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1.- RESUMEN

En la ultima década se ha puesto de manifiesto la necesidad de utilizar
sensores desechables para la ejecucion de andlisis sencillos, rapidos y econdmicos
para fines clinicos, medioambientales e industriales. En este sentido, los electrodos
serigrafiados han demostrado ser dispositivos baratos y reproducibles para la
determinacion electroquimica de diversos analitos [1-4], como por ejemplo residuos
quimicos de relevancia toxicoldgica para la salud, incluso a nivel de trazas, lo que ha
proporcionado un apoyo esencial para el analisis medioambiental y la seguridad
alimentaria.

En este trabajo se propone la puesta a punto de métodos electroquimicos
sencillos para la deteccion de sulfametoxazol (SMX), compuesto antibacteriano de
tipo sulfonamida que se utiliza ampliamente en medicina y veterinaria. Su uso
continuado puede producir resistencia antibidtica, generando efectos adversos tanto
en el medioambiente como en la salud humana.

Por tanto, la monitorizacion continua de este antibiotico en distintos tipos de
aguas se presenta como un atractivo procedimiento para controlar su toxicidad. En
este trabajo se han desarrollado diferentes métodos electroquimicos de analisis de
SMX utilizando electrodos serigrafiados, basados inicialmente en un sistema de flujo
continuo. Ademas, teniendo en cuenta la geometria y el disefio de estos dispositivos,
se propuso la realizacion de medidas electroquimicas en gota, lo que minimiza el
volumen de los reactivos y las muestras utilizados y reduce el tiempo de medida.

2.- ESTADO DEL ARTE

2.1.- ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son sustancias que, incluso en pequefias concentraciones,
inhiben el crecimiento y la multiplicacion de bacterias y de hongos. En la actualidad
no podria pensarse en el tratamiento y la prevencion de numerosas enfermedades
(profilaxis) sin ellos.

Las sustancias que solo influyen sobre la multiplicacién de las bacterias
tienen accion bacteriostdtica; si las células objetivo mueren se habla de una accion
bactericida. El mecanismo de accion de los antibioticos se basa en el bloqueo del
crecimiento de microorganismos sensibles inhibiendo la acciéon de una molécula, un
enzima o un acido nucleico, esencial para la multiplicacion celular. A nivel
molecular, implica que la molécula antibidtica puede unirse a un sitio especifico de
la macromolécula objetivo, formando un complejo molecular que ya no es capaz de
cumplir su funcion original.

Algunos antibidticos son antimetabolitos, ya que actian como inhibidores
competitivos. Son estructuralmente similares a los metabolitos normales, como los
aminodcidos o coenzimas, y se unen al enzima para el cual el metabolito es sustrato o
cofactor, inactivandolo de ese modo [5].
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La mayor parte de los antibidticos son producidos por microorganismos,
sobre todo por bacterias del género Streptomyces y ciertos hongos, aunque también
existen agentes bacterianos sintéticos, como las sulfonamidas (SAs) [6].

2.2.- SULFONAMIDAS
Las SAs, 4-amino-N-2-pirimidinilbencenosulfonamidas, son farmacos

sintéticos antibacterianos de baja potencia utilizados en medicina y veterinaria
(Figura 1) [7].

HoN

Figura 1.- Estructura quimica de SAs con propiedades bacteriostaticas.

Las SAs son moléculas polares con propiedades anfoteras. Su nitrogeno
amino se protona a pH 2-3, mientras que el nitrogeno amido se desprotona entre pH
4.5 y 11. La mayoria son solubles en agua y se absorben ligeramente en el suelo, por
lo que se extienden facilmente en el ambiente. Son sustancias estables con una vida
media de degradacion superior a 1 afio. Ademas, pueden sufrir hidrolisis alcalina,
reacciones de acoplamiento con fenoles y aminas y reaccionar con el radical
hidroxilo [8].

2.2.1.- Sulfametoxazol

El SMX, 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazol)bencenosulfonamida, es un
compuesto derivado de la familia de las SAs (Figura 2).
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Figura 2.- Estructura quimica del SMX.

El SMX es un antibidtico de amplio espectro bacteriostatico efectivo contra
las bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su mecanismo se basa en la unién
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competitiva con el enzima dihidropteroato sintetasa, de forma que inhibe la
conversion del acido p-aminobenzoico a acido dihidropteroico, precursor del acido
tetrahidrofolico (4cido folico) que es esencial para la sintesis de los acidos nucleicos.
Ademas, esta sulfonamida bloquea el transporte a través de la membrana del acido
glutdmico, otro componente esencial en la sintesis del acido folico [9].

2.3.- EFECTOS DERIVADOS DEL USO DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibidticos han desempefiado un papel importante en la mejora de la
salud humana y han sido un apoyo en la produccion de ganado desde la Segunda
Guerra Mundial [10]. En concreto, el SMX se prescribe actualmente para tratar
infecciones urinarias, y se usa en la practica veterinaria, acuicultura y cria de ganado,
tanto para el tratamiento de enfermedades infecciosas [11] como para el fomento del
crecimiento, la mejora de la eficiencia de utilizacion del pienso y la ganancia media
diaria de peso.

