técnicas de separacion para lograr la especiacion de cromo en diferentes
muestras empleando ICP-MS. Asi, Chen y col. [284] llevan a cabo una
extraccion en fase solida empleando nanotubos de carbono como método de
separacion de las diferentes especies de cromo en muestras de agua

natural.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la técnica ICP-AES ha sido
empleada también con éxito en la especiacion de cromo en muestras de
agua residuales y de grifo. En este caso, es necesario llevar a cabo procesos
de separacion de las distintas especies de cromo empleando técnicas de
extraccion como la extraccion en punto de nube con tenoiltrifluoroacetona

[352] o la extraccion en fase s6lida empleando una resina quelante [349].

Otras técnicas analiticas que han sido utilizadas en la especiacion de
cromo, aunque con menos frecuencia son las técnicas espectrofotomeétricas
de UV-vis [276, 277, 292-294, 304-306, 353-355] y de fluorescencia [356-
358] que han sido aplicadas en el analisis de diferentes muestras de agua e
incluso en muestras de alimentos, como salsa de tomate. Del mismo modo,
las técnicas electroforéticas también han demostrado ser ttiles para llevar a

cabo la especiacion de cromo en muestras de agua [359, 360].

Los inconvenientes que presentan los métodos analiticos utilizados en
la determinacion y especiacion de cromo, son las necesarias etapas previas
de separacion o preconcentracion de la muestra, el empleo de una
instrumentacion y unos procedimientos experimentales complejos, el alto
coste de la instrumentacion necesaria y los largos tiempos de analisis
requeridos. Estos inconvenientes reducen considerablemente la aplicacion

de las técnicas descritas en el analisis rutinario.
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Las técnicas electroquimicas debido a sus caracteristicas se presentan
como alternativa a las técnicas analiticas mencionadas anteriormente.
Estas técnicas permiten obtener una elevada sensibilidad en multitud de
analitos utilizando una instrumentacion muy sencilla y mediante procesos
de muy bajo coste. Ademas presentan la posibilidad de realizar analisis “in
situ”, es decir determinaciones de forma directa y a tiempo real, a diferencia
de las técnicas analiticas descritas anteriormente como ETAAS, FAAS o ICP-

MS.

Existen numerosas referencias que describen la especiacion de cromo
utilizando técnicas electroquimicas [361]. La mayoria de las referencias
encontradas sobre la especiacion electroquimica de cromo implican como
técnica de analisis, la voltamperometria de redisolucion adsortiva (AdSV)
[362-369]. Muchos de dichos trabajos se basan en el uso de un electrodo de
gota colgante de mercurio (HMDE) como electrodo de trabajo [363-369]|. En
este sentido, Arancibia y col. [363] logran llevar a cabo la especiacion de
cromo en aguas de mar, mediante AdSV utilizando rojo de pirogarol (PGR)
como complejante. En este trabajo la especiacion de cromo implica varias
etapas. En una primera etapa se determina el contenido en Cr(VI) mediante
AdSV, en una segunda etapa se somete a la muestra a un proceso de
oxidacion mediante radiacion UV y, se determina el contenido total de
cromo mediante AdSV. Finalmente, el contenido en Cr(Ill) se determina por
diferencia de los valores obtenidos en las etapas anteriores. Este
procedimiento de especiacion de cromo en varias etapas ha sido utilizado
también por Vukovanovic y col. [370] para el analisis de Cr(IIl) y Cr(VI) en
muestras de agua empleando violeta de pirocatecol (PCV) como agente
complejante. Otro agente complejante tutil en la especiacion de cromo en
varias etapas es el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA). Asi,
Bobrowski y col. [365] han logrado la determinacion de ambas especies de
cromo mediante AdSV utilizando DTPA como agente complejante y en
presencia de nitrato, en muestras de agua residuales de una industria de
curtido de pieles, fraccionando estas muestras reales mediante filtracion de
flujo tangencial (TFF). Li y col. [367] emplean la misma técnica

electroquimica y el mismo complejante que Bobrowski y col. para especiar
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el contenido en cromo de muestras de agua natural. Finalmente,
Boussemart y col. [369] utilizan también DTPA para determinar Cr(IIl) y
Cr(VI) en muestras de aguas de mar siguiendo el mismo procedimiento en

varias etapas.

La determinacion simultanea de Cr(IIl) y Cr(VI) implica en la mayoria
de las ocasiones el empleo de mezclas de diferentes complejates. Asi,
Grabarczyk [364] emplea como complejantes DTPA y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) para especiar el contenido en cromo de
diferentes muestras de agua de rio y grifo mediante AdSV. En algunos
trabajos el empleo de esta mezcla de complejantes implica la utilizacion de
técnicas de calibrado multivariante para lograr la resolucion de las senales
electroquimicas solapadas que aparecen en este tipo de analisis. Entre
dichos trabajos se encuentran los descritos por Dominguez y col. [366, 368,
371] donde se logra determinar el contenido de Cr(VI) y Cr(Ill) de forma
simultanea empleando como complejantes PCV y acido N-(2-hidroxietil)
etilendiaminatriacético (HEDTA). En este caso es necesario llevar a cabo un
procedimiento de calibracion multivariante para lograr la determinacion

simultanea de ambas especies en muestras de agua contaminada.

Existen también trabajos descritos en bibliografia en la que la
determinacion electroquimica con HMDE implica la determinaciéon selectiva
de una de las especies de cromo en presencia de la otra. Asi, Dominguez y
col. [371] logran determinar Cr(VI) en presencia de Cr(Ill) en muestras de
agua de rio y de grifo mediante AdSV empleando pirrolidinditiocarbamato

de amonio (APDC) como agente complejante.

A pesar de los buenos resultados obtenidos con electrodos de
mercurio, el uso de HMDE hoy en dia se esta reduciendo debido a sus
problemas de contaminacion ambiental. Entre los trabajos relacionados con
la especiacion de cromo empleando otro tipo de electrodos se encuentra el
de Jorge y col. [362] donde determinan la concentracion de Cr(Ill) y Cr(VI)

utilizando un electrodo de disco rotatorio modificado con pelicula de
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bismuto en muestras de agua de rio, mediante AdSV empleando DTPA como

complejante.

Los SPEs también han sido empleados con éxito en la determinacion
de cromo, aunque puede decirse que apenas existen trabajos, relacionados
con la utilizacion de los mismos para la especiacion de dicho elemento.
Unicamente, Sanchez-Moreno y col. [372] han descrito un método que logra
la determinan del contenido en cromo trivalente y cromo hexavalente en
muestras de lixiviados de vertederos de residuos sélidos urbanos,
empleando un sensor modificado con un compoésito de grafito-epoxi y dos
complejantes diferentes, uno selectivo a cada especie de cromo,
difenilcarbazida (DPC) selectivo a Cr(VI) y di(2-hidroxifenilimino)etano

(DPHE) selectivo a Cr(IIl), empleando técnicas potenciométricas.

Sin embargo, existen varios trabajos que describen con éxito la
posibilidad de realizar la determinacion de una de las especies de cromo en
presencia de la otra. De esta forma, Bergamini [373] determina el contenido
de cromo hexavalente en muestras de agua residual utilizando SPCEs
modificados con una pelicula de poli-L-histidina mediante voltamperometria
de barrido lineal (LSV). Utilizando la misma técnica electroquimica, Metters
[374] determina el contenido en Cr(VI) en muestras de agua medioambiental
empleando SPAuEs. Igualmente, Hallam [375] logra llevar a cabo la
determinacion a nivel de trazas de cromo hexavalente en muestras de agua
empleando SPCEs no modificados en los que lleva a cabo un estudio
electroquimico de la reduccion de Cr(VI) empleando diferentes técnicas

electroquimicas que incluyen la cronoamperometria y la LSV.

Otros trabajos descritos en bibliografia basados en el empleo de
electrodos desechables son los descritos por Dominguez y col. [376] y
Sadeghi y col. [377]. En el primer caso, los autores logran determinar el
contenido en cromo hexavalente en muestras de agua residual, utilizando

SPCEs modificados con AuNPs y nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante
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DPV. En el caso del trabajo descrito por Sadeghi y col., los SPCEs son
modificados con nanotubos de carbono y quercetina para lograr la

determinacion del contenido en Cr(VI) en muestras de agua de consumo.

En bibliografia es posible encontrar otros trabajos que describen la
modificacion de SPCEs para la determinacion selectiva de una de las
especies de cromo. Asi, Banerjee [378] determina el contenido en cromo
hexavalente en muestras de agua residual, utilizando SPCEs modificados
con L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) utilizando, en este caso, la

cronoamperometria como técnica analitica.
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3.1. Introduccion

Tal y como se ha descrito en el capitulo anterior la Tyr es una de las
BAs que se encuentra con mayor frecuencia en productos alimentarios y
cuya determinacion resulta interesante desde el punto de vista analitico

debido a sus importantes efectos toxicos para el ser humano.

En este capitulo se describe la puesta a punto de un método para la
determinacién electroquimica de Tyr utilizando un biosensor amperométrico
basado en SPCEs modificados con el enzima PAO. La inmovilizacion del
enzima en el biosensor se realiza mediante entrecruzamiento utilizando GA
y BSA. Con el objetivo de obtener una respuesta amperométrica con la
mejor calidad analitica posible, se lleva a cabo una etapa de optimizacion de

la concentracion empleada de los agentes de entrecruzamiento, asi como de
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las unidades enzimaticas finalmente inmovilizadas sobre la superficie

electrodica.

Los factores experimentales que afectan a la variable respuesta en
amperometria son el potencial aplicado (E.p) v €l pH de la disolucion de
medida. No obstante, en este trabajo, se emplea ademas un mediador
electroquimico, concretamente el HOMeFc. La utilizacién de dicho mediador
tiene como objetivo reducir el valor del potencial de trabajo utilizado en la
determinacion de Tyr. Por lo tanto, las variables experimentales a optimizar
son el Eqp, €l pH y [HOMeFc]|. Este proceso de optimizacion se lleva a cabo

empleando la metodologia del disefio de experimentos.

El método analitico desarrollado se valida en términos de precision y
exactitud, analizando los valores de reproducibilidad y repetibilidad del
mismo. Por otra parte, a la hora de caracterizar un procedimiento analitico
es esencial establecer el valor de la capacidad de deteccion del mismo. En
este caso dicho valor se establece teniendo en cuenta la probabilidad de

falso negativo y falso positivo.

Debido a que la Tyr no es la Unica BA que puede encontrarse
frecuentemente en productos alimentarios, es necesario analizar la posible
interferencia que pudiera causar la presencia de otras BAs como son: His,

Put, Cad, Tryp, Spm y Spd.

Con el objetivo de comprobar la aplicabilidad del método desarrollado,
se lleva a cabo la determinacion de Tyr en una muestra real concretamente,
una muestra de queso brie comercial. Esta muestra fue seleccionada para
su analisis debido a su mayor contenido en Tyr respecto al resto de BAs.
Para realizar dicha determinacion fue necesaria una extraccion previa del
analito. Finalmente, la eficacia del método de analisis en muestras
complejas se verifica mediante el analisis de una muestra de queso brie

enriquecida con una cantidad conocida de Tyr.
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El trabajo experimental desarrollado en este capitulo ha dado lugar a
una publicacion cientifica titulada: “Disposable amperometric biosensor for
the determination of tyramine using plasma amine oxidase” (Microchimica
Acta 180 (2013) 253-259). Ademas, ha sido presentado en forma de
comunicacion oral en la XXXIII Reunién del Grupo de Electroquimica de la
Real Sociedad Espanola de Quimica, celebrada en Miraflores de la sierra

(Madrid) del 1 al 4 de Julio de 2012.
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3.2. Disposable amperometric biosensor for the determination of

tyramine using PAO

3.2.1. Abstract

We have developed SPCEs for the determination of Tyr via PAO. The
enzyme was immobilized on the carbon working electrode by cross-linking it
with BSA using GA. The employment of the mediator HOMeFc lowers the
working potential to +260 mV (vs. a screen-printed Ag/AgCl reference
electrode). The effects of pH, potential and mediator concentration were
optimized and resulted in reproducibility and repeatability values of 8.6%
and 8.7%, respectively. Response is linear in the range from 2 to 164 uM,
and the capability of detection is 2.0 = 0.2 pM. The effects of potentially
interfering BAs such as Put, Cad, His, Spm, Spd and Tryp were also
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evaluated. The biosensor was successfully applied to the determination of

Tyr in cheese.

3.2.2. Introduction

BAs are organic bases with aliphatic (Put, Cad, Spm, Spd), aromatic
(Tyr) or heterocyclic (His, Tryp) structures that can be found in several food
products, in which they are mainly produced by microbial decarboxylation
of amino acids. BAs have an important role as chemical indicators of
microbial contamination and processing conditions in fresh and processed
food. In fact, it is very frequent the presence of these compounds in
products such as meat, fish, cheese, beer, wine or milk [1-6], being Tyr
(4-(2-aminoethyl) phenol) one of the most common BAs found in these

systems.

Ingested Tyr does not normally cause any direct hazard to human
health due to its metabilization to p-hydroxyl-phenylacetic acid under MAO
enzyme catalytic action. However, patients under treatment with MAO
inhibitors, such as antidepressants or antitubercular drugs, can suffer a
serious hypertensive reaction if they take large amounts of this amine. This
well-known hypertensive reaction is named “cheese effect” or “cheese
reaction” due to the high significant amounts of Tyr found in different

varieties of cheese [7].

Therefore, several methods have been developed for the quantitative
determination of Tyr in cheese and other foods, including capillary
electrophoresis [8, 9] and chromatographic techniques [10-12]. The above-
cited techniques require in most cases tedious pre-treatment and derivation
steps of the sample, as well as expensive and complex instrumentation.

Consequently, these techniques result not suitable for in situ analysis.
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Sensors based on optical methods (fluorescence or UV-Vis
spectroscopy) have been also used for the analysis of different BAs
including Tyr. These optical sensors are based on the synthesis of complex
molecules which react with BAs giving an optical signal (generally a colour
change) [13-16]. These last sensors lack of the advantages of simplicity of
instrumentation and procedure, as well as the applicability features of other

analytical systems such as electrochemical biosensors.

