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1. Introduccion

Existe en la sociedad actual un gran interés con respecto a la incidencia de contami-
nantes en los diversos ambitos de la actividad humana, refiriéndose a la presencia de
elementos toxicos y sus implicaciones sobre la salud. Es bien conocido que la toxici-
dad de un elemento depende de su concentracion. Dentro de los elementos algunos
son considerados esenciales y su deficiencia puede provocar enfermedades, sin em-
bargo la presencia de los mismos en concentraciones elevadas puede resultar toxica.
En algunos elementos esenciales, la diferencia en concentracion entre el nivel esen-
cial y la toxicidad no es muy grande, por lo que se hace necesario caracterizar los
elementos y determinar su contenido.

Otros elementos no esenciales, como en el caso del aluminio, que se encuentra pre-
sente en general en la biosfera en rocas, suelo, aguas, atmdsfera, es muy conocido
como un metal empleado en muchos campos desde industriales a domésticos. Sus
propiedades tnicas le confieren ciclos de uso repetidos en la industria.

Su biodisponibilidad ambiental se genera por procesos naturales como lixiviado de
los suelos, por la contaminacion industrial, tratamiento de aguas potables, uso de
utensilios domésticos o bien por contaminacion del organismo durante el proceso de
hemodidlisis.

Por muchos afios fue considerado como no toéxico e inocuo, sin embargo la exposi-
cion humana cronica a bajas concentraciones o la intoxicacion aguda en animales de
laboratorio, ha conducido a un creciente interés en sus efectos nocivos.

La observacion de algunos sintomas asociados con su uso y la relacion de ellos con
manifestaciones de la enfermedad de Alzheimer ha motivado la aplicacion de nume-
rosos métodos analiticos a su determinacidon en muestras biologicas.
Tradicionalmente, se ha determinado por métodos espectroscopicos y colorimétricos,
siendo necesaria una gran sensibilidad y la ausencia de contaminacion externa para
poder cuantificarlo. Los métodos electroquimicos aunque poseen la sensibilidad ade-
cuada para la cuantificacion de metales traza, no son adecuados para la determina-
cion de aluminio debido a su elevado potencial de reduccion.

Para la determinacion electroquimica del aluminio a bajos niveles de concentracion,
se hace necesario la formacion de complejos con agentes quelatantes que permitan la

reduccion a potenciales mas bajos. Los métodos electroquimicos han empleado de
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forma extensa electrodos de mercurio de gota suspendida debido a sus ventajas sobre
los electrodos sélidos. Existe una gran contaminacion asociada al uso de este tipo de
electrodos por lo que se hace necesaria la aplicacion de nuevas técnicas electroqui-
micas.

Se ha desarrollado un creciente interés en la construccion de electrodos serigrafiados
de bajo coste con el objetivo de aplicarlos a la determinacién de contaminantes. Es-
tos pueden ser modificados exitosamente con nanoparticulas, mediadores electro-
quimicos o enzimas, lo que les confiere una gran versatilidad. Su caracter desechable
evita los problemas de memoria asociados al uso de electrodos sélidos.

Este trabajo se ha centrado en la puesta a punto de nuevos métodos electroquimicos
que permitan la determinacion de aluminio en forma rapida y sensible en matrices
acuosas. Por tal motivo se han desarrollado electrodos serigrafiados modificados con
enzimas, para analizar aluminio por técnicas amperométricas, basandose en la inhibi-
cioén que produce sobre las enzimas empleadas.

En consecuencia se han abierto otros campos del analisis electroquimico para la de-

terminacion de aluminio a bajos niveles de concentracion.

16 Miriam Barquero Quirds



1.1 .Objetivos






Objetivos

1.1. Objetivos

En esta Tesis Doctoral se pretende poner a punto diferentes biosensores elec-

troquimicos para la determinacion de aluminio a nivel micromolar en matrices acuo-

sas. Para ello, se utilizaran sistemas electrodicos serigrafiados modificados con na-

noparticulas y enzimas, como alternativa a los metodos descritos en la bibliografia,

debido a su buen desempeinio, bajo coste y produccion sencilla.

Este objetivo global implica el logro inicial de los objetivos concretos que se

describen a continuacion:

Evaluar el efecto inhibidor del aluminio sobre diferentes enzimas y sus sustra-
tos en la calidad de la respuesta amperometrica de biosensores construidos

con ellas.

Funcionalizar los electrodos serigrafiados por medio de su modificacion con
nanoparticulas, estudiando su generacion electrolitica y con elementos biold-

gicos empleando diferentes métodos de inmovilizacion enzimatica.

Optimizar las variables experimentales para los biosensores construidos y
proceder a su validacion en términos de reproducibilidad, repetibilidad, limite

de deteccion, exactitud, veracidad, aplicabilidad analitica etc.

Realizar enriquecimientos en matrices acuosas con un material de referencia
certificado y emplear los diferentes biosensores para la determinar la recupe-
racion del material de refencia con la exactitud requerida para el nivel de con-

centracion verificado.

Realizar estudios de interferencias a concentracion baja y alta bajo las condi-
ciones experimentales optimizadas para cada uno de los biosensores construi-

dos.

Miriam Barquero Quiros 19






2. Aluminio: un metal de interés
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2.1. Propiedades y usos del aluminio

El aluminio, cuyo simbolo quimico es Al, es el tercero en abundancia de los elemen-
tos en la tierra, y se encuentra en forma ubicua en el medio ambiente.Sus estados de
valencia son 0 y 3. Su reactividad hace que en ambiente se encuentre en el estado de
oxidacion (IIT). Es un pequeno acido de Lewis, con alta densidad de carga y prefiere
coordinarse con bases de Lewis duras como OH", SO42', COO, ROH, ROy PO’ ", asi
como enlazar aminas como parte de sistemas multidentados. Su radio idnico es simi-

+ 2+ , . . .
lar al de Fe*" y Mg”" con los que podria competir en diversas reacciones.

Su exposicion al aire, al oxigeno y a otros oxidantes fuertes, produce la formacion de
una capa superficial de 6xido de aluminio que es muy resistente a la corrosion y es
insoluble entre pH 4.5-8.5. Los compuestos de aluminio se encuentran presentes en

la mayoria de las rocas y vegetales.

El aluminio comercial se obtiene de un mineral llamado bauxita que se encuentra en
minas de deposito abierto, este material se tritura para obtener la alimina, que es un
material comercial de aluminio y se obtienen lingotes por medio del proceso de fun-

dicion.

Existen numerosos depositos de bauxita principalmente en la zona tropical y subtro-
pical de la tierra y en Europa en forma de estratos cerca del suelo o de una capa de
vegetacion. La bauxita comercial para ser explotada debe contener minimo 40% de
oxido de aluminio [1]. La bauxita se refina en alimina por el proceso de Bayer, y se
obtiene aluminio primario por el proceso electrolitico de Hall-Héroult (1886), para

producir una aleacion especifica que se limpia y se funde.

Sus propiedades eléctricas hacen que sea un buen conductor, capaz de competir en
coste y usos con el cobre. Se emplea en perfiles para uso industrial y en pistones de
motor debido a su fortaleza, asi como en pinturas. También se usa en carrocerias de
automoviles, en aplicaciones estructurales, en la fabricacion de latas de conservas y
en el recubrimiento de envases UHT (Ultra High Temperature). Su uso doméstico en

utensilios de aluminio, ya no es muy favorecido debido a que se considera que puede
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contaminar los alimentos, siendo su uso mas popular como papel de aluminio para

envolver alimentos u hornearlos.

Se ha empleado con fines terapeuticos para combatir la hiperfosfatemia asociada a la

hemodialisis renal mediante la administracion de AI(OH);

En cosmética se emplea alimina como ingrediente de polvos compactos, lapices la-
biales y antitranspirantes. Sin embargo una mayor ingesta, puede provenir de algunas
drogas que no requieren prescripcion, como aspirinas con buffer empleadas en pa-
cientes artriticos. Se emplea en forma de sulfato de aluminio como coagulante en el

proceso de purificacion del agua potable en las plantas de tratamiento [2].

Se usa en la industria panificadora como fosfato 4cido de aluminio y sodio, en las
cremas no lacteas y sal de mesa como silico aluminato de sodio. Los alimentos que

contienen las mayores concentraciones de aluminio son los aditivos alimentarios [3].

Su uso tan diverso y su presencia en el medio ambiente y en la litosfera hacen su

determinacion a nivel de ultrazas dificil, debido a su presencia ubicua.

2.2. Aluminio y medio ambiente

Hasta la década del 1980 se pensod que el aluminio era una sustancia casi segura,
aunque se sabia que producia enfermedades pulmonares en trabajadores industriales
expuestos al polvo de aluminio, que desarrollaban un engrosamiento y cicatrizacion
del tejido pulmonar alrededor de la particula inhalada, produciendo una condicién

similar al enfisema.

Entre los hechos que motivaron una reevaluacion de su seguridad, se encuentran el
descubrimiento de altas concentraciones de aluminio en cerebros de pacientes con
enfermedad de Alzheimer (AD) y que los pacientes de hemodialisis renal presenta-
ban una demencia con sintomas similares, debida al agua potable usada en las ma-
quinas de didlisis, Sin embargo atn no se pensaba que a largo plazo significara un
peligro para la salud publica, debido a que se absorbe poco en el tracto gastrointesti-

nal y se elimina por los rifiones.
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En el agua potable el aluminio puede llegar a niveles relativamente altos a causa de
la accion de la lluvia acida que lixivia este elemento en suelos, rocas y sedimentos
del fondo de lagos y arroyos, dirigiéndolos hacia los depositos de agua dulce, ele-
vando su concentracion a niveles mas altos. La creciente acidez de la lluvia también
ha aumentado las concentraciones superficiales de aluminio, pero los valores en
aguas subterraneas son inferiores a los superficiales [4]. Se considera que el conteni-
do de aluminio en el agua superficial se ha incrementado cerca de diez veces en la

pasada centuria [5].

Actualmente con el incremento de acidez de los mares por las emisiones de los
vehiculos que emplean combustibles fosiles, en el mar también se ha aumentado su

concentracion.

Se han reportado valores entre 0.1 y 20 pug/L de Al para agua de mar no contaminada
debido a sedimentos y arcilla suspendida. Estos valores son comparables a los de los
rios limpios pero menores que los de los lagos [6]. La concentracion de Al en rios es
dependiente del pH con valores significativos a pH < 5, a pH entre 3 y 6 la materia
organica soluble DOM (Dissolved Organic Matter) compuesta principalmente de
acidos humicos y fulvicos puede formar complejos solubles e insolubles, en tanto

que en el intervalo de pH 6-9 se forman hidroxi complejos de Al.

Las aguas potables tratadas por floculacion con hidréxidos de Al presentan valores

mayores y mayor contenido de especies de Al [7].

Las concentraciones atmosféricas de aluminio en 4areas rurales y urbanas se encuen-
tran entre 0.05-0.5 ug/m3 y 0.1-5 ug/m3 respectivamente [8, 9]. Se presentan en Ta-

bla 2.1 concentraciones de aluminio encontradas en aire, agua y alimentos [5, 17].
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Tabla 2.1. Concentraciones ambientales de aluminio.

Medio Concentracion
Aire
Rural 50-500 ng/m3
Urbano 100-5000 ng/m3
Agua
Rios de Norte América 50 pg/L
Arroyos y lagos acidos 100-800 pg/L
Aguas potables > 14 pg/L
Alimentos
Mayoria de alimentos no procesados <10 ng/g
T¢ (planta acumuladora) >20.000 pg/g

Por su parte la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), ha establecido criterios de
calidad para su contenido en el agua del ambiente, para la proteccion de la vida acua-

tica [10], mostrados en Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Criterios de toma de muestra para concentraciones ambientales de alumi-

nio.

Criterio de toma de muestra Concentracion (pg/L)
Concentracion promedio de 4 dias <87
Concentracion promedio de 1 hora <750

La OSHA ha establecido también las concentraciones ambientales permitidas de

aluminio en lugares de trabajo [5], se muestran en Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Concentraciones ambientales de aluminio de acuerdo con el criterio OS-

HA.

Limites establecidos de OSHA Concentracion (mg/m3)
Aluminio metélico en polvo 10
Polvos pirolizados 5
Humos de fundicion 5
Sales solubles 2
Alquil solubles 2

Se le puede encontrar como un componente natural de los alimentos y como un adi-
tivo alimentario. La mayoria de los alimentos no procesados contienen < 10 mg/kg

de Al. Algunas hierbas pueden acumular mas de 3000 mg/kg [3].

El contacto de los alimentos durante el procesamiento y almacenamiento en recipien-
tes de aluminio no recubiertos, sobre todo si estos son acidos o con alto contenido de

sales aumenta el contenido de aluminio, con riesgo para personas con problemas re-

nales [11].

Algunas bebidas y jugos procesados pueden contribuir a la ingesta de aluminio [12],
lo mismo la infusién de hojas de té€ contiene especies de alto peso molecular enlaza-
das al aluminio [13]. El contenido de Al es mayor en el café instantaneo que en café

molido [14] y en féormulas para infantes, comparado con leche materna [15].

2.3. Toxicidad del aluminio en organismos vivos

Se bioacumula con efectos toxicos en la cadena alimenticia en plantas [16], en inver-
tebrados acuéticos que lo adsorben en las conchas, los peces en sus agallas. En peces
la acumulacion de aluminio aumenta al disminuir el pH [17]. En los invertebrados,
peces y anfibios disminuye la tasa de supervivencia y de reproduccion de estos orga-
nismos acuaticos. Estudios sobre la toxicidad del aluminio realizados con crustaceos,
larvas y ninfas de insectos, indican que es menor en aguas de pH neutro [18], bajo
pH de 5.5 se rompe el equilibrio de K y Ca y se reduce el transporte de oxigeno, re-

sultando téxico a anfibios y peces a baja concentracion, siendo los peces, més sensi-
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bles a la intoxicacion que los invertebrados, debido a pérdida de iones, asfixia y for-
macion de especies coloidales que dafian las agallas [19], la toxicidad en huevos y

embriones es mayor que en peces de mayor edad [18].

A pH menor a 5.8 es toxico para las algas y su actividad bioldgica se disminuye. La
toxicidad se atribuye a monoémeros de aluminio y especies poliméricas de cationes y

coloides.

Las plantas acudticas presentan mayor tolerancia al aluminio que los organismos
acuaticos, la concentracion de Al se correlaciona de forma negativa con el pH y posi-

tiva con la concentracion en los sedimentos [20].

En plantas terrestres puede cruzar la membrana de las raices de la planta por uniéon
del ion con un transportador como citrato y malato; se ha observado que la adicion de
AP’ en solucion de nutrientes se transforma en citrato y malato en las raices, que
luego se transportan a partes superiores de las plantas [21], el citrato es transportador

a nivel celular [22].

Las plantas terrestres tienen mayor exposicion debido al mayor contenido de alumi-
nio en el suelo y a su bajo pH, los fluoruros presentan efectos mayores que los com-
plejos con acidos himicos que no son absorbidos. Su presencia reduce el crecimiento
de raices y la absorcion de Ca y Mg, inhibiendo la division celular [23] por aumento

de la rigidez de las paredes [24].

La exposicion al aluminio en disolucion o nanoparticulas conduce a cambios en la
expresion de diferentes genes en las plantas [25], interfirierendo con la asimila-
cién/especiacion a nivel celular de los metales esenciales, perturbando el balance
redox celular y aumentando la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).
En las plantas se desarrolla resistencia al aluminio, ya que se liberan agentes comple-
jantes [26] como acidos orgénicos, proteinas y silice [16]. El estrés inducido por
aluminio en las plantas, provoca la expresion de numerosos genes que pueden prote-
ger a las células de la toxicidad [23] para regular la complejacion de metales y de-

fenderse contra el estrés oxidativo [27].
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Animales vacunos y de laboratorio alimentados con dietas altas en Al disminuyen la
ingesta de alimento, el peso, la absorcion de Mg [28], las reservas de Fe y niveles de

ferritina, sugiriendo alteracion de la regulacion del Fe [29].

Los humanos estan expuestos a la contaminacién por aluminio de fuentes naturales y
antropomorficas. Estan incluyen desde antidcidos y vacunas, hasta recuperacion de
residuos de mineria e inhalacion de humos de fundicion. El aporte por agua y alimen-

tos es parte de la ingesta diaria [30].

Un resumen de las principales fuentes de contaminacion con aluminio para los hu-

manos se muestra en Tabla 2.4 [31].

Tabla 2.4. Fuentes de contaminacion con aluminio para humanos.

Exposicion . Al absorbido
Fuente de Concentra- .. Porcentaje ab- ..
., diaria al Al . . diariamente
Al cion Al sorbido estimado 1
(ng) (ng/kg™)
P di
Agua romedio 100 0.3 0.005
~70 pg/L
Alimento  (por ingesta) 3000-10000 0.1-0.3 0.04-0.5
. 1.5-2 (pulmones)
Aire 3 0.001
. 4 .1-0.
Rural 0.2 pg/m 0.1-0.3 (tracto 0.0001
gastrointestinal)
1.5-2 (pul
Aire | pg/m’ 20 0.1 (gpsu (?;)SZS) 0.006
Urbano He S A 0.0006
gastrointestinal)
Antitrans- 50000-
5-7.59 12 A
pirantes 7.5 % 75000 > 0,0 >0
150-850
Vacunas 1.4-8 100 0.07-0.4
pg/dosis

Los infantes que ingieren formulas con alto contenido de aluminio y las personas que
consumen antiacidos o tienen falla renal como ya se dijo, son mas vulnerables a los
efectos toxicos [32] y presentan mayor acumulacion de aluminio en hueso iliaco y
médula [33]. La acumulacion aumenta con la edad [31] y en cerebros de pacientes

con AD, algunos estudios han encontrado contenidos muy altos de aluminio [34]. El
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aluminio puede ser absorbido por la cavidad nasal hasta el cerebro, o a través de la

piel cuando se emplean antitranspirantes [35].

El aluminio disponible de diversas fuentes es acomplejado por los constituyentes de
los alimentos en el tracto gastrointestinal, donde es absorbido en su mayor parte, en
el medio acido del estdémago o en el duodeno proximal [36]. Los ligandos endogenos
como ascorbato, gluconato, lactato facilitan este proceso [37], donde también partici-
pa el piruvato [38] y exdgenos como fluoruro, glutamato, cafeato han mostrado au-
mentar la absorcion intestinal de aluminio en ratas [39], debido a que aumentan la
permeabilidad de la mucosa [40]. Algunos ligandos pequeiios como citrato, isocitra-

to, ascorbato, lactato aumentan la excrecion renal de este metal [41].

La absorcion de aluminio ocurre en dos etapas, una rapida en la mucosa y una lenta
que es la liberacion en la sangre, el aluminio debe ingresar al cerebro por un meca-
nismo dependiente de la transferrina; pero complejos de bajo peso molecular influ-
yen en la fraccion del metal que ingresa a través de la barrera sangre-cerebro [42].

Una vez que el aluminio es transportado se acumula en las neuronas [43].

En relacion con controles normales de la misma edad, el contenido de aluminio en
los cerebros con AD es mayor; tambien la ferritina que es la mayor reserva de hierro
a nivel celular, se encuentra alterada. Debido a lo anterior, se le considera capaz de
interferir con la homeostasis normal del hierro celular y alterar los procesos depen-

dientes de este en el sistema nervioso y cerebro [44].

Sus efectos toxicos en los seres humanos se han documentado sobre todo en los pa-
cientes con funcion renal disminuida y sobre pacientes neuroldgicamente afectados

como en la AD.

2.4. Inhibicion enzimatica por aluminio y relacion con la enfermedad de Alz-
heimer

Los primeros casos reportados de AD ocurrieron en Francfort donde se empleaba
como clarificante de agua potable y se describieron las caracteristicas méas importan-

tes de la enfermedad [45].

30 Miriam Barquero Quirds



Algunas evidencias sugieren que los pacientes con AD tienen un nivel mas alto de
aluminio en sangre después de la ingestion de citrato de aluminio que controles de su
misma edad. El hecho de que al suministrar “°Al en un vaso de agua se encuentre en
cerebro, aporta evidencia que el tejido cerebral vivo toma el aluminio del torrente
sanguineo. Asimismo contradice la suposicion de que el aluminio en cerebro es una
huella de su absorcion pasiva en células enfermas o en proceso de apoptosis [45]. Sus
efectos sobre el ADN, sintesis de proteinas, y la neurotramision colinérgica son simi-
lares a los efectos deficitarios de la AD [47]. También puede potenciar el efecto del
dafio oxidativo inducido por el Fe sobre las neuronas del hipocampo, células del ce-
rebelo y la mielina, contribuyendo a los desordenes neurodegenerativos [48, 49]. La
degeneracion neuronal estd asociada con la disminucion de las funciones celulares de
dendrita, sinapsis y axon. La AD estd caracterizada por placas amiloides y ovillos
neurofibrilares, estas estructuras evidentemente disminuyen la funcion de los recep-

tores de acetilcolina [50].

Hay tres principales hipdtesis que se han emitido sobre el efecto toxico de metales

como el aluminio sobre el organismo humano:

e [a cascada amiloidea.
e Hipotesis ion metal.

e Fl estrés oxidativo.

Es posible establecer una relacion entre la AD y algunas enzimas inhibidas por el
aluminio con estas hipotesis. Especialmente es interesante correlacionar las enzimas
presentes en el organismo, con los metales que potencialmente pueden producir la

inhibicidn de las mismas.

Existe una relacion entre la accion del aluminio sobre la enzima quimotripsina y las
proteasas del grupo de la serina [51] con manifestaciones de AD [52]. El aluminio
facilita la hiperfosforilacion de proteinas componentes de la placa B-amiloide, con-
tribuyendo a su agregacion [53]. Ademas de manera no-enzimatica fosforila la pro-
teina T humana in vitro [54] e induce la agregacion de filamentos pares helicoidales

aumentando su resistencia a la degradacion proteolitica. La proteina t normal es sus-
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tituida por proteina T anormal, la cual aumenta con la concentracién de aluminio [55,

56].

Otra enzima inhibida por su presencia es la acetilcolinesterasa. En animales de labo-
ratorio la administracion de aluminio produce deficiencias de aprendizaje y memoria
[57] relacionadas con un deficiente metabolismo de la acetilcolina [58], ademas pre-
sentan disminucion de neurotrasmisores que también disminuyen en la AD, entre

ellos la acetilcolina, sustrato de la enzima acetilcolinesterasa [57].

El aluminio también inhibe enzimas redox como la catalasa, superdxido dismutasa

(SOD) y la glutation peroxidasa que eliminan radicales libres.

El papel del Al en las tres hipdtesis enunciadas anteriormente se presentara a conti-

nuacion, y su relacion con los procesos donde interviene.

2.4.1. La cascada amiloidea

Esta hipotesis plantea que en la AD, el desbalance entre la produccion de proteinas
amiloides y su desaparicion, produce acumulacion, ya que los amiloides son las prin-
cipales sustancias neurotdxicas asociadas con esta enfermedad, acompafiadas por

otras estructura que son las maranas neurofibrilares (NFTs).

Es un hecho conocido que el aluminio es inhibidor de las proteasas, se han propuesto
varios modelos para explicar la toxicidad del AI(III), en ellos se ha considerado la
inhibicion de la actividad proteolitica de las proteasas de la serina como la tripsina y
o-quimotripsina [59] promoviendo la acumulacion de la placa B-amiloide y la for-

macién de NFTs [60, 61].

Se ha comprobado que la inyeccion de filamentos pares de proteina B-amiloide y
aluminio dentro del cerebro de ratas, induce codepositos estables de B-amiloide y o-

quimotripsina [62].
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Un modelo termodindmico demostré que el AI(II) interactia con los liposomas que
simulan la membrana celular en dos sitios de enlace, el primero con la cabeza polar
de los fosfolipidos, y el segundo con sitos periféricos [63], modificando la estructura

de la membrana de los liposomas [64].

La a-quimotripsina, endopeptidasa estereoespecifica del grupo de la serina, es secre-
tada por las células acinares del pancreas y activada por la tripsina en el duodeno.
Tres residuos de aminoacidos, His 57, Asp 102 y Ser 195, forman la triada catalitica

que hidroliza el enlace peptidico [65].

Los oligomeros de proteina f-amiloide (AB) son estructuras indicativas de toxicidad
temprana, y su acumulacién se inicia intracelularmente [66], la presencia de Al
promueve la acumulacion intracelular de agregados Al*“-B-amiloides y formacion de
estructuras hidrofébicas expuestas al solvente, que evolucionan a agregados polimé-

ricos debido al aumento en la conformacion de la hoja B, acelerada por el AT67].

Los agregados presentan una mayor permeabilidad a través de la barrera sangre cere-
bro, promoviendo la acumulacién intracerebral de AP. Estudios comparativos han
demostrado que los complejos AR y A’ muestran mayor agregacion que la misma
proteina AP [68], ademas debido a que el aluminio en su unién con los péptidos B-
amiloides causa un cambio conformacional, se aumenta su resistencia a la degrada-
cion por la catepsina D, otra enzima implicada en la proteolisis de la placa neuritica.
[69], indicandose que el aluminio se asocia con los péptidos AP como complejo so-
luble, entonces la catepsina D no realiza la degradacion de los péptidos A, debido a

la interferencia estérica del complejo Al y péptidos AP [70].

El péptido B-amiloide (AP) se deriva por procesos proteoliticos de proteinas precur-
soras y algunas de estas contienen una parte homologa en alto grado, al inhibidor de

la tripsina pancreética bovina, (BPTI), el cual también inhibe a la a-quimotripsina.