2.3.1.- Efectos en el medioambiente

Estudios recientes hacen referencia a la presencia ubicua de SAs en matrices
acuosas, como plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas subterraneas, aguas
superficiales y sedimentos, debido fundamentalmente, como se ha mencionado
anteriormente, a su caracter anfotero, su alta movilidad ambiental y su elevada
persistencia (Figura 3) [12].

SULFONAMIDAS

Genes de
resistencia a

SAs

Microorganismos
ﬂ .

S SN D, Microorganismos del
—

medioambiente

Entorno acuatico

Figura 3.- Efecto de SAs en el medioambiente.
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La cantidad de estos compuestos en abonos y aguas residuales provenientes
de campos agricolas e industrias farmacéuticas indica que pueden causar serios
problemas para el ambiente. El potencial efecto negativo de estos antibidticos en
microorganismos presentes en ecosistemas terrestres y acudticos es alarmante [9],
dado que producen la interrupcion de las actividades normales de éstos [13], asi
como cambios en sus genotipos. Estos cambios pueden ser facilmente transferidos,
incluso a especies de otra biocenosis [9].

Algunos tipos de algas procedentes tanto de rios como de ambientes marinos
son muy sensibles a la toxicidad directa de unos pocos ng L™ de SMX, reaccionando
con variaciones en las actividades transcripcionales de los genes involucrados en la
replicacion y transcripcidon, asi como en los genes relacionados con elementos
estructurales de la membrana celular. Las actividades relacionadas con la fotosintesis
también se ven reducidas sustancialmente [10, 14].

2.3.2.- Toxicidad y resistencia antibiotica

Las SAs se pueden acumular en varios organismos a lo largo de la cadena
alimentaria, dando lugar a un incremento local en los efectos toxicos inducidos por
estos farmacos [9]. Ademas, sus efectos toxicos y los de otros contaminantes pueden
exhibir sinergismo. Asi, en los niveles de exposicion ambiental, una mezcla de
microcontaminantes y SMX puede inhibir el crecimiento de las células embrionarias
humanas HEK293 [15]. Las concentraciones mas altas permitidas de SAs en
alimentos han sido establecidas en los reglamentos administrativos. Por ejemplo, la
Unién Europea adopté un maximo de concentracion de SAs de 100 pg kg en
piensos para animales [16].

En las poblaciones de bacterias que son sensibles a antibidticos especificos se
producen intrinsecamente cepas que son resistentes a al menos un farmaco
(resistencia natural). Como resultado, estas bacterias resistentes pueden sobrevivir,
multiplicarse y extender esa resistencia a otras en la familia. En cuanto a la influencia
actual de los antibidticos veterinarios en el ambiente, la resistencia se produce debido
a una exposicion repetida de las bacterias a dosis sub-letales de los mismos. Aunque
la resistencia natural a las bacterias patdogenas no se ha transferido entre cepas, el
desarrollo de resistencia a los medicamentos por la transferencia de genes de
“resistencia” entre células bacterianas pertenecientes a diferentes cepas durante un
proceso de recombinacion (transferencia horizontal de genes) puede haber
contribuido a la difusiéon de especies bacterianas resistentes a los medicamentos a
gran escala. Como resultado, estas cepas pueden encontrarse en los ecosistemas que
tedricamente no estan expuestos a la quimioterapia [9].

En este sentido, la resistencia a los antibidticos ha sido definida como una de
las mayores amenazas para la salud publica y uno de los principales desafios
sanitarios del siglo XXI. Las infecciones causadas por bacterias resistentes a
antibiodticos se asocian con una calidad de vida reducida, con infecciones bacterianas
en otras localizaciones, con una cronificacién y posteriores infecciones oportunistas
con microorganismos resistentes [17].
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2.4.- MONITORIZACION DE SMX EN ACUICULTURA

La produccion de pescados y mariscos se ha incrementado sustancialmente en
la ultima década, pasando de 10 millones a 50 millones de toneladas, lo que supone
casi el 50% del consumo de especies acudaticas. Este incremento en la produccion se
ha visto acompafiado por un aumento en la preocupacion por la aparicion de
enfermedades en especies acuaticas. En algunos paises de la Union Europea la
cantidad de antibioticos usados por tonelada de producto en el tratamiento de dichas
enfermedades varia entre 40 y 100 g [18].

Si bien no se ha desarrollado ninglin antibidtico para ser aplicado
especificamente en acuicultura, se usan en este ambito los desarrollados para el
tratamiento de infecciones en seres humanos o animales terrestres, como el SMX.
Tanto en la Union Europea como en los EE.UU, los antibidticos en acuicultura estan
unicamente autorizados para tratar enfermedades y no pueden usarse como
profilacticos o promotores del crecimiento. Ademds, en el tratamiento de
enfermedades infecciosas, estos compuestos deben incorporarse en los piensos, no
pudiendo ser afiadidos directamente al agua.

