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Determinacion analitica de antibioticos

1.- SUMMARY

Annual global aquaculture production has more than tripled within the past 20
years, and by 2015, aquaculture is predicted to account for 40 % of total global seafood
production by weight. As production surges, aquaculture facilities increasingly rely on
the heavy input of formulated feeds, antibiotics, antifungals and agrochemicals, which
could have potential impacts on public health [1].

In particular, the risk of bacterial infections among aquacultured fish is high as a
result of the non-hygienic and stressful conditions present in aquaculture facilities,
including high fish densities, high farm densities in coastal waters and lack of
appropriate barriers between farms. Therefore, heavy amounts of antibiotics, which kill
bacteria or inhibit their growth, are administered in fish feed for prophylactic (disease
prevention) and therapeutic (disease treatment) purposes in aquaculture facilities
worldwide [1]. However, the antibiotics can contribute to resistance among bacteria [2].
Thus, it is necessary to develop analytical methods that can detect antibiotics with the
greatest sensitivity and selectivity possible.

In this way, electroanalytical sensors provide an achievable opportunity to
perform biomedical, environmental and industrial analyses away from a centralized
laboratory. In particular, screen-printed electrodes (SPEs) can combine ease of use and
portability with simple, inexpensive fabrication techniques. Although early SPEs
sensors focused on the determination of glucose in blood samples, since then
applications have broadened to include the determination of other biomolecules,
pesticides, metals, anions and potential pollutants [2-4].

Thus, this work has been guided to the development of analytical procedures
based on the use of SPEs for the detection of the above-mentioned antibiotics in water
samples.
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2.- STATE OF THE ART

2.1.- AQUACULTURE

Aquaculture is the farming of aquatic organisms, including finfish and shellfish,
by individuals, groups or corporations using interventions (e.g., feed, medications,
controlled breeding or containment) that enhance productions. Although the details of
the early history and nature of aquaculture are unclear, people have been farming fish
for millennia and there is evidence of aquaculture in Egypt and China as early as 2500
B.C. and 1100 B.C., respectively (Landau, 1992). Practiced for centuries, traditional
aquaculture was characterized by minimal added inputs, small farm size and low stock
density. However, coinciding with the rapid population growth of the 20th century,
there has been a sharp increase in demand for seafood products, including finfish and
shellfish (particularly in the past 50 years). Initially, much of this demand was met by
wild-caught fish, but as world fisheries continue to be over-exploited and depleted,
aquaculture systems have undergone unprecedented growth, evolving as a significant
contributor to meet demands for seafood [1].

As demand for aquaculture products rises, the overwhelming majority of the
world's aquaculture systems continue to intensify cultivation methods. These methods
are characterized by high stock density and volume; the heavy use of formulated feeds
containing antibiotics, antifungals and other pharmaceuticals; and the heavy application
of pesticides, and disinfectants. In some instances, particularly in developing countries
where the majority of aquaculture production takes place, additional materials such as
human and animal excreta are also utilized in the aquaculture environment. These
production methods raise a number of potential food safety and human health concerns
associated with aquacultured seafood products [1].

The latter is illustrated by the widespread and unrestricted use of prophylactic
antibiotics in this industry, especially in developing countries, to forestall bacterial
infections resulting from sanitary shortcomings in fish rearing. The use of a wide
variety of antibiotics in large amounts, including non-biodegradable antibiotics useful in
human medicine, ensures that they remain in the aquatic environment, exerting their
selective pressure for long periods of time. This process has resulted in the emergence
of antibiotic-resistant bacteria in aquaculture environments, in the increase of antibiotic
resistance in fish pathogens, in the transfer of these resistance determinants to bacteria
of land animals and to human pathogens, and in alterations of the bacterial flora both in
sediments and in the water column. The use of large amounts of antibiotics that have to
be mixed with fish food also creates problems for industrial health and increases the
opportunities for the presence of residual antibiotics in fish meat and fish products [5].