Se propone que en el cerebro con AD, el Al*'favorece el proceso proteolitico que
genera el precursor B-amiloide [51], como el enlace de BPTI con la a-quimotripsina

es favorecido por concentraciones de Al(III) del orden uM, se disminuye su capaci-
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dad proteolitica aumentando el deposito de la placa amiloide e inicidndose la forma-

cion de la placa neuritica [52, 71].

Como el aluminio tiene afinidad por las proteinas y enzimas que enlazan calcio, su
efecto inhibidor puede ser relacionado a que enlace dominios de calcio sobre las pro-
teasas [72].

Los filamentos pares helicoidales, (PHFs) junto con las (NFTs) son estructuras que
caracterizan la AD. Las PHFs estan formadas de isoformas anormales de proteinas t
de bajo peso molecular, se encuentran en los microtubulos, estan hiperfosforiladas en
diferentes sitios. La fosforilacion deriva de mayor actividad de la kinasa y de una
menor de la fosfatasa. El ion AI(III) induce una catélisis no-enzimatica de un enlace
covalente, incorporando el ion fosfato de las bases nitrogenadas en la proteina t. Los
grupos fosfato negativos en la proteina y su enlace con el AI(IIT) producen NFTs,
este proceso de agregacion de la proteina fosforilada es irreversible [73], se forman
oligdbmeros de proteina T de mayor tamafio con Al’* [74]. La administracién de alu-
minio a ratas, produce lesiones en el hipocampo con células piramidales mas peque-

flas y carentes de microtubulos [75].

El efecto de las proteasa de la serina, a-quimotripsina, y las enzimas catepsina D,
SOD, la accion de radicales mediada por el Fe*', y el ion Al (III) se presenta en la

Figura 2.1.
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Figura 2.1. Relacion de enzimas inhibidas por Al(III); B-amiloides, proteina t, neu-
rodegeneracion y estrés oxidativo mediado por radicales libres.

2.4.2. Hipotesis ion metal

La hipotesis ion metal postula que una causa destacada de AD es una homeostasis
metalica deficiente en particular de Zn, Cu y Fe, con un desbalance A} como conse-

cuencia.

Las drogas antiamiloideas no han tenido un éxito completo en el tratamiento de la

enfermedad de AD, esto ha conducido a pensar en el rol de los iones metalicos.

Los niveles de hierro se han reportado mas altos en las neuronas de AD que en neu-
ronas de personas sanas [76]. La transferrina transporta hierro y aluminio, pero en los
enfermos de AD, la transferrina transporta mas hierro dejando mas aluminio en suero
sanguineo disponible para alcanzar el cerebro, ademas la ferritina es mas alta en los
pacientes de AD que en los controles y forma complejos con aluminio, disminuyendo

la velocidad de incorporacion de hierro [71, 77]. La proteina precursora de la cascada
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amiloide (APP) es regulada y reacciona con iones metalicos. Existen dos reservorios
de iones metalicos, los “libres” (enlazados débilmente) y quelatables y los fuerte-
mente enlazados a proteinas o a residuos de aminoacidos [78]. El ion zinc que parti-
cipa en la cascada amiloide presenta cambios entre su contenido en hipocampo de
pacientes de AD [79] y liquido cerebroespinal de pacientes de Parkinson [80], sugi-

riendo que las reservas de zinc libre y enlazado estdn en constante cambio [81].

Las evidencias apoyan que biometales endogenos como cobre, hierro, zinc y exoge-
nos como aluminio [82], pueden estar involucrados como factores o cofactores en las

etiopatogenias neurodegenerativas.

Hay nuevos hallazgos a favor, como el hecho de que las estrategias terapéuticas que
restauran la homeostasis de los metales pueden retrasar y modificar el desarrollo neu-

rodegenerativo asociado con AD [83].

El efecto del aluminio en la hipdtesis del balance homeostatico ion metal se docu-
menta en animales de laboratorio. Se encuentran cambios en la homeostasis endoge-
na de los metales Ca, Cu, Zn Al en tejidos de cerebro e higado. Los contenidos de Al
en hipocampo son significativamente mayores y son menores en la corteza, lo mismo
el Zn, pero el Cu disminuye comparados con los controles lo mismo el Ca [84]. El
Zn ha sido relacionado con las enzimas que participan en la cascada amiloide y el Cu
regula el nivel de radicales libres a través de la enzima superoxido dismutasa (SOD)
[85]. Diferentes complejos de Al con citrato hacia cultivos de células de hipocampo,

muestran diferente toxicidad hacia las células [86].

En el caso de AD se ha encontrado mejoria en los pacientes usando deferrioxamina
(DFO), agente quelatante de aluminio y hierro [87]. Antes de los afios 90, se emplea-
ban bajas dosis intramusculares de DFO, para reducir el exceso de hierro y aluminio

en los pacientes de hemodialisis renal [88].

Las politicas de salud pueden aprovechar informacion existente sobre la participa-
cion del Al en la AD para disminuir sus efectos toxicos [89]. Se ha enfocado la pre-

vencion y tratamiento del AD en el uso de antioxidantes y otros nutracéuticos como
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azafran, curcumina, resveratrol, que contrarrestan los efectos toxicos del Al y se em-

plean junto con drogas anticolinérgicas [60].

2.4.3. La hipdotesis del estrés oxidativo

La edad, los factores genéticos y ambientales acumulan defectos en los genes, que
disminuyen las funciones de la mitocondria y se presentan desérdenes neurologicos
graduales, al alcanzar un nivel minimo se inicia apoptosis de las neuronas. Estos
cambios son inducidos por ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS) que produ-
cen radicales libres provocando mutaciones [90] y estrés oxidativo [91]. El papel de

las enzimas removedoras de radicales libres se altera.

Una defensa contra el estrés oxidativo es la SOD en sus isoformas SOD-1 (intracelu-
lar) y SOD-3 (extracelular) las cuales dependen de Cu(I)/Cu(Il) y Zn(II) en sus sitios
activos respectivamente [92]. Es conocido que mutaciones en esta enzima causan
esclerosis lateral amiotrofica (ALS) [93, 94] que presenta similitudes con la AD,

destacando la importancia del estrés oxidativo en la neurodegeneracion.

Los iones metalicos participan en el estrés oxidativo de la AD, ademas intervienen en

la aparicion y desaparicion de ROS y RNS en medios celulares [95, 96].

La agregacion de complejos de AB-Al produce disfuncion mitocondrial, debido a que
aumenta la actividad de las enzimas implicadas en la cadena de transporte electroni-
co en la mitocondria y produccién de ROS en las neuronas. Ademas, promueve alte-
raciones en el citoesqueleto neuronal y aparicion de estructuras globulares debido a
que provoca una mayor expresion de las enzimas que causan cambios conformacio-

nales en las neuronas [97].

Debido a que hay una relacion entre procesos cerebrales inflamatorios y la AD, se ha
planteado una hipoétesis de que el aluminio puede activar la generacion de ROS e
iniciar una cascada inflamatoria [98]. Las especies reactivas de oxigeno conducen al

estrés oxidativo y de alli a los correspondientes dafios neurologicos.
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Se plantea la posibilidad de que el Al forme un complejo estabilizado AlO,*" -
superdxido, que reduzca Fe'* a Fe*' y luego el Fe*" producido se oxide a Fe’" gene-
rando dafio oxidativo por la formacion de radicales (*OH) en la reaccion de Fenton.
Debido a que la reaccion entre el complejo Al-superdxido y Fe'* para producir Fe*™
es espontanea, se produce pérdida de un electrén desde el ion radical en el complejo
Al-superoxido y se disocia oxigeno molecular del aluminio, recobrandose un com-
plejo hexahidratado de AI’", este proceso es ciclico. Otras especies como Al(OH)*y
AI(OH)," siguen esta misma consideracion. Se sugiere que la actividad oxidante de
AP’ en sistemas bioldgicos es a través del mecanismo de formacion de un superoxi-
do [99] y recobrandose las especies iniciales AI>" y Fe’"como se expresa en las reac-

ciones siguientes.

20,7 4+ 2A13* + 2A103%° + 2HY = H,0, + 0, + 2A13*
Fe3* + 2A10%** — Fe?* + 0, + AI3*
2Fe?* + H,0, — 2Fe3* + 2(0H")
La combinacion de estos eventos puede conducir al dafio neurodegenerativo en reac-

ciones donde intervengan ROS.

Las interacciones entre aluminio e hierro, el cual es iniciador de procesos de oxida-
cion se han estudiado en tejidos cerebrales midiendo velocidades de generacion de
ROS, el compuesto Al,(SO4); empleado en diversas concentraciones, no potencia la
produccion de ROS. El quelato aluminio-deferrioxamina en ausencia de hierro tam-
poco potencia la formacion de ROS. El uso combinado de Aly(SO4)3y FeSO4 poten-
cia la velocidad de aparicion de los ROS [100], la presencia de ferritina, que se liga a
la biodisponibilidad de hierro mitocondrial produce un exceso de Fe*” que en presen-
cia de oxigeno, produce radicales que inducen modificacidon proteica, peroxidacion
lipidica, formacion de la placa neuritica [101] y agregacion de péptidos asociados
con la neurodegeneracion. Su participacion con el dcido desoxirribonucleico (DNA)

se relaciona con alteraciones en la expresion de los genes [102].

El metabolismo mitocondrial es el sitio de la accidon toxicologica de sistemas redox

dependientes de aluminio e hierro. Las enzimas sensibles a procesos redox en el ciclo
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del acido tricarboxilico (TCA) y la fosforilacion oxidativa son dramaticamente dis-

minuidas por la exposicion al aluminio [103].

El aluminio se concentra en regiones cerebrales que se conoce son afectadas por AD
como la amigdala, la corteza cerebral y el hipocampo [104] donde afecta las células
piramidales y neuronales, encontrandose en lesiones tipicas del AD como las NFTs

[105].

El aluminio interfiere con el transporte en los neurofilamentos de los impulsos ner-
viosos, debido a que fosforila las proteinas y altera su capacidad para transportarse a
lo largo del axon, como resultado la proteina precursora B-amiloide se acumula den-

tro del axon y lo distiende [106].
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3. Métodos analiticos para la cuantificacion de aluminio en diferen-

tes matrices

Existe un interés creciente en la determinacion de aluminio. Considerando que causa
problemas de salud a bajo nivel de concentracion, es necesario disponer de métodos

de andlisis sensibles, rapidos y precisos para enfrentar este hecho.

Actualmente se cuenta con un compendio elaborado de los métodos de analisis de Al
en aire, suelo, plantas, rocas y en muestras biologicas de interés en la salud humana

[107].

Los métodos para determinar aluminio se dividen en los que determinan aluminio
total que corresponden a las técnicas espectrométricas como la absorcion en visible

(UVis), la fluorescencia y los que determinan especies, mencionados a continuacion.

Para determinar especies de aluminio, se requieren fraccionamientos previos, em-
pleando resinas de intercambio i6nico a diferente pH y el andlisis de las fracciones
por las técnicas espectrométricas. La cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) puede acoplarse con técnicas espectrométricas para determinar especies de
aluminio. Los métodos electroquimicos voltamperométricos con agentes complejan-

tes permiten especiar aluminio [108].

Tradicionalmente los métodos de andlisis de aluminio total en muestras biologicas,
se han realizado por técnicas espectrométricas como la absorcion electrotérmica con
horno de grafito (ETAAS), espectrometria de emision atdmica con plasma acoplado
inducido (ICP-AES), espectrometria de emision atomica con plasma acoplado indu-
cido con deteccion de masas, (ICP-MS) y andlisis por activacion neutronica (NAA).
Los limites de deteccion inferiores a pg/L corresponden a los métodos espectrofoto-
métricos, espectrofluorométricos, y absorcion electrotérmica; son menores para ICP-

AES con plasma axial y para ICP-MS [108, 109].

Algunos métodos espectrofotométricos y espectrofluorométricos han utilizado reac-
tivos cromogénicosy han permitido determinar aluminio en agua a concentraciones

inferiores a pug/L [110, 111].
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Hay disponibles métodos oficiales que permiten analizar aluminio por las técnicas,
colorimétrica con alumindn, gravimétrica en desodorantes usando 8-
hidroxiquinoleina, por absorcion atdémica con llama en polvos de hornear y acidifi-
cantes de suelo tipo sulfatos, con un ambito dinamico del orden de mg/L en Al, tam-
bién en residuos solidos usando ICP-AES se obtiene un limite de deteccion de 0.045
mg/L, en aguas por la técnica ICP-MS se han logrado limites de deteccion de 1 ug/L

[112].

La espectrometria de masas se aplica a la determinacion de la relacion isotdpica de
2°A1/*’Al con el objetivo de estudiar los efectos fisiologicos de la exposicién al alu-

minio en estudios realizados con plantas y animales [35].

Para determinar aluminio en algunas muestras, es necesaria una mineralizacion pre-
via que elimine la materia orgénica, estas se pueden reducir a cenizas en una mufla,
posteriormente se disuelven [113]. Los métodos de digestion huimeda emplean HNOj3
o cualquier otro acido, la digestion con microondas acelera los procesos de descom-
posicion de muestras solidas como minerales, metales, hueso, tejidos y liquidas como
bebidas y orina. Se emplean recipientes de Teflon debido a sus ventajas inherentes

[114].

Cuando se utiliza ETAAS, se deben evaporar los acidos para evitar el dafio a los tu-
bos de grafito. Las muestras biologicas que contienen lipidos en cantidad considera-
ble deben digerirse con H,O, o HCIO4 para reducir la carbonizacion de los acidos
grasos durante el proceso de evaporacion. El HCIO,4 debe evaporarse antes de la
ETAAS [115]. En la determinacion de Al por ETAAS se recomienda el uso de sales
de Mg que se usan como modificadores de matriz, el Mg(NO3), durante el proceso de
pirolisis puede atrapar elementos de la matriz, que se volatilizarian con pérdida del

aluminio.

En los métodos de NAA es posible encontrar interferencias como el Na y Cl, que
deben ser removidos antes de la determinacion. Si hay Ca presente contribuye a la
sefal de fondo y eleva los limites de deteccion [113]. La acidificacion estabiliza el
aluminio, pero lo puede solubilizar de los recipientes de vidrio, por lo que la cristale-

ria debe ser tratada de forma especial para descontaminarla [116].
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Los métodos que determinan Al de manera total, antes mencionados no son muy
informativos. Existen métodos de fraccionamiento que distinguen grupos de especies
de Al, en lugar de especies. El método de Driscoll estd basado en la reaccion de Al
con oxina, ferrén o violeta de pirocatecol, posteriormente se hace una separacion con
resinas de intercambio i6nico para determinar el Al reactivo al acido, el Al reactivo y
el Al que no es intercambiable. El Al soluble en 4cido se piensa que contiene fuertes
compuestos organicos de aluminio, poliméricos y coloidales, el Al libre o labil se
considera que se encuentra como Al(H,0)s" y complejos de Al como F~, SO42 y Al-
OH. También hay una fraccion monomeérica no labil de Al que se encuentra acom-

plejado con acidos organicos disueltos provenientes de las sustancias humicas [117].

Una vez que las fracciones se han separado, se aplican diferentes métodos analiticos,
como HPLC con derivatizacion post columna que ha permitido separar AI(H,0)",
especies de Al-F y complejos de acidos organicos pequefios. Se acopla la cromato-
grafia de HPLC con técnicas de deteccion de elementos como ICP-MS, ICP-AES,
ETAAS, o con electrodos selectivos de ion F’, y se desarrollan metodologias que
separan diferentes especies de Al y complejos de Al con hidréxidos, fluoruros fosfa-

tos y también con transferrina y desferrioxamina.

Se emplea la técnica NMR con *’Al para determinar Al(H,0)s™ y Al(H,0)"™" y
complejado con ligandos inorgéanicos, organicos pequefios y aminodcidos. El analisis
electroquimico entre pH 5.0 y pH 8.5 puede detectar especies reactivas totales y es-

pecies totales disueltas de forma similar al método de Driscoll [118].

Se han aplicado técnicas de tincidon con aluminon y azurina de solocromo para visua-
lizar el proceso de la mineralizacion de aluminio en hueso. La tincién con lumoga-
llion se ha combinado con microscopia de laser para visualizar aluminio en células

cultivadas conjuntamente con AIO(OH) [119].

También se ha investigado la presencia de aluminio, por medio de microsondas com-
binadas con otras técnicas como espectrometria de masas de ion secundario, espec-
trometria de masas con microsonda de laser, microanalisis de rayos X de longitud de

onda dispersiva [120].
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Debido a la ubicuidad del Al en ambiente es necesario extremar las precauciones en
su determinacion, puede ocurrir contaminacion desde multiples fuentes como mate-
rial particulado del aire; por lo que el uso de filtros para el aire de los laboratorios de
analisis, sistemas de aire acondicionado, cristaleria lavada con HNO3; y EDTA, el uso
de reactivos Suprapuros y acidos de calidad Suprapur es necesario. La manipulacion
de la muestra debe ser minimizada. Los procedimientos de control de calidad deben
incluir los blancos para controlar la contaminacion, un estudio externo realizado de
aseguramiento de calidad indica la necesidad de mejora en muchos laboratorios para

conseguir un desempefio apropiado en su determinacion [121].

Las técnicas electroquimicas empleadas en la determinacion de aluminio retinen las
ventajas de una buena sensibilidad, con rapidez y bajo coste, aunque presentan el
problema de ser altamente contaminantes, cuando se emplean electrodos de mercu-
rio. De hecho, el electrodo de mercurio de gota suspendida (HMDE) ha sido de los
mas empleados para determinar aluminio empleando complejantes como cupferron
[122, 123] y é&cido 1,2-dihidroxiantraquinona-3-sulfénico (DASA) [124,125] por
medio de voltamperometria de redisolucién adsortiva (AdSV). Otros agentes com-
plejantes como rojo de alizarina [126, 127], violeta de alizarina [128], violeta de so-
locromo [128, 130, 131], lumogallion [132], violeta de pirocatecol [132, 134] arse-
nazo [135], norepinefrina [136], pirogalol [137] se han empleado en su determina-
cioén por medio de voltamperometrias adsortivas como voltamperometria de redisolu-
cion adsortiva (AdsSV) y voltamperometria de onda cuadrada con redisolucion ad-

sortiva (SWAdsSV).

También se han utilizado enzimas como la glutamato deshidrogenasa en la determi-
nacion de aluminio con HMDE, asi como polarografia diferencial de impulsos

(DPP), [138] consiguiendo un limite de deteccion menor de 3x107°M.

También esta descrita la utilizacion de electrodos de carbono. Asi, neurotrasmisores
como L-dopa, empleados como ligando, se han usado para determinar aluminio [139]
con un electrodo de carbéon vitreo (GCE) por DPV, consiguiendo detectar cantidades
del orden de 107 M. Se ha empleado ditioxamida para determinar aluminio con muy
bajos limites de deteccion [140]. Igualmente, ha sido utilizado un electrodo de pasta

de carbono modificado con hematoxilina [141].
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También se han empleado técnicas potenciométricas para la determinacioén de alumi-
nio [142]. Un resumen de los métodos electroquimicos para la determinacion de

aluminio se presenta en la Tabla 2.5.

Todo lo expuesto pone de manifiesto la necesidad de poner a punto otros métodos
electroquimicos que ofrezcan la posibilidad de cuantificar el aluminio a bajos niveles
de concentracion y que ofrezcan ventajas adicionales sobre los anteriormente men-
cionados. Seria importante contar con métodos electroquimicos alternativos para la

determinacion de aluminio en aguas y muestras de interés bioldgico o ambiental.

En este sentido la utilizacion de electrodos serigrafiados modificados con enzimas se
presenta como una alternativa de interés en la puesta a punto de sensores desechables
para la determinacion de aluminio. Cabe destacar que en la literatura consultada no

se reporta ninglin biosensor enzimatico para la determinacion de aluminio en aguas.

44 Miriam Barquero Quirds



001}

-9JUIS [BUSI OPEZITeIP o SOd . N 021A
‘o1qerod en3e ‘oorond s8 SAA 0 N,-01x68 401X © | uoqres op
[6€1] | op soueSio ‘ofjaqe) edop-] Opona9y Add
(IA)OW . . . N 01xI (AV)
[8z1] £ (A “(DuzZ SY | AOESO | NG OIXO9 | g gy | rumezie apwRTOIA | SIND/HAD ASVSPY
g . . W, 0Ixp 1 | (SHV)waIs [93-jos 0a11A
[Lg1] | POPOP SUASIIA s AY0 W01x8 e 0lxb S euLezi[e 9p ofoy uoqie) Add
(vs
D3V/BY W -V () 091uQj[ns-¢-eu
o[qeod endy A 90 LOIX6'SEQ -ournbenuerxoIpiyip uoqIed ap
[szil (IIDed -7'1 opy 0pOxdAT eLnoworeduwy
S'L
sore)
-uorquie A wmoﬁwo o1 A W ,-01x0¢> o @w (HQO) eseuas
[sc1] Iq 1so[org 9 -01x08®B0€ | -oiprysep ojewen[o AANH dda
(vs
SISI| ) ) N4 0TxT'T -V (@) 0o1uQj[ns-¢-eu
~gIp Op SOPENUAIUO)) AGO™ | WgOIXOE | fgpxgrg | -oumbenuerxoipryip
[vzil (IDuz -7°1 op1oy dANH ASSPY
$eoNQIUIS SeI30] 408
[9€1] | -o1q sensonw £ ensSy SA A TE'T- (AN eurgourdoroN HAWH AST
. HOS s4 N (01xST
[ger] | °8E A sowouinry 0L agrr- | EOEe Tonon uoaydny) HaWH ASSPV
’U
-110 ¢ - BIOUDIL :
eet] ..&%ww wwwa o $8 | ASTIT | W0IxL€E Eom%% b (dd)
. JojeSoxd op ofoy HANH ASSPYMS
-1)9Juls Jew 9p eny
SolswITe ‘SeSo1 o | W01x0T | IFNOWIV £ (OAd) | eueiquow
[zr1] ] a N 5-01x9°8 2, 01%0'] O[IUIA 9P 0INIOPIOJ | 9P JOSUdS BLIOWOIOU0J
. : N 0101 ouoqres
[1p1] | EoUPHeInS enSy AOO | WGODOT | g Gy BuIIXORWOH ap wised AMS
oorueu
PEN| SBI)SINJAI SEUIJI)UY Hd [enud0g ao1 ap mwm«m UQIBIYIPOIA 0po.)IH BIIUI ],

OluIWN[E 9p UQIORUIULIOJOP [ Bied seorurnbo1jod[o seorud ] 'S 7 Blqe L

45

Miriam Barquero Quiros



_"0S “fON ‘,"HN .3 “,eN W 4.01x 01 (SUAS)
%00 IN“(IDeg ‘(IDad | $'8 . N (.0T*8'€ e 0Ix0'1
so[enjeu sendy A_N:wm_ “apur ez e |z A09°0 N, OIX1°S WN,01x0'] -o_mWowMMM:/ HANWH ASSPY
l621] ‘(Imed “(aned ‘(D3N -4 €. 0Ix0'1 '
. ) . ) N, 01%€'6 (ADd) 1099180
[per] | SESOnOU SENSONA (MDA (ADA) $9 | A060T | WGOIXL'E |y e | -ondopuwopory | JAWH AST
‘se1o[[es ‘seLy sey . 408 54 . N ¢.0TxS'T
~ered “ued ‘0 Zow 'S q- | WS0DX0E | O uorydny HaNH ASSPY
[zz1] : v A8I'T 1-0Ix¥'L
. . . N 4.01x¥ Seu
loz1] dlqeiod endy T6 | AS88L0 | IN,OIXI' v, 01x0'f | -wempopofoy | TAWH | ASPVAS
SISI[BIP . . . . N ,.01xT'1 A
[€21] | -owoy op ugronjog (1D “(ed 0L | AOET W ODL %t uonoydny HANH | oovms
- (SYAS)
"OAQIU 3P SENSANIA (14 Sy | AL90- | WOIxS'S OIxI'L €0 S owor AANH ASSPY
[1e1] 9 -0[0S 9p ©JO[OIA
oI 103V/3V W OTXLE (SYUAS)
-I[eIpoway op enSy e s W OEXTT ® m.ﬁ: b L SY owo HAWH | ASSPVdd
lostl | A 09°0- o -0]0S 9P BIO[OIA
(oud ap A4 9¢ | AOEE0- N ,4.01x9€0 [11 0Zeudsry HANH ASSPY
[e€t] | semSe g/c1 W) | (1D ,,0n owod (1A)N >
[ze1] I 0TxS'T wm%mxxw m uor[jesowny AANH ASSPY
oL ) . N ,.01%68°'6 (ADd) 1099380
ecy] | 2P ense ud sorerom IA)D $'S A 080 e WS <661 | -ondopwmoors | AGNH | ASSPVAQ
S3JeI0} YOI (Imvus N OTX66Z
[DH ‘olojeroqe| ‘(o (o ‘(amas 9 | A0SO0- N (-0 x¥ e ,\mz 10°0 epruexoni( AdNH ASSPY
lop1] |  openSe ‘seyereq (DINC“(MoD (1o s
0d1uI
PEM | SBAISINA SBIURIIJIdUL Hd [enuAod ao1 ~eurp o3uey UONBIYIPOIAI opoNNH BIIUI T,

'$'7 BIQEL B[ 9P UQIOBNUNRUO))

Miriam Barquero Quirds

46



4. Sensores electroquimicos serigrafiados

4.1. Biosensores amperométricos

Un biosensor se puede definir como la uniéon de un transductor y una unidad especi-
fica de reconocimiento bioldgico. La clasificacion de los biosensores puede realizar-
se desde dos puntos de vista diferentes. Una clasificacion mas general y logica es
aquella basada en la naturaleza del proceso biologico. Pueden clasificarse en dos
grandes grupos [143]:

a) Biosensores cataliticos, cuyos receptores pueden ser enzimas, tejidos o microorga-
nismos.

b) Biosensores de afinidad, entre los que se encuentran los inmunosensores, los ba-

sados en quimiorreceptores y los que utilizan acidos nucleicos.