Amperometric biosensors, based on enzyme modified electrodes using
AOs enzymes, have been developed as very interesting systems for BAs
determination. These analytical devices combine the selectivity of the
enzymes for its natural substrate with the sensitivity of the electrochemical
detection. In this way, Tyr has been analyzed by electrochemical biosensors
based on the immobilization of MAO [17-19] or DAO [6, 17] on the surface
of different working electrodes. The performance of these biosensors can be
improved by the employment of SPEs. SPEs allow the sensitive in situ
determination of different substances thanks to their reduced dimensions
and disposable characteristics. Moreover, it should be highlighted the great
diversity of possible modifications of their working electrode, including the

immobilization of enzymes for biosensor development.

The analysis of BAs using SPEs modified with different AO enzymes
has been described by different authors (Table 3.1.). Most of these methods
are based on the electrochemical detection of the hydrogen peroxide
generated by the enzyme-catalysed oxidation of the BA at potentials around
+600 mV. The application of high potentials increases the possibility of
interference in the electrochemical measurement of the target analyte. This
lack of sensitivity can be overcome by using different mediators, which
reduce the applied potential. Thus, HOMeFc [20] has been used in a
bienzymatic system that combines MAO and HRP enzymes.
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Prussian Blue has also been used as a mediator in the determination
of BAs, using a DAO based biosensor involving a complex and time

consuming modification procedure [21].

This work shows an easier of use, sensitive and disposable
amperometric biosensor for the determination of Tyr content in cheese
samples using HOMeFc as a redox mediator. The immobilization of PAO
enzyme on SPCEs has been carried out by cross-linking using GA as a

bifunctional cross-linker agent in presence of BSA.

3.2.3. Experimental

3.2.3.1. Reagents

SPEs were fabricated using different commercial inks. C10903P14
(carbon ink) and D2071120D1 (dielectric ink) were purchased from Gwent
Electronic Materials (Torfaen, U.K). Electrodag 6037 SS (Ag/AgCl ink) and
Electrodag 418 (Ag ink) were supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The
Netherlands).

Milli Q (Millipore, Bedford, USA) water was employed for preparing all
solutions. All the reagents used were of analytical grade without further
purification. Stock standard solutions of Tyr were prepared by dissolving
the adequate amount of Tyr 97% (Across organics, Geel, Belgium,
www.acros.be) in water. Cad, Put and His were purchased from Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany, www.sigmaaldrich.com). Solutions of these
compounds were prepared in water. Spm and Spd solutions were prepared
by dissolving the adequate amount of Acros Organics (Geel, Belgium,
www.acros.be) products in water. Tryp solutions were prepared by
dissolving the adequate amount of Tryp 98% (Acros Organics, Geel,
Belgium, www.acros.be) in 10% ethanol (Merck, Darmstadt, Germany,

www.merck.com) solution.
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The enzyme PAO was obtained from Worthington Biochemical (New
Jersey, USA). BSA and GA used in the immobilization of the enzyme were
both purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany,
www.sigmaaldrich.com). BSA solutions were prepared in SO mM phosphate

pH 6 buffer solution and GA solutions were prepared in water.

Electrochemical measurements were carried out using a 50 mM
phosphate buffer (KH2PO4, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany,
www.sigmaaldrich.com) and 0.1 M KCl solution (Merck, Darmstadt,
Germany, www.merck.com) as supporting electrolyte. From this, solutions
of different pH values were prepared by addition of a 1 M sodium hydroxide

solution (J.T. Baker, Deventer, The Netherlands, www.jtbaker.nl).

HCIO4 (Panreac, Barcelona, Spain), NHs (Merck, Darmstadt, Germany),
ethyl acetate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, www.sigmaaldrich.com),
acetone (Merck, Darmstadt, Germany, www.merck.com) and anhydrous
sodium sulphate (Merck, Darmstadt, Germany, www.merck.com) were used

for the Tyr extraction process from a commercial cheese samples.

3.2.3.2. Apparatus

SPEs were produced on a DEK 248 printing machine (DEK,
Weymouth, UK, www.dek.com) using polyester screens with appropriate

stencil designs mounted at 45° to the printer stroke.

Electrochemical measurements were made with a pAutolab with GPES
software (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands, www.ecochemie.nl) and a
PalmSens (PalmSens, The Netherlands, www.palmsens.com)
electrochemical systems. The pH of the solution was measured with a
Hanna instruments HI 221 pH meter (www.hannainst.es). Centrifugation of
the samples was carried out in a J P Selecta Angular 6 centrifuge (The

Netherlands).
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3.2.3.3. Construction of SPCEs and SPCEs surface modification

A three-electrode configuration was used, consisting of a carbon
working electrode, an Ag/AgCl reference electrode and a carbon auxiliary

electrode (Figure 3.1.).

PAO was immobilized onto the working SPCE surface using GA and
BSA. It is well known that GA reacts with lysine residues on the exterior of
the proteins and the addition of BSA accelerates the cross-linking process
creating a friendly environment for enzyme immobilization. The cross-
linking process does not significantly affect the enzyme molecules
maintaining its catalytic sites more accessible for redox reactions, which
leads to more efficient catalysis than with direct enzyme immobilization
[22].

X Paths (Ag)
3\/\3\\,\ \L
) e Insulator
Counter
lectrode
" (€
wN Nr Cross-linking Reference Working
1 d electrode (C)
N \H electrode
e - (Ag/AgCl)
2
BSA

Figure 3.1.: Immobilization of PAO by crosslinking on SPCE.

Therefore, in this work a mixture of 1 pL of BSA (3%, w/v), 1 uL of GA
(2.5%, v/v) and 3 uL of PAO (6%, w/v) solutions onto the surface of the

working electrode. Then, it was left to react for 90 minutes at 4°C.



122 | 3. Biosensor electroquimico basado en el enzima PAO para la determinacién de Tiramina

3.2.3.4. Measuring procedure of the enzyme SPCEs sensors

Electrochemical measurements were carried out by amperometry,
using PAO modified SPCEs (PAO/SPCEs). All measurements were made at
room temperature in an electrochemical cell containing 5 mL of supporting

electrolyte and 22 uM of a HOMeFc solution, under constant stirring.

The working electrode operated at +260 mV vs screen-printed Ag/AgCl
reference electrode, except for the experimental variables optimization
process. Once a stable baseline was recorded, defined amounts of Tyr stock
solution were added to the measuring cell. A cathodic current was observed

after each addition reaching a plateau each time (Figure 3.2(a)).
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Figure 3.2.: (a) Chronoamperogram recorded on PAO/SPCEs for successive
additions of 100 uL of a 1 mM Tyr solution. (b) Relation between

amperometric current intensity vs concentration of Tyr in PAO/SPCEs

biosensors (pH, 6.65; Eqp, +260 mV vs Ag/AgCl SPE; [HOMeFc|, 22 uM).
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3.2.3.5. Real sample preparation

Brie cheese was obtained from a local market. A previous extraction
process of Tyr was carried out according to the procedure described by Yigit
et al. [7]. Thus, 3 g of the cheese sample were homogenized with 10 mL of
5% HCIO4 solution and mixed using a vortex mixer for 2 min. Next, the
mixture was centrifuged for 10 min at 9000 rpm. The supernatant was then
recovered and neutralized by addition of a 3% ammonia solution (saturated
with NaCl). Subsequently, a new extraction process was performed using
25 mL of ethyl acetate-acetone (2:1) solvent on a vortex mixer for 2 min.
Then, the mixture was centrifuged for 10 min at 9000 rpm, and the organic
phase was separated and dried with anhydrous Na>SO4. The extract was
evaporated to dryness. The solid obtained was finally dissolved in a known

volume of Milli-Q water.
3.2.4. Results and discussion
3.2.4.1. Optimization and characterization of PAO/SPCEs biosensors

The PAO/SPCEs biosensor developed in this work produced an
amperometric signal related to the mediator reduction (Fig. 3.2(a).), which
can be associated to the concentration of added Tyr according to scheme

3.1.

NH,
NH
,@A/ ? PAO,, H,0, HOMeFC’
HO
/©/\ CHO PAO,_, 0, HOMeFC
H,O

HO

Scheme 3.1.: Enzymatic mechanism of PAO/SPCEs biosensors.
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The chronoamperometric determination of Tyr using the developed
PAO/SPCEs biosensors involves the optimization of the experimental
variables that can define the sensitivity and the selectivity of these systems.
The most influence experimental factors are pH value of the buffer solution,
E.p and HOMeFc concentration. These factors were optimized by means of a
23 central composite design [23], taking as response the amperometric

current obtained for a concentration of 19.2 uM of Tyr.

The experimental domain was defined by the values corresponding to

the high (+) and low (-) levels, and to the central point (0) for each factor,

pH(+) = 8.0 Eap(+) = +300 mV [HOMeFc] (+) = 30 uM
pH(-) = 6.0 Eap(-) = +200 mV [HOMeFc] (-) = 10 uM
pH (0) = 7.0 Ea.p (0) = +250 mV [HOMeFc] (0) = 20 uM

Then 17 experiments derived from all the possible combinations of
each factor were carried out and evaluated in terms of analysis of variance.
The combination of factors levels that maximizes the response over the

experimental region was (Figure 3.3.),

[HOMeFc] = 22 uM Current (nA)
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Figure 3.3.: Contours of estimated response surface for the 23 central
composite design performed for the optimization of the experimental

parameters in the determination of Tyr using PAO/SPCEs.
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The optimized conditions were:

pH, 6.65; E,p, +260 mV; [HOMeFc|, 22 uM

Control experiments were carried out under the optimum conditions
using bare SPCEs, as well as SPCEs modified with GA and BSA but without
enzyme according to the described procedure. No analytical signal was
obtained in any case. Under the optimum conditions, the developed
biosensor showed a linear range for Tyr concentration from 2 uM up to 164
uM (Fig. 3.2(b)). Several calibration curves were carried out in this linear
range in order to check the biosensor performance. Then, precision, in
terms of reproducibility and repeatability, and capability of detection were

calculated.

The existence of anomalous points would lead to incorrect
adjustments, altering the precision and the capability of detection of the
developed method. Thus, robust regressions were then performed using the
Progress program [24] which allows the detection of anomalous points and
make it possible to identify a linear range with the remaining data. The
results obtained for the different calibration sets are shown in Table 3.2.
The variability of the slopes of the calibration curves recorded using
different electrode surfaces in the same operational conditions (Table 3.2.)
achieved a relative standard deviation (RSD) value of to 8.6% (n = 5, a =
0.05). These results indicate a very good reproducibility in the biosensors
development. Similarly, repeatability was determined by performing
successive calibration curves, in the same operational conditions, using the
same PAO/SPCE based biosensor. The value of repeatability obtained, 8.7%
(n =3, a = 0.05), allows to conclude that the biosensor constructed presents

a high precision in the analysis of Tyr.

The PAO/SPCE biosensor developed for Tyr determination has also

been characterized by the calculation of its capability of detection for a
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given probability of false positive (o) and negative (B) according to [25, 26] .
The average capability of detection obtained for these probability levels was

2.0+ 0.2 uM (n =3).

Table 3.2.: Parameters of the regressions performed without anomalous
points obtained in the determination of Tyr using PAO/SPCEs based

biosensors, under the optimized conditions.

A Syx determination
(nA) (nA pM-1) (R2)

CALIBRATIONS PERFORMED WITH DIFFERENT PAO/SPCEs

CALIBRATION I -33.65 2.22 0.97 0.99
CALIBRATION II -7.74 2.37 3.83 0.99
CALIBRATION III -8.61 2.44 4.50 0.99
CALIBRATION IV 2.24 2.01 0.99 0.99
CALIBRATION V -21.14 2.51 4.26 0.99

CALIBRATIONS PERFORMED WITH THE SAME PAO/SPCE

CALIBRATION I -21.14 2.51 4.26 0.99
CALIBRATION II -7.07 2.48 2.54 0.99
CALIBRATION III -8.38 2.14 0.99 0.99

3.3.4.2. Selectivity analysis of PAO/SPCEs biosensors

Due to the similarity of the redox groups in BAs, their amperometric
response using PAO/SPCEs based biosensors was evaluated. Thus, the
response of Put, Cad, His, Tryp, Spm and Spd was analysed using the
developed biosensor. In this way, several calibration curves were carried out
in the concentration range from 2 up to 160 uM for each BA, under the

optimized conditions for Tyr. The highest sensitivity was obtained for Cad.
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The obtained sensitivities were then normalized to 100 for Cad. Thus,
100%, 87% and 84% values were achieved for Cad, Put and Tyr,
respectively. The normalized sensitivity values obtained for the rest of the

BAs analyzed were: His (74%), Spm (55%), Spd (36%) and Tryp (31%).

3.2.4.3. Analytical application

The PAO/SPCEs based biosensors developed were applied to the
determination of Tyr in brie cheese samples. The extraction of this BA was
attempted according to the procedure described in Section 3.2.3.5, which

minimized sample pre-treatment.

The total amine content of the sample was analyzed using
chronoamperograms recorded under the above-described optimum
conditions and the standard addition method. A volume of 100 uL of the
extracted BA was placed into the electrochemical cell, containing 5 mL of a
22 pM HOMeFc solution in buffer pH 6.6, and following by successive
additions of 100 pL of a 1 mM Tyr solution. Current vs concentration
regression parameters were optimally evaluated as it has been mentioned

above, using the Progress program [24].

The concentration of Tyr found was [273 £ 2] mg kg! (n = 6, a = 0.05),
with a RSD value of 4.0%. To test the viability of this procedure in the
determination of Tyr in cheese samples, recovery studies were also

performed.

The total amount of Tyr in a spiked sample, 550 mg kg!, was
determined by standard addition in triplicate. The concentration of Tyr
found was [555 £ 18] mg kg! (n=3, a= 0.05, RSD = 1.3%), On the basis of
these data the method can be considered suitable to the determination of

Tyr in this kind of samples.
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3.2.5. Conclusions

This study reports a simple and rapid disposable enzymatic biosensor
for BAs determination using SPCEs modified with PAO enzyme. This
enzyme is immobilized on the working electrode surface by cross-linking
technique, using BSA and GA as binding agents. The application of a
potential of +260 mV has been found out as the optimum value of this
experimental variable. This fact represents an important advantage from the
previously described methods based on different electrochemical
biosensors, which used potentials higher than +600 mV. Moreover, the
described enzyme immobilization procedure together with the wused
mediator resulted also simpler than other previously described process
being comparable in sensitivity. In addition, the minimal sample pre-
treatment and the simple instrumentation needed make this approach a
viable alternative as an analytical method to in situ determination of BAs

content in complex matrices, such as commercial cheese samples.
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4.1. Introduccion

En el capitulo anterior, se ha demostrado que es posible llevar a cabo
la determinacion de Tyr mediante técnicas electroquimicas, teniendo en
cuenta las propiedades redox que presenta la molécula. En este sentido los
biosensores desarrollados basados en la utilizacion de SPCEs modificados
con PAO han dado lugar a buenos resultados en la determinacién analitica
de esta sustancia. El inconveniente encontrado en el método desarrollado
para la determinacion de Tyr es la baja selectividad del mismo con respecto
a otras BAs presentes en la misma muestra. Esto es debido a la utilizacion
como elemento biologico de un enzima poco selectivo, como la PAO, para el
que la practica totalidad de las BAs actian como sustrato. Por este motivo,
en este capitulo, se ha seleccionado otro tipo de enzima para la
construccion de un biosensor amperométrico que permita una

determinacion mas selectiva de Tyr. El enzima escogido ha sido HRP, un
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enzima especifico para compuestos que contienen grupos hidroxilo. Esta
caracteristica confiere selectividad hacia la Tyr, ya que la Tyr es la tinica BA

que contiene dichos grupos en su estructura.