Thus, it appears that global efforts are needed to promote more judicious use of
prophylactic antibiotics in aquaculture as accumulating evidence indicates that
unrestricted use is detrimental to fish, terrestrial animals, and human health and the
environment [1, 5].
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2.2.- SULFONAMIDES

Sulfonamides, or sulfa drugs, are synthetic antibiotics derived from sulfanilic
acid that act by inhibiting the bacterial growth rather than directly affecting the bacteria.
Despite the discovery and wide use of other antibiotics, sulfonamides are among the
most widely employed antibacterial agents in both human and veterinary medicine,
including the treatment of bacterial and protozoan infections in aquaculture, due to their
low cost and efficiency in this kind of diseases [6-8].

Sulfonamides which persist in the environment for a long time due to their low
biodegradability, can be accumulated in various organisms [7]. Thus, undesirable
concentrations of these compounds could become part of human food [9], causing
resistant bacteria [10]. So that the European Union has fixed the maximum residue
limits of total sulfonamides at 100 ug/Kg in muscle, liver, kidney, milk and other edible
products (Commission Regulation (EU) No 37/2010, 2009) [11, 12]. Moreover,
aquaculture waters must be analytically controlled in order to decrease the
environmental contamination provoked by antibiotic leaching from faeces and/or
uneaten antibiotic feed [13].

2.2.1.- Sulfamethoxazol

Sulfamethoxazole (4-amino-N-(5-methyl-3-isoxazolyl)benzenesulfonamide)
(SMX) is one of the most effective sulfonamides, with a broad spectrum of antibacterial
activity against both Gram-positive and Gram-negative aerobic bacteria, as well as
against protozoa (Figure 2.1).

N
O
/NH 4
H,N o =
H,C

Figure 2.1.- Chemical structure of SMX.

SMX has been successfully used for the treatment of bacterial infections,
including those of the respiratory and urinary tract, as well as in the treatment of
opportunistic infections in transplantation and for AIDS-related complications [6, 7,
14]. Nevertheless, SMX can produce a variety of side effects that include gastro-
intestinal disturbances, hypersensitivity reactions, and a number of haematological
abnormalities such as thrombocytopenia, agranuloctysis, megaloblastosis, eosinophilia,
and sulthemoglobinemia [14].

SMX can be classified in the group of “Pharmaceutical & Personal Care
Products” (PPCPs). Like many representative PPCPs, SMX can be found in sewage
treatment plants, because of its refractoriness to conventional treatments. Several works
have reported the presence of SMX in sewage treatment plants effluents up to several
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ng L', and even in drinking water in the low ng L' range. SMX can persist in the
environment for more than a year, which poses risks like bacterial resistance;
accordingly, it is classified as having a high environmental impact [7].

2.3.- ANALYTICAL DETERMINATIONS OF SMX

Owing to concern over the analytical determination of sulfa drugs in
pharmaceuticals and residues in food products, various methods have been proposed,
including  high-performance liquid chromatography (HPLC) [15-22], gas
chromatography [23] and capillary electrophoresis [24-34]. These methods have proven
to be sensitive and suitable for sulphonamide determination [6].

However, few electroanalytical methods have been reported for the
determination of sulphonamide compounds, most probably due to issues related to
electrode deactivation or fouling. Despite this drawback, electrochemical methods offer
certain advantages, such as not requiring sample preparation, not being time-consuming
and offering a sensitivity and dynamic range comparable to other analytical methods

[6].

2.3.1.- Electrochemical determinations

Electroanalytical chemistry encompasses a group of qualitative and quantitative
analytical methods based on the electrical properties of a solution of the analyte when it
is made part of an electrochemical cell [35]. Potentiometric [9, 36-41], specially ion-
selective membrane sensors [9, 38-41], and voltammetric [6, 14, 42-48] methods have
been mainly developed for SMX determination.

Voltammetric methods are particularly convenient, accurate and precise in the
analysis where the active ingredient, oxidizable or reducible, can be determined in the
presence of inactive excipients. This procedure, which is based on the measurement of a
current as a function of an applied potential, eliminates the time spent on the extraction
of the species to determine and the losses incurred in the process, common operations
on photometric and chromatographic methods, while the reliability and accuracy are at
least comparable, if not better, than the mentioned methods [35].