Una segunda clasificacion es la que se basa en el fundamento del transductor. Aten-

diendo a este criterio, los biosensores pueden clasificarse en:

a) Electroquimicos, que a su vez se dividen en potenciométricos, amperomeétricos y
conductimétricos.

b) Opticos, que pueden ser espectroscopicos de absorcion, fluorimétricos o fosfori-
métricos y otros.

¢) Térmicos.

d) De masa.

Los biosensores electroquimicos poseen una serie de ventajas: las medidas electro-
quimicas pueden ser realizadas en volimenes pequefios pudiendo aplicarse a la mo-
nitorizacion “in vivo”. La sefial eléctrica puede ser transducida de acuerdo con la

velocidad de reaccidn y este hecho permite cuantificar productos “online” o “in situ”.

Los limites de deteccion que se obtienen, del orden de 10-9 mol L-1 y 10-6 mol L-1 son
adecuados para la deteccion de numerosos analitos de interés. La instrumentacion
electroquimica es simple y de bajo coste, con capacidad de inclusion en sistemas
integrados, facilidad de automatizacion, versatilidad que permite el disefio a la carta,

integracion del sistema de tres electrodos en un solo dispositivo, el consumo de reac-
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tivos es minimo y estos son poco contaminantes, pero debido a su pequeiio tamafio la

instrumentacion asociada debe ser muy sensible.

Las técnicas electroanaliticas poseen una baja selectividad comparadas con otras
técnicas analiticas, este inconveniente se elimina mediante la incorporacion de un
sistema selectivo de reconocimiento bioldgico. Los biosensores amperométricos en-
zimaticos retnen la especificidad de las enzimas con la simplicidad de los transduc-

tores amperométricos.

Los biosensores amperométricos mas utilizados son los electrodos enzimaticos y
registran corrientes faradaicas debidas a intercambios electronicos entre el sistema
bioldgico y un electrodo mantenido a un potencial constante. El buen funcionamiento
de un biosensor depende de la inmovilizacion de la enzima sobre el transductor como
primer tipo; manteniendo su estabilidad. Los métodos de inmovilizacion comprenden
métodos fisicos, como adsorcidon o atrapamiento, y métodos quimicos, como unidon
covalente y entrecruzamiento. Otra forma de inmovilizar es polimerizar capas suce-
sivas en una disolucion que contiene la enzima o atraparla en una membrana de

Nafion [144].

El segundo tipo de inmovilizacién, la inclusioén de la enzima en la matriz del trans-
ductor, se usa para la fabricacion de electrodos enzimaticos compositos, consiste en
preparar una mezcla de la enzima y grafito en polvo, que es el transductor, a la que se
agrega un aglutinante. Se homogeneiza la mezcla para formar una pasta de carbono
modificada y se coloca en un molde con un contacto eléctrico. Con este procedimien-
to se obtienen biosensores con un depodsito tridimensional de enzima, enzimas o me-

diadores.

Existen tres generaciones de biosensores amperométricos los que se clasifican por la

manera de transferir electrones entre el electrodo y la enzima [145]:

e La primera generacion incluye a los que estdn 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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e La segunda generacion incorpora un mediador que se encarga de la transfe-
rencia electronica entre el centro redox de la enzima y el electrodo, minimi-
zando la competencia con el cofactor, el mediador debe tener un bajo poten-
cial redox para minimizar las interferencias. Se pueden clasificar en transpor-
tadores naturales como la ubiquinona, citocromo c y artificiales como ferro-

ceno y tetratiofulvaleno (TTF).

e La tercera generacion de biosensores enzimaticos, es aquella donde la trasfe-
rencia de electrones entre el centro activo de la enzima y la superficie del
electrodo se realiza de manera directa [146], debido a que el centro redox en
la mayoria de las enzimas no estd expuesto, la transferencia electronica es

muy dificil entre el centro redox y la superficie del electrodo.

Por su tamafio los biosensores amperométricos pueden construirse con minielectro-
dos serigrafiados o bien con electrodos sélidos convencionales inertes de carbdn,

carbon vitreo, oro y platino.

Una clasificacion general de acuerdo con el material empleado en el electrodo esta

descrita en [147]:

e FElectrodos basados en polimeros donde se usa una pelicula polimérica para
inmovilizar la enzima [148].

e Electrodos de pasta de carbono [149] y carbon vitreo [150].

e FElectrodos basados en nanomateriales [151, 152], debido a que estos propor-
cionan alta actividad catalitica por su tamafio.

e FElectrodos basados en mono capas autoensambladas (SAMs), que son en-
sambles moleculares ordenados formados por adsorcion de un surfactante ac-
tivo sobre una superficie solida [153]. Las SAMs de alkanotioles sobre oro y
sistemas basados en silano son las mas empleadas, aunque se han obtenido
monocapas de tioles con platino.

e Electrodos serigrafiados [154], son biosensores desechables con usos clinicos,
ambientales e industriales, confeccionados por la impresion sucesiva de dife-

rentes tintas sobre una superficie solida. Las técnicas empleadas en la cons-
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truccion de sistemas integrados son las fotolitograficas de pelicula delgada
(thin film) y serigraficas de pelicula gruesa (thick film).

e Electrodos basados en peliculas de Langmuir—Blodget [155]: son peliculas ul-
tradelgadas altamente organizadas que se forman en la interfase agua-aire y

pueden crecer por sucesivos depositos de las monocapas.

Como se puede ver, los principios de la deteccion junto con la gran variedad de en-
zimas empleadas, las técnicas de inmovilizacion enzimatica, los tipos de electrodos
empleados, la incorporacion de nanomateriales en los electrodos; hacen la aplicacion

de una clasificacion general muy dificil.

4.2. Electrodos serigrafiados

El problema mas comun de las técnicas electroquimicas que emplean los electrodos
solidos convencionales es la falta de reproducibilidad de los resultados, lo que fun-
damentalmente se debe a la dificultad de tener superficies electrodicas exactamente
iguales para cada medida. Los electrodos de gota de mercurio son los que han pre-
sentado menores problemas en este sentido, pero su toxicidad justifica la busqueda

de otras alternativas.

La sustitucion de los cléasicos electrodos y celdas por dispositivos serigrafiados

desechables aporta numerosas ventajas:

e Permite disponer de electrodos idénticos, por lo que se mejora la reproducibi-

lidad con un esfuerzo mucho menor.

e Al ser electrodos desechables evitan todo el proceso de limpieza habitual en

los electrodos solidos.
e Los electrodos se pueden construir de acuerdo con las caracteristicas de cada

problema de andlisis, pudiéndose seleccionar la composicion de los electro-

dos al imprimir la pasta elegida modificada convenientemente (con enzimas,
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agentes complejantes etc.), aumentando asi la afinidad con el analito que se

investiga. De igual manera, pueden incorporarse nanomateriales.

e Un gran nimero de unidades de tres electrodos de pequefio tamafo, se im-
primen simultineamente en una hoja de celulosa por medio de unas pantallas
predisefiadas que tienen grabado el circuito elegido (forma y tamafo del sis-
tema de los tres electrodos). Estas unidades se conectan facilmente a un po-
tenciostato portatil, constituyendo asi un medio adecuado para hacer analisis
“in situ”. Seran por tanto susceptibles de ser aplicados en la construccion de
“biosensores de bolsillo” similares a los que utilizan los enfermos de diabetes

para el control de la glucosa.

En la actualidad, esta tecnologia se estd empezando a aplicar con notable éxito a la
construccion de electrodos para la determinacion de moléculas de interés biologico,
pesticidas, metales pesados, insecticidas, sulfuros y otras sustancias contaminantes o
de interés en diversos campos [156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163,164, 165]. Una
revision bibliogréafica en la que se muestra las aplicaciones de los electrodos serigra-
fiados en diversos campos ha sido realizada [166]. El hecho de que la “tinta” o pasta
de impresion pueda ser modificada con particulas metélicas, mediadores, biocompo-
nentes etc., permite la construccion de sensores y biosensores especificos y desecha-
bles de gran utilidad. A pesar de que hay un creciente interés por este tipo de disposi-
tivos, son muy pocos los grupos de investigacion que se dedican a la construccion de

los mismos por las dificultades que lleva consigo el proceso.

4.2.1. Elaboracion de electrodos serigrafiados

En la construccion de los electrodos serigrafiados se emplean tres tipos de materia-
les: el sustrato, las pastas o tintas y el material sensor en el caso en que se trabaje con

electrodos de trabajo modificados.
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El sustrato es el material de soporte sobre el que se imprimen los elementos funcio-
nales del sensor. En general, el sustrato debe ser robusto, de bajo coste, ser compati-
ble con los demas elementos del sensor y por supuesto ser de un material inerte. Los
materiales mas utilizados son la cerdmica de alimina y el PVC, pero pueden em-
plearse también acero esmaltado, policarbonato o bien una cartulina recubierta con

pintura acrilica.

En cuanto a las pastas o tintas, existe una gran variedad de ellas y muchas se pueden
obtener de casas comerciales especializadas que ofrecen productos con una amplia
gama de propiedades fisicoquimicas (viscosidad, conductividad, resistencia térmica,
resistencia al agua, etc.). Sin embargo, se realizan modificaciones en las mismas de

acuerdo con el objetivo analitico deseado.

Comunmente, las pastas contienen un agente aglomerante (vidrio pulverizado, resi-
nas, etc.), disolventes (etilenglicol, ciclohexanona, et.) y los aditivos que le confieran
sus caracteristicas funcionales. Si se requiere una pasta conductora se agregan meta-
les pulverizados como platino, plata/paladio, carbono dopado con rodio o platino e

incluso pastas de grafito.

Por otra parte, en caso de ser necesario el uso de pastas dieléctricas debe incorporarse
aditivos basados en Oxidos metélicos o agentes aglomerantes de caracter aislante,

como la alimina.

Finalmente, el material sensor puede incorporarse directamente en la pasta, o es po-
sible fijarlo a la superficie del electrodo empleando otros procesos de inmovilizacion
como adsorcion, entrecruzamiento, enlace covalente, etc. En los dos casos es preferi-

ble aplicar estos materiales en las ultimas etapas del proceso de fabricacion.

Las laminas utilizadas en este caso son de PVC con unas dimensiones de 30 mm x 15
mm x 0.5 mm. Para construir los electrodos se emplearon cuatro pantallas diferentes
con el disefo correspondiente. El procedimiento seguido, para construir los electro-

dos empleados, fue el siguiente:
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1. En primer lugar se deposita una capa de plata o de carbono para proporcionar
conductividad eléctrica a los electrodos. Tras depositar esta capa se deja curar
durante 15 minutos a una temperatura de 90° C. Sobre uno de los electrodos,
concretamente el de la derecha del sistema, no se deposita posteriormente nin-
guna capa adicional, constituyendo este electrodo el contraelectrodo del siste-

ma.

2. En segundo lugar mediante el serigrafiado de una capa Ag/AgCl se imprime el
electrodo de referencia, (electrodo de la izquierda en la figura). Una vez depo-

sitada se realiza el mismo proceso de curado que en la etapa anterior.

3. A continuacion se deposita una capa de grafito en la parte central del sistema,
lo que constituye el electrodo de trabajo. También en este caso se realiza la

etapa de curado del electrodo.

4. Finalmente, toda la superficie, excepto el area de los tres electrodos y los con-
tactos eléctricos situados en la parte superior del sistema, se recubre con una
capa de aislante. Esta capa en funcion de las caracteristicas de la tinta emplea-
da puede requerir una etapa de curado a temperatura elevada, o puede ser sufi-

ciente secarla a temperatura ambiente.

La Figura 4.1 muestra un diagrama esquematico de las etapas de preparacion
enumeradas anteriormente junto con la depositacion de nanoparticulas y la inmo-
vilizacidén de enzima sobre un electrodo serigrafiado, en la Figura 4.2 se muestran
distintos electrodos construidos por el grupo de investigacion de la Universidad
de Burgos por medio del procedimiento ya descrito, en la Figura 4.3 se muestra

el detalle de un sistema de tres electrodos.
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Fundamentos tedricos y antecentes bibliograficos

Figura 4.1.1. Capa conductora sobre sustrato de PVC y contraelectrodo, 2. Impre-
sion de electrodo de Ag/AgCl, 3. Impresion de electrodo de trabajo, 4. Capa aislante,
5. Deposito de nanoparticulas, 6. Inmovilizacién de enzima.

Figura 4.2. Tipos de electrodos serigrafiados fabricados de acuerdo con el procedi-
miento descrito.
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Figura 4.3. Diagrama del sistema electrodico usado en un electrodo serigrafiado de
carbon. 1. Electrodo de referencia; 2. Electrodo de trabajo de carbdn; 3. Contra elec-
trodo; 4. Conexiones eléctricas; 5. Capa aislante dieléctrica.

Estos electrodos serigrafiados (SPEs) pueden utilizarse sin modificar, o modificados
con peliculas de metales, nanomateriales o biomoléculas. A continuacion se descri-

ben someramente estos tipos.

4.2.2. Tipos de electrodos serigrafiados

La elaboracion de electrodos modificados desechables es sin duda uno de los objeti-
vos mas importantes del empleo de esta tecnologia. No obstante, algunos trabajos
muestran que el uso de los electrodos serigrafiados no modificados, representa una
alternativa extremadamente atractiva frente al uso de los electrodos convencionales
de mercurio, carbono vitrificado, metales nobles y pasta de carbono en electroanali-

sis.

En la bibliografia se encuentran referencias en las que se utilizan electrodos serigra-
fiados sin modificar para el analisis de metales. Como por ejemplo, se ha determina-
do plomo y plata a nivel trazas usando voltamperometria de redisolucion adsortiva
[167]. Asimismo, se ha llevado a cabo el anélisis de cobre en muestras de agua y sue-

ro de bovino.

Miriam Barquero Quiros 55



Otro campo de aplicacion de este tipo de electrodos es el analisis de compuestos de
interés farmacoldgico. De esta manera, se ha determinado aurotiomalato [168], em-
pleado en el tratamiento de artritis reumatoide, en muestras de orina, empleando
electrodos serigrafiados de pasta de carbono. Otra aplicacion interesante es la pro-

puesta [169] para el anélisis de vitamina B, en muestras alimentarias.

La mayoria de los electrodos serigrafiados se construyen utilizando pasta de carbono,
pero también existen trabajos descritos en los que el electrodo de trabajo se serigrafia
utilizando pastas de metales nobles como oro y plata. De este modo, se consigue de-
terminar plomo y otros metales potencialmente toxicos [170] y arsénico [171] me-
diante un electrodo de oro, al igual que se analiza plomo [172] usando un electrodo

serigrafiado con pasta de plata.

Desde hace algunas décadas hay un creciente interés en la utilizacion de electrodos
modificados. Modificar un electrodo consiste en introducir y controlar nuevas pro-
piedades fisico-quimicas a un electrodo inerte mediante acoplamiento de especies
quimicas activas a su superficie. Las posibles modificaciones se pueden clasificar de

acuerdo con el material empleado en las siguientes:

e SPEs modificados con peliculas de metales como:
Hg
Au
Ag
Ni
Bi
e SPEs modificados con nanoparticulas metélicas de:
Pt
Au
Ag
Pd
Rh

e SPEs modificados con enzimas
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Los procesos de modificacion mas comunes implican la depositacion de una pelicula
metalica o enzimas. La modificacion de los electrodos serigrafiados puede realizarse
durante la construccion de los mismos, incluyendo el aditivo modificador en la pro-
pia tinta, como en el caso de los mediadores electroquimicos o bien de forma poste-

rior.

Peliculas Metalicas

Este tipo de modificacion, en la que se deposita una fina capa de mercurio sobre un
electrodo de grafito, es una de las mas utilizadas. Los electrodos asi modificados se
utilizan fundamentalmente para la determinacion de metales, que se pueden analizar

facilmente mediante técnicas de redisolucion.

Una de las primeras aplicaciones de este tipo de electrodos fue el analisis de plomo a
nivel de trazas mediante voltamperometria de redisolucion y potenciometria [173].
Desde entonces numerosos autores han dedicado sus investigaciones al andlisis de
metales como zinc y cadmio [174, 175] empleando electrodos serigrafiados modifi-

cados con pelicula de mercurio.

Debido a la toxicidad del mercurio, como ya se dijo, su incorporacion en sensores
puede provocar problemas ambientales, por lo que la modificacion de los electrodos
con peliculas de otros metales menos contaminantes esta cobrando un creciente inte-
rés. Por esta razon uno de los metales mas utilizado para la modificacion de electro-

dos serigrafiados ha sido el bismuto.

Los electrodos modificados con pelicula de bismuto han sido utilizados sobre todo
para el analisis de metales pesados. Un ejemplo de la aplicacion de este tipo de elec-
trodos es la determinacioén simultanea plomo y cadmio empleando cronopotenciome-
tria [176]. También se han empleado otros metales para modificar la superficie de los

electrodos como oro [177] y niquel [178].
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Nanoparticulas

El disefio de nuevos materiales a nanoescala ha adquirido una gran importancia en
los ultimos afos debido a su gran variedad de aplicaciones en diversos ambitos. En-
tre estos materiales, las nanoparticulas metéalicas son de gran interés debido a sus

importantes propiedades y multiples aplicaciones.

Enzimas

Las enzimas se han utilizado en la construccion de biosensores porque a pesar de su
elevado coste de extraccion, aislamiento y purificacion, se unen rapidamente y de

forma selectiva a los analitos.

Las enzimas son capaces de catalizar reacciones quimicas de manera especifica; esta
especificidad es la clave principal de sus uso en la construccion de biosensores ya
que las enzimas presentan una especificidad mucho mayor que la de los catalizadores
quimicos debido a que solo ciertos sustratos son capaces de acceder a los sitios acti-

vos de la enzima.

4.3. Nanomateriales

Las nanotecnologias se han convertido recientemente en uno de los retos mas intere-
santes para muchos investigadores de diversas areas entre las que se incluye la qui-
mica analitica. En los ultimos anos, la elaboracién de nuevos materiales a nanoescala
estd adquiriendo cada vez mas importancia debido a su gran nlimero de aplicaciones
en diversos campos [179]. El gran interés por los nanomateriales se debe a sus pro-
piedades Unicas, y también a la posibilidad de disefiar a medida el tamafio y la estruc-
tura de los mismos, lo que ofrece excelentes perspectivas para plantear nuevos siste-

mas analiticos con mejores posibilidades.

Desde el principio de los afios 90 existe un creciente interés en el estudio de la trans-

ferencia electronica entre diversos analitos y electrodos modificados con nanomate-
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riales debido a las favorables condiciones que presentan. Especificamente, la combi-
nacion entre nanomateriales y biomoléculas es de considerable importancia en los

campos de la biotecnologia y la quimica bioanalitica.

La utilizacion de nanomateriales en sensores y biosensores quimicos puede desem-

pefiar diversas funciones que se pueden resumir en las siguientes [180]:

e Inmovilizacidon de biomoléculas: Debido a su gran area y alta energia superfi-
cial, los nanomateriales pueden adsorber fuertemente biomoléculas y jugar un
importante papel en la inmovilizacion de éstas para la construccion de bio-
sensores. Existen muchos ejemplos descritos en bibliografia de inmoviliza-
cion de proteinas [181], enzimas [182], anticuerpos y antigenos [183] y ADN

[184 ] que permiten la construccion de biosensores de gran sensibilidad.

e C(Catalisis de reacciones electroquimicas: Este hecho ha permitido la deteccion
de sustancias como azlcares, aminoacidos, y especies de interés farmacologi-
co o medioambiental en concentraciones muy bajas de forma rapida y selecti-

va [185, 186, 187].

e Aumento de la transferencia electronica: Este aspecto es especialmente rele-
vante en los biosensores enzimaticos de tercera generacion. El aumento de la
transferencia electronica se pone de manifiesto en que la velocidad de transfe-

rencia electronica puede aumentar 7 veces [188].

e Marcado de biomoléculas: Las biomoléculas marcadas con nanoparticulas
metalicas pueden retener su bioactividad e interaccionar de la misma forma
que si no estuvieran marcadas. La posterior deteccion electroquimica de estas
nanoparticulas de metal facilita la determinacion de las biomoléculas [189].
Esta propiedad ha sido muy utilizada en la construccion de biosensores de

ADN [190].
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e Reactividad: Los nanomateriales presentan una actividad mucho mayor que
los correspondientes materiales, lo que se aprovecha para aumentar las posi-

bilidades de muchos biosensores [191].

La incorporacion de nanomateriales en los sensores electroquimicos se presenta co-
mo una via importante para abrir expectativas en la sensibilidad y selectividad de
estos dispositivos. Diversas nanoestructuras, uni, bi y tridimensionales, han sido in-
vestigadas para determinar sus propiedades y posibles aplicaciones en biosensores.
Estas estructuras incluyen peliculas, nanotubos, nanofibras, nanobarras y nanoparti-

culas. De todas ellas, las nanoparticulas metalicas han sido de las mas estudiadas.

4.3.1. Nanoparticulas metdlicas y nanotubos

La investigacion sobre la sintesis y propiedades de nanoparticulas de metales y de
semiconductores metalicos ha dado lugar a numerosas publicaciones [192]. Diferen-
tes clases de nanoparticulas, incluso la misma clase en ocasiones, pueden jugar pape-
les diversos en elementos sensitivos tales como sensores enzimaticos, inmunosenso-
res y sensores de ADN [193, 194]. Generalmente las nanoparticulas de plata tienen
excelente conductividad y propiedades cataliticas, lo que las hace adecuadas para
actuar como soportes electronicos, aumentando la transferencia electronica entre
centros redox en proteinas y en superficies electrodicas, y como catalizadores, in-

crementando la velocidad de las reacciones electroquimicas.

La posibilidad de obtener electrodos modificados con nanoparticulas de distintos
metales ha sido objeto de atencion en los Ultimos afios. Las nanoparticulas de oro,
plata, paladio y platino se han convertido en las mas utilizadas para la modificacién
de electrodos debido a su facilidad de obtencion, estabilidad y amplio rango de apli-
caciones. Nanoparticulas de otros metales como niquel, cobre y hierro son mas difi-
ciles de obtener y utilizar debido a su relativa facilidad para oxidarse tanto en el aire
como en solucion. Sin embargo, se han desarrollado agentes protectores y estabili-

zantes que permiten su utilizacion [195, 196].
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En la bibliografia aparecen numerosos métodos que describen la sintesis de nanopar-
ticulas metalicas en disolucion, asi como la depositacion sobre superficies sélidas.
Estos incluyen sintesis quimica por medio de reduccion con diferentes reactivos
[197], la luz ultravioleta o la irradiacion de haz de electrones [198] y métodos elec-
troquimicos [199]. Estos tltimos proporcionan alternativas faciles y rapidas para la
preparacion de electrodos de nanoparticulas metalicas. La combinacion de la electro-
deposicion y los procesos de impresion esta empezando a proporcionar una produc-
cion de sensores electroquimicos que poseen actividad catalitica. Los sensores fabri-
cados por este proceso presentan limites de deteccidon mas sensibles respecto a los

electrodos sin modificar.

La incorporacion de nanoparticulas de Au y Pt SPCE se aplica a la determinacion de
H,0, [200]. EI poli(L-lactato) estabiliza las nanoparticulas de oro cuando se utiliza
para modificar los electrodos SPCE para la deteccion de As(IIl) por DPASV. La sen-
sibilidad es tan buena que detecta As(IIl) a nivel de pg/L y proporciona un método

directo y selectivo para determinar As(III) en aguas naturales [201].

También se han preparado electrodos de pasta de carbono modificados, introducien-
do metales coloidales en la pasta [202]. Recientemente se ha descrito la modificacion
de electrodos serigrafiados con nanoparticulas metélicas [203, 204] siendo esta op-

cion de gran interés debido a multiples aplicaciones de este tipo de electrodos.

Este tipo de particulas ha encontrado aplicacion en muchas formas de seguimiento de
esquemas bioldgicos [205]. Numerosas revisiones bibliograficas ponen de manifiesto
la utilidad de los sensores electroquimicos modificados con nanoparticulas metalicas
para el andlisis de biomoléculas, elementos contaminantes etc. [191, 206, 207, 208,

209, 210,211].

También nanoestructuras tridimensionales como los nanotubos de carbono (CNTs),
son particularmente atractivas en la deteccidon bioelectronica. Debido a su alta rela-
cion superficie/volumen, su conductividad electronica estd influenciada por pequefias
perturbaciones en la superficie, como las asociadas al enlace o interaccién con ma-

cromoléculas. Ademas, son capaces de empaquetar un amplio nimero de elementos
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sensitivos en serie en una superficie reducida. Los nanotubos de carbono han genera-
do un considerable interés, debido a sus singulares propiedades mecénicas y a la tni-
ca estructura electronica del sistema © deslocalizado, accesible electroquimicamente
[212]. Los nanotubos de carbono pueden ser de una sola pared [SWCNT] o multipa-
red [MWCNT].

Los nanotubos de una sola pared poseen una nanoestructura ciclica formada por el
enrollamiento de una sola ldmina de grafito sobre un tubo. Los de multipared com-
prenden una serie de nanotubos de una sola pared que se sitian concéntricamente

como anillos en el tronco de un arbol.

Los trabajos existentes sobre el estudio de electrodos serigrafiados modificados con
nanoparticulas metalicas y otros materialeshan abierto grandes expectativas en este

campo [213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222].

4.3.2. Electrodos enzimdticos y nanomateriales

Los electrodos enzimaticos han sido ampliamente usados para el seguimiento de un
gran numero de substratos de interés clinico, agroalimentario y medioambiental. El
uso combinado de nanoparticulas y enzimas ofrece una amplia oportunidad de reco-

nocimiento molecular [223].