El empleo de antibidticos en acuicultura puede suponer un impacto en la
seguridad alimentaria y la salud publica, debido a:

e La emergencia y diseminacion de bacterias resistentes a antibidticos y la
dispersion de sus genes de resistencia.

e La presencia de residuos antibioticos en los alimentos.

Las bacterias resistentes pueden causar infecciones en seres humanos por el
consumo de productos de acuicultura contaminados. En referencia a la presencia de
residuos antibioticos, el 59% de las notificaciones de residuos se asociaron con
crustaceos (55%) y pescado (4%), segun el informe de Food and Feed Safety Alerts
(RASFF) de 2008 [17].

Por tanto, el desarrollo de métodos para la deteccion de SMX, y de SAs en
general, es de gran importancia en este campo.

2.5.- DETERMINACIONES ANALITICAS DE SMX

Se han desarrollado varios métodos analiticos para la separacion y
determinacion de SMX tanto en estado puro como en diferentes tipos de muestras
(farmacos, residuos de productos alimenticios y muestras bioldgicas de orina o
tejidos). Estos métodos utilizan principalmente técnicas analiticas como HPLC [19-
26], cromatografia de gases [27] y electroforesis capilar [28-38].

Sin embargo, estos procedimientos requieren tiempos de analisis elevados en
términos de preparacion de la muestra, como microextraccion en fase solida, ademas
de una instrumentacion compleja y operadores especializados.
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Aunque las referencias sobre procedimientos de determinacion
electroquimica son menos abundantes, probablemente por problemas relacionados
con la contaminacion o desactivacion de los electrodos, se han descrito los siguientes
procedimientos electroquimicos como una metodologia muy adecuada que puede
evitar los inconvenientes mencionados.

2.5.1.- Determinaciones electroquimicas

La electroquimica analitica engloba el conjunto de métodos analiticos
cualitativos y cuantitativos basados en las propiedades eléctricas de una disolucion
de analito cuando éste forma parte de una celda electroquimica [39]. Estos
procedimientos presentan ciertas ventajas generales respecto a otro tipo de
procedimientos, como la especificidad hacia un estado de oxidacién particular de un
elemento, bajas capacidades de deteccion o instrumentacion relativamente
econdmica [39]. Para la determinacion de SMX se han desarrollado principalmente
métodos potenciométricos [40-46], especialmente sensores de membrana selectivos
de iones [42-46], y métodos voltamperométricos [47-55].

Los métodos voltamperométricos son particularmente convenientes, exactos y
precisos en analisis en los que el ingrediente o sustancia activa, oxidable o reducible,
puede ser determinado en presencia de excipientes inactivos. Este procedimiento,
que estd basado en la medida de una corriente en funcién de un potencial aplicado,
elimina el tiempo dedicado a la extraccion de las especies a determinar y las pérdidas
incurridas durante el proceso, operaciones habituales en los métodos cromatograficos
y fotométricos. La fiabilidad y la precision de los métodos voltamperométricos son
comparables, cuando no mejores, con los métodos mencionados [39].

En este sentido, los mecanismos de oxidacién y reduccion, basados en el
grupo amino primario (-NH;) y el grupo sulfonamida (-SO,-), respectivamente, se
han estudiado mediante voltamperometria diferencial de impulsos (DPV) vy
voltamperometria de onda cuadrada (SWV) utilizando diferentes electrodos
modificados (Tabla 1). En la mayor parte de la literatura se describe la oxidacion del
grupo -NH» dado que la reduccion del grupo -SO»- es muy dificil de alcanzar.

En los ultimos afios, se ha producido un creciente interés en el desarrollo de
electrodos miniaturizados en instrumentos electroquimicos. La tecnologia de
serigrafiado se ha presentado como un método atractivo para la produccion en masa
de sensores a bajo coste. Esta tecnologia presenta ventajas como flexibilidad en el
disefio, automatizacion del proceso, buena reproducibilidad, amplia variedad de
materiales y coste reducido [3, 4].

3.- OBJETIVO
El objetivo principal de este trabajo de investigacion ha sido el desarrollo y

puesta a punto de un sensor serigrafiado para la detecciéon y cuantificacion
electroquimica del antibidtico SMX en distintos tipos de aguas.
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Tabla 1.- Determinaciones voltamperométricas de SMX.

Técni p il d Sefial Rango de C dad d
eeniea Electrodo Medio otencial de voltamperométrica concentracion apa(‘:lr ac de Ref.
electroquimica pico (V) . deteccion (uM)
registrada (uM)

Diamante dopado  Etanol + tampdon e

SWV con boro fosfato, pH 6.0 +1.1 Oxidacion 6.1 -60.1 1.1 [48]
Diamante dopado ~ Tampon Britton- S,

DPV con boro Robinson, pH 7.0 +0.9 Oxidacion 39-394 14.4 [49]
Diamante dopado ~ Tampon Britton- e

DPV con boro Ralbtmsan, e 7.0 +0.9 Oxidacion 3.9-31.6 0.1 [52]
KCI + tampén S,

DPV Pasta de carbono +0.9 Oxidacion 0.0014 - 0.0012 0.0004 [53]

fosfato, pH 6.0

DPV Pasta de carbono Taml;;’;‘ 6f°05fat°’ -0.1 Oxidacién 0.01 — 10000 0.0015 [51]
Carbono Tampon Britton- S,