In this way, oxidation and reduction mechanisms, based on the primary amino
group (-NH;) and the sulfonamide group (-SO;-) in that order, have been studied by
differential pulse voltammetry (DPV) and square wave voltammetry (SWV) using
different modified electrodes (Table 2.1). As it can be seen, most sources describe the
oxidation of the -NH, group, because the reduction of the —SO,- group is very difficult
to achieve.

In recent years there has been a growing interest in the development of
miniaturized electrodes in electrochemical instruments. Screen-printed technology has
been shown as an attractive method for mass production of sensors at low cost. The
technology has the advantages of design flexibility, process automation, good
reproducibility, a wide choice of materials and reduced expense [3, 49]. These sensors
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recognize the chemical information present in the sample and transform it into an easily
processable signal [50].

3.- OBJETIVE

The main goal of this research activity is the development of a sensor, based on
the screen-printed methodology, for the electrochemical detection and quantification of
SMX in water samples.

4. - EXPERIMENTAL

4.1.- REAGENTS

SPEs were manufactured by the Electronalysis Research Group in the University
of Burgos [51].

All solutions were prepared with water purified with a Milli-Q device, which
provided a resistivity of 18.2 MQ cm.

Stock standard solutions of SMX (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) were prepared by dissolving the adequate amount in buffer solution.

100 mM acetate buffer and 100 mM KCl (Merck, Darmstadt, Germany)
solutions were used as supporting electrolyte. 1 M NaOH solutions (J.T. Baker,
Deventer, The Netherlands) was used to adjust the pH value.

4.2.- APPARATUS

FElectrochemical measurements were made with a PalmSens handheld
potentiostat (Palm Instruments BV, Houten, The Netherlands).

The pH of the solutions was measured with a Crison Model 2002 (Barcelona,
Spain) pHmeter.

4.3.- MEASURING PROCEDURE

Voltammetric measurements were carried out in a cell containing 5 mL of a
buffer solution, pH = 6, using different SPEs. The potential was scanned from + 0.4 V
(initial potential) to + 1.2 V (final potential). Other experimental parameters were the
following: step potential, 25 mV; pulse potential, 8 mV; pulse time, 0.04 s, scan rate, 50
mV s' and frequency, 10 Hz for the differential pulse and the square wave
voltammograms.
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Table 2.1.- Voltammetric determination of SMX.

Electroch. Electrode Medium Peak Voltammetric current  Concentration Capability of Ref.
technique potential (V) registered range detection (LM)
(M)

Boron-doped Ethanol + phosphate oy

SWV diamond buffer, pH 6.0 +1.1 Oxidation 6.1 —60.1 1.1 [6]
Boron-doped Britton-Robinson L

DPV diamond buffer, pH 7.0 +0.9 Oxidation 3.9-394 14.4 [43]
Boron-doped Britton-Robinson e

DPV diamond buffer pH 7.0 +0.9 Oxidation 39-31.6 0.1 [46]
KCI + Acetate Sy

DPV Carbon paste buffer, pH 6.0 +0.9 Oxidation 0.0014 - 0.0012 0.0004 [14]

DPV Carbon paste Phoslﬁgtg B“ffer’ -0.1 Oxidation 0.01 — 10000 0.0015 [45]
Britton-Robinson o

SWV Glassy carbon buffer, pH 6.3 +1.1 Oxidation 650.0 —3500.0 400.0 [42]

DPV Glassy carbon Phoslﬁgtg g“ffer’ +0.7 Oxidation 50.0 — 10000.0 50.0 [44]

SWV Glassy carbon Phosl;lﬁtg ](’)“ffer’ +1.0 Oxidation 55.0 - 395.0 8.5 [48]

Paraffin . .
DPV e UG +0.9 Orittaiton 0.1-0.7 0.024 [47]
buffer, pH 7
electrode
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5.- DISCUSION Y RESULTADOS

El comportamiento electroquimico del antibidtico SMX se analiz6 utilizando
diferentes dispositivos serigrafiados, constituidos por un electrodo de referencia de
Ag/AgCl, un electrodo auxiliar de carbono y un electrodo de trabajo fabricado con una
tinta de carbono (SPCE) o con una mezcla de carbono y el mediador electroquimico
tetratiafulvaleno (SPCrrrE) (Figura 5.1).