La necesidad de poner a punto sensores especificos que permitan llevar a cabo anali-
sis selectivos de distintas sustancias organicas como aditivos, farmacos, drogas, y
otras sustancias de interés bioldgico, etc. en muestras complejas ha dado lugar en los
ultimos afos al desarrollo de distintos sensores electroquimicos entre los que desta-
can los biosensores con transductores electroquimicos. Los elementos biologicos més
utilizados en la construccion de los biosensores son las enzimas [223, 224, 225, 226,

227, 228].

Efectivamente fue demostrado por primera vez en 1962 que una enzima podia ser
integrada en un electrodo para formar un biosensor, y desde entonces el desarrollo de

estos dispositivos ha hecho considerables progresos [229, 230]. Las ventajas asocia-
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das con estos mecanismos son su alta selectividad, la simplicidad de uso, asi como la

posibilidad de desarrollar sistemas de andalisis compactos y portatiles.

Sin embargo, la inmovilizacién de biomoléculas en microelectrodos, suele implicar
la disminucién de sus propiedades de reconocimiento biologico, y es €ste el proble-
ma mas importante que se presenta en el desarrollo de estos dispositivos miniaturiza-
dos. En la busqueda de soluciones a este problema, la inmovilizacion de biomolécu-
las en peliculas electropolimerizadas estd incrementando su importancia [231, 232,
233, 234]. Efectivamente, la formacion de capas de polimeros de espesor controlado
electroquimicamente, es una alternativa no manual y posee una mayor reproducibili-
dad en la respuesta del biosensor resultante. Este procedimiento, que ha recibido una
importante consideracion debido al incremento de la demanda de biosensores minia-
turizados [235, 236, 237] implica el atrapamiento de biomoléculas en polimeros or-
ganicos durante su electrogeneracion en la superficie electrdédica. La formacion del
polimero se lleva a cabo por electrdlisis, a potencial controlado, de una solucioén

acuosa conteniendo monoémeros y biomoléculas.

Frente a métodos que implican la adsorciéon de mondmeros y biomoléculas antes de
la etapa de electropolimerizacion [238], otros métodos, implican inicialmente la elec-
tropolimerizacién de polimeros conductores funcionalizados. En estos casos el enla-
ce de las biomoléculas a las superficies poliméricas se obtiene por injerto quimico o
por afinidad de la biomolécula al grupo funcional [239, 240, 241, 242]. Comparado
con el atrapamiento fisico de las enzimas en peliculas de polimeros tales como poli-
pirrol, politiofeno, poliacetileno o polianilina, este método preserva mejor el acceso
del sustrato a la biomolécula inmovilizada, facilitando las interacciones intramolecu-
lares. Sin embargo, la cantidad de biomoléculas inmovilizadas se restringe en este

caso a una monocapa en la interfase polimero-disolucion.

Se ha realizado una interesante revision de los polimeros conductores mas frecuen-
temente utilizados en la construccion de biosensores [243]. Uno de los polimeros
mas empleado es el polipirrol (PPy), por lo que aparecen descritos en la bibliografia
diversos métodos para la formacion electroquimica del mismo [244, 245, 246, 247,

248, 249, 250].
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4.4. Técnicas de inmovilizacion enzimatica

Una etapa clave en la construccion de un biosensor es la inmovilizacion del elemento
de reconocimiento sobre la superficie del transductor, este puede actuar como un
soporte o bien participar en la sefial de transduccion, como cuando se incluyen me-

diadores de redox.

Las técnicas mas usadas para la inmovilizacion son la adsorcion fisica, la encapsula-
cion, el atrapamiento, el entrecruzamiento y la formacion de enlace covalente. La
seleccion del procedimiento depende de la naturaleza de la enzima, el tipo de trans-
ductor, las propiedades fisicoquimicas del analito y las condiciones de trabajo del
biosensor.

En general los métodos de inmovilizacion pueden clasificarse en dos grupos que son

la adsorcidn fisica y la inmovilizacion quimica.

La adsorcion fisica se logra por simple deposicion, atrapamiento o inclusion del ele-
mento bioldgico en una superficie o en una matriz de gel, en tanto que en la inmovi-
lizaciébn quimica se consigue por entrecruzamiento en una matriz polimérica o la
formacion de un enlace covalente entre la enzima y un reactivo que a su vez se en-

cuentra retenido sobre la superficie.

La inmovilizacion de la enzima es el proceso, por el cual se localiza la enzima en una
region del espacio para originar formas insolubles que retienen su actividad bioldgica
y pueden reutilizarse. Es el proceso mas importante en la construccion de un biosen-
sor, debido a que la enzima debe retener su actividad catalitica y con ella la sensibili-
dad, durante el tiempo de vida de la aplicacion propuesta. Como ventaja de la inmo-

vilizacion se obtiene una mayor estabilidad.

Sin embargo la inmovilizacion presenta algunas desventajas debido a que ocurre una
pérdida de la actividad enzimatica durante el proceso de inmovilizacidn, se presenta
un cambio en la configuracion inicial de la enzima, ademads el procedimiento de in-
movilizacion puede cambiar los parametros aparentes de la reaccion catalizada por la

enzima, comparados con su comportamiento en una disolucion homogénea. Es un
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sistema heterogéneo debido a que se presentan diferentes tipos de unidon enzima-

superficie.

Se presentan los métodos de inmovilizacion mas comunes en la Figura 4.4.

Técnicas de inmovilizacién enzimatica
f I
1

‘ Inmovilizacion quimica

Adsorcion fisica

T

Atrapamiento por

5 Sk Entrecruzamiento
inclusion

Formacion de enlaces
‘ covalentes

‘ Carbodiimida —

|- CONH- [ENZIMAJ——

‘ Grupo-azo = =——

‘- R-N=N- Tyr- [ENZIMAJ]——

 Azilazida

11 OCH,CONH - [ENEIVA}—

Figura 4.4. Técnicas para lograr la inmovilizacion enzimatica.

4.4.1. Adsorcion fisica

En la adsorcion, la enzima se une a un soporte sin funcionalizar mediante puentes de
hidrégeno, fuerzas de Vaan der Waals, interacciones idnicas, hidrofobicasy atraccion
electrostatica. Es el método mas simple y menos desnaturalizante y se realiza por

medio de la colocacion de la enzima sobre el electrodo serigrafiado [251, 252, 253].
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Los principales factores que controlan la adsorcion son:

El didmetro de poro que debe ser cercano al doble del tamafio del eje mayor de la
enzima.

El pH del medio debido a que controla la cantidad y naturaleza de las cargas sobre la
enzima y la superficie.

La fuerza i6nica ya que al aumentar la fuerza ionica se produce la desorcidon, debido
a que los 1ones compiten con los sitios de adsorcion de la enzima.

La presencia de iones que actiien como cofactores de la enzima, ya que estos pueden

aumentar la fuerza idnica.

Como ventajas de este tipo de inmovilizacion pueden mencionarse:
e Preparacion sencilla, bajo coste.
e Se puede usar en condiciones muy suaves.
e Causa poco o ningun cambio en la conformacion de la enzima y no modifica
su centro activo.

e [Estabilidad de las uniones con bajo contenido acuoso.

Como desventajas de este método o de inmovilizacion pueden mencionarse:

e Se deben optimizar las variables de adsorcion.

e Launion a la superficie es poco estable desde el punto de vista mecanico.

e La unidn al soporte es débil y los cambios de pH, temperatura o la presencia

del sustrato en la disolucion la afectan.

Esta técnica es la menos empleada para fijar enzimas sobre los biosensores.
Dentro de la técnica de adsorcion se pueden emplear resinas de intercambio i6nico
con grupos funcionales y contraiones que pueden intercambiarse con iones de la di-

solucion, mejorando la estabilidad de la enzima sobre la superficie electrodica.
4.4.2. Atrapamiento con inclusion

La enzima queda retenida por inclusion fisica dentro de los intersticios de una matriz

porosa, en el interior de un polimero que puede fotopolimerizar [254] o polimeros
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como colageno, alginato, carragenina o resinas de poliuretano. El proceso de inmovi-
lizacion se lleva a cabo colocando una disolucion de la enzima en una disolucion del
mondmero, o bien, la enzima y mediadores, aditivos y mondémero se mezclan y de-
positan sobre el electrodo. La polimerizacion se logra con un cambio de temperatura,
irradiacion con luz UV, de nedn, o adicidon de un reactivo quimico que inicie el pro-
ceso [255, 256]. Es un procedimiento sencillo, que requiere poca cantidad de enzima,
esta no sufre cambios estructurales. Por otro lado las condiciones del proceso de po-
limerizacion deben ser establecidas, verificdndose que el proceso no altere la activi-

dad enzimatica.

4.4.3. Microencapsulacion

Esta técnica consiste en rodear las moléculas de enzima con membranas semi-
permeables que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de la
enzima. Las membranas pueden ser obtenidas con surfactantes, denominadas micelas
reversas o por medio de la polimerizacion interfacial. En este caso se originan parti-

culas esféricas de didmetro menor a 100 pm.

Se pueden microencapsular diversas enzimas, biomoléculas, células de tejidos, para
lograr reacciones secuenciales. Por otro lado se necesitan elevadas concentraciones

de enzima en disolucién para aplicar esta técnica.

4.5. Inmovilizacion quimica

Son los métodos mas utilizados y de los que existe mayor informacion. Con ella se
logra aumentar la estabilidad enzimatica, disminuir de la inhibicidon, minimizar la
contaminacion por bacterias y mejorar el intervalo de pH en el que la enzima tiene
una actividad optima. Sin embargo, de la eleccion del soporte y del método de inmo-

vilizacion depende la posterior actividad enzimatica.

El soporte elegido debe poseer resistencia mecanica y quimica y ser facilmente sepa-

rable del medio liquido para poder ser utilizado de nuevo.
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Los soportes pueden clasificarse en organicos, inorganicos. A su vez, los soportes
organicos pueden ser:

Polimeros naturales o polisacaridos como celulosa, almidon, dextranos, agar, quitina,
quitosano, también proteinas fibrosas como colageno o queratina.

Polimeros sintéticos pueden ser acrilicos como poli y metacrilatos o poliacril amida,
poliolefinas como poliestireno u de otros tipos (alcohol polivinilico, poliamidas, vi-
drio poroso).

Por su parte los soportes inorganicos pueden ser:

Naturales como arcillas (silicatos, bentonita).

Manufacturados como vidrio poroso, silica gel, 6xidos metalicos.

Las enzimas se pueden unir a estos soportes por adsorcion fisica, como se dijo antes

o enlace covalente.

4.5.1. Enlace covalente

Este método de inmovilizacidon entre el transductor y enzima, estd basado en la acti-
vacion de los grupos del soporte para que reaccionen con los grupos nucleofilicos de
las proteinas. La inmovilizacion covalente puede modificar la configuracion de la
enzima conduciendo a una mejor actividad y mayor estabilidad [257]. De los ami-
nodcidos presentes en las proteinas los que participan en la unioén covalente son lisi-
na, histidina, arginina y cisteina y en menor grado la metionina, arginina, triptéfano y
los 4cidos aspartico y glutamico. Los otros aminoécidos por su caracter hidrofobo no
estan expuestos en la superficie de la proteina y no pueden formar uniones covalen-

tes.

Se debe controlar el pH y la fuerza i6nica de la disolucion, pero se consiguen uniones
muy estables que mantienen la actividad enzimatica. Como ventaja, elimina la difu-
sion, inestabilidad y agregacion que puede ocurrir en el atrapamiento o en las técni-
cas de adsorcion. El desempefio de la enzima con diversos métodos de inmoviliza-

cion ha demostrado que el enlace covalente es mas sensible [258].
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Dentro de ellos se encuentran:

M¢étodo de la carbodiimida para union a grupos acidos del soporte.

La enzima reacciona con carbodiimida para producir un derivado acilisourea que
reacciona con la enzima. Los aminoécidos de la enzima que reaccionan preferente-
mente son lisina, tirosina, cisteina, serina y metionina. La adicion de un derivado de
N-hidrosuccinimida durante la etapa de formacion del soporte, mejora la selectivi-
dad, debido a la formacion del ester de N-hidrosuccinimida que forma un enlace

amida con los residuos de lisina.

R
I
NH
0 I
+ |l — | — €00C
R,—N=C=N-R, |-C—OH I
NH*
I
R
R
I
NH NHR
| I
| — COOC + NH, —[ENZIMA| - | — CONH — [ENZIMA]+ 0=C +H*
|l I
NH* NHR
|
R

Método de la unidn acil-azida para unién a grupos acidos del soporte.

Se lleva a cabo en dos pasos

1. Activacion del soporte para obtener un grupo acil-azida.

|| — OCH,COOH—|| — OCH,COOCH; —— || — OCH,COONHNH,
HCl

NaNOz
|| — OCH,COONHNH,— || — OCH,CON;
HCI

Miriam Barquero Quiros 69



2. Ataque nucleofilico a la acil-azida para producir un enlace amida. En este caso son

mas reactivos los aminoacidos con aminas primarias.

|| — OCH,CON; + NH, — [ENZIMA] - || — OCH,CONH — [ENZIMA

Unio6n por la formacion de un grupo azo.

1. Se genera un grupo azo sobre el soporte.

NaNoO,
R—Ar—NH,—/ —R—-Ar —N;Cl_
HCI

2. Se une posteriormente a la enzima a través de un residuo de tirosina y se evita el

entrecruzamiento de enzimas.

—R —Ar — N3 Cl™ + HO — Ar — [ENZIMA| > —R — Ar-N = N — Ar(OH) — |[ENZIMA

4.5.2. Entrecruzamiento

Se produce debido a que se generan enlaces covalentes entre moléculas de enzima
(intermoleculares) y entre estas y el soporte [259]. Se obtienen altas cantidades de
enzima inmovilizada. La técnica del entrecruzamiento hace a la enzima muy resisten-
te a los cambios de pH y temperatura. Las redes que se forman impiden el acceso del
sustrato al centro activo de la enzima, por lo que se puede producir una disminucién
de la actividad enzimatica [260]. Se usan reactivos bifuncionales entre ellos glutaral-
dehido, diazobencina, hexametileno-bis(iodoacetamida), bis(N-hidroxisuccinimidil)
ditiopropionato [261]. Otra forma de inmovilizar es la enzima es por la unién cova-

lente de grupos amino con metacrilatos [262].

El entrecruzamiento con glutaraldehido es un método muy simple y rapido [263]. Es

conveniente para evitar la pérdida de la actividad enzimatica, emplear una proteina
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extra como la albumina de suero bovino (BSA) que es rica en lisina, para producir el

entrecruzamiento entre el BSA y la enzima y evitando cruces enzima-enzima .
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5. Biosensor for aluminum (III) based on its inhibition of
a-chymotrypsin immobilized on a screen-printed carbon electrode

modified with gold nanoparticles






5. Determinacion de Al(III) por medio de un biosensor de a-quimotripsina con

benzoil tirosina etil ester como sustrato

En este capitulo se propone la puesta a punto de un biosensor para la determinacion
de AI(III) basado en la inhibicion de la enzima quimotripsina con el objeto de pre-
sentar por primera vez una determinacién electroquimica de aluminio utilizando
electrodos distintos a los convencionales de mercurio, ni usara reactivos complejan-

tes y presentara limites de deteccion similares a los obtenidos por estos métodos.

En este caso la inmovilizacion de la enzima se llevo a cabo utilizando un procedi-
miento de encapsulacion—polimerizacion para obtener la fijacion de la enzima usan-
do alcohol polivinilico. El electrodo serigrafiado de carbdn, se habia modificado pre-
viamente depositando nanoparticulas de oro. Este tipo de modificacion conlleva una
mejora de la sensibilidad del método y permite realizar determinaciones precisas y
estables, estudidndose también la posibilidad de aplicarlo a muestras de agua potable.
Como sustrato se utilizé benzoil tirosina etil ester (BTEE), cuya sefal de oxidacion
fue afectada por la presencia de iones Al(III) produciéndose un decrecimiento’en la
corriente amperométrica. Las condiciones de optimizacién de la senal fueron estable-

cidas y se procedio a la validacion del biosensor.

El método fue exitosamente aplicado a la determinacion de Al(III) en agua de grifo y
a un material de referencia certificado, recuperandose el valor reportado por el mate-

rial certificado.

Este trabajo se ha publicado como “Biosensor for aluminium(III) based on its inhibi-
tion of a-chymotrypsin immobilized on a screen-printed carbon electrode modified
with gold nanoparticles”, en Microchim. Acta (2012) 179:65-70, ademas se ha pre-
sentado en forma de un poster “Desarrollo y caracterizacion de un biosensor de a-
quimotripsina para la determinacion de aluminio”, en el XIX Congreso de la Socie-

dad Iberoamericana de Electroquimica, Alcald de Henares, Espana 2010.






5.1. Introduction

Aluminum is an element of indubitable importance in the world today. It has been
demonstrated that several neurological disorders, such as Alzheimer’s disease, are
linked to the presence of aluminum [1]. On the other hand, the content of this metal
in natural waters is increasing due to acid rain, which causes the dissolution of the
soil aluminum in the earth’s crust. Thus, the development of methods for othe analy-
sis of aluminum at trace levels has become a topic of increasing interest. The usual
determination of aluminum in aqueous solution has been performed by different
techniques including electrothermal atomic absorption spectrometry [2—5] and fluo-
rescence spectroscopy [6]. These techniques imply a high cost level of instrumenta-

tion and expertized manipulation.

The application of electroanalytical techniques to the analysis of trace elements can
provide an interesting alternative to the traditional spectroscopic methods. Together
with the recognized advantage of the relatively low cost of electrochemical instru-
mentation one should bear in mind the high sensitivity of some of these methods [7—
30]. Many of these electrochemical procedures are based on the use of mercury elec-
trodes, which present a high level of toxicity [7—22], and the others are based on
complex electrode modification procedures [23—30]. Nowadays, the use of sensors
based in enzymatic modified electrodes as transducers in amperometric and potenti-
ometric techniques has opened important perspectives in the development of numer-
ous biosensors for the determination of many kinds of analytes [31, 32]. Aluminum,
such as other metals, can actuate as an enzyme inhibitor. This phenomenon, when is
used to determine these hazardous toxic elements, offers several advantages, such as
high sensitivity and specificity [33, 34]. It is well known that aluminum presents an
inhibition effect on a-chymotrypsin activity [35]. Chymotrypsin, a member of the
large family of serine proteinases, specifically cleaves peptide bonds on the carboxyl
side of phenylalanine, tyrosine, and tryptophan residues and plays an important role
in protein digestion [36]. In this way, N-Benzoyl-L-tyrosine ethyl ester (BTEE) can
be hydrolyzed by a-chymotrypsin to N-Benzoyl, L-Tyrosine and ethanol. This en-
zymatic reaction can be followed by amperometry, since its products can suffer elec-

trochemical reactions. The presence of aluminum leads to a decrease in the enzymat-
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ic activity and, as a result, a lower quantity of products is liberated. Therefore, a de-
crease in the amperometric signal obtained is observed, which can be related to the

concentration of aluminum.

The possibilities of the amperometric biosensors can be increased by means of re-
placing the classical electrodes by disposable screen-printed electrodes (SPEs). SPEs
present important advantages, such as elimination of memory effects in the analysis
at trace levels and their particular interest for in situ determinations. The construction

of SPEs involves the printing of different inks on planar ceramic or plastic supports.

The great flexibility of SPEs resides in their high number of possible modifications.
In fact, the composition of the inks used in the printing process can be modified by
adding substances of a very different nature, such as metals, enzymes, polymers,
complexing agents etc. Furthermore, the possibility of modifying the electrodes also
exists once they have been constructed through the deposition of this kind of sub-
stances onto the surface of the electrode [31, 37]. An interesting form of SPEs modi-
fication consists of the incorporation of metallic nanoparticles on the working elec-
trode surface. Due to their reduced size, metallic nanoparticles exhibit important
physical and electrical properties which make them very useful for the construction

of more sensitive electrochemical sensors and biosensors [38, 39].

In this work disposable a-chymotrypsin based amperometric biosensors were utilized

for the inhibitive determinationof aluminum.

5.2. Experimental Section

5.2.1. Reagents

Several inks were used in the fabrication of SPEs, namely Electrodag PF-407 A (car-
bon ink), Electrodag 6037 SS (silver/silver chloride ink) and Electrodag 452 SS (die-
lectric ink) supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The Netherlands). All solu-

tions were prepared with purified water supplied by TKA Purification System, in-
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verse osmosis, with a UV lamp irradiation system. o—chymotrypsin enzyme (57.24

U/mg) and BTEE were purchased from Sigma, (Steinheim, Germany).

Bovine serum albumine (BSA) and fully hydrolyzed polyvinyl alcohol (PVA) 5%
w/v used in the immobilization of the enzyme were obtained from Sigma (Steinheim,
Germany) and J.T. Baker (Deventer, The Netherlands), respectively. Hydrogen te
trachloroaurate (III) trihydrate (HAuCly) was purchased from Sigma—Aldrich (Sig-

ma—Aldrich, Steinheim, Germany).

Stock standard solutions of Al, Fe, Cu, Sn, W, V, Mo and Cr were prepared from
Merck (Titrisol solutions, Merck Darmstadt, Germany), 0.1 M acetate buffer from
acetic acid and sodium acetate (Suprapur, Merck, Darmstadt, Germany) and 0.1 M

KCI (Merck, Darmstadt, Germany) solutions were used as supporting electrolyte.

Aluminum solutions used for spike were prepared from High Purity Standard

(Charleston, SC, USA) confirmed against standard reference material SRM 3101.

5.2.2. Equipment

Hand-made 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.

Electrochemical measurements were made with an Autotolab 128 N electrochemical
system with GPS software (Echo Chemie, Utrech, Netherlands).

pH measurements were carried out with a Daigger (Illinois, USA) pHmeter 5000.

5.2.3. Construction of the biosensors

5.2.3.1. SPEs preparation

The construction of the hand-made SPEs used in the determination of aluminum
(Figure 5.1) was based on printing successive layers of different inks onto a polyester

strip substrate. Four different screens with appropriate stencils were used to transfer
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the required design following the printing procedure described in previous works

[40, 41].

@
©) ®

Figure 5.1. Diagram of the screen printed electrodic system used.1. Reference elec-
trode; 2. Working carbon electrode; 3. Counter electrode; 4. Electrical connections;
5. Dielectric insulating layer.

5.2.3.2. Electrode cleaning and nanoparticles deposition.

The working electrode surface was activated by recording 30 cycle voltammograms

between 1.8 V and —1.8 V, scan rate 100 mV s ', in a 0.1 M KCl solution [42].

Metallic gold nanoparticles deposits were obtained by direct electrochemical deposi-
tion on the carbon working electrode surface, using a 0.1 mM solution of HAuCly in
0.5 M H,S0,. The deposition was performed by applying a potential of +0.18 V dur-

ing 15 s under stirring conditions [43].

5.2.3.3.a-chymotrypsin inmobilization in AuNPs/SPCEs

Enzyme was immobilized by entrapment with PVA on the surface of gold nanoparti-
cles modified screen printed carbon electrodes (AuNPs/SPCEs). The optimum im-
mobilization process was reached by mixing 15 puL of a 30 mg mL™" of enzyme solu-

tion, 7.5 uL of a 1.7% (w/v) BSA solution, 9 puL of a 5% (w/v) PVA and 7.5 pL of a
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pH 7.8 Britton-Robinson buffer solution. Then, 10 pL of this mixture was dropped
onto the working electrode surface. Immediately afterwards 3 pL of enzyme solution
were placed over the mixture. Next, the electrode was kept at laboratory ceiling fluo-
rescent lamp for 2 h, at room temperature [44]. Finally, the electrode was stored for
24 h at 4 °C before first use and between calibration settings. Under these storage

conditions the developed biosensor showed a good stability for more thanl month.

5.2.3.4 Aluminum determination procedure

The a-chymotrypsin biosensor was placed in the electrochemical cell containing 5.00
mL of acetate buffer solution. An adequate potential was applied and, once a steady-
state current was set, a defined amount of BTEE stock solution was added to the
measuring cell. A large oxidation current was observed due to the addition of BTEE,
and then once a plateau corresponding to the steady-state response was reached
again, fixed portions of the aluminum stock solution were added consecutively. The
addition of aluminum solution resulted in a current decrease proportional to the

amount of metal added.

Enzyme electrodes were conditioned in an acetate buffer solution for 5 minutes be-

tween each calibration setting.

5.3. Results and discussion

The a-chymotrypsin/AuNPs/SPCE biosensors produce an amperometric signal,
which is sensitive to the concentration of BTEE, as is shown in Figure 5.2. Inset

shows amperometric inhibition current vs. concentration plot of AI(III).
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Figure 5.2. Amperometric recording performed with a-chymotrypsin/AuNPs/SPCE
by means of consecutive additions (1-8) of 100 uL de AI(III) 3.7x10* M, [BTEE]
1.6x10* M; NaOAc buffer pH 6.8, Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl. Inset: calibration
curve corresponding to this amperogram.

Aluminum inhibition action was quantitatively evaluated determining the difference
between the steady-state current in the absence of aluminum (Iy) and the steady state
current in the presence of aluminum (I). The parameterAl (Ip-1) depends on BTEE
concentration, applied potential (Eap) and pH of the buffer solution. Different exper-

iments were carried out in order to optimize all this variables.

The effect of applied potential was studied by means of the analysis of the am-
perometric response at potentials ranging between +0.6 V and +1.0 V. A high quality
amperometric signal at +0.8 V was obtained, so this potential was taken as the opti-
mum. A pH range between 6 and 9 was also checked obtaining a value of 6.8 as the
optimum taking into account the best stability conditions for the enzyme. Finally, the

influence of the concentration of BTEE was studied in the concentration range from
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0.05 mM up to 0.3 mM. A concentration of BTEE of 0.16 mM was found to give a

high inhibition response of aluminum.