SWV vitrificado Robinson, pH 6.3 + 1.1 Oxidacion 650.0 — 3500.0 400.0 [47]
Carbono Tampon fosfato, e

DPV vitrificado pH 8.0 +0.7 Oxidacion 50.0 — 10000.0 50.0 [50]
Carbono Tampon fosfato, S,

SWV vitrificado PH 6.0 +1.0 Oxidacion 55.0-395.0 8.5 [55]

DPV Compesitipas  aigon Sl 109 Qe 0.1-0.7 0.024 [54]

parafina

Robinson, pH 7.0
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4.- EXPERIMENTAL
4.1.-REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Para la preparacion
de disoluciones acuosas se utilizé agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.).

Como fase movil y electrolito de soporte se utilizaron disoluciones tampdon
100 mM de KH,PO4 y 100 mM de KCI (Merck, Darmstadt, Germany), excepto en el
proceso de optimizacion. Se empled una disolucion 1 M de NaOH (JT Baker,
Deventer, Paises Bajos) para ajustar los valores de pH.

Las disoluciones de K;[Fe(CN)g] (Merck, Darmstadt, Alemania) y de SMX
(Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) se prepararon disolviendo
la cantidad adecuada de estos reactivos en electrolito de soporte.

4.2.-EQuUIPO

Las medidas electroquimicas se realizaron con un potenciostato PalmSens®
(PalmSens® Instruments BV, Houten, Paises Bajos).

Tanto el sistema de flujo continuo como los electrodos serigrafiados
empleados en todas las medidas fueron facilitados por DropSens S.L. (Parque
Tecnoldgico de Asturias, Llanera, Asturias, Espafia). Los dispositivos serigrafiados
constaban de un electrodo de referencia de Ag (Ag SPE) y un electrodo auxiliar y de
trabajo de carbono.

El pH de las disoluciones fue medido mediante un pHmetro Crison Modelo
2002 (Barcelona, Espafia).

4.3.- PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA

Se realizaron medidas electroquimicas utilizando electrodos serigrafiados
tanto en un dispositivo de flujo continuo como en gota, con el fin de determinar su
viabilidad en el analisis en continuo de aguas.

4.3.1.- Medidas en un sistema de flujo continuo

El dispositivo de flujo continuo consta de una bomba peristaltica que recoge e
impulsa el electrolito de soporte o fase mévil hacia una celda (Figura 4). El grosor de
los tubos de PVC que conectan la bomba con las secciones de inyeccion y la potencia
de la bomba pueden ser regulados para conseguir diferentes velocidades de flujo.

La celda consiste en un dispositivo de metacrilato, cuya transparencia permite
la visualizacion de burbujas u otras irregularidades sobre el electrodo que puedan
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afectar en la calidad de las sefiales obtenidas. Presenta una ranura en la que se inserta
el electrodo serigrafiado y un anillo de goma en forma circular que limita el volumen
depositado sobre éste. El flujo de entrada es perpendicular a la superficie del
electrodo, mientras que el de salida forma un angulo de unos 45°. Dicho electrodo va
conectado al potenciostato.

Figura 4.- Imagen del sistema de flujo en continuo.

Inicialmente se puso a punto el método de medida con esta celda de flujo
utilizando como identificativo la intensidad de los picos de oxidacion de disoluciones
de Ki;[Fe(CN)s] de distinta concentracion, utilizando distintos electrodos
serigrafiados.

En el modo de carga del inyector, la fase mévil proveniente de la bomba pasa
directamente en continuo por la celda que contiene el dispositivo serigrafiado. Al
aplicar un potencial de + 0.3 V vs Ag SPE, se registra la intensidad correspondiente a
la linea base. En esta disposicion, se carga un volumen de la disolucion de
ferricianuro mediante una jeringa, que queda retenido en el bucle de inyeccion.

Cuando se registra una linea base estable, se cambia el inyector a la posicion
de inyeccion, abriéndose una valvula que hace pasar la disolucion de analito
directamente a la celda, registrandose la corriente correspondiente al proceso redox.
Tanto la fase movil como la disolucién de analito se recogen a la salida de la celda.

Una vez caracterizado este sistema, se registraron de forma andloga los
amperogramas de disoluciones de SMX de varias concentraciones, aplicando en este
caso un potencial de + 0.9 V vs Ag SPE, excepto para el proceso de optimizacion.
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4.3.2.- Medidas en gota

Para la realizacion de las medidas amperométricas se depositdé una gota de
100 pL de la disolucion correspondiente de electrolito de soporte o del antibidtico
sobre los dispositivos. En la figura 5 se muestra la imagen del dispositivo serigrafico
utilizado, en la que se distingue la gota de 100 pL de electrolito de soporte sobre los

electrodos de referencia, trabajo y auxiliar.
|s
»
E ~
. ¢ ‘

A}!) -

Figura 5.- Imagen de la determinacion en gota.