Electrodo de referencia

Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo

Figura 5.1.- Imagen de los electrodos serigrafiados utilizados: SPCE (Izquierda) y SPCrrgE
(Derecha).

5.1.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE SMX UTILIZANDO SPCES

5.1.1.- Voltamperometria de onda cuadrada

Se realizaron diferentes curvas de calibrado empleando SPCEs mediante
adiciones sucesivas de 50 pl de una disolucion 1.0 mM de SMX en electrolito de
soporte pH 6, de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion 4.3. En la figura
5.2 se observa la corriente anddica registrada en este tipo de electrodos, asi como el pico
de oxidacion atribuido al grupo amino [14].

A través de dichos calibrados se determinaron diferentes pardmetros de calidad
del método, como la precision y la capacidad de deteccion [52, 53].

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 en
términos relativos, ya que mientras la desviacion estandar en términos absolutos
aumenta con la concentracidn, la desviacion estandar relativa (RDS) disminuye, es
decir, se estabiliza a concentraciones elevadas [52].

10
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Intensidadad (pA)
S = N W kA 0 N 9

0.4 0.6 0.8 1 1.2
Potencial (V)

Figura 5.2.- Voltamperogramas de onda cuadrada registrados en electrolito de soporte pH 6
(4), y en disoluciones de SMX de concentracion 9.9 uM (B), 19.6 uM (C), 29.1 uM (D), 38.5 uM
(E) 47.6 uM (F) 56.6 uM (G), 82.6. uM (H), 90.9 uM (1), 99.1 uM (J) y 107.1 uM (K) utilizando

SPCEs.

Es recomendable distinguir entre unas condiciones de minima variacion de los
factores de influencia y unas condiciones de maxima variacion de los mismos sobre la
precision, 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 [52]. En este caso, el factor mas influyente en
el procedimiento desarrollado para distinguir entre ambos indices es el electrodo
serigrafiado utilizado para realizar las medidas voltamperométricas.

Para estimar la repetibilidad del procedimiento se realizaron varias curvas de
calibracion mediante adiciones sucesivas de 50 ul de SMX 1.0 mM, utilizando el
mismo electrodo serigrafiado.

Los parametros de calibrado y la desviacion tipica, fueron Optimamente
evaluados. Con el objetivo de detectar la existencia de puntos andémalos, se utiliz6 el
programa PROGRESS [54], que evalta el intervalo lineal y la presencia de datos
anomalos mediante una regresion en minima mediana de cuadrados (LMS) y una vez
eliminados éstos 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 (Tabla 5.1).

11
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Tabla 5.1.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion,
para estimar la repetibilidad del método voltamperométrico basado en SWV

y SPCEz.
Regresion Regresion Regresion OLS
OLS LMS sin an6malos

N° de datos 10 10 8

Pendiente 0.014 0.013 0.012
Término independiente 0.18 0.30 0.32
Coeficiente de determinacién (R”) 0.98 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.062 - 0.027
N° de datos 10 10 8

Pendiente 0.013 0.017 0.015
Término independiente 0.10 0.01 0.04
Coeficiente de determinacion (R%) 0.96 0.97 0.97
Desviacion estandar residual 0.080 - 0.060
N° de datos 10 10 8

Pendiente 0.012 0.012 0.016
Término independiente 0.04 0.04 0.38
Coeficiente de determinacion (R%) 0.99 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.019 - 0.032

La repetibilidad de los SPCEs en el rango de concentracion de 9.9 a 90.9 uM, en
términos de RSD asociada a las pendientes de las rectas de calibracion construidas, fue
de 12.3 % (n = 3).

Para estimar la reproducibilidad del procedimiento se realizaron varias curvas de
calibracion mediante adiciones sucesivas de 50 pl de una disolucién de 1 mM de SMX,
en las condiciones Optimas citadas anteriormente, utilizando cada vez distintos SPCEs.
A su vez, la tabla 5.2 recoge los parametros de calibracion obtenidos con los distintos
métodos de regresion utilizados para la estimacion de la reproducibilidad, que fue de
20.0 % (n = 3).