The inhibitory effect of aluminum ions on the response of the a-chymotrypsin bio-
sensors was investigated following the method of Lineweaver-Burk [45, 46]. It can
be seen in Figure 5.3 that the studied inhibition process follows an uncompetitive

behavior.

/A(AY)

¢ BTEE, Chymotrypsin
and Al

¢ BTEE, Chymotrypsin

' rOE+H0— .
3. E+04 2E+04 0E+00 2E+04 3.E+04

1/[BTEE ] (Lmol™?)

Figure 5.3. Lineweaver-Burk plot of a-chymotrypsin/AuNPs/SPCE biosensor with-
out aluminum and in presence of aluminum, NaOAc buffer, pH 6.8, Eap = +0.8 V vs.
Ag/AgCl.

5.3.1. Calibration and limit of detection

A linear dependence between Al and the aluminum concentration has been observed
in the concentration range from 6.7 pM to 52.4 uM. The calibration equation ob-

tained in this range was Al = 3.54x10™ [AI(III)] + 5.22x10™° (R*=0.99) as showed in
Figure 5.2.

Several calibration curves were carried out under the optimum conditions in order to

evaluate figures of merit, such as precision and limit of detection.The limit of detec-
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tion (LOD) under the optimum working conditions was determined from the standard
deviation of calibration curves (Sy/x) using the criteria 3Sy/x. In Table 5.1 are shown
calibration parameters used to estimate limit of detection and quantification (LOQ)
of the method. Their values were 3.6x10° for detection limit and 1.2 x10~ for quan-

tification limit respectively.

Table 5.1. Parameters of AI(III) calibration curves performed in order to estimate

LOD and LOQ of the method.

Calibration LOD LOQ Slope Intercept Sy/x R?
(M) (M) [A/M] (A)

I 3.3x10°° 1.10x107 1.10x10%  6.55x10®  1.25x10° 0.996
I 3.9x10° 1.30x10°  3.36x10°  1.90x10°  4.46x10” 0.994
111 3.6x10° 1.20x10°  4.67x10*  1.21x10*  5.60x10™"° 0.995
Mean 3.6x10° 1.2x107

SD 3.0x107 1.0x10°°

RSD 8.3 8.3

5.3.2. Precision

This parameter was calculated in terms of repeatability and reproducibility. The re-
peatability of successive amperometric measurements with the same electrode sur-
face was tested, conditioned for 5 min in a stirred acetate buffer solution, pH 7.8,
between experiments. Sets of three successive calibrations for aluminum were real-
ized yielding a relative standard deviation (RSD) for their slopes of 5.0%. Calibra-

tion parameters used to estimate repeatability of method are shown in Table 5.2.
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Table 5.2. Calibration parameters obtained in order to assess the repeatability of o.-
chymotrypsin/AuNPs/SPCE biosensor (at 0.8V vs. a Ag/AgCl SPE in supporting
electrolyte pH 6.8).

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)

I 4.669x10™ 1.21x10 5.6x10™"° 0.995
I 4.352x10™ 6.43x10” 6.2x10™" 0.995
11 4.246x10™ 1.16x10° 1.0x10° 0.990

Mean 4.422x10™
SD 2.2x107

RSD 5.0

Likewise, the reproducibility of the amperometric signal was checked using the
slopes of five regressions carried out with different electrode surfaces. The RSD val-
ue obtained was 6.4%. These results suggest that the fabrication procedure of a-
chymotrypsin based biosensors is reliable, and allows reproducible electroanalytical
responses to be obtained with different electrodes constructed in the same manner.
In Table 5.3 are shown calibration parameters used to assess reproducibility of a-
chymotrypsin biosensor. These precision values are suitable because biosensors are

discarded after use.

Table 5.3. Calibration parameters obtained in order to assess the reproducibility of
o-chymotrypsin/AuNPs/SPCE biosensor (at +0.8V vs. Ag/AgCl SPE in supporting
electrolyte pH 6.8).

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)

I 3.636x10™ 3.88x10” 5.0x10™ 0.994
I 3.525x10™ 1.34x10" 4.8x10™"° 0.990
I 3.858x10™ -6.41x10™"° 8.5x10™° 0.990
v 3.455x10™ 7.15x107 5.7x10™"° 0.990
\Y 3.241x10™ 8.15x10” 4.4x107"° 0.990

Mean 3.543x10™
SD 2.3x10°

RSD 6.4
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5.3.3. Trueness

Trueness was evaluated by means of analysis buffer solution, spiked with a standard
aluminum solution. The method showed a satisfactory value for this parameter since
the aluminum added concentration value (1.38x10°M) was in good agreement with
the found concentration value (1.4x107+ 0.1) M (n=3, a = 0.05). The average recov-
ery for this analysis was 102.5% with a RSD of 5.2 %. Calibration parameters ob-

tained in order to asses trueness of method and recovery are shown in Table 5.4

Table 5.4. Parameters of calibration curves performed in order to to estimate Al(III)

concentration added to buffer solution.

Calibration Added Found Recovery  Slope Intercept Sy/x R

M) ™M) % [A/M] (A)
I 1.38x10° 1.52x10°  103.6  7.781x107 1.19x10% 9.7x10™° 0.991
1l 1.38x107° 1.48x10°  107.2  4.352x10™ 6.43x10” 6.2x10™° 0.995
I 1.38x10° 1.31x10° 967  5.976x10* 7.82x10° 1.1x10° 0.990
Mean 1.43x10°  102.5
SD 1.1x10° 5.3
RSD 7.7 52

5.3.4. Accuracy

The accuracy of the developed method was evaluated by means of the analysis of a
certified material [SRM High Purity Standards, Lot Number 1121015, (1000 + 3) mg
L']. The aluminum mean concentration quantified by the developed procedure,
(1012 £ 34) mg L (n = 3; a = 0.05), matches the certified value of the sample con-
sidering the associated uncertainty expressed as mean deviation; recovery of SRM
was 100.9% with RSD of 4.4%. In Table 5.5 are shown calibration parameters neces-
saries to estimate SRM spiked to buffer solution, and in Table 5.6 is shown SRM
recovery. Therefore, the described method is both accurate and suitable for alumi-

num analysis.
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Table 5.5. Parameters of calibration curves performed in order to to estimate Al(III)

SRM (1000 + 3) mg L' spiked to buffer solution.

Calibration Pendiente Intercepto Sy/x R’
[A/M] (A)
I 2.26x107 1.76x107 9.9x10” 0.994
11 2.02x107 8.71x107 1.0x10°® 0.990
11 1.37x107 6.24x10” 1.4x10°® 0.990

Table 5.6. Recovery of AI(III) SRM (1000 + 3) mg L' spiked to buffer solution.

Calibration Added Found SRM SRM Recovery

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) %

I 1.17 1.23 10.52 1052 105.2

I 1.17 1.18 10.12 1012 101.2

I 1.17 1.12 9.63 963 96.3

Mean 1.16 1012 + 34 100.9
SD 0.05 4.5
RSD 4.4 4.4

5.3.5. Analytical application

The developed disposable biosensor was used in the direct analysis of aluminum in a tap
water sample by standard addition. A value of (1.50x10°+ 0.03) M, (n = 3; a = 0.05) in
amperometric cell with RSD of 2.9 % was obtained. Applied dilution factors gave a con-
centration of 4.02x10* M in tap water. Table 5.7 shows the calibration parameters for the

estimation of AI(III) tap water concentration.
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Table 5.7. Parameters of calibration curves performed in order to estimate AI(III)

concentration in tap water.

Calibration Concentration Slope Intercept Sy/x R2 Tap water
M) [A/M] (A) M)

I 1.52x10°  4.361x10°  6.62x10%  9.8x10” 0980 4.07x10"

I 1.45x10°  3.883x10° 5.62x10°  2.8x10°  0.997  3.89x10"

111 1.53x10°  2.777x10°  4.24x10%  4.7x10” 0.989  4.10x10"*

Mean 1.50x107 4.02 x10™

SD 4.4x107

RSD 2.9 2.9

5.3.6. Interferences

The possible effect of the presence of potentially interfering ions in the solution was
analyzed. Cu(Il), Fe(Ill), Mo(VI), V(IV), W(VI), Cr(VI), Sn(II), Cd(II), Hg(l),
Pb(II), Co(II), Ca(II), Mg(II) and Ni(II) were studied. As it can be seen in Figure 5.4
the highest interference effect was found for Mo(VI). However, none of the metal
ions analyzed showed an inhibition effect as higher as aluminum effect at a low con-

centration level.

04

Cument (uA)

0.1

Ni (II) Co (1) Hg (I Mg (I} Ca (II) Pb (II) Cd (II) Fe(Ill) Cu(ll} Sall) W(VD) V(IV) Mo(VI) Cr(VI) AKIII)

Figure 5.4. Inhibition current of a-chymotrypsin modified SPCE in presence of:
Ni(Il), 7.3 uM; Co(Il), 6.9 uM; Hg(Il), 1.0 uM; Mg(Il), 6.8 uM; Ca(Il), 7.5 uM;
Pb(Il), 8.3 uM; Cd(I), 6.0 uM; Fe(Ill), 7.0 uM; Cu(Il), 5.9 uM; Sn(Il), 7.5 uM;
W(VI), 3.9 uM;V(IV), 7.3 uM; Mo (VI), 7.8 uM; Cr(VI), 4.1 uM; Al(IID), 7.0 pM;
[BTEE] 1.6x10™ M; NaOAc buffer pH 6.8; Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl.
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5.4. Conclusions

The use of a-chymotrypsin based inhibitor biosensors using AuNPs/SPCEs allows
selective amperometric determination of aluminum. The biosensor reproducibility
and repeatability were studied obtaining values of RSD for the slopes of several cali-
brations and were lower than 7%. The method developed in this work presents sever-
al important advantages, including: sensitivity, disposability, ease-of-use and envi-
ronmentally friendly determination for the analysis of aluminum. Moreover, this
work presents a motivating feature. It presents for the first time that AI(III) can be
electrochemically analyzed without a previous complexation process, which could be

suitable in some applications.

The biosensor was analytical characterized trough performance parameters. The de-
tection limit of 3.6x10° M and quantification limit of 1.2x10™ M, allow determina-
tion of low amounts of aluminum. The repeatability of 5.0% and reproducibility of
6.4% of this biosensor are good. The mean recovery was 102.5% with a RSD of 5.3
%. The SRM recovery was 100.9% with a RSD of 4.4%. These values are good for
the concentration level tested. Analytical applicability of method tested was showed

analyzing tap water with RSD of 2.9%.

Linear ambit of calibration curves of aluminum with a-chymotrypsin allows the
quantification of low amounts of aluminum. The procedure to link enzyme onto elec-
trode is very simple and offers advantage over other polymerization procedures used

to fix enzymes on electrodes.
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6. Biosensor for aluminum(III) based on a-chymotrypsin inhibition
using a disposable screen-printed carbon electrode and acetyl-

tyrosine ethyl ester as substrate






6. Determinacion de Al(III) por medio de un biosensor de a-quimotripsina con

acetil tirosina etil ester como sustrato

En este capitulo se aborda el desarrollo de un biosensor para la determinacion de
AI(III) basado en la inhibicion de la enzima quimotripsina empleando acetil tirosina
etil ester (ATEE) como sustrato, con el objeto de mejorar los limites de deteccion
obtenidos con el biosensor desarrollado en el capitulo anterior y que usa BTEE como
sustrato y plantear la posibilidad de aplicarlo a matrices diferentes. En este caso la
inmovilizacién de la enzima se llevo a cabo utilizando un procedimiento de encapsu-
lacidn—polimerizacion para obtener la fijacion de la enzima usando alcohol polivini-
lico. El electrodo de trabajo, se habia modificado previamente depositando nanopar-
ticulas de oro. Este tipo de modificacion ha demostrado una mejora de la sensibilidad
del método y permite realizar determinaciones precisas y estables, estudidndose tam-
bién la posibilidad de aplicarlo a muestras de vino blanco. Como sustrato se utilizd
acetil tirosina etil ester, cuya sefial de oxidacion fue afectada por la presencia de io-
nes Al(III) produciéndose un decrecimiento en la corriente amperométrica. Las con-
diciones de optimizacion de la sefial fueron establecidas y se ha procedido a la valida-
cion del biosensor. El método desarrollado se aplicd con éxito a la determinacion de
AI(IIT) en una muestra enriquecida de vino blanco. Los resultados obtenidos con-
cuerdan con el valor certificado, obteniéndose un excelente valor del porcentaje de

recuperacion.

Este trabajo se ha publicado como “Biosensor for aluminum(IIl) based on a-
chymotrypsin inhibition using a disposable screen-printed carbon electrode and ace-
tyl-tyrosine ethyl ester as substrate”, en Chemical Sciences Journal (2015) 6: 2.
Ademas se ha presentado en forma de la presentacion oral “Desarrollo y validacion
de un biosensor de a-quimotripsina para la determinacién de AI(IIT) con ATEE como
sustrato”, en el XXI Congreso de la Sociedad Iberoamericana de Electroquimica, La

Serena, Chile 2014






6.1. Introduction

Aluminum is an element of ubiquitous presence being linked to several neurological
disorders, such as Alzheimer’s disease [1-3]. Moreover, increasing aluminum con-
tamination due to industrial uses and clarification of tap water has augmented the
interest on the development of methods for the analysis of this element at trace lev-

els.

The determination of aluminum in aqueous solution has been traditionally performed
by electrothermal atomic absorption spectrometry methods using complexing agents,
long preconcentration time and sophisticated sample pretreatment. Another technique
frequently used in the determination of AI(III) is fluorescence spectroscopy [4],
which involves a high cost of analytical instrumentation. Electroanalytical techniques
allow to obtain low detection limits, however the high reduction potential of Al(III)
limits their applicability. Ion complexation with chelating agents [5-11] has been
presented as an interesting alternative to solve this problem. In this way, good results
have been obtained with Hg electrodes, however their use is beginning to be reduced
because of their toxicity and environmental issues. Amperometric biosensors consti-
tute a good alternative based on their sensitivity, selectivity and environmental
friendliness, accounting for their increasing analytical application in many fields [12,
13]. The amperometric biosensor response is influenced by pH, applied potential and
substrate concentration, thus the selection of proper conditions may considerably

improve its performance and stability.

Enzymatic electrodes performance is linked to an immobilization enzyme method
[14] that should not denature the protein nor modify its active site. An immobiliza-
tion method that achieves this goal is polyvinyl alcohol (PVA) encapsulation—
polymerization, which has led to the development of biosensors with high activity
and stability [15-17]. On the other hand, the performance of enzymatic electrodes is
improved with electrodeposited nanoparticles taking into account its increased use

[18-22].

Aluminum accelerates proteolysis of a B-amyloid peptide that initiates neuritic plates

in Alzheimer disease [23]. The different effects of aluminum on the binding of syn-
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thetic substrates and macromolecular inhibitors to a-chymotrypsin suggest the occur-
rence of an aluminum-linked conformational change in the enzyme and pH depend-
ence [24]. Other enzymes as calpains, which are Ca dependent, and cerebral cortex
catepsins are also inhibited by AI(III) [25]. Aluminum induces Tau protein phospho-
rilation and aggregation through a phosphate bridge [26] and also promotes aggrega-
tion of B-amyloid protein both present in neuritic plates [27-31]. Their inhibitor ef-
fect over neurofilament proteins suggests accumulation inside neuronal space after
aluminum administration [32]. Therefore, aluminum could affect proteases enzymat-
ic activity, modifying their enzymatic structure, interfering in the recognition process
of macromolecular inhibitors and altering the biochemical processes led by proteas-
es. Thus, the study AI(III) inhibitory effect on a-chymotrypsin using ATEE as en-
zymatic substrate is of great importance. In this way, aluminum behaves as an inhibi-
tor for a-chymotrypsin enzyme, which is a serine endopeptidase and hydrolyzes

ATEE producing acetyl tyrosine which can be oxidized at an electrode surface [33].

Determination of AI(III) through this method offers several advantages, such as high
sensitivity and low cost equipment. These advantages can be improved by using
screen-printed electrodes (SPEs) due to their disposable character and great versatili-
ty. This kind of biosensors offer low detection limits, narrower calibration range, and
uses a lower applied potential [34-35], being their disposability character, low cost
and environmental friendly very significants. Moreover, this work reports for the first
time the Km(app) (Michaelis Menten apparent constant) value of ATEE with and
without AI(III) by means of SPCEs. Finally, the influence of NaCl concentration

over noise and signal stability of biosensor electrode was determined.
6.2. Experimental Section
6.2.1. Reagents

In order to prepare hand-made SPCE several inks were used including Electrodag
PF-407 A (carbon ink), Electrodag 6037 SS (silver/silver chloride ink) and Elec-
trodag 452 SS (dielectric ink) from Acheson Colloiden (Scheemda, The Nether-
lands), in 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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TKA Purification System, inverse osmosis, with a UV lamp irradiation system was
used to supply purified water needed to prepare all solutions. a-chymotrypsin en-
zyme (57.24 U/mg) and ATEE were purchased from Sigma, (Steinheim, Germany,),
bovine serum albumine (BSA) and PVA fully hydrolyzed were obtained also from
Sigma (Steinheim, Germany). Hydrogen tetrachloroaurate (III) trihydrate (HAuCly)
was purchased from Sigma—Aldrich (Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany).

Titrisol solutions were used to prepare stock standard solutions of Al, Fe, Cu, Sn, Zn,
Co, Ni, Se Cr, Cd, Pb and Se and were from (Merck, Darmstad, Germany). Solutions
of V, Mo, W, Mg were acquired from High Purity Standard (Charleston SC, USA).
Ca solution used was obtained from Inorganic Ventures (Lakewood, New Jersey
USA). As and Hg solutions were prepared from Atomic Spectroscopy Standards so-
lutions (Perkin Elmer Co, Norwalk, USA).

Aluminum solutions used for spike and wine enrichment were from High Purity
Standard (Charleston, SC, USA) confirmed against standard reference material SRM
3101. 0.1 M acetate buffer was prepared from acetic acid and sodium acetate both
Suprapur, adjusted at pH 7.8 (Suprapur, Merck, Darmstadt, Germany). 10 mM CaCl,
from Merck (Darmstad, Germany) and 40 mM NacCl from J.T. Baker (Deventer, The

Netherlands), were used as support electrolyte.
6.2.2. Equipment

Autolab PGSTAT Echo Chemie 128 N with GPS software was used to record elec-
trochemical measurements from (Echo Chemie, Utrech, Netherlands). pH values
were adjusted with a pH meter Mettler Toledo SevenMulti, (Schwerzenbach, Swit-
wzerland).

Scanning Electronic Microscope S-3700 N Hitachi was used to take SEM pictures.

6.2.3. Screen Printed Electrodes Preparation

Inks used to construct hand-made SPCEs used in the determination of aluminum
were placed as successive layers on a polyester substrate. Four different screens with

appropriate stencils were used to transfer the required design following the printing
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procedure described in previous works [36, 37]. A picture of dimensions of the SPCE

used is shown in Figure 6.1.a
6.2.4. Modification of SPCEs with Gold Nanoparticles

Metallic gold nanoparticles (AuNPs) deposits were obtained by direct electrochemi-
cal deposition on the SPCE surface using a 0.1 mM solution of HAuCl, in 0.5 M
H,S0O4. The deposition was performed by applying a potential of + 0.18 V during 15
seconds under stirring conditions [38, 39]. Figure 6.1.b shows the described for-

mation of AuNPs on SPCEs.

Signal stability of enzyme a-chymotrypsin electrode was improved with AuNPs. In

this way, stability is better compared with enzyme electrode without gold nanoparti-

cles as it is shown in Figure 6.2.

Figure 6.1. a. Dimensions of screen printed electrode system used. b. Scanning elec-
tronic microscopy (SEM) picture of gold nanoparticles deposited on SPCE.
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Figure 6.2. Aluminum a-chymotrypsin inhibition curves without and with gold na-
noparticles, [ATEE] 2.0x10™ M; NaOAc, pH 7.8, 10 mM CaCl,, 40 mM NaCl; Eap
=+0.7 V vs. Ag/AgCl.

6.2.5. a-chymotrypsin immobilization on AuNPs/SPCEs

The enzyme was immobilized by entrapment with PVA on the surface of
AuNPs/SPCEs. The optimum immobilization procedure was reached by mixing 40
uL of a 30 mg mL ™" of enzyme solution, 20 uL of 1.7% (w/v) BSA solution, 24 uL
of'a 5% (w/v) PVA and 20 pL Britton-Robinson buffer solution at pH 7.8 [35]. Then,
10 pL of this mixture were placed on the working electrode surface. Immediately
afterwards 3 pL of enzyme solution were placed over the mixture. Once the aliquot
of the mixture used to immobilize the enzyme was deposited on the electrode surface
it was kept under laboratory ceiling fluorescent lamp (A 350-750) nm at 9x107 lux for
4 h at 24°C in air conditioned system and then stored for 24 hours at 4 °C before us-
ing and between measurements. These storage conditions allowed biosensors good

performance.
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6.2.6. Amperometric Determination of Aluminum

The a-chymotrypsin biosensor was placed in an electrochemical cell containing 5.00
mL of acetate buffer solution pH 7.8 with 40 mM NaCl and 10 mM CaCl, [40-42].
An adequate potential was then applied and once a steady-state current was estab-
lished, a defined amount of ATEE substrate was added to the cell. A large oxidation
current was observed due to the oxidation of the enzymatic reaction product after the

addition of ATEE substrate.

Once a steady-state current was set again, a selected volume of aluminum stock solu-
tion was consecutively added and a calibration curve was constructed. The addition
of aluminum resulted in a decrease of the amperometric response proportional to the

amount of metal added.

Enzyme electrodes were conditioned in the acetate buffer solution pH 7.8 between

each calibration set.
6.3. Results and Discussion

The a-chymotrypsin/AuNPs/SPCE biosensor produces an amperometric signal,
which is quantitatively related to the concentration of ATEE as shown in Figure 6.3.
The ATEE oxidation signal is considerably affected by addition of Al(III) producing
a decrease in its amperometric response which relates to Al(III) concentration.

In this way, AI(III) inhibition action was quantitatively evaluated by determining the
difference between the steady-stated current obtained for ATEE in absence of Al(III)
(Ip) and the steady-state current in the presence of AI(IIl) (I). The parameter AI(I-1)
presents a linear dependence in the AI(III) concentration range from 3.6 uM to 36

pM.
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Figure 6.3. Amperometric recording for addition of 100 ul of ATEE 0.010 M (1) and
consecutive aliquots of 50 uL. Al (III) 3.70x10* M (2-10) to 5.00 mL buffer solu-
tion, under the optimal conditions, supporting electrolyte NaOAc pH 7.8, 10 mM
CaCl,, 40 mM NaCl; Eap = +0.7 V vs. Ag/AgCl). Inset: calibration curve corre-
sponding to this amperogram.

6.3.1. Selection of experimental conditions

Aluminum inhibition effect was quantitatively evaluated by determining the differ-
ence between the ATEE steady-state current in the absence of aluminum (Iy) and the
steady-state current in the presence of aluminum (I). The parameter Al (Io- I) depends
on ATEE concentration, applied potential (Eap) and pH of the buffer solution. Dif-

ferent experiments were carried out in order to optimize these variables.

First, the effect of applied potential in the chronoamperometric response of the de-

veloped biosensor was studied. The inhibitive signal of Al(IIl) was analyzed using
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operational potentials ranging from +0.3 to +0.8 V at pH 6.8 and 7.8, recommended

for the a-chymotrypsin enzyme, as it is shown in Figure 6.4, parts a and b.

A high quality amperometric signal at +0.7 V was obtained, thus, this potential was

selected as the best value for the determination of aluminum.

The influence of pH was also studied in the range from 5.0 to 8.0. The results ob-
tained are shown in Figure 6 4, part ¢, obtaining a value of 7.8 as the most adequate
for Al(III) determination, taking into account the better stability conditions for the
enzymatic electrode. Higher pH values produce enzyme instability and aluminum

precipitation.

Finally, the influence of the concentration of ATEE was also studied in the range
from 0.10 mM up to 0.30 mM. As it is shown in Figure 6.4. part d, the current in-
creases in linear dependence with ATEE concentration, showing a tendency to sub-

strate saturation.

A concentration of 0.20 mM ATEE in cell was then found to give a high inhibition

response of aluminum, while upper concentrations were noisy.
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Biosensor for aluminum(III) based on a-chymotrypsin inhibition using a disposable
screen-printed carbon electrode and acetyl-tyrosine ethyl ester as substrate
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Figure 6.4. (a) Current response of ATEE with potential, pH 6.8 NaOAc, 10 mM
CaCl,, 40 mM NaCl; (b) Current response of ATEE with potential, pH 7.8 NaOAc,
10 mM CaCl,, 40 mM NaCl; (c) Current response of ATEE with pH in 10 mM CaCl,
and 40 mM NaCl, Eap =+0.7 V vs. Ag/AgCl; (d) Current response of ATEE concen-
tration pH 7.8 NaOAc, 10 mM CaCl,, 40 mM NaCl; Eap =+0.7 V vs. Ag/AgCL

6.3.2. Aluminum inhibition behavior

Experiments performed with this biosensor showed that addition of CaCl, and NaCl
improved stability of calibration curve. Therefore, their effect on the stability of the
biosensor was investigated following the method of Lineweaver-Burk. Measure-
ments were performed using NaCl concentrations ranging from 10 mM to 80 mM in
CaCl, 10 mM. Considering apparent Michaelis Menten (Km(app) values, signal sta-
bility, linearity and sensitivity of plots, concentrations of 10 mM CaCl, and 40 mM
NaCl were selected as the most suitable for the inhibitive determination of AI(III).
Figure 6.5 shows Lineweaver-Burk plots for NaCl increasing concentrations. The
results obtained indicate that slope and therefore Km(app) values increase with NaCl

concentration.
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Figure 6.5. Lineweaver-Burk plot for NaCl increasing concentration, pH 7.8
NaOAc, 10 mM CaCl,, Eap =+0.7 V vs. Ag/AgCl.