La incorporacion del enzima HRP al electrodo serigrafiado se realiza
empleando dos métodos de inmovilizacion diferentes: inmovilizacion
mediante entrecruzamiento, e inmovilizacion mediante serigrafiado de la
misma durante el propio proceso de fabricacion del dispositivo electrodico.
En el primer caso, la inmovilizacion del enzima en el dispositivo desechable
se realiza mediante entrecruzamiento utilizando GA y BSA como agentes de
entrecruzamiento (HRP/SPCEs). En este caso, también es necesario llevar a
cabo una etapa de optimizacion de la concentracion de reactivos de
entrecruzamiento empleada, asi como de las unidades enzimaticas
inmovilizadas con el objetivo de desarrollar el biosensor de mayor capacidad
analitica. En el caso del biosensor generado mediante el serigrafiado del
enzima HRP (SPCurprEs), también es llevada a cabo una etapa previa de
optimizacion de la cantidad de enzima impresa para lograr respuestas

electroquimicas sensibles.

Para ambos tipos de electrodos, la determinacion de Tyr se ha
realizado mediante cronoamperometria, siendo por tanto los factores
experimentales a optimizar: E.p, y el pH de la disolucion de medida. El
enzima HRP requiere la presencia en el medio de peroxido de hidrégeno,
para activarse. Por tanto, la concentracion de H>O; es otro de los factores
experimentales a optimizar. La optimizacion se efectia empleando la

metodologia del disefio de experimentos.

Una vez construidos los biosensores, se caracterizan mediante la
determinacion de los valores de reproducibilidad y repetibilidad de los

mismos, asi como, de su capacidad de deteccion.

Con el objetivo de estimar el grado de selectividad hacia la

determinacion de Tyr de los biosensores desarrollados se analiza la posible
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interferencia que pudiera causar la presencia de otras BAs como: His, Put,

Cad, Tryp, Spm y Spd.

Comparando los resultados obtenidos con los diferentes biosensores
desechables desarrollados, se concluye que la determinacion de Tyr
utilizando el biosensor basado en SPCurpEs, aporta como gran ventaja un
menor tiempo de fabricacion del dispositivo, generando valores similares de
reproducibilidad, repetibilidad, y sensibilidad en comparacién con el

biosensor basado en HRP/SPCEs.

Debido a la simplicidad en la fabricacion del biosensor SPCurprE en
comparacion con el biosensor HRP/SPCE, se elige como el dispositivo mas
adecuado para llevar a cabo la determinacion de Tyr en una muestra real.
Asi, una muestra de queso brie comercial, con un alto contenido en Tyr
respecto al resto de BAs, es analizada empleando SPCureEs. Al igual que en
el capitulo anterior se escogi6é este tipo de muestra debido a su alto
contenido en Tyr respecto al resto de BAs. Para llevar a cabo la
determinacion de Tyr es necesaria una extraccion previa del analito. La
viabilidad del biosensor construido en la determinaciéon de Tyr en muestras
complejas se comprueba mediante el analisis de una muestra de queso brie
enriquecida con una cantidad conocida de Tyr, obteniéndose resultados

satisfactorios.

Este trabajo ha dado lugar a una publicaciéon cientifica en la revista
Electroanalysis: “Disposable Horseradish peroxidase biosensors for the
selective determination of tyramine” (Electroanalysis 25 (2013) 1316-1322).
Igualmente, parte de este trabajo ha sido presentado en forma de
comunicacion oral en la XXXVI Reunion del Grupo de Electroquimica de la
Real Sociedad Espanola de Quimica, celebrada en Valencia del 15 al 17 de

Julio de 2013.
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4.2. Disposable Horseradish Peroxidase Biosensors for the Selective

Determination of Tyramine

4.2.1. Abstract

This work reports the development of HRP based biosensors using
SPCEs for the determination of Tyr. A novel procedure based on the
insertion of the enzyme in the screen-printed process (SPCurrEs) has been
compared to the cross-linked immobilization into the carbon working
electrode (HRP/SPCEs). Both biosensors were characterized obtaining good
capability of detection (2.1 + 0.2 uM and 200 = 10 nM for SPCurrEs and
HRP/SPCEs, respectively). The reproducibility was 3.4% and 6.8% for
SPCurrEs and HRP/SPCEs, respectively. The repeatability was 2.2% and
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7.1% for SPCurrEs and HRP/SPCEs, respectively. The specificity towards
different BAs was analyzed. The developed biosensors were applied to the

determination of the Tyr content in cheese samples.

4.2.2. Introduction

As it has been previously described, there is an increasing interest in
the control of the state of preservation of different kinds of food. In this way,
BAs content can be considered as an indicator of freshness and quality of a
wide variety of food products [1-11]. Like this, one of the most important

BAs implied in contamination processes in spoiled food is Tyr.

As it has been described in the previous chapter, SPEs have been
successfully used in the construction of amperometric biosensors for the
determination of BAs, including Tyr [12-17]. This interesting approach for
BAs determination has been developed owing to the selectivity of AOs,
including PAO for its natural substrate. Their main drawback of AOs based
amperometric biosensors is the low specificity obtained to a particular BA,
which led to develop biosensors to estimate the total content of BAs in a
sample (Table 4.1.). A possible solution to this analytical problem has been
the development of bienzymatic amperometric biosensors combining AOs
with HRP [15]. The use of HRP allows working at a lower potential, which
results in an increase in the selectivity of the biosensor. However, this kind
of biosensors still failed in the selectivity analysis of a single BA in the

presence of others.

HRP has been often used in the development of biosensors for the
electrochemical determination of different kind of analytes [15, 18-24].
However, HRP has been never used as a selective enzyme in the
determination of Tyr. The molecular structure of Tyr includes an OH group,
which is susceptible of being oxidized by HRP in presence of hydrogen

peroxide. Thus, a HRP based biosensor can be selective for the analysis of
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Tyr in presence of BAs, such as Put, Cad, His, Tryp, Spm or Spdm.
Therefore, in one hand, a disposable biosensor based on the use of SPCEs,
in which HRP enzyme was immobilized by cross-linking (HRP/SPCEs), has
been developed in this work. On the other hand, the special physical
properties of HRP allow the possibility of screen-printing the enzyme
directly into a disposable electrode [25, 26]. The development of SPEs by
this simple process represents an easier and minor cost procedure in the
fabrication of proper disposable biosensors for the determination of a target

analyte.

This manufacture process highly increases the durability and
robustness of the developed biosensors, being even less time consuming.
Thus, it avoids contamination and manipulation processes, which can lead
to false analytical results. Consequently, a novel disposable biosensor based
on the use of SPCEs, in which the HRP enzyme was screen-printed, has

been also developed (SPCurpEs).

4.2.3. Experimental

4.2.3.1. Reagents

Milli Q (Millipore, Bedford, USA) water was employed for preparing all
solutions. Electrochemical measurements were carried out using a 50 mM
phosphate buffer (KHoPO4, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and 100
mM KCI solution (Merck, Darmstadt, Germany) as supporting electrolyte.
From this, solutions of different pH values were prepared by addition of a 1

M sodium hydroxide solution (J.T. Baker, Deventer, The Netherlands).

All the reagents used were of analytical grade, without further
purification. Stock standard solutions of Tyr were prepared by dissolving
the adequate amount of Tyr 97% (Acros organics, Geel, Belgium) in buffer

solution. Cad, Put and His (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), as well as



4. Biosensor electroquimico basado en el enzima HRP para la determinacién de Tiramina

140 |

JU93jU00

E ”Qm
(I£1) AW 8T°0F0°C (141) WM +91-C A mmm < Sumurl-ssox) HOdS ovd svd ¢'dep
A%
rexaAQ
AW009=""4
SUrsTUIT-SSoI n
U 0S -dury BIUI-SS0ID @ddS ond md [21]
AWOQS- ="y SIH ‘pds
) vsd HAdS-an[q .
NW 0T INW 00€-0T S pue Vo SuDjuI-sso1y  uemssnig ova ﬁ Emﬁw [o2]
peD‘nd
NW 100 F8T°0 (STH) NW 9°T-2°0 _de ddH/ova
AWOSe=""d (3res wnruozerp) OO0
-dury [T FUSTEA0D HOdS svd [sT]
e N . Te12a0
NW +0°0 F 0%°0 (STH) WW +'2—+°0 d¥H/OVIN
G SueIqUoWI
(ng) S - (ng) Swnr- ) - A™009=""4 JowAjodaid a uswwusoo [bz]
mnd) 11 zo md) -1 3wOg-L0 S surpnezeAog ANYdS ova vd T
e ur yuswdenuy [[e19A0
(141) WM 9-1°0
IAT ‘st
(STH) M 0Z-L1°0 OVIN L SH
w Hmm
. ATOo5= vSe AddS [ec]
(pds) M 02-1°0 -dury pue vo SunyuI-ssoi) pds
(Ped) N $1-1°0 ond ‘ped
(1nd) W1 002-90°0 nd
(ing)33 Swr g (ind).-33 3w 00T-S AWO0.<%E ova
(14L) -85 Swr g (141)1-85] 8w 00Z-01 vsd AdS OVL nd [zzl
‘dury pue yoH Sun{uIl-SsoI1) ‘IL7, ‘STH
(STH);-83] 8w QT (sTH)-83 8w 00Z-0T ovd
0130939p e3ue: anbruyos oinpaooid 9poI30d sowdzu =]
Jo LAynqede) UoI}eIjUdIUOD HIYoaL uonezijiqowu] Lot aidC 4 ve 34

'SYg fo uoppuiuL1ap Y3 40f SHJS 21qnSodsip U0 pasng SL0Suasolq dopwhzus T 31qDL



4. Biosensor electroquimico basado en el enzima HRP para la determinacién de Tiramina | 141

Spm and Spd solutions (Acros Organics, Geel, Belgium) were prepared by
dissolving the products in supporting electrolyte solution. Tryp solutions
were prepared by dissolving the adequate amount of Tryp 98% (Acros

Organics, Geel, Belgium) in 10% ethanol (Merck, Darmstadt, Germany).

H202 30%, HRP (173 units/mg), BSA and GA were purchased from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). BSA and HRP were both dissolved in
50 mM phosphate pH 6 buffer solution.

HCIO4 (Panreac, Barcelona, Spain), NHs (Merck, Darmstadt, Germany),
ethyl acetate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), acetone (Merck,
Darmstadt, Germany) and anhydrous sodium sulphate (Merck, Darmstadt,
Germany) were used for the Tyr extraction process from a commercial

cheese sample.

SPEs were fabricated using different commercial inks. C10903P14
(carbon ink) and D2071120D1 (dielectric ink) were purchased from Gwent
Electronic Materials (Torfaen, U.K). Electrodag 6037 SS (Ag/AgCl ink) and
Electrodag 418 (Ag ink) were supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The
Netherlands).

4.2.3.2. Apparatus

SPEs were produced on a DEK 248 printing machine (DEK,

Weymouth, UK) using polyester screens with appropriate stencil designs.

Electrochemical measurements were made using a PalmSens Interface
with PalmSensPC software (Palm Instruments BV, Houten, The

Netherlands). The pH of solutions was measured with a Hanna instruments



142 | 4. Biosensor electroquimico basado en el enzima HRP para la determinacién de Tiramina

HI 221 pH meter (USA). Centrifugation of the samples was carried out in a

J P Selecta Angular 6 centrifuge (The Netherlands).

4.2.3.3. Biosensors manufacturing

In the case of HRP/SPCEs biosensors, a three-electrode configuration
was used, consisting of a carbon working electrode (15.9 mm?2), a Ag/AgCl
reference electrode and a carbon auxiliary electrode (Figure 4.1.). The cross-
linking immobilization of the HRP enzyme was carried out by dropping on
the surface of the working electrode 5 pL of a mixture containing GA (2.5%
v/v):BSA (3% w/v):HRP (6% w/v) in the volume ratio 3:1:6. Then, it was left

to react for 90 minutes at 4 °C.

Insulator

Ag paths \

Reference electrode

(Ag/AgCl) Counter

electrode (C)

Working electrode (C + HRP)

Figure 4.1.: Scheme of a SPCE used for the construction of HRP based

biosensors.

In the case of SPCurrEs, the same three-electrode configuration was
employed but using a carbon working electrode based on HRP containing

ink. This ink was prepared by thoroughly mixing the carbon ink with HRP.
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The mixture was sonicated for 20 min and directly screen-printed onto the
working electrodes. The resulting biosensors were cured at 40 °C for 1 h

(Figure 4.2.). The biosensors were kept at 4 °C when not in use.

Reference Working
Paths Ag Ag/AgCl Counter C Insulator C + HRP

Figure 4.2.: Schematic diagram of the SPCurpEs biosensors preparation

procedure.
4.2.3.4. Measuring procedure of the HRP/SPCEs biosensors

All measurements were made at room temperature. The developed
biosensors were place in an electrochemical cell containing 5 mL of
supporting electrolyte at pH 9. The working electrode operated at 0 mV vs
screen-printed Ag/AgCl reference electrode, except for the experimental

variables optimization process.