Los distintos cronoamperogramas se registraron de este modo al aplicar un
potencial de + 0.7 V vs Ag SPE, excepto para el proceso de optimizacion.

En el caso de medidas voltamperométricas de onda cuadrada, se registro la
intensidad al hacer un barrido de potencial entre + 0.4 V y + 1.4 V, con una amplitud
de modulacion (Egep) de + 0.025 V, una amplitud del impulso (Epyise) de + 0.008 V'y
una frecuencia de 10 Hz.

5.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1.- DETERMINACION DE FERRICIANURO EN EL SISTEMA DE FLUJO
CONTINUO

Para poner a punto el método, se realizaron medidas de disoluciones de
Ks[Fe(CN)s], ya que es un sistema electroquimico ampliamente conocido. Se
registraron amperogramas haciendo inyecciones por triplicado o cuadriplicado de
disoluciones de K3;[Fe(CN)g] en el rango de concentraciones de 10° M hasta 102 M,
aplicando un potencial de + 0.3 V vs Ag SPE (Figura 6).

En el sistema de flujo continuo existe una gran dependencia entre la sefal
amperométrica registrada y variables como la velocidad de flujo o la composicion de
la disolucion en estudio. Por tanto, se realizaron diferentes experiencias modificando
los valores de estas variables experimentales, empleando disoluciones 100 mM de
KCl o tampon 100 mM KH,PO4 con KC1 100 mM a pH=7.4 como fase moévil, y
velocidades de flujo de 1.4, 1.6 y 1.8 mL min™".
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Figura 6.- Amperograma registrado para inyecciones sucesivas de disoluciones 107
M (4), 10° M (B), 10* M (C), 10° M (D) y 10° M (E) de K3[Fe(CN)s], en 100 mM de
KH>PO,y 100 mM de KCI, pH = 7.4, aplicando un potencial de +0.3 V vs Ag SPE.

Las mejores senales se registraron en tampén 100 mM KH,PO,4 con KCI1 100
mM a pH=7.4 como fase movil, empledndolo también para la preparacion de las
distintas disoluciones. De hecho, cuando la disolucion de analito se prepard
directamente en agua Milli-Q, se produjeron perturbaciones en el medio que se
tradujeron en la aparicion de una deriva de la linea base.

En cuanto a la velocidad de flujo, se observé un ensanchamiento indeseable
de pico a 1.4 mL min™', y un consumo excesivo de reactivos a 1.8 mL min™, por lo
que se decidi6 tomar como 6ptima la velocidad de 1.6 mL min™.

5.2.- DETERMINACION DE SMX EN EL SISTEMA DE FLUJO CONTINUO

El comportamiento electroquimico del antibidtico SMX en distintos
electrodos se analizé amperométricamente utilizando el sistema de flujo optimizado
para el ferricianuro. En ese caso, se optimizaron ademas variables experimentales
que influyen directamente en la intensidad de la sefal registrada para SMX, como la
concentracion del tampon fosfato utilizado en la preparacion de la fase movil y el
potencial aplicado.

Se realizaron inyecciones sucesivas de disoluciones de SMX de distintas
concentraciones en el rango de 10° M a 10 M empleando como fase movil
disoluciones 50 mM 6 100 mM de tampon H,KPO4 con 100 mM de KCl, a pH=8, y
aplicando potenciales de + 0.2, + 0.4, + 0.5, + 0.7y + 0.9 V vs Ag SPE (Figura 7).
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Figura 7.- Amperograma registrado para inyecciones sucesivas de disoluciones
10°M (4), 10° M (B), 107 M (C), 10° M (D) y 107 M (E) de SMX, en 100 mM de
KH>PO,y 100 mM de KCI, pH = 8, aplicando un potencial de + 0.9 V vs Ag SPE.

Desafortunadamente, las sefiales de oxidacion obtenidas fueron poco
definidas por lo que no se consideraron adecuadas para relacionarlas
cuantitativamente con la concentracion de SMX. Con el objetivo de aumentar la
sensibilidad hacia este analito, se decidi6 modificar el electrodo de trabajo con
nanoparticulas de Au (AuNPs) depositadas electroquimicamente.

La sintesis de AuNPs se realizd de acuerdo con el método desarrollado por
Majid et al. [56], que consiste simplemente en un proceso de electrodeposicion a
partir de una disolucién 0.1 mM de HAuCly preparada en H,SO4 0.5 M, aplicando un
potencial constante de + 0.18 V durante el proceso de electrodeposicion [57]. El
tiempo Optimo para que se produjera la deposicion de las AuNPs sobre los electrodos
serigrafiados de carbono se determind teniendo en cuenta los picos redox registrados
en los voltamperogramas ciclicos de una disolucion 50 mM de H>SOs, en el rango de
potencialde 0a+1.5V,a 0.1V s'l, con los electrodos modificados.