Once NaCl concentration was selected, at 40 mM, the inhibitory effect of AI(III) ions

on the response of the a-chymotrypsin biosensor was investigated following the

method of Lineweaver-Burk in presence of increasing amounts of inhibitor. The Km

value (1.17 + 0.06)x10™ found without AI(III) was lower than the one obtained in

presence of 100 pL of aluminum 3.70x10* M (2.41 + 0.07)x10™ and 400 pL of alu-

minum 3.70x10* M (4.52 + 0.31)x10™*. AI(IIT) presence increases slope and Km app

value and diminishes enzyme—substrate affinity. As it is shown in Figure 6.6 the

studied process resembles a competitive inhibition.
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Figure 6.6. Lineweaver-Burk plot showing competitive
chymotrypsin/ AuNPs/SPCE biosensor without and with Al(III), pH 7.8 NaOAc, 10
mM CaCl,, 40 mM NaCl; Eap =+0.7 V vs. Ag/AgCl.

6.3.3. Calibration and detection limit

inhibition for o-

As it has been mentioned above, Figure 6.3. showed a linear dependence between Al

and AI(III) concentration in a concentration range from 3.6 uM to 36 uM. The re-

gression parameters obtained for the calibration curve were Al = 0.0182 [AI(IID)] -

8.0x107°, (R* = 0.9976). Figures of merit such as precision and detection limit were

evaluated by means of calibration curves obtained at optimum conditions. Standard

deviation (Sy/x) of seven calibration curves was used to calculate limit of detection,

giving a value of (1.5 + 0.2) uM for this parameter under the optimum working con-

ditions, using 3Sy/x criteria. In a similar manner limit of quantification was calculat-

ed using 10Sy/x criteria giving a value of (4.9 £ 0.5) uM. In Table 6.1 are shown

calibration parameters obtained in order to estimate LOD and LOQ of the method.
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Table 6.1. Parameters of calibration curves performed in order to estimate detection

and quantification limit of the method.

Calibration LOD LOQ Slope Intercept Sy/x R’
M) M) [A/M] (A)

I 1.5x10°  5.1x10°  0.02327 6.14x107 1.0x10® 0.998
11 1.6x10°  43x10°%  0.01535 6.64x107 8.3x107” 0.997
11 1.7x10°  5.4x10°  0.02311 8.75x10° 1.3x10® 0.997
1\ 1.3x10°  5.6x10°  0.02279 3.52x10° 9.6x10” 0.998
\Y 1.2x10°  4.2x10°  0.01844 1.74x107 7.5x107 0.998
VI 1.5x10°  5.0x10°  0.02042 8.54x10® 1.0x107 0.998

VII 1.4x10°  4.8x10°  0.02454 1.21x107 1.2x10° 0.997
Mean 1.5x10° 4.9 x10°®

SD 1.7x107  5.1x107

RSD 11.7 10.5

6.3.4. Precision

This parameter was calculated in terms of repeatability and reproducibility. Repeata-
bility was carried out using the same electrode surface. In this way, several succes-
sive calibrations for AI(IIl) were tested. The electrodes were conditioned for 5
minutes in a buffer solution, pH 7.8, between experiments. The relative standard de-
viation (RSD) obtained for the slopes of the three curves with the same electrode was
8.2%. Likewise, the reproducibility of the amperometric signal was checked using
the slopes of five regressions carried out with different electrode surfaces. The RSD

reproducibility value obtained was 6.6%.

These results suggest that the fabrication procedure of the o-
chymotrypsin/AuNPs/SPCEs biosensors is reliable and allows reproducible electro-
analytical responses to be obtained with different electrodes constructed using the
method described in this work. Calibration parameters obtained to assess the repeat-
ability and reproducibility of method are shown in Table 6.2 and Table 6.3 respec-
tively.
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Table 6.2. Calibration parameters obtained in order to to assess the repeatability of
a-chymotrypsin/NPs/ATEE biosensor (Working potential, 0.7 V vs. a Ag/AgCl SPE;
pH 7.8).

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)
I 0.01671 6.53x107 2.0x10 0.990
I 0.01565 9.15x10° 1.4x10°® 0.990
I 0.01419 3.74x10™® 1.5x10° 0.990
Mean 0.01552
SD 1.3x107
RSD 8.2

Table 6.3. Calibration parameters obtained in order to assess the reproducibility of a-
chymotrypsin/NPs/ATEE biosensor (Working potential, 0.7 V vs. Ag/AgCl SPE; pH
7.8).

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)
I 0.02327 6.14x10* 1.2x10° 0.998
1T 0.02311 8.77x10°® 1.5x10°® 0.997
I 0.02042 8.54x10™ 1.0x10® 0.998
v 0.02279 3.52x10™ 9.6x10” 0.998
\% 0.02454 1.21x107 1.2x10°® 0.997
Mean 0.02282
SD 1.5%107
RSD 6.6
6.3.5. Accuracy

The accuracy of the developed method was evaluated by means of the analysis of a
standard reference material (SRM) High Purity Standards solution (Lot Number
1121015, (1000 £ 3) mg/L, confirmed against reference material SRM 3101 (lot

number 060502), spiked in white wine sample, using the standard addition method.
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Results are shown in Table 6.6. The aluminum average concentration quantified by

the developed procedure, (1025 + 45) mg/L (n = 4; a = 0.05), matches the certified

value of the standard reference material in agreement with aluminum stock concen-

tration, and mean deviation. Calibration parameters of calibrations realized in order

to estimate recovery of SRM are shown in Table 6.4. Recovery of SRM was 102.6%

with RSD 4.4% (Table 6.5). These results suggest that the developed biosensor

method with a-chymotrypsin enzyme is accurate and reliable for aluminum determi-

nation in white wine sample.

Table 6.4. Parameters of calibration curves performed in order to estimate Al(III)

SRM (1000 mg/L + 3 mg/L) AI(IIT) spiked to white wine sample

Calibration Slope Intercept Sy/x R?
[A/M] A)
I 0.02454 1.17x10°® 1.2x10 0.997
I 0.02153 1.29x107 1.0x10°® 0.997
11 0.01241 1.44x107 1.2x10°® 0.990
v 0.00946 8.13x10° 3.9x10” 0.998

Table 6.5. Recovery of Al(IIT) SRM (1000 + 3) mg/L spiked to white wine sample.

Added Found Recovery DF AI(II) DF DF

(M) (M) % (5200/100) mg/L (2/1)  (100/1)

I 3.558x10° 3.843x10° 108.0  1.998x10* 53957  10.791 1079
I 3.558x10° 3.453x10°  97.1 1.796x10"  4.8486  9.697 970
I 3.558x10° 3.673x10° 1032 1.910x10® 51573  10.315 1031
IV 3.558x10° 3.635x10° 1022  1.890x10* 5.1042  10.208 1021
Mean 102.6 Mean 1025

SD 4.5 SD 45

RSD 4.4 RSD 4.0
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6.3.6. Interferences

Interference study was performed comparing the percentage of inhibition showed by
the developed a-chymotripsine based biosensor in the presence of aluminum and
other foreign ions. Three concentration levels were tested, namely 107 M; 10* M
and 10° M. As it can be seen in Figure 6.7, the highest interference effect was found
for As(V); Cd(II) and Mo(VI) for the lowest level of concentration tested, but toxic
ions should not be naturally present in wine. Due to some proteases enzymes are ac-
tivated by Ca(II), this one is not a real interference, neither common ions as Mg(II)
and Fe(Il). At level of 10* M most interfering ions are As(V);Se(IV); V(V);
Mo(VI). At level of 10° M most interfering ions are Se(IV); V(V); Mo(VI) as is

shown in Figure 6.8.
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Figure 6.7. Inhibition percentage of current of a-chymotrypsin/AuNPs/SPCE in
presence of: Al(IIl), As(V), Zn(Il), Hg(Il), Sn(Il), Co(II), Cd(Il), Pb(Il), W(VI),
Se(IV), V(V), Mo(VI), Ni(Il), Ca(Il), Mg(Il), Fe(Ill), Cr(IIl), at 10° M; [ATEE]
2.0x10™* M; pH 7.8 NaOAc, 10 mM CaCl,, 40 mM NaCl, Eap =+0.7 V vs. Ag/AgCl.
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Figure 6.8. Effect of interfering ions on oa-chymotrypsin/AuNPs/SPCE biosensor
from 1.0x10° M to 1.0x10™ M; [ATEE] 2.0x10™ M; pH 7.8 NaOAc, 10 mM CaCl,,
40 mM NaCl, Eap =+0.7 V vs. g/AgCL

6.4. Conclusions

The development of a novel biosensor based on the inhibition of a-chymotrypsin
enzyme using AuNPs/SPCEs allows the amperometric determination of aluminum.
The biosensor precision was studied in terms of the RSD of the slopes of several cal-
ibrations resulting in a reproducibility value of 6.6%. The method developed in this
work presents several advantages, including lower detection limit, 1.5 uM, than other

previous described ones [34-35].

The cross linking and entrapment method with PVA allowed immobilizing the en-
zyme over the AuNPs/SPCE electrode surface. The optimum conditions for the best
amperometric response of ATEE were at working potential of +0.7 V and a pH value
of 7.8. In addition, the presence of Ca(II) and NaCl produce a stabilizing effect over
the amperometric signal; in this way concentrations of 10 mM of Ca(Il) and 40 mM
of NaCl resulted to be optimal considering sensitivity, stability and Km(app) values.

The Lineweaver-Burk plots obtained in the presence of Al(III) showed competitive
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inhibition and the performance of the developed biosensor was evaluated trough its
figures of merit that were adequate to quantify AI(III) at low concentration level.
Moreover, the analytical performance of the developed biosensor was demonstrated
by its application to the analysis of spiked white wine samples with a High-Purity
Standards stock solution. The recovery value (1025 + 45) mg/L obtained agreed with
the certified reported aluminum SRM value of (1000 £ 3) mg/L. Finally, the main
interferences at low level concentration included As(V), Cd(Il) and Mo(VI).

Overall, the ATEE substrate was suitable for quantitative determination of aluminum
using a SPE modified with AuNPs and a-chymotripsin enzyme. The developed
method presents a lower detection limit and uses a lower potential than other enzy-

matic methods for the analysis of Al(III).
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7. Determinacion de AI(III) por medio de un biosensor de acetilcolinesterasa con

ioduro de acetil tiocolina como sustrato

Con el objeto de mejorar el limite deteccion obtenido con biosensores basados en la
utilizacion de la quimiotripsina desarrollados en los capitulos anteriores, en éste se
propone la puesta a punto de un biosensor para la determinacién de AI(IIT) basado en

la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa.

En este caso la inmovilizacion de la enzima se llevd a cabo utilizando un enlace co-
valente para mejorar la fijacion de la enzima usando una carbodiimida. El electrodo
de trabajo se habia modificado previamente depositando nanoparticulas de oro. Este
tipo de modificacion conlleva una mejora de la sensibilidad del método y permite
realizar determinaciones precisas y estables, estudiandose también la viabilidad de
llevarlo a cabo en muestras de agua potable. Como sustrato se utiliz6 ioduro de ace-
tiltiocolina (ATI), cuya senal de oxidacion fue afectada por la presencia de iones
AI(IIT) produciéndose un decrecimiento en la corriente amperométrica. Las condi-
ciones experimentales de la sefial amperométrica fueron optimizadas y se procedio a

la validacion del biosensor.

El método desarrollado fue exitosamente aplicado a la determinacion of Al(II) en
muestras sintéticas y en agua potable enriquecida con material de referencia. Las
recuperaciones en ambos casos estdn acorde con el valor reportado por el material

certificado.

Este trabajo se ha publicado como “Acetylcholinesterase inhibition based biosensor
for aluminum(IIl) chronoamperometric determination in aqueous media”, en Sensors
(2014) 14: 8203-8216. Ademas se ha presentado en forma de un poster “Desarrollo y
validacion de un biosensor de acetilcolinesterasa para la determinacion de Al(III) por
medio de la inhibicion de ioduro de acetiltiocolina”, en el XXI Congreso de la Socie-

dad Iberoamericana de Electroquimica, La Serena, Chile, 2014.






Acetylcholinesterase inhibition-based biosensor for aluminum (IIT)
chronoamperometric determination

7.1. Introduction

Aluminum determination at trace level is of great importance due to the possible hu-
man and environmental toxic effects of this element. In fact, it has been demonstrat-
ed that low levels of aluminum in human organism, are related with Alzheimer dis-

ease [1-3].

Traditionally, the determination of aluminum at low concentration levels in environ-
mental and biological samples has been carried out by means of electrothermal ab-
sorption spectrometry [4—6] and fluorescence spectroscopy [7]. However these
methods have often failed in routine analysis. Electrochemical techniques, such as
voltammetry, have been also employed using different kinds of electrodes, being the
hanging mercury drop electrode (HMDE) the most often used one in the analysis of
AI(IIT). The direct voltammetric determination of AI(IIl) with a HMDE is limited by
the difficulty of reduction of AI(III) species and the concurrent reduction of hydro-
gen ions from aqueous acid solution at mercury electrodes. This difficulty is usually
overcome by complexation of AI(III) with many different chelating agents, which
electrochemical reduction takes place at lower potentials than free AI(III) ions and
other electrochemical techniques [8—30]. Despite of the good results obtained with
mercury electrodes, the use of HMDE is nowadays being reduced due to its envi-

ronmental pollution problems.

Screen-printed electrodes (SPEs) have demonstrated numerous advantages as trans-
ducers in electrochemical biosensors [31]. These advantages include ease of modifi-
cation with different compounds such as nanoparticles (NPs) in order to create a
more favorable electrode surface for interaction with enzymes. This kind of modifi-
cation generally produces a more stable biosensor for the determination of different
analytes [32, 33]. Therefore, nowadays the use of NPs as surface electrode modifica-
tors is increasing showing these modified electrodes great electrocatalytic activity
and therefore high analytical response [34]. Actually, screen-printed modified elec-
trodes with enzymes and gold NPs (AuNPs) are foreseeing as selective and sensitive
methods to analytical quantification of a broad variety of environmental contami-

nants [35].
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The determination of aluminum has been also carried using an enzymatic biosensor
based on the inhibitory effect of this element on the enzyme a-chymotrypsin [36]. In
this way, the fact, that the acetylcholinesterase (AChE) enzyme is also usually inhib-
ited by different compounds such as organophosphorate pesticides, metals and non-
metals [37—40] has led to develop a new AChE based biosensor for the analysis of

aluminum.

In this work, screen-printed carbon electrodes (SPCEs) were modified with AuNPs
(AuNPs/SPCEs). AChE was immobilized on the surface of the developed
AuNPs/SPCEs. The chronoamperometric response of these AChE/AuNPS/SPCE
biosensors towards ATI enzyme substrate was affected by the presence of Al(III)

ions due to their inhibitor effect on the activity of the enzyme.

7.2. Experimental Section

7.2.1. Reagents

Several inks were used in the fabrication of SPEs, namely Electrodag PF-407 A (car-
bon ink), Electrodag 6037 SS (silver/silver chloride ink) and Electrodag 452 SS (die-
lectric ink) supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The Netherlands). Hand-
made 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. All solutions were prepared with purified water supplied by TKA Purification
System, inverse osmosis, with a UV lamp irradiation system. AChE enzyme (200—
1000 U/mg) and N-cyclohexyl-N-2-morpholinoethylcarbo-diimide methyl p-toluene
sulfonate were purchased from Sigma (Steinheim, Germany) and ATI was purchased
from Fluka (Buchs, Switzerland). Bovine serum albumine (BSA) and hydrogen tet-
rachloroaurate (III) trihydrate (HAuCly) were obtained from Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany). Stock standard solutions of Al, Fe, Cu, Sn, Zn, Co,
Ni, Se Cr, Cd, Pb and Se were prepared from Titrisol solutions (Merck, Darmstad,
Germany). Solutions of V, Mo, W and Mg were acquired from High Purity Standard
(Charleston, SC, USA). Ca solution used was obtained from Inorganic Ventures

Lakewood (Lakewood, NJ, USA). As and Hg solutions were prepared from Atomic
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Spectroscopy Standards solutions (Perkin-Elmer Co., Norwalk, CT, USA). Britton
Robinson supporting electrolyte solutions were prepared as usual with boric, phos-
phoric and acetic acids (Merck). Sodium thiosulphate pentahidrate was obtained
from Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). All pH values were obtained adjusting
with a NaOH solution (Suprapur, Merck, Darmstadt, Germany). Al(III) solution used
in the analysis of spiked water samples was purchased from High Purity Standard

(Charleston, SC, USA) confirmed against standard reference material SRM 3101.
7.2.2. Equipment

An electrochemical system Autolab PGSTAT 128 N (Echo Chemie, Utrech, The
Netherlands) with GPS software was used to record electrochemical measurements.
All necessary pH values were adjusted with a pHmeter (Mettler Toledo SevenMulti,

Schwerzenbach, Switzerland).

7.2.3. Screen-Printed Electrodes Preparation

The construction of the hand-made SPCEs used in the determination of aluminum
was based on printing successive layers of different inks onto a polyester strip sub-
strate. Four different screens with appropriate stencils were used to transfer the re-
quired design following the printing procedure described in previous works [41]. A

picture of dimensions of the SPCEs used is shown in Figure 7.1.

w;n(‘y:mﬁf@mymf ;

Figure 7.1. Dimensions of SPCEs used.
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7.2.4. Modification of Screen-Printed Carbon Electrodes With Gold Nanoparticles

Metallic AuNPs deposits were obtained by direct electrochemical deposition on the
screen-printed carbon electrode (SPCE) surface using a 0.1 mM solution of HAuCl4
in 0.5 M H,SO.. The deposition was performed by applying a potential of +0.18 V

during 15 s under stirring conditions [42].

7.2.5. Acetylcholinesterase Enzyme Immobilizationon Gold Nanoparticles Modi-
fied Screen-Printed Carbon Electrode

The enzyme was immobilized by covalent union using N-cyclohexyl-N’-2-morpho-
linethylcarbodiimide methyl p-toluene sulfonate, on the surface of AuNPs/SPCEs
[43]. A 0.07 M solution of N-cyclohexyl-N-2-morpholinoethylcarbodiimide methyl
p-toluene sulfonate was prepared in Britton Robinson pH 7.0. Aliquots of this solu-
tion were placed in vials of 100 pL and stored frozen; one vial was thawed each time
that it was necessary to immobilize the enzyme over the AuNPs/SPCE surface. To
carry out the immobilization procedure 5 pL of the buffer solution with cyclohexyl-
N-2-morpholinoethylcarbodiimide methyl p-toluene sulfonate were placed on the
working electrode surface, and an activation period of 80 min was elapsed before the

next step that consisted of addition of enzyme.

An acetylcholinesterase solution was prepared by dissolving 300 mg of enzyme in 1
mL of Britton Robinson buffer pH 7.0. Aliquots of this enzyme solution were placed
in vials and stored frozen; one vial was thawed each time. Next, 5 uL of this enzyme
solution were placed onto the working electrode surface and left to react at 30°C for
two hours. The electrode was finally stored at 4°C. The modified electrode was
washed with a pH 7.0 buffer solution, before using and between measurements. The
modification of a SPCE with enzymes leads to an important change in the electrical
double layer that produces a decrease in the rate of electron transfer [44—46], and the
inhibitory effect is perfectly measurable with this type of biosensors. The perfor-
mance of SPCE modified with AuNPs has been widely showed [47-49]. In fact, ex-
periments carried out without gold nanoparticles led to poor results as can be seen in

Figure 7.2.
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Figure 7.2. Amperometric calibration curves realized with enzyme acetilcholinester-
ase and AuNps and without AuNps, [ATI] 2.4x10-4 M; Britton Robinson buffer pH
7.8, Eap =+0.8 V vs. Ag/AgCl.

7.2.6. Chronoamperometric Determination of Aluminum

The AChE/AuNPs/SPCE biosensor was placed in an electrochemical cell containing 5
mL of Britton Robinson pH 7.8 solution. An adequate potential was then applied and
once a steady-state current was established, a defined amount of ATI was added to the
cell. An oxidation current was observed due to the oxidation of the enzymatic reaction
product. Once a steady-state current was set again, set volume of aluminum stock solu-
tion were consecutively added and a calibration curve was constructed. As it has been
described above, the addition of aluminum solution resulted in a decrease of the chrono-
amperometric response. Aluminum inhibition effect was quantitatively evaluated by
means of the difference between the ATI steady-state current in the absence of aluminum
(Io) and the steady-state current in the presence of aluminum (I). The parameter Al(lo-I)
was proportional to the amount of ion added. Enzyme electrodes were conditioned in

Britton Robinson buffer solution at pH 7.0 for 5 min between each calibration setting.

7.3. Results and Discussion

The AChE/AuNPs/SPCE biosensors developed in this work show a sensitive chron-
oamperometric response to the enzyme substrate, ATI. This signal is considerably
affected by the presence of AI(IIl) ions that produce a decrease in the recorded
chronoamperometric response. This inhibition effect can be quantitatively related to

the concentration of Al(III).
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The chronoamperometric response of the developed biosensors is affected by differ-
ent experimental variables namely, operational chronoamperometric potential, pH and
concentration of enzyme substrate ATI. Therefore, an optimization procedure of these

experimental parameters was carried out.

The electrochemical response of acetylthiocholine iodide was evaluated first, through a
surface response method using a 23 composite central experimental design. In this case,
three parameters were studied in order to maximize the current registered, Al (Io-I), for a
1.4 uM aluminum solution: applied potential (from +0.63 to +0.97 V, vs. screen-printed
Ag/AgCl electrode), pH of supporting electrolyte (from 6.96 to 8.64) and substrate
concentration (from 0.038 mM to 0.44 mM). The experiments carried out in different
experimental conditions led to establishment of the following optimum values: pH = 8.6;
ATI= 0.44 mM; Eap = +0.76 V, but the calibration curves obtained under these condi-
tions were too noisy. Those were improved with the conditions obtained from the second
study where it was performed a sequential optimization; choosing the conditions sug-

gested by next figures and regarding also enzyme activity.

First of all, the effect of applied potential in the chronoamperometric response of the
developed biosensors was studied. The inhibitive signal of AI(III) on the disposable
electrodes was analyzed using operational potentials from +0.5 to +0.9 V at pH 7.0,
recommended for enzyme. A high quality amperometric signal at +0.8 V was ob-
tained, thus, this potential was taken as the best value for determination of aluminum.
The influence of pH value was also studied. Chronoamperometric analysis in a pH
range from 6 to 9 was performed obtaining a value of 7.8 as the optimum taking into
account the best stability conditions for the enzymatic electrode. Finally, the influ-
ence of the concentration of ATI was also studied in the range from 0.12 mM up to
0.48 mM, a concentration of 0.24 mM was found to give the highest inhibition re-
sponse of aluminum, upper concentrations were noisy. The results are shown in Fig-

ure 7.3.
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Figure 7.3. (a) Current response of ATI with potential, (b) Current response of ATI
with pH, (c) Current response of ATI concentration.
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Aluminum inhibition calibration curves at pH of 7.8 and +0.8 V shown very
good sensitivity (Figure 7.4), accordingly with experimental conditions chosen
for substrate response.
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Figure 7.4. Al(III) inhibition calibration curve, [ATI] 2.4x 10* M; Britton Robinson
buffer pH 7.8, Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl.

Once the optimal conditions were obtained, the inhibitory effect of aluminum ions on
the response of the AChE biosensors was investigated following the method of Lin-
eweaver-Burk. The Km(app) value (3.9 + 0.3) x 10 M found in presence of alumi-
num is higher than the one obtained without aluminum (3.1 + 0.3) x 107°. Therefore,
the presence of aluminum diminishes the enzyme substrate affinity. In Figure 7.5 it

can be seen that the studied process resembles a non competitive inhibition.
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Figure 7.5. Lineweaver-Burk plot of AChE/AuNPs/SPCE biosensor in presence of
aluminum and without aluminum. Britton Robinson buffer pH 7.8, Eap = +0.8 V vs.
Ag/AgCl.
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7.3.1. Calibration and Limit of Detection

Figure 7.6 shows a chronoamperometric response obtained using AChE/AuNPs/

SPCEs.
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Figure 7.6. Amperometric recording for an acethylthiocholine iodide concentration
(1) 2.4x10~* M and consecutive additions of aliquots of AI(III) solution into the cell
to give an overall concentration of (2) 3.6x10° (3) 7.0x10°°, (4) 1.0x107, (5)
1.3x107°,(6) 1.6x107, (7) 1.9x107°, (8) 2.2x107, (9) 2.5x107, (10) 2.8x107, (11)
3.0x107°; Britton-Robinson buffer pH 7.8; Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl. Inset: calibra-
tion curve corresponding to this amperogram.

As it can be seen in Figure 7.6, biosensor responds fast to aluminum concentration
and a linear dependence between the decrease (Al) in the chronoamperometric re-
sponse of ATI (Ip) and the Al(III) concentration (I) was observed in the concentration
range from 3.6 uM to 30 uM. The regression parameters obtained for the calibration
curve showed in Figure 7.6 were Al = 0.0325 [AI(III)] +3.0x10~* (R* =0.99).