Once the baseline was established, a defined amount of H,O, stock
solution was added to the measuring cell and a large reduction signal was
observed. Then, when a steady-state response was observed, fixed portions
of the Tyr stock solution were consequently added reaching a plateau each

time (Figure 4.3.).
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Figure 4.3. Chronoamperograms and calibration plots (insets) recorded on

(a) HRP/ SPCEs for successive additions of a Tyr solution in a range from 0.2

to 21.4 uM and (b) SPCrurprEs for successive additions of a Tyr solution in a

range from 2 to 456 uM. Operational conditions: pH 9; [H20], 0.5 mM;

Eop, O mV vs Ag/AgCl SPE.
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4.2.3.5. Real sample preparation

Brie cheese was obtained from a local market. A previous extraction
process of Tyr was carried out according to the procedure described by Yigit
and Ersoy [27]. Thus, 6 g of cheese sample were homogenized with 30 mL of
5% HCIlO4 solution, mixed with a vortex mixer for 2 min and centrifuged for
10 min at 9000 rpm. The supernatant was then recovered and neutralized
with 3% ammonia solution (saturated with NaCl). Subsequently an
extraction process was performed using 60 mL of ethyl acetate-acetone (2:1)
solvent on a vortex mixer for 2 min. Then, the mixture was briefly
centrifuged for 10 min at 9000 rpm, and the organic phase was separated
and dried with anhydrous Na>SO4. The extract was evaporated to dryness.

The solid obtained was finally dissolved in a known volume of buffer.

4.2.4. Results and discussion

The different biosensors constructed using the above-described models
produce an amperometric signal that is sensitive to the concentration of

Tyr, as it is shown in Figure 4.3.

The response of the developed HRP biosensors to Tyr is based on the
so-called double displacement or “ping-pong” mechanism in which two
substrates, a peroxide (H2O: in this case) and Tyr are involved. This
mechanism has been previously described for other phenolic compounds

[28, 29] and it is shown in Scheme 4.1.

Briefly, it consists of the oxidation of HRP by H,O, followed with its
reduction by Tyr. Tyr is converted to a quinone or free radical which is
electroactive and can be electrochemically reduced on the SPCE surface
[29]. The reduction current obtained is proportional to the concentration of

Tyr allowing its quantitative determination.
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HRP (Fe3*) H.O
22

Compound II

qOdS

H,0
Compound I

Scheme 4.1.: Scheme of the reaction occurring at the surface of the

HRP/SPCEs and SPCrrpEs biosensors in the determination of Tyr.

4.2.4.1. Optimization of the biosensor working conditions

The amperometric response obtained for the different biosensors
depends on several experimental parameters, which should be optimized in

order to ensure the quality of the results.

Two different optimization procedures were necessary. In a first step,
the influential variables in the cross-linking immobilization and screen-
printing process were optimized. Secondly, an optimization stage of the
influence experimental variables in the amperometric response was also

performed.
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The main influential factors in the cross-linking immobilization
process of HRP enzyme onto the SPCEs are HRP, GA and BSA amounts. To
carry out the optimization of these variables, a volume of HRP enzyme was
kept fixed, varying GA and BSA volume. The highest electroanalytical
response was obtained for 35 units of HRP, and a volume ratio (Vga/Vssa)

value of 3.

In the case of SPCurrEs, the amount of HRP screen-printed was also
optimized. Biosensors containing 0.5%, 1% and 2% of HRP were studied. A
higher level of sensitivity for the biosensors constructed using 1% of HRP
was obtained. In fact, no results were obtained for a 0.5% content and a
decrease in the electroactive area of the electrode was found by
chronocoulometry when more than 1% of HRP was screen-printed. This
decrease in the electroactive area results in a decrease in sensitivity of ten

times.

Then, the optimization of the influential experimental variables in the
chronoamperometric determination of Tyr was performed. pH of the buffer
solution, E., and H>O; concentration were optimized by means of a 23
central composite design, taken as response the current corresponding to a
20 mM Tyr solution. In this step, the experimental domain was defined by

the following values:

pH() = 7 Ewp(-) = OmV [HoO] () = 0.5mM
pH(#) = 9 E,(+) = 300mV  [HxOz(+) = 1.5mM
pH(O) = 8 E,p(0) = 150mV  [Hx05 (0) = 1.0mM

The optimum values obtained for the experimental variables by

means of this methodology were (Figure 4.4.):

pH, 9; Esp, 0 mV; [H20O2], 0.5 mM
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Figure 4.4.: Contours of estimated response surface for the 23 central
composite design performed for the optimization of the experimental

parameters in the determination of Tyr using HRP/ SPCEs.

The same optimum experimental variables (pH, E., and [H2O2]) were

obtained for SPCurpEs biosensors, using the same methodology.

4.2.4.2. Biosensors characterization

One the optimum parameters for the analysis of Tyr were chosen, the
linear range for each biosensor was determined. The relation between
oxidation current and Tyr concentration showed a linear behavior from 2 up
to 456 mM, for the SPCurrEs, and 0.2 up to 21.4 mM, in the case of
HRP/SPCEs. The calibration equations obtained were I = 0.13-:C - 0.58 and
[ =52.1-C - 14.4 for SPCurrEs and HRP/SPCEs, respectively.

Precision, in terms of reproducibility and repeatability, and capability
of detection were also estimated. Current vs concentration regression
parameters were optimally evaluated. In order to detect the anomalous

points that would alter intercept and slope values, the progress program
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was implemented [30]. These points were eliminated from the calibration set
and an ordinary least squares (OLS) regression was carried out with the
remaining data. Then, reproducibility of the biosensors was calculated in
terms of RSD of the slopes of the calibration curves recorded using different
biosensors in the same operational conditions. The reproducibility values
were 3.4% and 6.8% for SPCurpEs and HRP/SPCEs, respectively. These
results indicate a very good reproducibility in the case of the different
constructed biosensors, being SPCureEs more reproducible than

HRP/SPCEs.

Likewise, repeatability was estimated by recording successive
calibration curves, in the same operational conditions, using the same
electrode. Figure 4.5. shows the loss in sensitivity obtained for the different
biosensors. It can be seen that the sensitivity of SPCurrEs was kept at 96%
level after the third calibration curve. In the case of HRP/SPCEs, the
sensitivity was kept at 91% level after the third calibration curve. Thus, it
can be summarized that the developed biosensors are precise and suitable

for the determination of Tyr.

The values of repeatability were also estimated in terms of RSD (2.2%
and 7.1% for SPCurrEs and HRP/SPCEs, respectively). Therefore, the
screen-printed of the enzyme process results more precise in terms of
reproducibility and repeatability than the cross-linking immobilization

method.

This analytical procedure for Tyr determination has been also
characterized by the calculation of the capability of detection for a given
probability of false positive (o) and negative (B). Validated linear regressions
between the concentration and the analytical signal were used to calculate
this parameter, according to ISO [31, 32|. The average capabilities of
detection obtained were 2.1 + 0.2 pM and 200 * 10 nM (a= 0.05 and
B= 0.05) in the case of SPCurpEs and HRP/SPCEs biosensors, respectively.
The higher sensitivity obtained for HRP/SPCEs biosensors can be explained
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by the higher amount of HRP that can be immobilized by means of the
cross-linking method. Although HRP/SPCEs biosensors resulted more
sensitive, their reproducibility and repeatability gave slightly poorer results
than SPCurrEs. Taking into account also the easier procedure of fabrication
of these screen-printed biosensors, SPCurpEs were selected for the next

experiments related to the selectivity and complex samples analysis.
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Figure 4.5.: Repeatability in terms of sensitivity for the different disposable
biosensors developed: (a) SPCurprE and (b) HRP/ SPCE.
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4.2.4.3. Substrate specificity determination

The most important interferences in the determination of any BA are
mainly the rest of BAs. In order to check the selectivity of the method in the
determination of Tyr, different calibration curves were carried out in the
same concentration range (from 0.2 to 456 mM) and under the same
experimental conditions for other BAs (Put, Cad, His, Tryp, Spm and Spd)
using both developed biosensors. From the analysis of the results, it can be
said that no response was obtained for any BA in any case. Tyr was the only
BA to give a proper and quantifiable analytical response. Thus, it can be
affirmed that the analytical method developed in this work is completely
selective for the determination of Tyr, obtaining an identical response in

presence as well as in absence of the rest of the tested BAs.

4.2.4.4. Application in cheese samples

In order to check the performance of the developed SPCurpE biosensor
for Tyr determination, a cheese sample was analyzed using the standard
addition method. Chronoamperograms were recorded under the optimum

conditions.

The extraction of Tyr was attempted according to the procedure
described in Section 4.2.3.5. Then, Tyr content of the sample, expressed in
mg of Tyr per kg of cheese, was analyzed. A volume of 100 pL of the cheese
extracted was placed into the electrochemical cell, containing 5 mL of buffer
solution pH 9 and H;0: in a final concentration of 0.5 mM, following by
successive additions of 100 pL of a 2.5 mM Tyr solution. Current vs
concentration regression parameters were optimally evaluated. The
concentration of Tyr found was 28.5 £ 0.8 mg kg! (n (number of different
cheese extracts) = 3, a = 0.05), with a RSD of 1.6%. This result is in good
agreement with the values found in the literature for Tyr content in cheese

samples [33, 34].
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In order to check the viability of this procedure in the determination of
Tyr in cheese samples, recovery studies were also performed with this
sample. Cheese sample was spiked with an amount of 30 mg Tyr kg! of
cheese. Then, 100 uL of spiked cheese was placed into the electrochemical
cell, containing 5 mL of buffer solution and 0.5 mM of H0,, followed by
successive additions of 100 mL of a 2.5 mM Tyr solution. Current vs

concentration regression parameters were optimally evaluated.

The concentration of Tyr found was 58.8 + 0.7 mg kg! (n (number of
aliquots) = 3, a = 0.05), with an average recovery of 99.2 + 1.6% with a RSD
of 0.7%). On the basis of these data the method can be considered

appropriate to be applied to Tyr determination in these samples.

4.2.5. Conclusions

This work reports for the first time disposable enzymatic biosensors for
Tyr selective determination, using the enzyme HRP. Two different HRP
based biosensors were tested. In one hand, the direct screen-printing of
modified ink with the enzyme represents an easy and low cost procedure in
the development of suitable biosensors for the determination of Tyr, being
also more precise than the cross-linking immobilization procedure. On the
other hand, biosensor immobilized with the enzyme HRP by cross-linking

presents a very low capability of detection of this BA.

Moreover, the application of a potential of 0 mV has been found out
as the optimum value of this experimental value. This fact adds an
important advantage from previously described methods, since the number
of possible interferences may be potentially reduced. The fittingness of the
chronoamperometric method for monitoring Tyr content in cheese samples

has been demonstrated.
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Simple instrumentation of the analytical system makes this approach
a viable alternative as analytical method to determine the Tyr content in

complex samples.
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Cr (VI) MEDIANTE DPV EMPLEANDO SPCES
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5.1. Introduccion

En este capitulo se describe a cabo el desarrollo de un método
electroquimico para la determinacion simultanea de Cr(Ill) y Cr(VI) en una
misma muestra, utilizando SPCEs y DPV. Para lograr la determinacion
simultanea de cromo en ambos estados de oxidacion, fue necesario primero
el desarrollo de un procedimiento selectivo para cada una de las especies de
cromo. En este sentido, para la determinacion electroquimica de Cr(IIl), se
lleva a cabo la modificacion del electrodo de trabajo empleando diferentes
procedimientos. Esta modificacion del dispositivo desechable es necesaria
puesto que no se obtiene respuesta electroanalitica para este analito
empleando SPCEs. Los mejores resultados se obtienen para aquellos
electrodos modificados con una pelicula de mercurio (Hg/SPCEs). Una vez
seleccionado el método de modificacion del electrodo de trabajo mas
adecuado, se lleva a cabo una etapa de optimizacion de las condiciones

experimentales siendo en este caso los factores a optimizar el medio
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tamponado y su pH. Optimizadas las condiciones experimentales que
permiten obtener la mejor senal electroanalitica, se analiza la
reproducibilidad y la capacidad de deteccion del método. Es importante
analizar ademas la posible interferencia de la presencia de Cr(VI) en este
sensor, para evitar errores en la futura determinacion simultanea de
ambos. Se comprueba que el Cr(VI) no ofrece respuesta electroanalitica en
estas condiciones, y que ademas su presencia no varia la respuesta

obtenida por el Cr(III).

Por otro lado, en este capitulo se describe también el proceso de
fabricacion de un sensor especifico para la determinacion de Cr(VI).
Diversas experiencias llevadas a cabo con anterioridad en el grupo de
investigacion pusieron de manifiesto la posibilidad de fabricar sensores
sensibles a la concentracion de Cr(VI) empleando SPCEs modificados con
AuNPs. Teniendo en cuenta dichas experiencias se plantean diferentes
sensores: AuNPs-SPCEs, SPAuEs y SPAuEs modificados a su vez con
AuNPs (AuNPs-SPAuEs).Con los sensores basados en la utilizacion de
SPAuEs y AuNPs-SPCEs se obtienen buenas senales analiticas aunque,
analizando y comparando las respuestas obtenidas en ambos sensores, se
concluye que los AuNPs-SPCEs constituyen el mejor método para la
determinacién de Cr(VI). Una vez seleccionado el sensor mas adecuado para
la determinacion de Cr(VI) se lleva a cabo la optimizacion de las condiciones
experimentales: el medio tamponado y el pH del mismo. Una vez
optimizadas las condiciones experimentales, se analiza el sistema en
términos de reproducibilidad, repetibilidad y capacidad de deteccion.
Finalmente, se estudia la posible influencia en la senal electroquimica de
altas concentraciones de Cr(Ill), observando que dicha senal no es
modificada por la presencia de dicha especie de cromo en las condiciones de
medida. Por lo tanto el sensor desarrollado resulta selectivo para la
determinacion de Cr(VI) incluso en presencia de elevadas concentraciones

de Cr(III).
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Una vez desarrollados ambos sensores por separado, el siguiente paso
es la puesta a punto de sensores mediante la modificacion de diferentes
electrodos de trabajo dispuestos en modo “array” en dispositivos
desechables fabricados en el laboratorio. Para ello es necesario determinar
las condiciones experimentales mas adecuadas, teniendo en cuenta que las
condiciones experimentales encontradas como Optimas para la
determinacion de Cr(lll) empleando Hg/SPCEs resultan muy diferentes de
las adecuadas para el analisis selectivo de Cr(VI) con AuNPs-SPCEs. Una
vez optimizadas dichas condiciones experimentales cada una en su
correspondiente electrodo de trabajo, se estudiaron los valores de
reproducibilidad, repetibilidad y capacidad de deteccion obtenidos para
cada una de las especies en presencia de la otra. La posible interferencia
causada por la presencia de otros metales es también analizada, en la
determinacion de cada una de las especies de cromo, identificandose que
especies metalicas, y en qué valor de concentracion, ofrecen respuesta
electroanalitica en el mismo rango de potenciales y en las mismas
condiciones experimentales que los utilizados en la determinacion del

cromeo.