En dichos voltamperogramas se observa un pico de reduccion a + 0.5 V vs
Ag SPE, cuya intensidad aumenta con el tiempo de deposicion de AuNPs, y un pico
de oxidacion a + 1.0 V vs Ag SPE que aparece Unicamente para tiempos de
deposicion superiores a 10 s (Figura 8). Este pico de oxidacién sugiere un
comportamiento de “macro” electrodo de oro, es decir, la formacion de un film de
oro sobre la superficie del electrodo [58]. Por lo tanto, se eligié un tiempo de 10 s
para la electrodeposicion de las AuNPs.
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Figura 8.- Voltamperogramas ciclicos obtenidos en H,SO4 50 mM utilizando los
electrodos serigrafiados modificados con AuNPs generadas empleando diferentes
tiempos de electrodeposicion 0s (4) y 30 s (B). Velocidad de barrido, 0.1 V5™

Con estos electrodos modificados se estudi6 nuevamente el comportamiento
electroquimico del SMX. Los resultados no fueron lo suficientemente satisfactorios
como para poder emplearlos definitivamente en el estudio del antibiotico. Los picos
de oxidacion registrados fueron en la mayoria de los casos muy anchos, lo que
dificulté su cuantificacion, por lo que se propuso el desarrollo de un método
alternativo de medida.

5.3.- DETERMINACION AMPEROMETRICA DE SMX EN GOTA

La metodologia electroquimica basada en la utilizacion de una gota del
electrolito de soporte, o del analito objeto de estudio disuelto en electrolito de
soporte, para cubrir los electrodos de trabajo, referencia y auxiliar, presenta mayor
simplicidad y rapidez que la anteriormente descrita. Ademas, la determinacién en
gota no tiene el inconveniente del gran volumen de reactivos consumido, ya que no
es necesario aportar una fase mévil continuamente como en el sistema de flujo, ni es
necesario sumergir los electrodos en el electrolito de soporte como ocurre en las
medidas en celda.

Para determinar el potencial 6ptimo al que tiene lugar la reaccion redox del
antibiotico, se realizaron diferentes cronoamperogramas de una disolucion 10 M de
SMX a+0.5,+0.6,+0.7,+ 0.8 y+ 0.9 V vs Ag SPE en electrolito de soporte pH 8.
La mayor intensidad de oxidacion leida a los 100 s fue la registrada a + 0.7 V vs Ag
SPE, por lo que se tom6 como potencial 6ptimo de medida para analisis posteriores.

En estas condiciones experimentales, se realizaron diferentes curvas de
calibrado en los rangos de concentraciones de SMX de 10° M a 102 M, de 10° M a
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10" My de 10" M a 10 M para estudiar la sensibilidad de los electrodos (Figura 9).
Desafortunadamente, las sefiales de intensidad no mostraban una dependencia lineal
con la concentracion en todos los casos, por lo que los resultados obtenidos mediante
este método cronoamperométrico no pudieron considerarse tampoco satisfactorios.
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Figura 9.- Cronoamperogramas registrados en electrolito de soporte pH = 8 (A), y
en disoluciones de SMX de concentracién 107 M (B), 10° M (C), 10° M (D) y 107 M
(E), aplicando un potencial de +0.7 V' vs Ag SPE.

5.4.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE SMX EN GOTA

En vista de los resultados obtenidos se estudid el comportamiento de
disoluciones de SMX, en el rango de concentracion de 107 M a 10> M, mediante
SWV utilizando electrodos serigrafiados. Se observd un pico de oxidacion
claramente definido en torno a + 0.7 V vs Ag SPE, correspondiente a la oxidacion
del grupo amino del analito (Figura 10).

De esta manera se registraron diferentes curvas de calibrado que se utilizaron
para validar este método de andlisis de SMX.

La validacion de un método analitico se define como el proceso basado en
estudios sistematicos de laboratorio, mediante el cual se pone de manifiesto que
dicho método posee unas caracteristicas de funcionamiento adecuadas para la
aplicaciéon que se le quiere dar. Dichas caracteristicas de funcionamiento se
determinan a través de parametros de calidad como la precision, la capacidad de
deteccion y la veracidad [59].
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Figura 10.- Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en electrolito de
soporte pH = 8 (A), y en disoluciones de SMX de concentracion 5 uM (B), 7.5 uM
(C), 10 uM (D), 12.5 uM (E), 15 uM (F), 17.5 uM (G), 20 uM (H) y 25 uM (1),
aplicando un potencial de + 0.7 V vs Ag SPE.

5.4.1.- Precisién del método

La precision es el grado de concordancia entre los resultados de ensayos
independientes obtenidos en unas condiciones bien definidas. Asi pues, evalua la
dispersion de los resultados que se obtienen al realizar réplicas de medidas sobre una
misma muestra. Se expresa estadisticamente a través de la desviacion estandar, bien
en términos absolutos bien en términos relativos. En general, la desviacion estandar
aumenta con la concentracion mientras que la desviacion estdndar relativa (RSD)
disminuye, es decir, se estabiliza a concentraciones elevadas.