Several calibration curves were constructed under the optimum conditions in order to

evaluate figures of merit, such as precision and LOD, parameters of calibration
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curves are shown in Table 7.1. The LOD under the optimum working conditions (2.1
+ 0.1) uM was calculated from the standard deviation of seven calibration curves
(Sy/x) accordingly with the criteria 3Sy/x, LOQ (6.9 + 0.4) uM was also calculated
from the standard deviation of seven calibration curves (Sy/x) accordingly with the

criteria 10Sy/x.

Table 7.1. Parameters of calibration curves performed to estimate detection and

quantification limit of the method.

Calibration LOD LOQ Slope Intercept Sy/x R’
M) M) [A/M] (A)

I 22x10°  7.3x10°  0.06586  -7,19x10°  4.84x10°  0.993
I 2.1x10°  7.1x10°  0.04475  1,02x10°  3.19x10°  0.994
I 2.0x10°  6.6x10°  0.04273  -8.99x10° 2.84x10°  0.995
v 2.1x10°  7.0x10°  0.09907 -1.23x107  6.94x10°  0.994
v 1.8x10°  6.1x10°  0.03820  3.62x10°  2.34x10°  0.995
VI 2.1x10°  6.9x10°  0.04814  7.42x10°  3.34x10°  0.994

VII 2.1x10°  6.9x10°  0.06597  1.21x10°  4.55x10°  0.993
Mean 2.1x10°  6.9x10°

SD 1.2x107  3.9x107

RSD 5.7 5.7

7.3.2. Precision

This parameter was calculated in terms of reproducibility. Repeatability was tried out
using the same electrode surface. In this way, several successive calibrations for
AI(IIT) were tested. The electrodes were conditioned for 5 min in a stirred Britton
Robinson buffer solution, pH 7, between experiments. The relative standard devia-
tion (RSD) obtained for the slope of the first two curves was lower than 4%; but
from the third measurement an increase in RSD was noticed. Likewise, the reproduc-
ibility of the amperometric signal was checked using the slopes of five regressions
carried out with different electrode surfaces, wich are showed in Figure 7.7. The
RSD value obtained was 3.3% and is shown in Table 7.2. These results suggest that
the fabrication procedure of the AChE/AuNPs/SPCEs biosensors is reliable and al-
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lows reproducible electroanalytical responses to be obtained with different electrodes

constructed using the method described in this work.

0.04475  0.04617  0.04814 {04820

0.04807

IT1

IV

Figure 7.7. Slopes of calibration curves performed with diferent electrodes, [ATI]
2.4x10~* M Britton-Robinson buffer pH 7.8; Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl.

Table 7.2. Parameters of calibration curves performed to estimate reproducibility

of the method.
Calibration Slope Intercept Sy/x R
[A/M] (A)
I 0.04475 1.02x10° 3.2x10° 0.994
II 0.04617 5.97x10° 4.1x10® 0.990
11} 0.04814 7.42x10° 3.3x10° 0.994
v 0.04820 3.96x10* 4.1x10® 0.992
A\ 0.04807 2.08x10" 3.1x10° 0.995
Mean 0.04707
SD 0.0016
RSD 33
7.3.3. Accuracy

The accuracy of the developed method was evaluated by means of the analysis of a

standard reference material (SRM) High Purity Standards solution, Lot Number
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1121015, (1000 + 3) mg/L, using the standard addition method and spiking buffer
solution. The aluminum average concentration quantified by the developed proce-
dure, (1013 £+ 30) mg/L (n =5; a = 0.05), matches the certified value of the sample
considering the associated uncertainty. The mean recovery value obtained was (101.4
+ 2.9)%. Performance parameters of calibration curves used to estimate SRM added
to buffer solution are shown in Table 7.3, recovery of SRM is shown in Table 7.4.
Method performance was also evaluated by means of the analysis of spiked tap water
samples. These samples were prepared by the addition of the above described stand-
ard reference material. Performance parameters of calibration curves used to estimate
SRM added to tap water and mean value of SRM recovered from tap water are
shown in Tables 7.5 and 7.6 respectively. According to these results, the SRM aver-
age value of (1011 = 73) mg/L; (n =4; a = 0.05), is in good agreement with the certi-
fied value of the SRM regarding dilution factors and tap water matrix complexity.
The average recovery value was (101.2 = 7.0)%. These results suggest that the de-
veloped method with acetyl cholinesterase enzyme is accurate and reliable for alumi-

num determination in water.

Table 7.3. Parameters of calibration curves performed to estimate SRM recovery

added to buffer solution.

Calibration Slope Intercept Sy/x R
[A/M] (A)
I 0.0462 5.97x10 4.1x10 0.990
I 0.0240 7.69x107 2.4x10° 0.989
I11 0.0481 2.08x10° 3.1x10°® 0.995
v 0.0350 2.30%x10” 2.4x10° 0.995
\% 0.0692 1.35%107 6.2x10® 0.991
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Table 7.4. Recovery of SRM (1000 + 3) mg/L spiked to buffer solution.

Calibration Added Found Recovery SRM SRM SRM SRM

(M) (M) % (5650/600) (mg/L)  (2/1)  (100/1)

I 1.96x10° 1.948x10°  99.2  1.834x10* 4.953 9.906 990.6

II 1.96x10° 1.920x10°  97.7  1.808x10* 4.881 9.761 976.1

111 1.96x10° 2.057x10°  104.7  1.937x10* 5229  10.458  1045.8

v 1.96x10° 1.994x10° 101.5 1.878x10* 5.070  10.141  1014.1

\% 1.96x10° 2.023x10°  103.9  1.922x10* 5.189 10379  1037.9
Mean 101.4 1012.9
SD 3.0 29.8
RSD 2.9 2.9

Table 7.5. Parameters of calibration curves performed to estimate SRM recovery

added to tap water.

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)
I 0.01365 1.12x10” 8.5x10” 0.995
I 0.02757 2.16x107 3.4x107 0.990
11 0.05092 6.02x107 7.6%107 0.988
v 0.04163 3.59x107 3.5x107 0.983
Mean
SD
RSD

Table 7.6. Recovery of SRM (1000 + 3) mg/L spiked to tap water sample.

Added Found Recovery DF SRM SRM SRM
M) ™M) % (5250/200) (mg/L) 2/n) (100/1)
7.0476x10°  6.798x10° 96.5 1.784x10™* 4.818 9.636 963.6
7.0476x10°  7.608x10° 108.0 1.997x10"* 5.392 10.785 1078.5
7.0476x10°  6.585x10° 93.4 1.728x10"* 4.667 9.334 933.4
7.0476x10°  7.529x10° 106.8 1.977x10™* 5.337 10.673 1067.3
Mean 101.2 1010.7
SD 7.3 73.0
RSD 7.2 7.2
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7.3.4. Interferences

An interference study was performed comparing the percentage of inhibition, showed
for the developed acetylcholinesterase-based biosensor in the presence of aluminum
and others foreign ions. Three concentration levels were tested, namely 1x10~ M,
1x10* M and 1x10° M. As it can be seen in Figure 4 the highest interference effect
was found for Mo(VI), W(VI) and Hg(II). The interference of As(IIl) was performed
by mixing 1000 uL of standard solution of As(V) 1.33x107% M with 1000 pL of so-
dium thiosulfate 0.1 M in order to reduce As(V) to As(IIl), mixture was left to react
for 70 minutes at room temperature and used immediately, adding to cell the neces-
sary amount to reach concentration tested. Under the aluminum biosensor conditions
although As(III) is an important interference is not the strongest, considering that the
most stable specie in aqueous solutions is As(V). It is important to point out that cal-
cium and magnesium showed a low interference at any level of concentration as it
can be seen in Figure 7.8. Moreover, from Figure 7.9 it can be also deduced that
when AI(III) is present at low concentrations (1x10°), Hg(II), As(III) and Mo(VI)

are interferences at the same low concentration level.

m1x10-6 M

m1x10-4M

%o of inhibition

1x10-3M

Figure 7.8. Inhibition percentage of current of AChE/AuNPs/SPCE in presence of:
Cu(ll), As(V), Zn(Il), Sn(Il), HgI), Co(Il), Cd(II), Pb(Il), W(VI), Se(IV), V(V),
Mo(VI), Ni(Il), Ca(Il), Mg(II), Fe(III), Cr(1II), As(III) at three levels of concentration;
[ATI] 1.2x10~* M; Britton-Robinson buffer pH 7.8, Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl.
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From Figure 7.8 it is shown that As(IIl) and Hg(II) are the most important interfer-
ences at 1x10* M; also from it is shown that Hg(II); Pb(I), W(VI) and As(IIl) are
the most important interferences at 1x10> M, but usually they do not be present at

this level concentration in tap water.
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Figure 7.9. Inhibition percentage of current of AChE/AuNPs/SPCE in presence of:
Cu(Il), As(V), Zn(Il), Sn(II), Hg(Il), Co(Il), Cd(Il), Pb(Il), W(VI), Se(IV), V(V),
Mo(VI), Ni(II), Ca(Il), Mg(IIl), Fe(Ill), Cr(Ill), As(Ill) at 1x10°° M; [ATI] 1.2
x10~* M; Britton-Robinson buffer pH7.8, Eap = +0.8 V vs. Ag/AgCl.

7.4. Conclusions

The development of a novel biosensor based on the inhibition of acetyl cholines-
terase using AuNPs/SPCEs allows amperometric determination of aluminum. Preci-
sion parameter was calculated in terms of reproducibility obtaining values of RSD
for the slopes of several calibrations lower than 5.0%. The method developed in this
work presents several advantages, including lower detection limit, 2.1 pM, than other

previous described ones [36].

Recovery of SRM was tried from buffer solution and enriched tap water, both
with satisfactory values and matches SRM reference value of (1000 £+ 3) mg/L, as-
sessing method accuracy and reliability. The easy construction of the biosensors, low
cost, disposability, ease-of-use and environmentally friendly features of this method

makes it suitable for the analysis of aluminum in water. These characteristics repre-
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sent clear advantages in comparison to usual analytical methods that allow aluminum

determination such as stripping adsorption voltammetry using complexing agents and

electrothermic absorption spectroscopy which result tedious and expensive in the

routinely analysis of this element.
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8. Superoxide dismutase aluminum(III) inhibition using screen
printed carbon electrodes with tetrathiafulvalene and modified with

nanoparticles of gold, platinum, rhodium and palladium.






8. Determinacion de AI(III) por medio de un biosensor enzimatico de superoxi-
do dismutasa utilizando epinefrina como sustrato

En este capitulo se describe la puesta a punto de un biosensor para la determinacion
de AI(III) basado en la inhibicion de la enzima SOD, empleando un electrodo seri-
grafiado de pasta de carbono con tetratiofulvaleno (TTF) incorporado como media-
dor y utilizando epinefrina (EPI) como sustrato. La oxidacion amperométrica de la
EPI fue afectada por la presencia de iones Al(IIT) produciéndose un decrecimiento en
la corriente que puede relacionarse cuantitativamente con la concentracion de alumi-

nio.

En este caso la inmovilizacion de la enzima se llevo a cabo utilizando glutaraldehido
para mejorar su fijacion por entrecruzamiento. El electrodo serigrafiado de carbon, se
modificé previamente depositando nanoparticulas de oro, platino, rodio o paladio
con el fin de analizar su efecto catalitico y mejorar las prestaciones de este sensor,
con respecto a los descritos en los capitulos anteriores. Se ha llevado a cabo un deta-
llado estudio de la influencia del método de modificacion del electrodo con nanopar-
ticulas utilizando dos procedimientos distintos: mediante electrodeposicion a poten-
cial fijo y mediante barridos voltamperométricos. Los depositos metalicos fueron
caracterizados por microscopia electronica de barrido, microscopia de fuerza atomica

y fluorescencia de rayos X.

La modificacion por voltamperometria ciclica, permitio, en el caso de la utilizacion
de nanoparticulas de paladio, un aumento en la sensibilidad en la determinacioén de
AI(IIT), permitiendo la realizacion de determinaciones precisas y estables y obtenien-
do limites de deteccion similares a otros biosensores desarrollados para AIl(III).
Ademas el hecho de trabajar a un potencial menor que los empleados anteriormente
es un aspecto que incide positivamente en la selectividad del mismo. El método desa-
rrollado fue exitosamente aplicado a la determinacion de Al(III) en un material de
referencia certificado. Este trabajo, que est4 en vias de publicacion, se ha presentado
en forma de un poster “Screen printed carbon electrode modified with tetrathiafulva-
lene, super oxide dismutase and electrodeposits of gold, platinum, rhodium and pa-
lladium showing AI(III) inhibition”, en 4th International Conference on Biosensing

Technology, Lisboa, Portugal 2015.






8.1. Introduction

Aluminum toxicity has been shown in vivo and in vitro, but complexity of its interac-
tions with human organism makes very difficult to assign the responsibility in Alz-
heimer disease, which can be considered as the combined effect of oxidant action,
participation on amyloid cascade, neuronal degeneration [1] and accumulation in
neurofibrillary tangles. Aluminum presence favors t protein link through phosphate
bridge [2] and alters homeostatic ion equilibrium [3] and it has shown a strong effect
on reactive oxygen species (ROS) production on living organisms, due to iron accu-
mulation in oxidative stress [4]. Markedly ROS impaired enzymes such as SOD and
catalase which react with radical species as O,*—, OHe—, and peroxynitrite. Although
O,+— radical is not so reactive itself; but in presence of Fe 2+, Fenton reaction can
turn it into hydroxyl radical, which is the most potent radical. These findings show
that Oz¢- is involved in cellular damage. Biosensors have employed superoxide dis-

mutase (SOD), an enzyme that scavenges superoxide to measure superoxide anion

accordingly with reaction [5]
2 SoD 2Y2 2

O,+— affects cytochrome ¢ (Cyt ¢) by oxidizing Fe ** to Fe *" and reducing itself to
H,0,, O,+— radical levels were found to be elevated in homogenized cancerous brain
tissue compared to normal human brain tissue. [6] O,— is formed in living biological
systems by the donation of an electron to molecular oxygen, through oxidation of
semiquinone-type radicals formed in the mitochondrial electron transport chain. In its
presence, free radical scavengers, enzymes SOD, glutathione peroxidase (GSH-Px)

decrease their antioxidant status, and lipid peroxide levels are increased.

Aluminum administration to laboratory animals induces SOD dysfunction and dam-
age on target organs [7-10]. It has been found that zinc [11], selenium [12] and ther-
apies used against Alzheimer disease [13-16] have a protective role against alumi-
num induced toxicity improving SOD function. Aluminum presence in humans is

associated with oxidative stress [17, 18].

Biosensors constructed with SPCEs offer low detection limits, easier assembly of

metallic NPs and enzymes, good reproducibility, low contamination and excellent
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biocompatibility with enzymes and antibodies [18]. Metal NPs small size, high me-
chanical strength, and high chemical and thermal stability, allow them, when acting
as enzyme-carrier materials, to improve the efficiency of immobilized enzymes, fa-
cilitating reaction kinetics; and to supply a larger surface area, leading to higher en-
zyme loading per unit mass of particles, achieving enhanced device sensitivity and

reduced mass transfer resistance [19].

Besides, increased electric conductivity and electron transfer between redox enzyme
center and electrode [20]. NPs have been also capable to induce oxidative stress on
cellular lines causing mitochondrial injury [21]. NPs such as metal, metal oxides,
semiconductors, polymers and composite-metal NPs, have been used to assembly
miniaturized electrochemical sensors and biosensors, with low detection limit, signal
amplification and analytes simultaneous detection. AuNPs, due to their unique prop-
erties, relatively low cost and ease of preparation are the most used in a lot of bio-

chemical applications [22, 23].

AuNPs can be synthesized by different chemical methods and applied to electro-
chemical detection of As(III) [24], PtNps have been also used to determine As(III)
[25]. AuNPs use in amperometric biosensors and electrochemical techniques en-
hances detection sensitivity [26-28]. Due to their inertess, platinum NPs (PtNPs) are
the principal metal NPs alternative for anodic current measurement and have been
applied to formaldehyde [29], neurotransmitter determination [30], glucose oxidation

[31] and uric acid determination in ascorbic acid (AA) presence [32].

Modified Pd nanoparticles (PdNPs) electrodes have been applied to catecholamines
determination [33], PtNPs and PdNPs/methylthiophene (PMT) sensors have been
applied to dopamine (DA) and AA determination [34], Pd grapheno nanocomposite
have been used for immunosensor preparation [35]. Rhodium nanoparticles (RhINPs)
main application has been as precursors for the preparation of catalytics [36, 37] and
for catalysis and sensing of cytochrome c [38] and H,O; [39], as well as for biosens-
ing of a-ketoglutarate [40]. Due to sensitivity and specificity joint benefits produced
by modified SPCEs with metallic Nps and enzymes, this research work was conduct-

ed with the goal to compare the effect of NPs of Au, Pt, Pd and Rh deposited by dis-
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tinct electrochemical procedures on sensitivity of amperometric inhibition SOD by
aluminum, with TTF as electrochemical mediator using EPI as substrate. TTF allows
that the rapid electron transfer between SOD and electrode surface can be carried out
at lower potential. This study indicates that AI(III) SOD inhibition would be a novel

lower potential alternative in respect to other aluminum enzymatic determinations.

8.2. Experimental Section

8.2.1. Reagents

All solutions were prepared with purified water supplied by TKA Purification Sys-

tem, inverse osmosis, with a UV lamp irradiation system.

SOD enzyme (30 KU) and EPI were purchased from Sigma (Steinheim, Germany,
Bovine serum albumine (BSA), glutaraldehide and hydrogen tetrachloroaurate (III)
trihydrate (HAuCly) were obtained from Sigma—Aldrich (Sigma—Aldrich, Steinheim,
Germany. Solutions of platinum, rhodium and palladium 0.10 mM were prepared

from Titrisol solutions (Merck, Darmstad, Germany).

Britton Robinson supporting electrolyte solutions were prepared as usual with boric,
phosphoric and acetic acids (Merck, Darmstadt, Germany), pH values were obtained

adjusting with NaOH solution (Suprapur, Merck, Darmstadt, Germany).

Titrisol solutions were used to prepare stock standard solutions of Al, Fe, Cu, Sn, Zn,
Co, Ni, Cr, Cd, Pb and Se were from (Merck, Darmstad, Germany). Solutions of V,
Mo, W, Mg were acquired from High Purity Standard (Charleston SC, USA). Ca
solution used was obtained from Inorganic Ventures (Lakewood, New Jersey USA).
As and Hg solutions were prepared from Atomic Spectroscopy Standards solutions

(Perkin Elmer Co, Norwalk, USA).

Aluminum solutions used for spike were prepared from High Purity Standard

(Charleston, SC, USA) confirmed against standard reference material SRM 3101

Several inks were used in the fabrication of SPEs, namely Electrodag PF-407 A (car-
bon ink), Electrodag 6037 SS (silver/silver chloride ink) and Electrodag 452 SS (die-
lectric ink) supplied by Acheson Colloiden (Scheemda, The Netherlands). The work-
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ing electrode ink was prepared by thoroughly mixing carbon ink with tetrathiafulva-

lene (trr) 5%. TTF was obtained fron Acros Organics (Geel, Belgium).

8.2.2. Equipment

An electrochemical system Autolab PGSTAT Echo Chemiel28 N with GPS soft-
ware was used to record electrochemical measurements (Echo Chemie, Utrech,
Netherlands). All pH values were adjusted with a pHmeter (Mettler Toledo Sev-
enMulti, Schwerzenbach, Suitzerland). An equipment S-3700 Hitachi was used to
perform scanning electronic microscopy (SEM) of SPCEs. An equipment IXRF Sys-
tems model 550i was used to obtain spectra of elements on the SPCE. AFM parame-
ters and images were obtained with an equipment NanoScopeQuadrex Digital In-
struments Veeco Metrology Group.

Hand-made SPCrrrEs were produced on a DEK 248 printing machine (DEK, Wey-
mouth, UK,) using polyester screens with appropriate stencil designs mounted at 45°
to the printer stroke.

Hand made screen printed carbon electrode modified with TTF 5% was used (Figure

8.1).

:qm#mrﬂnwmﬂyym;g:_r;qu[u‘a&qumuwwnwn!‘wqln‘\\!m\\nm\\\\\\\‘\’u.m\\m,}.'
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Figure 8.1. Dimensions of electrode system used.

8.2.3. Nanoparticles Electrodeposition methods

SPCrrrEs modification with nanoparticles (NPs/SPCrrrEs) was carried out by both

controlled potential and cyclic voltammetry scan methods.
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A) Metal plating was carried at two different potentials namely +0.3 and +0.18 V, in
a quartz cell containing gold, platinum rhodium or palladium solutions 0.10 mM in
H,SO4 0.5 M [41]. Following electrodeposition process, the NPs/SPCrrgEs was re-

moved from plating solution, rinsed with purified water and wiped carefully.

B) Cyclic voltammetry deposition was performed doing a set of seven successive
voltammetric scans between +1 and -0.2 V in a quartz cell containing gold, platinum,
rhodium or palladium solutions 0.10 mM in H,SO4 0.5 M. [42]. Electrodes were pre-
pared by setting two cyclic voltammetric conditions namely CV1 and CV2. CV1:
delay time 60 s; step potential 0.01495 V, scan rate 0.050 V/s and CV2: delay time
120 s, step potential, 0.025V, scan rate 0.1V/s. After nanoparticles deposition, the

electrode was rinsed with purified water and wiped carefully.
8.2.4. SOD enzyme immobilization onto AuNps/TTF/SPCEs

Enzyme was immobilized by polymerization with glutaraldehyde, on the surface of
AuNPs/SPCrreEs, PtNPs/SPCrreEs, PANPs/SPCrrrEs and RhNPs/SPCrreEs [43].
To carry out the immobilization procedure, superoxide dismutase enzyme solution
was prepared by dissolving enzyme in Britton Robinson buffer pH 7.0. To avoid loss
of enzymatic activity BSA was used in a mixture made of 20 uL of SOD 5.9 mg/mL,
10 uL of BSA 1.69 % m/v and 10 pL of glutaraldehyde 2.5 % v/v [44] . This mixture
was dropped onto the surface electrode and stored at 4°C before it was used and be-
tween measurements. The modified electrode was washed with purified water, before

and after use.
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8.3. Results and discussion

8.3.1. Optimization of experimental parameters.

EPI originates an amperometric signal at SOD/PANPs/SPCrriE after which a steady-
state current is reached. The presence of Al(IIl) ions produces SOD enzyme inhibi-
tion which causes a decrease in the EPI amperometric signal. Al(III) concentration
influence in the inhibition process, can be quantitatively evaluated determining the
difference between the steady state current in absence of AI(IIl) (Ip) and the steady
state current in the presence of AI(III) (I). Accordingly with the following working
principle have been developed a SOD based biosensor with TTF as posible mediator

at electrode surface (Scheme 8.1).

Figure 8.2 performed with illustrative not comparative purpoises; shows effect of
TTF on amperometric recording. The parameter A(Ip-I) depends on EPI concentra-
tion, applied potential (Eap) and pH solution. Therefore, an optimization of these

variables was performed in order to ensure the quality of the results.

Ho H\CHn
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EPI
o
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N

Scheme 8.1. Electrodic process that leads oxidation of EPI on SOD/SPCrrrE.
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Figure 8.2. Chronoamperograms recorded using a SOD/Pd/NPs/SPCr¢E, a
SOD/PdANPs/SPCE for successive additions of 100 pL of a 3.7x10* M of AI(III)
solution, Britton Robinson buffer pH 5.0 Eap =+0.20 V vs. Ag/AgCl.

Because the dependence between A(Ip-I) and AI(III) concentration is linear, several
aluminum inhibition calibration curves were performed at different potential and pH
and their slopes were compared, in order to optimize the pH and Eap. Slope calibra-
tion curve with pH was calculated from pH 5.0 to 8.0. In the same way slope calibra-
tion curve with potential was calculated from +0.20 V to +0.60 V. Higher slope val-
ues were obtained at pH 5.0 and Eap of +0.2 V, so these conditions were chosen to

perform AI(III) inhibition calibration curves.

Findings indicated that substrate stability improved at low values of pH and poten-
tial; when applied potentials were higher than +0.6 V, the electrodes showed erratic
behavior Since substrate response increases with concentration, a value of 1.6x10™
M of EPI was chosen, because this concentration gives a proper sensibility, and a
very stable signal with very low noise. Upper concentrations produced higher noise
on amperometric recording of calibration curves. Under the selected conditions the
electrodes showed good performance. Calibration curves of AI(Ill) using
SOD/AuNPs/SPCrreEs,  SOD/PtNPs/SPCrrgEs,  SOD/PANPS/SPCrrgEs  and
SOD/RhNPS/SPCrrrEs were obtained under the optimized conditions. Preliminary
experiments showed that modification of electrode surface with NPs increased the

sensitivity of the biosensor, therefore a thorough study of conditions of NPs deposi-
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tion was carried out. AuNPs, PtNPs, PANPs and RhNPs were deposited on electrodes

surfaces accordingly to methods described in the experimental part.
8.3.2. XRF and SEM for NPs/SPCrrrE study. METHOD A:

Two different controlled potentials, +0.18 V and +0.3 V, were applied during 15 se-
conds to SPCEs in order to deposit NPs of every metal. X ray fluorescence emission
(XRF) spectra were obtained from surfaces of SPCrrpEs modified with AuNPs,
PtNPs, PANPs and RhNPs.