Por ultimo, se lleva a cabo la determinacion del contenido en Cr(IIl) y
Cr(VI) de una muestra de agua residual obtenida de una industria peletera.
La determinacion simultanea de ambas especies se realiza mediante
adicion estandar y, los resultados obtenidos en el analisis de la muestra
real son validados mediante el analisis de dicha muestra empleando como

meétodo de referencia ICP-MS.

Este trabajo ha dado lugar a una publicacion cientifica titulada:
“Simultaneous Determination of Cr(lll) and Cr(VIl) by Differential Pulse
Voltammetry Using Modified Screen-Printed Carbon Electrodes in Array
Mode” (Electroanalysis 22 (2010) 2924-2930) y a una patente de invencion
(P201000737). Igualmente, parte de este trabajo ha sido presentado en
forma de poster en el II International Workshop on Analytical

Miniaturization, celebrado en Oviedo del 7 al 8 de Junio de 2010.
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5.2. Simultaneous determination of Cr(III) and Cr(VI) by differential
pulse voltammetry using modified screen-printed carbon electrodes in

array mode

5.2.1. Abstract

A new procedure for the speciation of chromium by means of DPV
using SPCEs has been proposed. Two different modified carbon working, a
Ag/AgCl reference and a carbon counter screen-printed electrodes have
been connected in array mode for the simultaneous determination of Cr(III)
and Cr(VI). Mercury films or AuNPs have been ground onto the SPCEs in
order to improve their selectivity to each chromium species. The
quantification of the peak currents observed at -1.25 V in Hg-SPCE and
-0.1 V in AuNPs-SPCE were carried out. The method has been applied to

the speciation of chromium in waste water from a tannery factory.
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5.2.2. Introduction

The demand for rapid and sensitive analytical methods for the
determination of the different chemical forms of diverse toxic elements in
environmental samples is increasing [1]. Among them, chromium is
extensively used in numerous industrial processes, such as tanning,
electroplating, metallurgy or textile fabrication, which leads to the presence

of this metal in waste water [2-4].

Chromium may appear in solution in the form of Cr(Ill) and Cr(VI). The
properties of these two species differ considerably. On the one hand, Cr(VI)
is toxic due to its highly oxidising effect and the ease with which it
penetrates biological membranes. Indeed, Cr(VI) has been considered to be
a probable carcinogenic agent responsible of lung cancer, chronic ulcers
and dermatitis [5]. On the other hand, Cr(Ill) is in certain doses essentially
for human life, maintaining the metabolism of lipids and glucose [6]. Thus,
the separately determination of both species of chromium is highly

recommended.

Many instrumental techniques have been used for the determination
of the total content of chromium, such as ultraviolet—visible
spectrophotometry [7], ETAAS, FAAS [3, 7, 8], ICP-MS [9], ICP-AES [7] and
electrochemical techniques including anodic stripping voltammetry (ASV)
[10, 11], AdSV [12] and catalytic adsorptive stripping voltammetry (CAdSV)
[13-15]. These methods involve the determination of chromium after tedious

separation steps.

The speciation of chromium species in environmental samples has
been also attempted by different techniques. HPLC [16-19], ETAAS [20, 21]
and luminescence quenching [22] have been employed. As it has been
mentioned, this kind of procedures involves laborious prior extraction
processes, which increase work time and manipulation of the sample,

leading to possible sources of error and contamination.
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Electrochemical techniques are a clear alternative for the
determination of metals at trace level. Chromium can be determined directly
with no pretreatment in real samples using electrochemical techniques,
particularly AdSV, using different complexing agents such as PCV and
DTPA. However, the speciation of chromium by these techniques usually
requires several stages. First, Cr(VI) concentration is calculated directly.
After subjecting the sample to an oxidization process, by means of
UV-visible, the total concentration of chromium is determined and, finally,

the concentration of Cr(Ill) is calculated by subtraction [23, 24].

The electrochemical speciation in a single step has been also reported
by using a HMDE, but involving mathematical procedures such as
multivariate regression [25, 26]. The unfriendly environmental effects of
HMDE can be reduced by using disposable electrodes, such as SPEs. In
addition, SPEs present many other advantages, such as the possibility of
analysis in situ and facility of use, emphasizing the great variety of possible
modifications [27, 28]. In this way, different procedures for the selective
determination of Cr(VI) using SPCEs modified by AuNPs (AuNPs-SPCEs)
have been reported [29, 30].

In this work, it is also presented the development of a procedure for
the selective determination of Cr(Ill) using mercury film modified SPCEs
(Hg-SPCEs). Its combination with the previous one described for Cr(VI) has
been the main objective of the work in order to carry out the electrochemical

speciation of chromium.

5.2.3. Experimental

5.2.3.1. Reagents

All solutions were prepared with high purity water obtained with a

Barnstead NANO Pure II system. Nitrogen (99.99%) was used to remove
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dissolved oxygen. All the reagents used were of analytical grade. Stock
standard solutions ranging from 0.1 to 10 mM of Cr(VI) were daily prepared
by dissolving the adequate amount of K:Cr.O7; (Merck, Darmstadt,
Germany) in water. Cr(Ill) solutions from 0.1 to 10 mM were daily obtained

from Cr(NO3)3:9H20 (Panreac, Barcelona, Spain) in water.

800 mg L' Hg (II) solutions were prepared by dissolving the
appropriate amount of mercury nitrate (Panreac, Barcelona, Spain) in 1.3 M
hydrochloric acid (Merck, Darmstadt, Germany). 0.1 mM Au (III) solutions
were prepared by dissolving the appropriate amount of hydrogen
tetrachloroaurate (III) trihydrate (HAuCls-3H2O) (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Germany) in 500 mM sulphuric acid (Merck, Darmstadt, Germany).

40 mM stock Britton-Robinson buffer solutions with respect to o-boric,
o-phosphoric and acetic acid was prepared using Merck analytical grade
reagents. From this, solutions of different pH values were prepared by
additions of 200 mM sodium hydroxide (Merck, Darmstadt, Germany). 100
mM acetic-acetate solutions were used as buffers. These solutions were
prepared by dissolving the appropriate amount of sodium acetate (Merck,

Darmstadt, Germany) in water.

Electrodag PF-407 A (carbon ink), Electrodag 418 SS (silver ink),
Electrodag 6037 SS (silver/silverchloride ink) and Electrodag 452 SS
(dielectric ink) were supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The
Netherlands).

5.2.3.2. Apparatus

SPEs were produced on a DEK 248 printing machine (DEK,
Weymouth, UK) using polyester screens with appropriate stencil designs

mounted at 45° to the printer stroke.
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An Autolab PGSTAT 128N (EcoChemie) bipotentiostat with data
acquisition software made available by the manufacturer (GPES 4.9 version)

was used for electrochemical measurements.

The pH of the solution was measured with a Crison Model 2002 pH

meter (Barcelona, Spain).

5.2.3.3. Software

Data analysis was performed using the Statgraphics statistical
software package [31] for the linear regression, Progress [32] for the robust
regression and Detarchi [33] in the case of the capability of detection

calculation.

5.2.3.4. Construction of SPEs

In this study, two different home-made electrodic systems, including

one or two working electrodes, have been used.

The optimization of experimental variables in the determination of
Cr(Ill) and Cr(VI) were separately made using a single working electrode
system. This device consists of three electrodes: a Ag/AgCl reference

electrode, a carbon counter electrode and a working electrode (15.9 mm?).

Electrodic system with two carbon working electrodes, a Ag/AgCl
reference electrode and a carbon auxiliary electrode were connected in array
mode for the simultaneous determination of Cr(III) and Cr(VI) (Figure 5.1.).
Figure 5.2. shows the schematic procedure for the electrodic system

preparation.
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Figure 5.1.: Scheme of a SPCE used for the determination of chromium

in array mode.

(1) (2) (3) (4)

Figure 5.2.: Schematic diagram of the electrodic system preparation
procedure: (1) Silver-base paths, (2) reference electrode (Ag/AgCl), (3) counter

electrode + working electrodes (carbon ink) and (4) insulator layer.

One of the working SPCEs was modified by depositing a Hg film on its
surface (Hg-SPCEs). This deposition was performed by applying a potential

of -900 mV during 600 s under stirring using a hydrochloric acid solution of
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800 mg L! of Hg (II) [34]. This modified electrode was used for Cr(III)

determination.

The second working SPCE was modified with AuNPs in a next step.
This modification was made by means of the electrochemical deposition of
AuNPs on the screen-printed working electrode surface, using a 0.1 mM
HAuCls solution in a 500 mM sulphuric acid medium. The time and the

potential of deposition applied were 200 s and +180 mV, respectively [35].

5.2.3.5. Differential pulse voltammetry measurement procedure

Differential pulse voltammetric measurements were taken using the

following procedures.

5.2.3.5.1. Determination of Cr(Ill)

Cr(Ill) determination was carried out by means of DPV using
Hg-SPCEs. All measurements were made at room temperature in a cell
containing 5 mL of a Britton-Robinson pH 6 solution. Once the buffer
solution had been deoxygenated during 10 minutes, successive additions of
100 uL of a 1 mM Cr(IIl) stock solution were made. The voltammogram was

then recorded by making a cathodic sweep from -700 to -1500 mV.

5.2.3.5.2. Determination of Cr(VI)

Analogously, Cr(VI) analysis was performed using AuNPs-SPCEs by
means of DPV. All measurements were made at room temperature in a cell
containing 5 mL of an acetic-acetate buffer pH 4 solution. Once the buffer

solution had been deoxygenated during 10 minutes, successive additions of



170 | s. Determinacién Simultdnea de Cr(III) y Cr(VI) mediante DPV empleando SPCEs

100 pL of a 10 uM Cr(VI) stock solution were made. The voltammogram was

then recorded by making a cathodic sweep from +100 to -400 mV.

5.2.3.5.3. Simultaneous determination of both species of chromium

The simultaneous determination of Cr(Ill) and Cr(VI) was carried by
means of DPV using a Hg-SCPE and a AuNPs-SPCE connected in array

mode.

All measurements were made at room temperature in a cell containing
S mL of an acetic-acetate buffer pH 4 solution as supporting electrolyte.
Once the buffer solution had been deoxygenated, successive additions of
100 pL of a 10 mM Cr(IIl) solution and 100 pL of a 0.1 mM Cr(VI) solution
were made. The voltammogram was recorded by making a cathodic sweep
from +300 to -400 mV and from -700 to -1500 mV for AuNPs-SPCEs and
Hg-SPCEs, respectively.

5.2.4. Results and discussion

In a previous work [30], authors described the determination of Cr(VI)
using AuNPs-SPCEs. The analysis of Cr(VI) by this method was not affected
by the presence of Cr(Ill). Furthermore, several experiences involving the
analysis of Cr(Ill) using a Hg-SCPE, have demonstrated the viability of its

determination even in presence of a high concentration of Cr(VI).

Bearing in mind these results, two working electrodes adequately
modified, as it has been described above, were connected in array mode for
the analysis of Cr(Ill) and Cr(VI), for achieving the chromium speciation in a

single step.
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With the aim of finding the optimal conditions for the simultaneous
determination of both chromium species, previous detailed studies of each

system were independently carried out.

5.2.4.1. Determination of chromium (III) using metal modified SPCEs

The DPV response of Cr(Ill) in different metallic films modified SPEs
was studied. Tin, bismuth and mercury films were electrodeposited on the
SPCE surface according to previous described procedures [34, 36-38]. No
analytical signal for Cr(VI) was obtained in any case and only with
Hg-SPCEs an adequate analytical reduction signal for Cr(IlI) determination
was registered at a potential of -1.25 V. For this reason, this modified SPCE
was selected as working electrode for the analysis of Cr(IIl). The influence of
the experimental variables in the electrochemical response of this electrode
was studied. Different buffer solutions and pH values were analyzed. In
Figure 5.3., it can be seen that the highest currents for Cr(IlI) determination
were recorded at pH 6 in Britton-Robinson and at pH 4 in acetic-acetate.
Under these conditions, a well-defined DPV reduction peak at -1.25 V is
obtained (Figure 5.4.). This peak can be attributed to the reduction of Cr(III)
to Cr(ll). As it can be seen in this figure, the DPV peak of Cr(Ill) is not
influenced by the presence of a high content of Cr(VI). Therefore, the

developed procedure is shown to be selective in the analysis of Cr(III).

%2.0 g 4.0
g @ 7 ™ (b)
© 1.6 9
:5 - 3.0
O 1.2 8
0.8 2.0
0.4 1.0
3.0 4.0 5.0 6.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
pH pH

Figure 5.3.: Effect of pH in the DPV determination of Cr (IlI) using Hg-SPCEs
in (a) acetic-acetate and in (b) Britton-Robinson buffer solutions.

[Cr(l)], 0.2 mM
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Figure 5.4.: Differential pulse voltammograms using Hg-SPCEs in acetic-
acetate pH 4: () blank solution, (—) 0.1 mM Cr(Ill) solution, (®) 0.1 mM Cr(Ill)
and 1 mM Cr(VI) solution. Potentials given versus an Ag/AgCl reference SPE.

The capability of detection of the developed method was calculated
according to ISO 11843-2 [39] in the concentration range from 30 to 300
uM. A value of 39 uM was yielded for a probability of false positive and false
negative equal to 0.05. The precision of the method was calculated in terms
of the reproducibility. Three different Hg-SPCEs were used for the analysis
of a 40 uM Cr(Ill) concentration sample. A 3.0% value for the percentage of

RSD was achieved.

5.2.4.2. Determination of Chromium (VI) using AuNPs-SPEs

The DPV response of Cr(VI) was studied in different electrodes. SPCEs,
SPAuEs, AuNPs-SPCEs and AuNPs-SPAuEs were considered. No analytical
signal was obtained for Cr(VI) in the case of SPCEs. However, the
modification of this electrode with AuNPs gave rise to a high analytical

signal for this chromium species at -0.1 V. For SPAuEs, a good quality
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analytical signal is obtained for Cr(VI). Nevertheless, the modification of this
electrode with AuNPs led to less reproducible results in the analysis of this
species. Reproducibility, repeatability and capability of detection values

obtained with AuNPs-SPCEs and SPAuEs are shown in Table 5.1.