Se analizd también la capacidad de deteccion del procedimiento analitico,
definida como la concentraciéon o la cantidad de analito derivada de la medida mas
pequetia y que puede detectarse con una certeza razonable. A menor ruido y mayor
sensibilidad del método, mayor serd también la capacidad de discriminacion entre el
blanco y las muestras o patrones a baja concentracion [52]. Se han de evitar dos tipos de
errores [55, 56]:

v 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. Se
trata de un error de tipo 1.

v" Los falsos negativos (B), denominados errores de tipo B, en los que se determina

que no hay analito cuando en realidad la muestra lo contiene. Se trata de un error
de tipo II.

12
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Tabla 5.2.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion,
para estimar la reproducibilidad del método voltamperométrico basado en

SWV 'y SPCEs.
Regresion Regresion Regresion OLS
OLS LMS sin an6malos

N° de datos 7 7 7
Pendiente 0.019 0.018 0.019
Término independiente 0.01 0.03 0.01
Coeficiente de determinacién (R”) 0.99 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.032 - 0.032

N° de datos 10 10 8
Pendiente 0.014 0.013 0.012
Término independiente 0.18 0.30 0.32
Coeficiente de determinacion (R%) 0.98 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.062 - 0.027

N° de datos 8 8 6
Pendiente 0.021 0.015 0.016
Término independiente 0.10 0.04 0.38
Coeficiente de determinacion (R%) 0.96 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.102 - 0.032

En el céalculo de este indice de calidad también se precisan regresiones validadas
entre la concentracion y la sefial analitica, construidas en el rango de 9.9 a 90.9 uM [57,
58]. El valor minimo de concentracion detectable, 2.5 +£ 0.2 uM (o = B = 0.05; n = 3),
fue menor que el valor del primer estandar utilizado para construir las curvas de
calibrado 9.9 uM. Por lo tanto, desde un punto de vista analitico, este Gltimo valor se
tomo6 como capacidad de deteccion del método [59].

5.1.2.- Voltamperometria diferencial de impulsos

Anélogamente, se realizo el estudio del comportamiento electroquimico de SMX
mediante DPV, para lo que se realizaron diferentes curvas de calibrado empleando
SPCEs mediante adiciones sucesivas de 50 pl de una disolucion 1.0 mM de SMX en
electrolito de soporte pH 6, de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion 4.3.
(Figura 5.3).

En las tablas 5.3 y 5.4 se recogen los pardmetros de calibracion, obtenidos con
los distintos métodos de regresion, para estimar la precision del método propuesto.

La repetibilidad y la reproducibilidad en términos de RSD asociada a las
pendientes de las rectas de calibracion, construidas utilizando SPCEs, fue 4.0 % (n = 3)

y 3.6 % (n = 3), respectivamente.

El valor minimo de concentraciéon detectable, 7.0 = 1.4 uM (o = = 0.05; n = 3),
fue también menor que el valor del primer estdndar utilizado para construir las curvas

13
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de calibrado 9.9 uM. Por lo tanto, desde un punto de vista analitico, este tltimo valor se
tomo como capacidad de deteccion del método [59].

Intensidad (pA)
S = N W B~ 0 &N O

0.4 0.6 0.8 1 1.2
Potencial (V)

Figura 5.3.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en electrolito de soporte
pH 6 (A4), y en disoluciones de SMX de concentracion 9.9 uM (B), 19.6 uM (C), 29.1 uM (D),
38.5 uM (E) 47.6 uM (F) 56.6 uM (G) y 82.6. uM (H), utilizando SPCEs.