Table 8.1 shows XRF percentage of elements deposited using the two controlled po-
tentials indicated in method A. The plating of metals at +0.18 V during 15 seconds,
produced a higher percent of Au, Pd and Rh; at +0.30 V Pt percent deposited was
higher. Since the Eap of +0.18 V applied during 15 seconds produced a higher per-
cent for Pd, Rh and Au, and the application of +0.3 V did not deposited Pd or Au,
conditions of Eap of +0.18 V and 15 seconds of method A were selected. The inhibi-
tion calibration curves for SOD AI(III) at +0.18 V during 15 seconds are shown in
Figure 8.3, where the lowest slope value corresponds to SPCrrpE without NPs depos-
ited and the highest corresponds to SOD/AuNPs SPCrrgE. The sensitivity of Al(III)
inhibition calibration curves of SPCrrrEs modified with AuNPs was better than
SPCrrrEs modified with PANPs, RhNPs and PtNPs, in this order. The SEM image of
AuNPs obtained by method A deposited on SPCrriE are presented in Figure 8.4.

Table 8.1. XRF percentage of element deposited on SPCrrgEs by method A and B.

XRF % XRF % XRF % XRF %
Element
(+0.18 V, 15 s) (+0.30 V, 15 s5) Cvl CV2
Pd 0.136 0.0 0.557 0.632
Pt 0.223 1.479 2.740 2.711
Rh 0.693 0.380 4.491 2.954
Au 1.423 - 1.868 2.228
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Figure 8. 3. Calibration curves of Al(III) inhibition for (¢)SOD/AuNPs/SPCrr¢Es,
performed with NPs/SPCrrrEs prepared by method A (0.18 V); (¢)SPCrrrEs, [EPI]
=1.6x10"* M; Britton Robinson buffer pH 5.0; Eap =+ 0.2V vs. Ag/AgCL.

Figure 8.4. SEM image of AuNPs/SPCrrrE deposited at 0.18 V during 15 seconds.

8.3.3. XRF and SEM for Nps/SPC rrrEs study. METHOD B

The XRF percentages of every metal deposited with method B are shown in Table
8.1. SEM image of PANPs/SPCrrrEs CV2 conditions is shown in Figure 8.7, where
it is observed that PANPs are deposited on a regular form on SPCrrgEs for the CV2
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conditions. AuNPs, PtNPs, PANPs and RhNPs were also deposited on SPCrygEs ac-
cording to method B and modified with SOD. The best calibration curves recorded at
conditions named CV1 and CV2 are depicted in Figure 8.5 and Figure 8.6 respective-
ly for SOD/SPCrrrEs modified with different metallic NPs. The calibration curves
recorded with SOD/NPs/SPCrrpEs prepared at CV2 conditions, showed higher slope
values, particularly for PANPs/SPCrrgEs followed by RhNPs/SPCrrrEs (Figure 8.6).
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Figure 8.5. Calibration curve of AI(IIl) inhibition for, (¢)SOD/PtNPs/SPCrrrEs,
performed with Nps/SPCrrrEs prepared under method B at CV1 conditions; [EPI] =
1.6x10™* M, Britton Robinson buffer pH 5.0, Eap = +0.2 V vs. Ag/AgCl.
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Figure 8.6. Calibration curves of AI(II) inhibition for (m)SOD/PdNPs/SPCrrrEs,
(4)SOD/RhNPs/SPCrrgEs, performed with NPs/SPCrrrEs prepared by method B
under CV2 conditions; [EPI] = 1.6x10™* M, Britton Robinson buffer pH 5.0, Eap =
+0.2V vs. Ag/AgCl.
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Figure 8.7. SEM image of PANPs/SPCrrsE prepared under method B, CV2 condi-
tions.

8.3.4. AFM analysis of SPCrrrEs prepared by method A and B

The AuNPs deposit on SPCrpE increases roughness of SPCrrgE compared with
control electrode, as observed clearly by the AFM images of the surfaces of
AuNPs/SPCrrpEs obtained by deposition of Au Nps at 0.18 V and 15 seconds (Fig-
ure 8.8), the highest slope presented for SOD/AuNps/ SPCrrgE, in method A is sup-
ported by lower AFM parameters than CV1, CV2 conditions.

AFM images of PANPs/SPCrrrEs obtained by deposition of PANPs at CV1 and CV2
conditions are shown in Figure 8.9. Analysis of AFM parameters confirmed that
metal deposits were in nanometric size. Table.8.2 shows the most important parame-
ters of NPs/SPCrrrEs and SPCrreEs control electrode performed through tapping
mode. Lower Roughness Average (RA) and Root Mean Square Roughness (RMS)
were obtained for PANPs/SPCrrrEs, CV2, than for other SPCrreEs modified with
metallic NPs, indicating that PANPs/SPCyrgEs, in CV2 conditions present a more

homogeneous surface.

Considering RA, RMS and height of the highest peak above the mean line in the pro-
file (Rmax), AFM image of PANPs prepared by CV2 method showed more homoge-
neous surface when was compared with surface prepared by CV1 method. Analysis
of AFM parameters suggests that that there is a modification of the surface due to
NPs deposited on electrodes, compared with electrodes without any metallic depos-
its. All Roughness Kurtosis (RKu) values are near 3 providing evidence that the ob-

tained values are close to a normal distributions [45].
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Table 8.2. AFM parameters of modified SPCrrrEs with metallic NPs.

RA RMS Rmax

NPs/SPCrrrEs Method/Conditions (nm) (nm) (nm) RKu
SPCrrrE 16.4 12.8 131 43
AuNPs/SPCrrE A/0.18V 313 39.2 218 33
AuNPs/SPCrrE B/ CV1 33.8 41.4 234 2.6
AuNPs/SPCrrE B/ CV2 34.6 44.5 303 32
PANPs/SPCrrrE B/ CV1 24.8 34.6 216 4.7
PANPs/SPCrrrE B/ CV2 14.7 18.2 106 2.7
PtNPs/SPCrrrE B/ CV1 106 140 864 3.6
PtNPs/SPCrrrE B/ CV2 106 140 864 3.6
RhNPs/SPCrrE B/ CV1 22.0 28.1 173 33
RhNPs/SPCrrE B/ CV2 25.6 33.9 204 3.6

131.1 nm 239.7 nm

0.0 Height 1.0 um 0.0 Height 1.0 um

Figure 8.8. a. AFM image for SPCrrrE control electrode and b. AFM image for
AuNPs/SPCrreE prepared by plating at 0.18 V during 15 seconds.
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Figure 8.9. a. AFM image of PdNPs/SPCrrgE prepared under method B,
CVlconditions and b. AFM image of PANPs/SPCrrrE prepared under method B,
CV?2 conditions.

Once AFM parameters of NPs/SPCrrgEs were analyzed, it was observed that
PANPs/SPCrrrEs modified by means of method B, CV2 conditions, showed lower
RA and RMS values, indicating higher surface homogeneity. Therefore, it was de-
cided to study the effect of this electrode on EPI response in presence of PANPs and
SOD enzyme, besides Al(III) inhibitory effect on SOD/NPs/SPCrreEs.

8.3.5. Inhibition behavior of AI(III) on SOD enzyme

Figure 8.10 shows amperometric recording of SOD/AuNps/SPCrrrEs (obtained un-
der method A); Figure 8.11 shows amperometric recording of SOD/PdNps/SPCrrrEs
(obtained by method B, CV2 conditions) respectively. Michaelis Menten Km appar-
ent values estimated by Lineweaver-Burk plot, were obtained in presence and ab-
sence of Al(II) with SPCrrrEs modified with AuNps, PtNps, RhNPs, PdNps, pre-
pared under the best conditions for each one of NPs deposition methods used, 0.18 V

for method A and CV2 conditions for method B.
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Figure 8.10. Amperometric recording performed with an SOD/AuNPs/SPCrreE pre-
pared under method A, [EPI] = 1.6x10* M and consecutive additions of 100 pL of
Al(III) 3.7x10™* M into the cell, Britton Robinson buffer pH 5.0, Eap = +0.20 V vs.
Ag/AgCl. Inset: calibration curve corresponding to this amperogram.
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Figure 8.11. Amperometric recording performed with SOD/PdNps/SPCrreE, pre-
pared under method B, CV2 conditions, [EPI]= 1.6x10™* M and consecutive addi-
tions of 100 pL of AI(IIT) 3.7x10™* M into the cell, Britton Robinson buffer pH 5.0,
Eap = +0.20 V vs. Ag/AgCl. Inset: calibration curve corresponding to this am-
perogram.

186 Miriam Barquero Quirds



The inhibitory effect is confirmed through the increasing Km(app) values with the
increasing  AI(III) concentration. However the last measurement for
SOD/RhNPs/SPCrreEs, displayed an unusual behavior. Table 8.3 shows Km appar-
ent values for SOD/SPCrrrEs modified with AuNPs, PtNPs, RhNPs, PANPs.

Table 8.3. Km apparent values for SPCrrrEs modified with AuNPs, PtNPs, RhNPs,
PdNPs.

SOD/AuNPs/ SOD/PtNPs/ SOD/PANPs/ SOD/RhNPs/

KmapparentM)  “qpc Bs  SPCrreEs  SPCrrpEs  SPCrrpEs
Method A 0.18 V

Without Al 7.81 x10™ 1.17x10™ 1.51x107 3.26x107

AI(IID) 7.25x10°M  1.31x107 1.43x10 1.02x10 1.42x107

AI(IID) 2.18x10°M  3.65%x107 1.83x107 1.26x107
Method B, CV2 conditions

Without Al 3.08x107 5.80x10™ 3.00x107 1.20x10™
AI(IID) 7.25x10°M  1.27x107 1.34x107 1.33x107 6.39x107
AI(IID) 2.18x10°M  3.05x107 3.04x107 2.32x107 5.41x107

8.4. Validation of SOD/PdNps/SPCrrrE based biosensor

SOD/PdNps/SPCrrrEs was selected to perform validation of the developed biosen-
sor. The selection was based on the AI(IIl) inhibition calibration curves of SOD en-
zyme, that clearly showed higher sensibility by modifying SPCrrpEs with PANPs
prepared under method B, CV2 conditions than the other metallic NPs.

8.4.1. Limit of detection.

Limit of detection (LOD) is the least amount of analyte that can be determinate with
a level of certainty previously established. LOD is usually estimated from calibration
curves. The limit of detection under the optimum working conditions (2.0+ 0.1) uM
was calculated from the standard deviation (Sy/x) of five AI(III) inhibition calibra-
tion curves accordingly with the criteria 3Sy/x, [46], its RSD was 7.9 %. Analogous
to LOD, quantification limit (LOQ) was estimated under optimal conditions from the
standard deviation of five Al(IIl)inhibition calibration curves using the criteria

10Sy/x, its value was (6.7 = 0.5) uM, with a RSD of 7.9 %. Parameters of inhibition
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calibration curves performed to estimate LOD and LOQ and their values are shown

in Table 8.4.

Table 8.4. Parameters of Al(III) inhibition calibration curves performed in order to

estimate method LOD and LOQ of SOD/PANPs/trr SPCrreEs based biosensor.

Calibration Slope Intercept Sy/x R’ LOD LOQ
[A/M] (A) (M) (M)
I 0.02655  6.65x107  1.6x10° 0.996 1.8x10°  5.9x10°
I 0.02487  1.35x107  1.8x10°® 0.994 22x10°  7.3x10°
111 0.03269  5.26x107  2.1x10°® 0.995 2.0x10°  6.5x10°
v 0.03288  5.21x107  2.3x10™ 0.993 2.1x10°  6,9x10°
\Y% 0.02283  5.34x10°  1.6x10™ 0.995 2.1x10°  7.1x10°
Mean 2.0x10°  6.7x10°
SD 1.6x107  5.3x107
RSD 7.9 7.9
8.4.2. Precision

This parameter is usually calculated in terms of reproducibility and repeatability.
Repeatability was assessed using the same electrode surface. In this way, successive
calibrations for AI(III) were tested with SOD/PANPs/SPCrrrEs prepared under CV2
conditions. The electrodes were conditioned in a Britton Robinson buffer solution,
pH 5.0, stirring for 5 min, between experiments.

The RSD obtained for the slopes of the first two graphs was 5.1%, but in the third
measurement a decrease on the biosensor sensitivity and a RSD increase, reaching
15%, were observed. Because the electrodes are disposables, the reproducibility is a
better estimate of performance. Likewise, the reproducibility of the amperometric
signal was checked using the slopes of five regression lines carried out with different
electrode surfaces. Table 8.5 shows the parameters of calibration curves and slope
estimation, whereas the RSD slope value was 7.0%. These results suggest that the
fabrication procedure of the SOD/PANPs/SPCrrrEs based biosensors is reliable and
allows reproducible amperometric responses to be obtained with different electrodes

constructed using the method described in this work.
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Table 8.5. Parameters of AI(III) inhibition calibration curves performed in order to

estimate reproducibility of SOD/PANPs/ttr SPCrrrEs based biosensors.

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)
I 0.02655 6.65x107 1.6x10 0.996
I 0.02319 1.80x107 4.0x10™® 0.992
11 0.02487 1.35%x107 1.8x10° 0.994
v 0.02283 5.34x10™® 1.6x10° 0.995
A% 0.02214 9.62x10™® 3.1x10* 0.995
Mean 0.02436
SD 1.7x10°
RSD 7.0
8.4.3. Accuracy

The accuracy of the developed method was tested by a recovery study in which a
known amount of AI(IIl) standard reference material (SRM), SRM High Purity
Standards solution (Lot Number 1121015, (1000 £ 3) mg L") was spiked to a buffer

solution. Calibration parameters used to calculate recovery are shown in Table 8.6.

Table 8.6. Parameters of AI(II) inhibition calibration curves performed to calculate

recovery of SRM spiked to a buffer solution.

Calibration Slope Intercept Sy/x R’
[A/M] (A)

I 0.0233 5.11x10° 3.2x10® 0.990
I 0.0382 3.01x107 4.1x10® 0.991
111 0.0299 5.38x107 3.3x107 0.991
1A% 0.0279 3.85x10° 3.4x107 0.992
A% 0.0380 7.78x10° 4.9x10® 0.990
VI 0.0207 4.22x10° 2.7x10® 0.991

The aluminum average concentration quantified by the developed procedure, (1047 £
53) mg/L (n =6; o = 0.05), matches the certified value of the sample considering the

associated uncertainty. The mean recovery percentage obtained was (102.4 £ 2.5).
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Results indicate that developed SOD/PANPs/r1r SPCrrrEs biosensors can be applied
to Al(III) determination in aqueous solutions. Recovery values are shown in Table

8.7.

Table 8.7. Recovery of Al(III) SRM (1000 £ 3) mg/L spiked to buffer solution.

Added SRM Found SRM FD (5700/200) mg/L SRM FD (100) Recovery

M) ™M) (M) %
1.290x10° 1.23x107 3.506x10™ 9.46 946 97.6
1.43x107 4.068x10™ 10.98 1098 104.9
1.37x107 3.894x10™ 10.51 1051 102.5
1.37x107 3.894x10™ 10.51 1051 102.6
1.37x10° 3.917x10™ 10.58 1058 102.9
1.40x107 3.995x10™ 10.79 1079 103.9
Mean 1047 102.4
SD 52.7 2.5
RSD 5.0 2.5

8.4.4. Study of interferences on SOD/PdNps/SPCrrrE biosensor

Interference study was performed comparing the percentage of inhibition showed by
the developed SOD based biosensor in the presence of aluminum and other foreign
ions. Three concentration levels were tested, namely 1x107° M, 1x10* M and 1x10°
M. As it can be seen in Figure 8.12, the highest interference effect was found for
Hg(II), Sn(Il) and Mo(VI) for the lowest level of concentration tested, but these toxic
ions should not be naturally present in water. Ca(Il), Mg(Il) and Fe(IIl), usually
found in water are no interfering. At level of 10™* M and 10~ M, most interfering ions
are Sn(Il), Cd(II) and Mo(VI). AI(IIT) showed inhibition on SOD enzyme at all tested

concentrations.
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Figure 8.12. Inhibition percentage of current at SOD/PANPs/SPCrrrE, (method B,
CV2 conditions) in presence of: AI(II), Cu(Il), As(V), Zn(Il), Hg(II), Sn(II), Co(II),
Cd(1I), Pb(1l), W(VD), Se(IV), V(V), Mo(VI), Ni(1l),Ca(Il), Mg(1I), Fe(IlI) and Cr(I1I)
at three concentration levels; [ EPI | = 1.6x10* M ; Britton Robinson buffer pH 5.0,
Eap =+0.2V vs. Ag/AgCl.

8.5. Conclusions

A novel amperometric biosensor based on SOD/PANPs/SPCrrsE was developed,
validated and applied to AI(IIl) determination in aqueous matrixes. The biosensor
was based on inhibitory effect of AI(IIl) increasing concentrations on SOD enzyme
and presents fast response, very good reproducibility, stability and low LOD. The
calculated Michaelis Menten constants from Lineweaver-Burk plots showed increas-
ing values with Al(III) concentration; and increasing Km apparent values; supporting

the role of Al(III) as an SOD inhibitor.

SOD enzyme immobilization was easily and rapidly achieved with glutaraldehyde

and allowed to obtain a good reproducibility value.

Modification of SPCrrrEs with PANPs improves biosensor performance when com-

pared with the other metallic NPs. A study of electrolytic generation conditions of
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NPs of Au, Pt, Rh and Pd onto SPCtreE surface was carried out and results showed
that SPCrrEs modified with PANPs by means of cyclic voltammetry under method
B, CV2 conditions: delay time 120 s, step potential, 0.025V, scan rate 0.1V/s) gave a

higher sensibility on amperometric inhibition of AI(III) calibration curves.

SEM images showed presence of the metallic NPs deposited on SPCrrgEs. The XRF
study conducted led to evaluate percentages of every metal deposited on SPCrygEs.
In addition, AFM performed study showed roughness, characteristic of SPCrrgEs
and NPs/SPCrrgEs surfaces, and provided useful information about morphology and
surface homogeneity. It was also found that PANps/SPCreEs deposited by method
B, CV2 conditions (delay time 120 s, step potential, 0.025 V, scan rate 0.1V/s) had
lower RA, RMS and Rmax than other metallic NPs deposited.

Biosensor validation was performed under optimized conditions: pH 5.0, applied
potential of 0.2 V and a concentration of EPI of 1.6 x10™* M. Under these conditions,
the LOD of the developed method allowed to quantify Al(III) at low concentrations.
The recovery value obtained using certified material, supported the feasibility of

SOD/PdNPs/SPCrrrEs based biosensor for AI(III) determination.

This new biosensor presents LOD similar to the other AI(III) biosensors developed,
but it has the advantage of a low applied potential of only +0.2 V. The use this bio-
sensor at such low potential, results on a notoriously higher selectivity compared

with other AI(II) biosensors.
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9. Conclusiones

De los resultados de los capitulos precedentes se extraen las siguientes conclusiones:

1.

La versatilidad de los electrodos serigrafiados permitio modificar su superficie
con tres enzimas, o-quimotripsina, AChE y SOD, empleando tres diferentes mé-
todos de inmovilizacion, la enzima a-quimotripsina se inmovilizd por medio de
encapsulacion-polimerizacion con PVA, la AChE por medio de enlace covalente
con una carbodiimida, y la SOD por entrecruzamiento con glutaraldehido.

Todos los procedimientos de immovilizacion empleados fueron muy simples,
rapidos y proporcionaron a los electrodos modificados estabilidad apropiada que
permiti6 obtener muy buenos parametros de desempefio para los biosensores
desarrollados.

Cuatro biosensores fueron desarrollados y validados con a-quimotripsina, AChE
y SOD y aplicados a la determinacion de Al(III) en matrices acuosas a niveles de
concentracion uM con bajos LOD.

Se emplearon dos sustratos con a-quimotripsina, estos fueron BTEE y ATEE,
mostrando el sustrato ATEE una mayor sensibilidad en las curvas de calibracion
de AI(III) y mas bajo LOD que el BTEE, con AChE y SOD se usaron ATI y EPI
respectivamente con LOD similares.

Los sustratos de las enzimas (BTEE, ATEE, ATI, EPI) mostraron inhibicion
cuantitativa con concentraciones crecientes de AIl(IIl) de acuerdo con las
Km(app) de inhibicion estimadas para los biosensores desarrollados.

Para el biosensor de a-quimotripsina/AuNPs/SPCEs/BTEE, el proceso 6ptimo
de inmovilizacion fue obtenido mezclando 15 pL de una disolucion de la enzima
de 30 mg mL™, 7.5 uL de disolucion de BSA 1.7% (m/v), 9 pL de una disolu-
ciéon de PVA 5% (m/v) y 7.5 puL de una disolucion reguladora Britton Robinson
de pH 7.8; 10 pL de la mezcla y 3uLL de enzima se vertieron sobre el electrodo
de trabajo.

Para el biosensor de a-quimotripsina/AuNPs/SPCEs/BTEE, las condiciones
experimentales optimas se obtuvieron a 0.8 V, pH 6.8 y [BTEE] 0.286 mM en la
celda electroquimica.

Para el biosensor de a-quimotripsina/AuNPs/SPCEs/BTEE, el LOD de 3.6x10°
M con 8.3% de RSD, la repetibilidad con 5% de RSD, la reproducibilidad con
6.4% de RSD y la exactitud de 100.9% con 4.4% de RSD permiten la determi-
nacion de bajas concentraciones de AI(III) en agua potable.

Para el biosensor de a-quimotripsina/AuNPs/SPCEs/ATEE el 6ptimo procedi-
miento de inmobilizacion fue obtenido mezclando 40 pL. de una disoluciéon de
enzima de 30 mg mL™', 20 pL de disolucion de BSA 1.7% (m/v), 24 uL de PVA
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5% (m/v) y 20 pL de disolucion reguladora Britton-Robinson de pH 7.8; 10 pL
de la mezcla y 3uL de enzima se vertieron sobre el electrodo de trabajo.

Para el biosensor de a-quimotripsina/AuNPs/SPCEs/ATEE, las condiciones ex-
perimentales 6ptimas se obtuvieron a 0.7 V, pH 7.8, 40 mM CaCl, y una [ATEE]
0.196 mM en celda.

Para el biosensor de o-quimotripsina/AuNPs/SPCEs/ATEE, el LOD de 1.5x10°
M con 11.7% de RSD, la repetibilidad con 8.2% de RSD, la reproducibilidad
con 6.6% de RSD y la exactitud de 102.6% con 4.4% de RSD, permiten la de-
terminacion de bajas concentraciones de Al(III) en vino blanco.

Para el biosensor de AChE/AuNPs/SPCEs/ATI, el 6ptimo procedimiento de
inmovilizacidon se obtuvo colocando 5 puL de ciclohexil-N-2-morfolin etil carbo-
diimida metil-p-tolueno sulfonate 0.07 M en disolucion reguladora Britton Ro-
binson de pH 7.0 sobre el electrodo de trabajo, transcurridos 80 minutos; 5 pL
de disolucion de enzima de 300 mg/mL en Britton Robinson de pH 7.0 se colo-
caron sobre el electrodo de trabajo.

Para el biosensor de AChE/AuNPs/SPCEs/AT]I, las condiciones experimentales
optimas se obtuvieron a 0.8 V, pH 7.8, [ATI] 0.234 mM en celda.

Para el biosensor de AChE/AuNPs/SPCES/ATI, el LOD de 2.1x10° M con
5.7% de RSD, la reproducibilidad con 3.3% de RSD y la exactitud de 101.2%
con 7.2% de RSD permiten la determinacion de bajas concentraciones de Al(III)
en muestras de agua potable.

Para el biosensor de SOD/PANPs/SPCrrgE/EPI, el procedimiento 6ptimo de
immovilizaciéon fue obtenido mezclando 20 pl de disolucion de SOD 5.9
mg/mL, 10 uLL de BSA 1.69% m/v y 10 ul de glutaraldehido 2.5% v/v; 10 pL de
la mezla se vertieron sobre el electrodo de trabajo.

Para el biosensor de SOD/PANPs/SPCrrgE/EPI, las condiciones experimentales
Optimas se obtuvieron a 0.2 V, pH 5.0, [EPI] 0.167 mM en celda.

Para el biosensor de SOD/PdNPs/SPCrtrE/EPI, el LOD de 2.0x10° M con
7.9% de RSD, la reproducibilidad con 7.0% de RSD y la exactitud de 102.4%
con 2.5% de RSD permiten la determinacion de bajas concentraciones de Al(III
en en agua potable.

La determinacion amperométrica de AI(IIT) con SOD/PANPs/SPCrreE, se reali-
z0 a potencial mas bajo que los otros biosensores desarrollados, mejorando la se-

lectividad de este biosensor.

La incorporacion de TTF en la tinta de carbon simplifica la fabricacion del bio-
sensor de SOD/PANPs/SPCrreE desarrollado.
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20. El electrodo de SOD/PdANPs/SPCrrrE fue caracterizado por medio de sus para-
metros de AFM, porcentajes de metales depositados por XRF, las fotografias de
SEM mostraron la presencia de nanoparticulas. Las curvas de calibracion reali-

zadas con el biosensor de SOD/PANPs/SPCrrgE mostraron pendiente mayor que
la de los biosensores de SOD con AuNPs, PtNPs y RhNPs.

21. Se emplearon diferentes métodos para obtener NPs de Au y Pd sobre los
SPCrreEs; las mejores condiciones para depositar NPs de Au sobre la superficie
del electrodo de trabajo fueron obtenidas por aplicacion de un potencial de 0.18
V durante 15 segundos bajo agitacion empleando una disolucion de HAuCly 0.1
mM en H,SO,4 0.5 M.

22. Las mejores condiciones para obtener NPs de Pd fueron la voltametria ciclica,
realizada por medio de siete barridos consecutivos entre +1 y -0.2 V en una cel-
da de cuarzo conteniendo disolucion de paladio 0.10 mM en H,;SO4 0.5 M, los
electrodos fueron preparados bajo las condiciones denominadas CV2: tiempo de
espera 120 s, pulso de potencial 0.025 V, velocidad de barrido 0.1V/s. Las NPs
de Pd se perfilan como una interesante alternativa a las AuNPs debido a su acti-
vidad catalitica.
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