Table 5.1.: Characterization parameters obtained for different SPEs in the
determination of Cr(VI) by DPV.

Capability of Repeatability Reproducibility

detection (uM) (%oRSD) (%RSD)
SPAuUE 20 6.9 9.9
AuNPs-SPCE 0.5 1.4 1.5

The analysis of Table 5.1. highlights the highest sensitivity and
precision of AuNPs-SPCEs. For this reason, a AuNPs-SPCE was selected as

working electrode for Cr(VI) determination.

Experimental conditions were optimized for the analysis of Cr(VI) with
this electrode. It was found that the best results were obtained in acetic-
acetate pH 4 [30]. Under these conditions, in Figure 5.5. it can be observed
a high intensity reduction peak at -0.1 V which can be related to the
reduction of Cr(VI) to Cr(Ill). In this figure, it is also shown that the
presence of a high content of Cr(Ill) does not influence the peak intensity
obtained for Cr(VI). Thus, this sensor resulted to be selective for the

determination of Cr(VI).

5.2.4.3. Simultaneous determination of both species of chromium

According to the above described results, the simultaneous analysis of
Cr(Ill) and Cr(VI) in one step has been performed by using the two different

working SPCEs connected in array mode.
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Figure 5.5.: Differential pulse voltammograms using AulNPs-SPCEs in acetic-
acetate pH 4: () blank solution, (—) 0.1 mM Cr(VI) solution, (®) 0.1 mM
Cr(VI) and 1 mM Cr(Ill) solution.

Potentials given versus a Ag/AgCl reference SPE.

Due to the low response of Cr(VI) at pH 6 [30], acetic-acetate pH 4
buffer was selected for the join determination of both species. Figure 5.6.

shows the characteristic DPV voltammograms recorded under these

conditions.
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Figure 5.6.: Differential pulse voltammograms for the simultaneous
determination of Cr(lll) and Cr(VI) using a Hg-SPCE (right side) and a AuNPs-
SPCE (left side). Acetic-acetate pH 4, [Cr(III)], 730 uM; [Cr(VI)], 18 uM.
Potentials given versus a Ag/AgCl reference SPE.
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Calibrations for Cr(Ill) and Cr(VI) were performed in acetic-acetate pH
4 by using least mediam squares (LMS) regression to detect the existence of
anomalous points [32]. The criterion employed in LMS regression was to
minimize the median of squares of the differences between the experimental
and the calculated values. LMS regression has the advantage of being able
to detect anomalous points regardless of whether they are “outliers” or
“leverage” points, seeking a linear range in which at least 50% of the data
are aligned. The strategy followed consisted of two steps. In the first, the
LMS regression was used to detect anomalous points, taking “outliers” to be
points where the absolute value of the standardized residual was greater
than 2.5 and “leverage” points as those where the absolute value of their
resistant diagnostic was greater than 2.5. When both of these parameters
were above 2.5, the point was considered as an “outlier-leverage” point. In
the second step, the anomalous points detected in this way were eliminated
and a regression based on OLS criterion was carried out, to obtain optimal

precision and accuracy of both slope and intercept.

The calibrations parameters obtained by DPV for standard solutions
containing Cr(Ill) concentrations from 0.2 up to 1.5 mM can be shown in
Table 5.2. Analogously, Table 5.3. shows the calibrations parameters for
standard solutions of Cr(VI) concentrations in the calibration range from 4.9

up to 40 uM.

Table 5.2.: Calibration parameters obtained for the determination of Cr(Ill) in

presence of Cr(VI) by DPV.

st 2nd 3rd

Calibration Calibration Calibration
Sensitivity (A mM-1) 3.9 3.6 3.8
Intercept (pA) -0.5 2.0 2.0
Residual standard deviation x 10-7 1.2 0.6 0.4
Coefficient of determination (R2) 0.99 0.99 0.99

Number of points 8 9 8
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Table 5.3.: Calibration parameters obtained for the determination of Cr(VI) in

presence of Cr(Ill) by DPV.

st 2nd 3rd
Calibration Calibration Calibration
Sensitivity (A mM-1) 2.8 2.8 2.7
Intercept (pnA) -0.3 0.1 2.0
Residual standard deviation x 10-8 0.9 1.3 1.3
Coefficient of determination (R2) 0.99 0.99 0.99
Number of points 9 10 8

The precision of the method was calculated in terms of reproducibility.
The slopes of the three calibration curves, constructed with three different
working electrodes were analyzed for each chromium species. The %RSD
obtained for the slopes was 4.0% and 1.5% for Cr(Ill) and Cr(VI),
respectively. The minimal detectable quantity of Cr(Ill) and Cr(VI) has been
calculated one in the presence of each other. This quantification has been
performed according to ISO 11843-2 [39]. At the chosen probability level of
5% (a=p=0.05), the capabilities of detection were 190 uM and 4.8 uM
obtained for Cr(IlI) and Cr(VI), respectively.

5.2.4.4. Interferences

An analysis of any possible effects caused by the presence of foreign
ions in the electrochemical speciation of chromium using modified SPEs
was carried out. None of the following metallic ions analyzed — Ni(II), Pb(II),
Zn (1), Sn(II), Sb(III), Sb(V), As(IlI), As(V) and Co(Il) — produced an interfering
electrochemical signal in the range of concentrations between 0.1 and 100
uM.

In the case of Cr(VI) determination using AuNPs-SPCEs, Cu(Il) and
Fe(Ill) gave rise to peaks in the same zone of potentials as Cr(VI) at a

concentration level of 10 uM and 100 uM, respectively. Both ions also
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interfered in the analytical determination of Cr(IlI) using Hg-SPCEs at a
concentration level of 100 uM. In this case, Cd(II) can be also considered as
an interferent at a concentration level of 100 uM. The influence of the
interfering ions in the electrochemical response of Cr(Ill) and Cr(VI) can be

seen in Figure 5.7.

Current/pA

0.2 0.1 0 -0.1 -0.2 -0.3 -04
Potential/V

Current/pA

-0.7 -0.8 -09 -1 -1.1 -1.2 -1.3 -1.4 -1.5

Potential/V

Figure 5.7.: Differential pulse voltammograms obtained in the presence and
the absence of interfering ions in Cr(VI) determination (a) and in Cr(Il)
determination (b). (a) (—) [Cr(V])], 5.uM; (®) [Cr(VI)], 5-uM and [Cu (II)], 10 uM;
(--) [Cr(VD)], 5-:uM and [Fe (III)], 100 uM. (b) (—) [Cr(III)], 200 uM; (#®) [Cr(III)], 200
uM and [Cu (1], 100 uM; () [Cr(II])], 200 uM and [Fe (III)], 100 uM; (o) [Cr(IIT)],
200 uM and [Cd (IT)], 100 uM. Acetic-acetate pH 4. Potentials given versus a
Ag/AgCl reference SPE.
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5.2.4.5. Analytical application

The sewage dumped by many tanning factories is known to have a
high concentration of chromium. Due to the different toxic character of
Cr(Ill) and Cr(VI) species it is necessary the speciation of this metal in this
type of waste water. The electrochemical response obtained for this sample

can be seen in Figure 5.8.
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Figure 5.8.: Differential pulse voltammograms obtained for the simultaneous
determination of Cr(lll) and Cr(VI) in a residue sample from a tanning industry
using a AuNP-SPCE (a) and a Hg-SPCE (b):

(a) Cr(VI) concentration added: (—) O; (®) 1.9 uM; () 3.8 uM;

(b) Cr(Ill) concentration added: (—) O; (®) 490 uM; (----) 980 uM. Acetic-acetate
pH 4. Potentials given versus a Ag/AgCl reference SPE.
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The analysis of a sample obtained as residue of a tanning industry,
was made by standard addition. The concentrations of Cr(Ill) and Cr(VI)
obtained by the proposed method were 440 + 0.7 uM (n=3, ¢=0.05) and 1.1
* 0.1 uM (n=3, a=0.05), respectively. These results were checked using an
electrochemical reference method. This method was based on DPAdSV

using PCV as complexing agent and multivariate calibration [25].

The concentrations of Cr(Ill) and Cr(VI) found, 470 = 0.6 uM (n=3,
a=0.05) and 1.2 + 0.1 uM (n=3, a=0.05), agree with the ones obtained by the
new proposed method. The analysis of the total chromium content in the
waste water from a tannery has also been carried out by means of ICP-MS.
The value yielded by this reference technique, 460 + 0.6 uM (n=3, a=0.05),
agrees with the result obtained by the proposed method.

5.2.5. Conclusions

The viability of the determination of Cr(IIl) in presence of Cr(VI) using
Hg-SPCEs has been successfully demonstrated for the first time. The
developed electrode can also be used together with a AuNPs-SPCE

connected in array mode for the simultaneous analysis of Cr(III) and Cr(VI).

This procedure requires no previous pretreatment steps of the sample.
Therefore, analysis time and the possibility of sample contamination are
considerably reduced. Moreover, the developed method involves no tedious
mathematical procedures which points out the very easy way for carrying
out the speciation of chromium. The described method also adds the
advantages of the electrochemical techniques such as simplicity and low
cost together with the employ of disposable SPEs. Finally, the described
method resulted to be applicable to the speciation of chromium in complex

matrices such as waste water from a tannery.
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Los resultados experimentales de los capitulos anteriores se pueden

resumir en las siguientes conclusiones:

co
I

La gran versatilidad de los electrodos serigrafiados para construir
sensores y Dbiosensores especificos para diferentes tipos de

contaminantes ha sido demostrada.

Contaminantes como la Tyr y el cromo son compuestos susceptibles
de sufrir procesos redox, y por este motivo, pueden ser determinados

mediante técnicas electroanaliticas.

Los biosensores desechables basados en la inmovilizacion por
entrecruzamiento del enzima PAO en la superficie electrédica del

electrodo de trabajo (PAO/SPCEs), permiten le determinacion de Tyr.

En la determinacion de Tyr mediante amperometria utilizando
PAO/SPCEs, la respuesta amperométrica esta influenciada por
aquellos parametros que afectan al proceso de inmovilizacion del
enzima. La optimizacion de estos factores permite fijar como valores
adecuados para la determinacion de Tyr una relacién de los reactivos
entrecruzantes (Vaga 2.5%/Vssa 3%) y un numero de unidades de PAO, de

1y 3.5, respectivamente.

En la determinacion de Tyr empleando PAO como elemento biologico,
es necesario emplear HOMeFc como mediador electroquimico, para
reducir el potencial de trabajo y con ello, las posibles interferencias
por parte de otros compuestos presentes en la muestra real. Los
factores experimentales influyentes en la sefial amperométrica han
sido optimizados con un disefio experimental central compuesto 23,
obteniendo como valores optimos: pH (Tampoén fosfato), 6.6; Egp,

+260 mV; [HOMeFc|, 22 uM.
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10.

11.

La reproducibilidad y repetibilidad del biosensor es 8.6% y 8.7%
respectivamente. El valor de capacidad de deteccion obtenido en la

determinacion de Tyr es 2.0 = 0.2 puM.

Los biosensores PAO/SPCEs desarrollados son adecuados para el
analisis de Tyr en una muestra de queso brie. El analisis de este tipo
de muestras requiere una etapa previa de extraccion selectiva de

compuestos del tipo BAs.

Las BAs analizadas interfieren en el biosensor desarrollado, siendo
Cad y Put las que presentan mayor respuesta electroanalitica junto

con Tyr.

Los biosensores desechables basados en la utilizacion del enzima
HRP permiten la determinacion cronoamperométrica de Tyr. Estos
biosensores pueden ser construidos mediante la inmovilizacion por
entrecruzamiento del enzima sobre la superficie electrodica
(HRP/SPCEs) o mediante el serigrafiado del mismo durante el propio

proceso de fabricacion del sistema electrodico (SPCurprEs).

En los biosensores HRP/SPCEs, la respuesta cronoamperomeétrica
obtenida en presencia de Tyr esta influenciada por varios factores,
que incluyen aquellos que afectan al proceso de inmovilizacion del
enzima, y los que influyen de manera mas directa en el proceso de

medida cronoamperomeétrico.

Las condiciones de inmovilizacién 6ptimas para la elaboracion de los
biosensores HRP/SPCEs son: 35 unidades de HRP y una relacion
Vea/Vesa igual a 3. Los factores experimentales que influyen de
manera directa en la sefial cronoamperométrica son: pH, potencial de

trabajo y concentraciéon de H2O,. Dichos factores se han optimizado
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12.

14.

16.

17.

mediante un disefio de experimentos central compuesto 23,
obteniéndose como valores 6ptimos: Tampon fosfato pH, 9; Eap, 0 mV

y [HQOQ], 0.5 mM.

El valor de capacidad de deteccion obtenido en la determinacion de
Tyr empleando el biosensor HRP/SPCEs es 0.2 £ 0.01 uM, con una
reproducibilidad del 6.8% y una repetibilidad del 7.1%.

. La cantidad optima de HRP para la fabricacion de los biosensores

SPCHRPES es 1%.

En el biosensor SPCurrEs, la respuesta cronoamperométrica se ve
influenciada por los factores experimentales: pH, E., y [H202]. Las
condiciones experimentales optimizadas mediante un diseno de
experimentos central compuesto son las mismas que las obtenidas

para el biosensor HRP/SPCEs.

. El biosensor SPCurpEs muestra una reproducibilidad del 3.4% y una

repetibilidad del 2.2%. El valor de capacidad de deteccion obtenido
en la determinacion de Tyr, empleando el biosensor SPCurpES, es 2.1

+ 0.2 pM.

El biosensor SPCurpEs permite determinar Tyr con una buena
sensibilidad, reproducibilidad y repetibilidad, evitando el proceso de
inmovilizacion del enzima en el dispositivo desechable, lo que reduce

aun mas el tiempo de analisis.

No se obtiene interferencias de otras BAs, en la determinaciéon de Tyr
con SPCurprEs, debido a que s6lo Tyr presenta grupos hidroxilo en su

estructura.



220 |

7. Conclusiones

18.

19.

22.

24.

El biosensor SPCurpEs se ha aplicado con éxito al analisis del

contenido en Tyr de una muestra de queso brie.

El biosensor SPCurpEs permite determinar Tyr con una sensibilidad
de orden micromolar, con valores muy adecuados de
reproducibilidad y repetibilidad, sin interferencias de otras BAs y
evitando el proceso de inmovilizaciéon del enzima, lo que reduce el

tiempo de analisis.