Tabla 5.3.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion,
para estimar la repetibilidad del método voltamperométrico basado en DPV

v SPCEs.
Regresion Regresion Regresion OLS
OLS LMS sin anomalos

N° de datos 7 7 5
Pendiente 0.058 0.042 0.041
Término independiente 0.77 1.57 1.63
Coeficiente de determinacion (R?) 0.94 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.318 - 0.072

N° de datos 7 7 6
Pendiente 0.042 0.035 0.038
Término independiente 0.45 0.82 0.67
Coeficiente de determinacion (R%) 0.97 0.97 0.97
Desviacion estandar residual 0.161 - 0.119

N° de datos 7 7 4
Pendiente 0.033 0.040 0.039
Término independiente 0.26 0.11 0.11
Coeficiente de determinacién (R”) 0.99 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.078 - 0.016

14
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Tabla 5.4.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion,
para estimar la reproducibilidad del método voltamperométrico basado en

DPV'y SPCE:s.
Regresion Regresion Regresion OLS
OLS LMS sin an6malos

N° de datos 7 7 5
Pendiente 0.058 0.042 0.041
Término independiente 0.77 1.57 1.63
Coeficiente de determinacién (R”) 0.94 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.318 - 0.072

N° de datos 7 7 6
Pendiente 0.049 0.040 0.041
Término independiente 1.08 1.61 1.50
Coeficiente de determinacion (R%) 0.95 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.244 - 0.086

N° de datos 6 6 5
Pendiente 0.038 0.047 0.044
Término independiente 0.51 0.32 0.36
Coeficiente de determinacion (R%) 0.98 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.12 - 0.061

Comparando la precision de los métodos desarrollados para la determinacion de
SMX utilizando SPCEs y SWV o DPV como técnicas de analisis, se observa tanto
mejor repetibilidad como reproducibilidad en el segundo caso. Ademads, la pendiente de
los distintos calibrados realizados fue ligeramente mayor, lo que indica que el método
basado en DPV es ligeramente mas sensible, por lo que fue el que se seleccioné como
Optimo para la determinacién de este antibidtico.

Puesto que gran parte de la versatilidad de los electrodos serigrafiados reside en
la amplia variedad de materiales con la que se pueden construir los electrodos,
especialmente el de trabajo, para mejorar sustancialmente la interaccion entre el analito
y el sensor [4, 49], se propuso a continuacion la utilizacién de electrodos serigrafiados
modificados con el mediador electroquimico TTF para la determinacion de SMX
mediante DPV como técnica de andlisis.

5.2.- DETERMINACION DE SMX UTILIZANDO SPCrrrES MEDIANTE
VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS

La baja solubilidad en agua del TTF lo convierte en un mediador redox idoneo
para ser incorporado a la matriz de carbono que constituye el electrodo de trabajo de los
electrodos serigrafiados.

De forma andloga a los procedimientos desarrollados utilizando SPCEs, se
realizaron con estos sensores diferentes calibrados mediante adiciones sucesivas de 50
ul de una disolucion 1.0 mM de SMX en electrolito de soporte pH 6, mediante DPV, de
acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion 4.3 (Figura 5.4).
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Figura 5.4.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en electrolito de soporte
pH 6 (A), y en disoluciones de SMX de concentracion, 9.9 uM (B), 19.6 uM (C), 29.1 uM (D),
38.5 uM (E) 47.6 uM (F) 56.6 uM (G), 82.6. uM (H), 90.9 uM (1), 99.1 uM (J) y 107.1 uM (K)

utilizando SPCrrgEs.

Los parametros de calibracion obtenidos con los distintos métodos de regresion
para estimar la precision del método propuesto se muestran en las tablas 5.5y 5.6.

Tabla 5.5.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion, para
estimar la repetibilidad del método voltamperométrico basado en DPV y

SPC TTFES.
Regresion Regresion Regresion OLS
OLS LMS sin an6malos

N° de datos 7 7 4
Pendiente 0.0058 0.0044 0.0044
Término independiente 0.77 0.21 0.21
Coeficiente de determinacién (R”) 0.94 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.318 - 0.003

N° de datos 6 6 5
Pendiente 0.0041 0.0034 0.0035
Término independiente 0.10 0.13 0.13
Coeficiente de determinacion (R%) 0.97 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.152 - 0.007

N° de datos 5 5 3
Pendiente 0.0045 0.0052 0.0053
Término independiente 0.09 0.07 0.07
Coeficiente de determinacion (R%) 0.97 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.013 - 0.002
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Tabla 5.6.- Parametros de calibracion, obtenidos con distintos métodos de regresion, para
estimar la reproducibilidad del método voltamperométrico basado en DPV y