Es recomendable distinguir entre unas condiciones de minima variacién de
los factores de influencia y unas condiciones de méaxima variacion de los mismos
sobre la precisién, lo que se conoce como condiciones de repetibilidad y de
reproducibilidad. Las condiciones de repetibilidad son aquellas en las que las
medidas se realizan aplicando el mismo método a un mismo material, con los
mismos equipos y reactivos, el mismo operador y en un intervalo corto de tiempo,
generalmente una sesion de trabajo. Cuando las medidas se obtienen con el mismo
método, sobre las mismas muestras, pero con reactivos, equipos, condiciones
ambientales y operadores distintos se habla de condiciones de reproducibilidad [59].
En este caso, el factor mas influyente en el procedimiento desarrollado para
distinguir entre ambos indices es el dispositivo serigrafiado utilizado para realizar las
medidas voltamperométricas.
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Por otra parte, para estimar la repetibilidad del procedimiento se realizaron
varias curvas de calibracion en el rango de concentracion de 5 pM a 25 uM de SMX,
utilizando durante todas las medidas el mismo electrodo serigrafiado. Los parametros
de calibrado y la desviacion tipica, fueron Optimamente evaluados. Con el objetivo
de detectar la existencia de puntos anomalos, se utilizo el programa PROGRESS
[60], que evalua el intervalo lineal y la presencia de datos anémalos mediante una
regresion en minima mediana de cuadrados (LMS) y una vez eliminados estos del
conjunto de calibracion, construye nuevamente con los restantes puntos una recta de
calibracion mediante una regresion en minimos cuadrados ordinarios (OLS). Esta
regresion OLS proporciona una correcta valoracion de la pendiente (sensibilidad) y
del término independiente del calibrado, siendo ambos importantes para juzgar la
calidad del calibrado y a partir de ésta, la del método analitico.

En la tabla 2 se muestran los pardmetros de calibracion obtenidos con los
distintos métodos de regresion utilizados para el calculo de la repetibilidad, que en
términos de RSD asociada a las pendientes de las rectas de calibracion construidas en
el rango de concentracion de 5 a 25 uM, fue de 5.9 % para n = 3.

A su vez se estim6 la reproducibilidad del procedimiento, para lo que se
realizaron varias curvas de calibracion en el mismo rango de concentracion de SMX,
utilizando distintos dispositivos serigrafiados. Los parametros de calibrado y la
desviacion tipica, fueron también 6ptimamente evaluados.

En la figura 11 se muestran los puntos experimentales y las rectas de
calibracion construidas a partir de ellos, una vez eliminados los puntos anémalos, en
los diferentes calibrados realizados con distintos electrodos serigrafiados. La tabla 3
recoge los parametros de calibracion correspondientes obtenidos con los distintos
métodos de regresion. La reproducibilidad de este método en términos de RSD
asociada a las pendientes de las rectas de calibracion, construidas en el rango de
concentracion de 5 a 25 pM, fue de 4.6 % paran=7.

5.4.2.- Capacidad de deteccion

Se define la capacidad de deteccion como la concentracion o la cantidad de
analito derivada de la medida mas pequena y que puede detectarse con una certeza
razonable mediante un determinado procedimiento analitico [59].

Es muy habitual analizar componentes de muestras a niveles bajos de
concentracion. En estos casos, hay que discriminar entre muestras en las que se
detecta analito y muestras en las que no. Ademas, una vez detectado el analito, se ha
de fijar un limite a partir del que poder estimar cuantitativamente y de forma fiable
su concentracion.

A menor ruido y mayor sensibilidad del método, mayor sera también la

capacidad de discriminacion entre el blanco y las muestras o patrones a baja
concentracion [59].
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Tabla 2.- Pardmetros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion,
para estimar la repetibilidad del método.

Parametros de calibracion  Regresion OLS Regresion  Regresion OLS

LMS sin andmalos

N° de datos 6 6 5
Pendiente 23.5 23.8 23.8
Término independiente -72.3 -74.0 -70.7
Coef. de determinacion (R?) 0.990 0.997 0.999
Desviacion estandar residual 18.0 - 6.5
N° de datos 6 6 6
Pendiente 21.6 21.6 21.6
Término independiente -60.2 -56.6 -60.2
Coef. de determinacion (R?) 0.998 0.996 0.998
Desviacion estandar residual 5.8 - 5.8
N° de datos 5 5 5
Pendiente 21.5 20.9 21.5
Término independiente -85.0 -79.6 -85.0
Coef. de determinacion (R?) 0.999 0.999 0.999
Desviacion estandar residual 2.8 - 2.8

700
1=-76.7+247C
600 - R2=0.989
| =-58.0+22.6C
500 - R2=0.994
5:\ | =-71.3+252C
c 400 - R2=0.999
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Figura 11.- Rectas de calibrado para el cdlculo de la reproducibilidad del método.

17



Trabajo fin de master, 2014/15

Tabla 3.- Pardmetros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion,
para estimar la reproducibilidad del método.