. Los SPCEs modificados con AuNPs permiten la determinacion

selectiva de Cr(VI) en presencia de Cr(IlI) mediante DPV en el rango
de potenciales comprendido entre 0.1 y -0.4 V en tampoén acético-

acetato pH 4.

. Las mejores condiciones para obtener nanoparticulas de oro sobre la

superficie electrodica son las siguientes: Egep, +180 mV; teep, 200 s y
[HAuCl], 0.1 mM en 0.5 M H,SOs.

El sensor muestra una reproducibilidad del 1.5% y una repetibilidad
del 1.4 %. El valor de capacidad de deteccion obtenido con AuNPs-
SPCEs en la determinacion selectiva de Cr(VI) es 0.5 uM.

. Los SPCEs modificados con una pelicula de mercurio permiten la

determinacion selectiva de Cr(Ill) en presencia de Cr(VI) mediante
DPV en el rango de potenciales comprendido entre -0.7 y -1.5 V en

tampon Britton-Robinson pH 6.

Las mejores condiciones para depositar la pelicula de mercurio sobre
la superficie electrodica son las siguientes: Egep, -900 mV; tgep, 600 s

y [Hg(1I)], 800 mg'L! en HCIL.
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25.

26.

28.

El sensor Hg-SPCEs muestra una reproducibilidad del 3% y una
capacidad de deteccion 39 pM en la determinacion selectiva de

Cr(III).

Ni(ll), Pb(l), Zn(Il), Sn(ll), Sb(Ill), Sb(V), As (IlI), As(V) y Co (II) no
presentan interferencias en las determinacion de Cr(Ill) y Cr(VI),
empleando Hg-SPCEs y AuNPs-SPCEs, respectivamente. Cu(ll) y
Fe(Ill) presentan senal electroquimica en el mismo rango de
potenciales utilizado en la determinacion de Cr(VI) con AuNPs-SPCEs
a partir de concentraciones 10 uM. Valores de concentracion de Cd(I)
superiores a 100 uM presentan interferencia en la determinacion de

Cr(IlI) con Hg-SPCEs.

. La utilizacion de dispositivos serigrafiados con una configuracion de

cuatro electrodos empleando dos electrodos de trabajo, uno de ellos
modificado con nanoparticulas de oro (AuNPs-SPCEs) y el otro con
pelicula de mercurio (Hg-SPCEs), permite la especiacion
electroquimica de cromo en una sola etapa en muestras complejas

como el agua residual de peletera.

Los biosensores desechables basados en la utilizacion del enzima
tirosinasa permiten la determinacion cronoamperomeétrica de Cr(III).
Estos biosensores pueden ser construidos mediante la inmovilizacion
por entrecruzamiento del enzima sobre la superficie electrédica de
electrodos modificados con el mediador electroquimico TTF

(tirosinasa/SPCrrrEs).

. La presencia de Cr(lll) produce la inhibicion de la actividad

enzimatica provocando la disminucion de la senal

cronoamperomeétrica del sustrato pirocatecol.
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30.

31.

32.

33.

34.

Las condiciones experimentales oOptimas para el proceso de
inmovilizacion del enzima son: 154.8 unidades de tirosinasa y

VaGa 2.5%/VBsa 3%, 1.

En la determinacion de Cr (III) mediante cronoamperometria con
tirosinasa/SPCrrEs, la intensidad de la senal esta influenciada por
diversos factores como el pH, [pirocatecol] y Eap. El potencial viene
predefinido por el mediador electroquimico utilizado, TTF, y los otros
dos factores son optimizados mediante un disefio central compuesto
22. Las condiciones optimas son las siguientes: pH, 5; [pirocatecol],

2.8 mM, E,p, +250 mV.

El biosensor tirosinasa/SPCrrrEs, permite la determinacion de Cr(III)
con una capacidad de deteccion de 2.0 + 0.2 uM y una

reproducibilidad del 5.5%.

Cu(ll), Pb(Il), Co(II), Zn(I), Sb(I), As(IIl), As(V) y Hg(Il) no presentan
interferencias en la determinacion de Cr(IIl) con tirosinasa/SPCrrrEs.
Ni(Il), Fe(II), Fe(Ill), Sn(Il) y Sb(V) presentan senales de inhibiciéon en
concentraciones de orden 1 uM. Cd(II) presenta sefnial de inhibicion a
concentraciones del orden de 10 uM. El Cr(VI) no interfiere en la

determinacion electroquimica de Cr(III).

Los biosensores desechables basados en la utilizacion del enzima
GOx permiten la determinacién cronoamperomeétrica de Cr(VI). Estos
biosensores pueden ser construidos mediante la inmovilizacion por
entrecruzamiento del enzima sobre la superficie electrédica de

SPCpEs (GOx/SPCrEs).
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37.

38.

39.

40.

. La presencia de Cr(VI) produce la inhibicion de la actividad

enzimatica provocando la disminucion de la senal

cronoamperomeétrica del sustrato glucosa.

En la determinacion cronoamperométrica de Cr(VI) con GOx/SPCpEs
el ferricianuro presenta excelentes propiedades como mediador

electroquimico.

Las condiciones experimentales o6ptimas del proceso de

inmovilizacion son: 1.95 unidades de GOx y Vga 2.5%/ VBsa 3%, 1.

En la determinacion de Cr(VI) mediante cronoamperometria con
GOx/SPCpEs, la intensidad de la senal esta influenciada por
diversos factores como el pH, [glucosa], [ferricianuro] y Eip. El
potencial viene predefinido por el mediador electroquimico utilizado,
ferricianuro, y los otros tres factores son optimizados mediante un
disefio central compuesto 23. Las condiciones 6ptimas encontradas
son las siguientes: pH, 4; [glucosa], 36 mM; [ferricianuro], 1 mM y

Eap, +200 mV.

El biosensor GOx/SPCpEs, basado en la inmovilizacion mediante
entrecruzamiento del enzima GOx sobre la superficie de un electrodo
de carbono platinizado, permite la determinacion de Cr(VI) con un
capacidad de deteccion de 90.5 + 7.6 nM y una reproducibilidad del
6.2 %.

En la determinacién de Cr(VI) con GOx/SPCp:Es, Cu(ll), Ni(Il), Pb(I),
Cd(Il), Fe(ll), Fe(Ill), Zn(Il), Sn(ll), Sb(Il), Sb(V), As(Ill) y Co(ll) no
presentan senal electroquimica en el rango de concentraciones
comprendido entre 0.1 y 100 uM. Sin embargo, As(V) y Hg(Il)

presentan sefal de inhibicién en una concentracion mayor de 10 uM,
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41.

42.

43.

y por tanto podran interferir en el analisis de Cr(VI). Cr(lll) no

interfiere en la determinacion analitica de Cr(VI).

La utilizacion de dispositivos serigrafiados con una configuracion de
cuatro electrodos empleando dos electrodos de trabajo, de carbono
modificado con TTF (SPCrrE) y de carbono platinizado (SPCpE)
permite la especiacion electroquimica de cromo en una sola etapa en
muestras complejas como el agua de grifo. Dicha especiacion
requiere la inmovilizacion del enzima tirosinasa sobre el SPCrrrE vy,

del enzima GOx sobre el SPCpE.

Las condiciones utilizadas en la determinacion simultanea de ambas
especies de cromo son las siguientes: pH, 4; [pirocatecol], 2.8 mM;
[glucosa], 36 mM; [ferricianuro], 1 mM; E., (Tirosinasa/SPCrrE),

+250 mV y E,p (GOx/SPCpE), +200 mV.

Comparando los métodos desarrollados para la especiacion
electroquimica de cromo, se concluye que los biosensores basados en
los enzimas GOx y tirosinasa, ofrecen sensibilidades mejores para la

especiacion de cromo.
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Introduction

* Chromium is present in the environment, in two forms of oxidation Cr(lll) and Cr(VI). The toxicity of these two forms differs considerably. While Cr(lll is considered to be essential for
mammals, Cr(VI) presents high levels of toxicity, and has been considered as a carcinogenic agent. Thus, the separately determination of both species of chromium is highly

recommended.

* Electrochemical techniques are a clear alternative for the determination of metals at trace level. Chromium can be determined directly with no pretreatment in real samples using
electrochemical techniques.

* The advent of screen-printed (thick-film) technology has made it possible to roduce i ive di for use with ical i .

* The design of new nanoscale materials has acquired ever-greater importance in recent years due to their wide-ranging applications in various fields. Among these materials, metallic
nanoparticles are of great interest due to their important properties and their numerous possible applications.

* In this work an method for iati i been developed usil i ) modil ith gol i ) and mercury film.

Experimental

Voltammetric measurements were taken using a pAutolab electrochemial system with GPES Software (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands).

«Construction of the electrodes™ < "WModification of the electrodes >

Gold nanoparticles and mercury film were electrochemically deposited onto
the working electrode surface in the following conditions:

Screen-printed electrodes were produced on a
DEK 248 printing machine using polyester
screens with appropriate stencil designs
mounted at 45 ° to the printer stroke.

Voltammetric Determination of Cr (lll) Voltammetric Determination of Cr (VI)

Differential pulse voltammograms for
Cr (V1) using AuNPs-SPCEs in acetic-
acetate pH4.

Cuaucy, = 10°M  E=0.418V Cyg=800ppm E=-09V I
0.5 M H;S0, t=200s 1.3 MHCI t=600s

pulse
for Cr (Ill) using Hg-SPCEs in
Britton-Robinson pH 6.

— srormcan

Potentials given versus a Ag/AgCl Potentials given versus a Ag/AgCl

reference SPE. GRS reference SPE.
Electrochemical spe: on of Chromium
C aﬂ IEI‘HI on D
3 e 3
To carry out the speciation of chromium, calibration curves for Cr(lll) and Cr{VI) were made. H UEAERIIE) i
Aleast-median-squares regresion (LMS) [2] was used to detect the existence of anomalous & o 81O CrivI) H
points. -
e 19104 M- 1510°M 3772048 4 19104M o S 3
CHV)  4910°M-4010°M 2172017 5 49100 M —
w o o 06 a5 12 15
! = m
/ i Difterential pulse ! and for chromium (1) using
/ / Hg-SPCESs in acetic-acetate pH 4.
. — Real Sample

The proposed method was used to determine the concentration of Cr{ll) and in Cr{VI) in a water
AGELY of Interferences sample obtained as residue of a tanning industry. The analysis was made by standard addition.
o S — These results were also checked using differential pulse adsorptive stripping voltammetry using

The metallic ions analysed were Zn(il), Cuflll, Cd(i), Sn(ll, Co{l), Pb{l), Fe(il), Ni(i), As{il), ML Compa i
As(V), Sb{lll) and Sb{V). cr(in) crvi)

» The determination of CriVI) was affected by the addition of up to 10¢ M of Cu(ll) and addition

44104 266100 M 11104214107 M
of up to 104 M of Fe(ll). R (n=3, a=0.05) b (n=3, a=0.05)
» The determination of Cr(ij was affected by the addition of up to 10+ M of Cufll, addition of Reference method  4.7-104%6.3-104M _ Reference method 12400213407 M

up o 10 M of Fe(lll) and addition of up to 10<M to Cd(ll).
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INTRODUCCION

La tiramina (Tyr) es una amina bidgena que se obtiene como producto de la descarboxilacién de la L-Tirosina por accién de la tirosina descarboxilasa, Se encuentra presente de forma natural en
algunos alimentos fermentados, bebidas, carne, pescado y productos licteos, pudiendo presentar riesgos toxicoldgicos y originar defectos organolépticos. Se Ia ha relacionado con algunas
enfermedades generales como la migrafia y la hipertension, debido a su poder como vaso-activo. La determinacién de esta sustancia es de gran interés para evaluar, a través de su concentracion, el
estado de conservacin de diversos productos de interés alimentario,

tabores

una clara de

Un problema comin en las técnicas electroquimicas que emplean electrodos sdlidos convencionales es la falta de reproducibilidad de los resultados, Este problema se evita mediante el empleo de
electrodos serigrafiados. La modificacion de estos dispositivos desechables con enzimas y/o nanomateriales aporta grandes ventajas en Ia investigacion, como pueden ser el aumento de fa
v v [

En este trabajo se han desarrollado biosensores para la determinacion selectiva de tiramina basados en la modificacién de electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs) con nanoparticulas de Au

(AuNPs), sup empleando v
PARTE EXPERIMENTAL
. BAUTOLAB con (Eco Chemie, Utrecht, Holanda).
. DEK de pol
IS Dassde sl v A
MODIFICACION DE ELECTRODOS
DEPOSICION DE LAS NANOPARTICULAS DE Au INMOVILIZACIGN CON PAO
de i bal Au

empleando una disolucién de HAuC, [HAUCL,] = 0.1mM en H,50, 0.5M mediante entrecruzamiento, Para ello se depositan 5L de una mezcla a partes iguales de GA al 2,5% en H,0, BSA

5::;‘:" 3% €0 €, 5OMM 2 pHE y 1pén. Dejando
AuNPs-SPCEs PAO-AuNPs-SPCEs
= Eaplicado = 0.5V Eaplicado = 0.5V
- Croutuso SOMM (0.1M KCI) pH 11 Croutno S0MM (0.1M KCI) pH 11

Se han registrado amperogramas

Se han registrado amperogramas.

20
como el siguiente, realizando como el sigulente, realizando H
adiciones de 100jL de Tyr 10°M; adiciones de 10uL de Tyr 10°M: L ﬂ
Reproducibilidad Repetibilidad Reproducibilidad
_ Repetibiidad
bR » 763% T No es posible realizar callbrados con el mismo
- - S 3 dispositivo, por lo que la Repetibilidad se ha calculado
e v 3 I e un valor bajo y alto de
= 5 & de Tiramin.
- & .

=pes% 118432
Capacidad de deteccidn = 2 0.35:M

azp=sk

Capacidad de deteccién = 200,17 uM
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La tiramina es una amina biégena que se obtiene como producto de descarboxilacion de la L-tirosina por
accion de la tirosina descarboxilasa. Se encuentra presente de forma natural en algunos alimentos
fermentados, algunos tipos de vinos y en ciertos pescados, pudiendo presentar riesgos toxicolégicos y
originar defectos organolépticos. La determinacion de la concentracion de esta sustancia es de gran
interés para evaluar el estado de conservacion de diversos productos de interés alimentario.

Los métodos analiticos utilizados hasta el momento para la determinacion de aminas biégenas se basan
fundamentalmente en procedimientos cromatograficos, aunque la ausencia de cromoforos en estas
moléculas implica tediosas labores de derivatizacion. Las técnicas electroquimicas pueden ser una
alternativa interesante para la determinacion de estas moléculas, teniendo en cuenta sus propiedades
redox.

Un problema comun en las técnicas electroquimicas que emplean electrodos sélidos convencionales es la
falta de reproducibilidad de los resultados, lo que fundamentalmente se debe a la dificultad de tener
superficies electrodicas exactamente iguales para cada medida. Este problema se evita mediante el
empleo de electrodos serigrafiados. La modificacion de estos dispositivos desechables con enzimas y/o
nanomateriales aporta grandes ventajas en la investigacion, como pueden ser el aumento de la
selectividad y de la sensibilidad gracias al incremento de la reactividad y de la velocidad de transferencia
electrénica [1].

La determinacion electroquimica de tiramina se puede llevar a cabo en un electrodo serigrafiado
modificado con una enzima, de acuerdo con el siguiente esquema:
R-CH2-NH2 + O2 + H2O — R-CHO+ NH: + H202

siendo el producto de la reaccion, en este caso el H,O,, quién proporciona la sefial amperométrica a
través de la cual se cuantifica la tiramina. Para determinar amperometricamente H,O, es necesario
emplear potenciales muy elevados. El uso de mediadores [2], como ferrocenometanol o tetratiofulvaleno,
permite reducir este potencial de medida.

En este trabajo se han desarrollado biosensores para la determinacion selectiva de tiramina basados en
la modificacion de electrodos serigrafiados de carbono, superficie sobre la cual se inmoviliza
posteriormente el enzima plasma amino oxidasa (PAO), mediante entrecruzamiento, empleando
glutaraldehido (GA) y seroalbumina bovina (BSA). Incorporando ferrocenometanol como mediador, puede
reducirse el potencial de medida hasta 0.26V. El dispositivo desarrollado permite llevar a cabo el analisis
de tiramina con una capacidad de deteccion de 20 uM, una repetibilidad del 8.7% (n=3, «=0,05) y una
reproducibilidad del 8.4 % (n=5, «=0,05) en términos de desviacion estandar residual de las pendientes de
las curvas de calibracion construidas en el rango de concentraciones de 20 a 164 uM. El biosensor
desarrollado fue aplicado con éxito en la determinacion del contenido en tiramina en una muestra de
queso.

Los autores agradecen la financiacion obtenida a través Ministerio de Ciencia e Innovacion (MICINN)
(INNPACTO SERIBIO 20011-2014 y TEC2009-12029 ). De igual manera Ana Calvo Pérez agradece la
financiacion de la Junta de Castilla y Leon y del Fondo Social Europeo concedida a través de su contrato
como personal investigador.
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(2010),209-214

XXXIII REUNION DEL GRUPO DE ELECTROQUIMICA DE LA REAL SOCIEDAD
ESPANOLA DE QUIiMICA

Madrid (Espana)

1-4 de Julio de 2012 RCAS= (e







BIOSENSOR AMPEROMETRICO DESECHABLE PARA LA DETERMINACION
SELECTIVA DE TIRAMINA.

Ana Calvo Pérez, Olga Dominguez Renedo, M. Asuncion Alonso Lomillo y M.
Julia Arcos Martinez.

BIOSENSOR AMPEROMETRICO DESECHABLE PARA LA DETERMINACION
SELECTIVA DE TIRAMINA

Ana Calvo Pérez, Olga Dominguez Renedo, M. Asuncién Alonso Lomillo y M. Julia Arcos Martinez

Area de Quimica Analitica, Facultad de Ciencias, Universidad de Burgos, Pza. Misael Baiiuelos s/n, 09001 Burgos, Espaiia. Tel., + 34
947258818.

e-mail: anacp@ubu.es

El control del estado de conservacion de los alimentos es sin duda uno de los temas de gran interés en analisis quimico. En
este sentido, las aminas biégenas (BAs) son indicadores quimicos de contaminacion microbiana, frescura y calidad de los
productos alimentarios. La tiramina (Tyr) es una de BAs con 0 mayor unphcac:on en procesos de contaminacion de alimentos
[1. 2]. Se encuentra presente de forma natural en ali Ig variedades de vinos y en ciertos pescados.

Entre los efectos nocivos de la Tyr en la salud humana se encuentra su capacidad para provocar cambios en las rutas
metabolicas y subidas en la tension arterial cuando esta p en grandes dosis en el organi

Entre los métodos analiticos mas utilizados en la determinacion de Tyr, se encuentran los basados en técnicas
cromatograficas y electroforéticas, en los que son necesarias etapas de derivatizacion y tediosos pretratamientos de la
muestra, asi como, una instrumentacién compleja, por lo que no resultan adecuadas para la realizacion de analisis rapidos e

“in situ” [3]. Las técnicas electroquimicas se presentan como una clara alterativa debido a sus especiales caracteristicas que

incluyen una elevada sensibilidad y sencillez en la instr 10n utilizada propiedades que pueden incluso mejorarse con
el empleo de y bi elec imicos. Los bi se utilizan frecuentemente en el anlisis selectivo de
sustancias que requieren bajas capacidades de detcccnon, con procsos sunpls y de bajo coste, permitiendo determinaciones
de forma directa y a tiempo real. Dentro de los b electroqn 0s, los basados en electrodos serigrafiados (SPEs)

presentan ventajas afiadidas debido a sus reducidas dimensiones y a su caracter desechable.

Generalmente la determinacion de BAs con biosensores electroquimicos se ha llevado a cabo empleando enzimas amino
oxidasas (AQ) como elemento bioldgico [4, 5]. En este trabajo se plantea el uso del enzima horse radish peroxidasa (HRP),
especifica para reacciones con compuestos que contiene grupos hidroxilo (-OH) en su estructura. La presencia de un grupo (-
OH) en la estructura de 1a Tyr a diferencia del resto de BAs, apomlmagmnvemajaencuamoaselecnvndadenelamhsxs
evitando interferencias analiticas de otras BAs, como son histamina, putrescina, cadaverina, triptamina, espermina y
espermidina.

En este trabajo se han desarrollado dos biosensores para la determinacion selectiva de Tyr basados en la modificacion de
electrodos serigrafiados de carbono con el enzima HRP. comparando la inmovilizacién por entrecruzamiento con la
incorporacion del enzima en el proceso de serigrafiado. El dispositivo desarrollado inmovilizando el enzima permite llevar a
cabo el analisis de Tyr con una capacidad de deteccion de 0.2 = 0.01 uM., una repetibilidad del 7.1% (n=3, «=0.05) y una
reproducibilidad del 6.8% (n=3, «=0,05) en témminos de desviacion estand: idual de las pendi de las curvas de
calibracion construidas en el rango de 0.2 a 21.4 yM. Mientras que el dispositivo desarrollado serigrafiando el enzima
permite llevar a cabo el analisis de Tyr con una capacidad de deteccion de 2.1 = 0.2 pM. una repetibilidad del 2.2% (n=3,
«=0,05) y una reproducibilidad del 3.4% (n=3, «=0,05) en términos de desviacion estand: idual de las pendi de las
curvas de calibracion construidas en el rango de 2 a 456 uM

Se ha comprobado la inexistencia de interferencias de otras BAs para ambos bi desarrollados. El bi
desarrollado serigrafiando el enzima HRP fue aplicado con éxito en la d inacion del ¢ ido en Tyr en de
queso.
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Evento satélite de Nuevos Retos de la Electroquimica

Heavy metals are natural constituents of the earth’s crust. They tend to accumulate in soils and
sediments since they are very stable and cannot be degraded. Human activities have drastically altered
the biochemical and geochemical cycles and balance of some heavy metals. The principal humanmade
sources of heavy metals are industrial (mines, foundries and smelters) and diffuse sources (combustion
byproducts, road-traffic). Moreover, relatively volatile heavy metals and those that become attached to
air-borne particles can be widely dispersed throughout the atmosphere, often being deposited
thousands of miles from the site of initial release. Many techniques have been developed for sensitive
analyses of various heavy metal ions, including atomic absorption spectrophotometry, inductively
coupled plasma mass spectrometry and X-ray fluorescence spectrophotometry. However, these
methods generally require expensive instruments, complicated sample pretreatment, and are difficult in
online monitoring applications [1]. Electrochemical analysis has long been recognized as a powerful
technique for measuring trace metals. These kinds of techniques present some intrinsic advantageous
features such as high sensitivity, good selectivity, inexpensive and portable instrumentation, and the
ability to determine multielement accurately at trace and ultra-trace levels. Among then,
electrochemical biosensors had been shown as suitable devices for the detection of different heavy
metals with a high level of sensitivity and selectivity.

In this work is presented the analysis of different metals including Al(Il1), As(I11), As(V),Cr(Il1), Cr(VI), Hg(ll)
and V(V) by means of amperometric enzyme-based biosensors. The developed biosensors are based on
the enzymatic inhibition of acetylcholinesterase, acid phosphatase, alkaline phosphatase, a-
chymotrypsin, tyrosinase and urease enzymes. Different immobilization processes have been used in the
development of these biosensors being cross-linking one of the most utilized procedures, because it
often allows the deposition of an elevated amount of enzyme on the electrode surface, which results in
a higher sensitivity of the biosensor [2-6].

The advantages of replacing the classical electrodes by disposable screen-printed electrodes in the
construction of the amperometric biosensors are also showed. They included the elimination of memory
effects in the analysis of trace levels and their particular interest for in situ determination [3-6].
Moreover, the incorporation of metallic nanoparticles on the working electrode surface has led to the
construction of more sensitive biosensors due to their important physical and electrical properties [3, 5,
6]. Finally it can be pointed out that the developed biosensors have showed good reproducibility and
repeatability values being also successfully applied to the analysis of different heavy metals in real
samples.

Authors would like to acknowledge funding via Junta de Castilla y Leon (BU212A12-2), Ministerio de
Ciencia e Innovacion (MICINN) and Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) (INNPACTO SERIBIO
2011-2014).
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Evento satélite de Nuevos Retos de la Electroquimica

Las aminas biogénas (BAs) son bases organicas de bajo peso molecular, sintetizadas y degradadas
durante el metabolismo normal de los animales, plantas y microorganismos siendo, histamina (His),
putrescina (Put), cadaverina (Cad), tiramina (Tyr), triptamina (Trypt), espermina (Spm) y espermidina
(Spd) las BAs presentes frecuentemente en los alimentos. La formacion de BAs puede ocurrir durante el
procesamiento y almacenamiento de alimentos, como resultado de la actividad bacterioldgica. Existe
evidencia de que una disminucion en la calidad higiénica del producto corresponde a un aumento del
contenido de BAs. Por esta razon, el control del contenido de BAs en alimentos y bebidas es cada vez
mas demandada por las comisiones de regulacion (por ejemplo, Comision reguladora (EC) 2073/2005)
[1]. La concentracion de BAs es mayor en los alimentos perecederos, especialmente si se fermentan y
son ricos en aminoacidos, tales como, pescado, carne, zumo de fruta, vino, cerveza, cacao, leche y queso
[2]).

La determinacion de BAs se ha llevado a cabo tradicionalmente por métodos cromatograficos y de
fluorescencia [3,4], los cuales a menudo requieren pretratamientos laboriosos y tiempos de medida de
hasta 2 horas, ademas de sistemas instrumentales de elevado coste. Las técnicas electroquimicas
basadas en la utilizacion de electrodos serigrafiados suponen una clara alternativa frente a estos
meétodos. La fabricacion de electrodos mediante técnicas de serigrafiado, posibilita la produccion de un
gran namero de electrodos desechables a un coste extremadamente bajo y, sin embargo, altamente
reproducibles y fiables. [5). Estos presentan ademas un gran nimero de posibilidades de modificacién
que aumentan considerablemente su aplicabilidad. La modificacion de los electrodos serigrafiados
puede realizarse variando la composicion de las tintas de impresion por la adicion de diferentes
sustancias, como metales, enzimas, polimeros, agentes complejantes, etc. Dicha modificacion puede
también llevarse a cabo mediante el deposito de diversas sustancias sobre la superficie de los electrodos
de trabajo, como peliculas de metales, polimeros, enzimas, etc. [5].

En este trabajo se han desarrollado diferentes métodos para la determinacion de putrescina, tiramina,
espermina y histamina mediante el empleo de biosensores basados en electrodos serigrafiados de
carbono. En algunos casos, el electrodo fue modificado mediante la incorporacion directa del
tetratiofulvaleno (TTF), usado como un agente mediador, en la tinta de carbono para la impresion del
electrodo de trabajo. Posteriormente se modifico la superficie de este electrodo por medio de la
inmovilizacion por entrecruzamiento de enzimas como mono amino oxidasa (MAO), plasma amino
oxidasasa (PAO), putrescina oxidasa (PUQ) entre otras. En estos casos, la deteccion amperométrica se ha
realizado mediante la medicion de la corriente anddica debida a la oxidacion del mediador TTF al aplicar
un potencial de medida de +250 mV. Los biosensores construidos mostraron una alta reproducibilidad
presentando una desviacion estandar relativa inferior al 10% (n=4) en la mayor parte de los casos.
Finalmente, los biosensores se han aplicado con éxito a la determinacion de aminas bidgenas en
productos alimentarios.
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Abreviatura Significado

AAS Espectrofotometria de absorcion atomica
Amp Amperometria

AO Amino oxidasa

AuNPs Nanoparticulas de oro

AuNPs-SPCEs

BAs
BSA
Cad
DAO
DPASV
DPV
Eap
ETAAS
FAAS
GA

GC

GOx
Hg-SPCEs

His
HMDE
HPLC
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iMAO
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Aminas biégenas

Serolbumina bovina

Cadaverina

Diamino oxidasa

Voltamperometria diferencial de impulsos de redisolucion adsortiva
Voltamperometria diferencial de impulsos

Potencial aplicado

Espectrometria de absorcion atéomica con camara de grafito
Espectrometria de absorcion atémica de llama
Glutaraldehido

Cromatografia de gases

Glucosa oxidasa
Electrodos serigrafiados de carbono modificados con pelicula de
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Horseradish peroxidasa
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Inhibidores del enzima monoamino oxidasa
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MAO
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MLC
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PUO
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SPCpE
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SPEs
Spm
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Tryp
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UHPLC
UPLC
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Espermidina

Electrodos serigrafiados
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