Parametros de calibracion Regresion Regresion Rggresi,én OLS
OLS LMS sin anémalos
N° de datos 6 6 6
Pendiente 24.7 23.7 24.7
Término independiente -76.7 -66.6 -76.7
Coef. de determinacién (R?) 0.989 0.994 0.989
Desviacion estandar residual 13.0 - 13.0
N° de datos 8 8 6
Pendiente 24.6 21.9 22.6
Término independiente -75.3 -54.1 -58.0
Coef. de determinacion (R?) 0.987 0.995 0.994
Desviacion estandar residual 19.8 - 11.1
N° de datos 6 6 4
Pendiente 254 25.2 25.2
Término independiente -66.4 -71.8 -71.3
Coef. de determinacion (R?) 0.993 0.999 0.999
Desviacion estandar residual 17.2 - 1.7
N° de datos 7 7 5
Pendiente 24.3 232 23.6
Término independiente -108.2 -104.4 -108.8
Coef. de determinacion (R?) 0.989 0.998 0.998
Desviacion estandar residual 19.2 - 5.0
N° de datos 6 6 5
Pendiente 234 23.8 23.8
Término independiente -72.3 -74.0 -70.7
Coef. de determinacion (R?) 0.991 0.997 0.999
Desviacion estandar residual 18.0 - 6.5
N° de datos 5 5 5
Pendiente 25.9 22.5 25.9
Término independiente -74.0 -48.7 -74.0
Coef. de determinacién (R?) 0.996 0.999 0.996
Desviacion estandar residual 14.4 - 14.4
N° de datos 8 8 8
Pendiente 25.2 24.3 25.2
Término independiente -66.5 -68.6 -66.5
Coef. de determinacion (R?) 0.981 0.973 0.981
Desviacion estandar residual 24.9 - 24.9
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Dado que todas las medidas experimentales estan siempre sujetas a errores, sera
necesario recurrir siempre a criterios estadisticos y de probabilidad. Al determinar la
presencia o la ausencia de analito en una muestra se han de evitar dos tipos de errores
[59]:

e Los falsos positivos (a), denominados errores de tipo o, que consisten en
dictaminar la presencia de analito cuando en realidad la muestra no lo contiene.

e Los falsos negativos (p), denominados errores de tipo B, en los que se determina
que no hay analito cuando en realidad la muestra lo contiene.

Este procedimiento analitico fue también caracterizado mediante su
capacidad de deteccion, teniendo en cuenta o y B [61, 62]. En el célculo de este
indice de calidad también se precisaron regresiones validadas entre la concentracion
y la sefal analitica, construidas en el rango de 5 a 25 uM [63, 64].

El valor minimo de concentracion detectable calculado mediante el programa
DETARCHI [63, 64], 1.5 £ 0.1 uM (o= B = 0.05; n = 3), fue menor que el valor del
primer estandar utilizado para construir las curvas de calibrado 5 uM. Por lo tanto,
desde un punto de vista analitico, este Ultimo valor se estim6é como capacidad de
deteccion del método [65].

5.4.3.- Veracidad del método: Determinacion de SMX en muestras de agua de
rioy de mar

La veracidad de un método analitico se puede demostrar de diversas formas,
siendo las mas utilizadas el empleo de materiales de referencia certificados, la
comparacion con un método de referencia o el analisis de muestras manufacturadas
con un contenido de analito conocido [59, 66].

En este caso, se analiz6 el contenido de SMX en aguas enriquecidas de rio y
de mar mediante interpolacion en las curvas de calibrado construidas utilizando los
sensores serigrafiados [67]. Para ello, se registrd la sefial de oxidacion de los dos
tipos de muestras enriquecidas, siguiendo el procedimiento de medida descrito
anteriormente (Figura 12).

La tabla 4 muestra los buenos resultados obtenidos con este procedimiento en

términos de RSD y de intervalo de confianza para la media, lo que confirma la
veracidad del procedimiento en este tipo de analisis.
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Figura 12.- Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en electrolito de
soporte pH = 8 (A), en muestras enriquecidas de agua de rio (B) y de agua de mar
(C), aplicando un potencial de + 0.7 V vs Ag SPE.

Tabla 4.- RSD e intervalo de confianza para la media de los valores de SMX
obtenidos en las muestras de agua de rio y de mar.

Concentracién .,
Concentracion

Tipo de de SMX en las de SMX RSD In_tervalo de
muestras confianza al 95%
muestra . . detectada (%) .
enriquecidas (M) para la media
(M) H
32.8
Agua de rio 30 26.6 10.9 29.2+£3.6
28.1
28.6
Agua de mar 30 28.1 4.0 290=+1.3
30.3

6.- CONCLUSIONES

Con los datos recogidos en este trabajo se puede concluir que:
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El empleo de sensores serigrafiados de carbono supone una técnica sencilla,
reproducible, repetible y econdmica para la deteccion electroquimica de SMX en
distintos tipos de aguas.

La realizacion de medidas electroquimicas en gota se ha presentado como una
atractiva alternativa al sistema en flujo continuo, ya que minimiza los volimenes
de reactivos y muestras utilizados y reduce el tiempo de medida.

El procedimiento voltamperométrico desarrollado en gota, basado en el uso de
electrodos serigrafiados de carbono, se caracteriza por valores de capacidad de
deteccion del orden de los descritos en la bibliografia, en los que se utilizan
electrodos con complejas modificaciones, lo que pone de manifiesto la gran
utilidad de estos sencillos dispositivos.
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