SP CTTFES.
Regresion Regresion Regresion OLS
OLS LMS sin anémalos

N° de datos 7 7 4
Pendiente 0.0058 0.0044 0.0044
Término independiente 0.77 0.20 0.21
Coeficiente de determinacion (R%) 0.94 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.318 - 0.003

N° de datos 7 7 4
Pendiente 0.0058 0.0042 0.0042
Término independiente 0.150 0.2354 0.2365
Coeficiente de determinacién (R?) 0.97 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.023 - 0.002

N° de datos 6 6 5
Pendiente 0.0044 0.0038 0.0040
Término independiente 0.09 0.12 0.11
Coeficiente de determinacién (R?) 0.98 0.99 0.99
Desviacion estandar residual 0.011 - 0.072

La repetibilidad y la reproducibilidad en términos de RSD asociada a las
pendientes de las rectas de calibracion, construidas utilizando SPCEs, fue 25.2 % (n =
3)y 4.8 % (n = 3), respectivamente.

De igual manera se analiz6 la capacidad de deteccion, que para una probabilidad
de falso positivo y negativo de 0.05 fue de 13.3 + 1.4 mM (n = 3).

5.3.- DETERMINACION DE SMX EN MUESTRAS DE AGUA MEDIANTE
VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS

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 andlisis de muestras manufacturadas con
un contenido de analito conocido [52, 53].

En este caso, se analizo el contenido de SMX en agua enriquecida de rio

mediante adicidon estdndar, para minimizar el efecto matriz, utilizando los distintos
sensores serigrafiados.

5.3.1.- SPCEs

En la figura 5.5 se muestran los voltamperogramas registrados, siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 4.3, para la realizacion de una curva de calibrado
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mediante la adicion de idénticos volumenes de una disoluciéon 1 mM de SMX sobre una
muestra enriquecida, a una concentracion final 1.0 mM de SMX, de agua de rio.

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

Intensidad (pA)

0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1
Potencial (V)

Figura 5.5.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en electrolito de soporte
pH 6 (A), en agua de rio enriquecida (B) y en disoluciones de SMX de concentracion 9.9 uM
(C), 19.6 uM (D), 29.1 uM (E), 38.5 uM (F) 47.6 uM (G) 56.6 uM (H) y 82.6. uM (1) utilizando
SPCEs.

Las distintas curvas de calibracion obtenidas, evaluadas dptimamente mediante
el procedimiento descrito en la seccion 5.1.1, condujeron a un valor de SMX en agua de
rio de 2.2 + 0.7, valor superior al de la muestra enriquecida (Tabla 5.7), lo que se
atribuyo a la complejidad de la matriz de esta muestra.

Tabla 5.7.- Factor de recuperacion, RSD e intervalo de confianza para la media de los valores
de SMX obtenidos en las muestras de agua de rio, utilizando SPCEs.

Concentracion
Concentracion Intervalo de
de SMX en la Factor de
de SMX RSD confianza al
muestra recuperacion
detectada (%) 95% para la
enriquecida (%)
(mM) media
(mM)
2.5 250
1.0 15 150 26.6 22+0.7
2.5 250
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Por tanto, se realizd6 el mismo andlisis utilizando electrodos serigrafiados
modificados con TTF, ya que la interaccion selectiva entre el mediador y el antibidtico
SMX podria obviar la presencia de interferentes en la matriz de agua de rio que
enmascaran el tamafio de la sefial de oxidacion.

5.3.2.- SPCTTFES

De forma analoga se analiz6 el agua de rio enriquecida con SMX hasta una
concentracion final de 1.0 mM mediante DPV, utilizando SPCrrrEs. En la figura 5.6 se
muestran los voltamperogramas registrados, siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion 4.3, para la realizacion de una curva de calibrado mediante la adicion de
idénticos volumenes de una disolucion 1 mM de SMX sobre la muestra enriquecida de
agua de rio.

Intensidad (pA)

0.4 0.6 0.8 1 1.2
Potencial (V)

Figura 5.6.- Voltamperogramas diferenciales de impulsos registrados en electrolito de soporte
PpH 6 (A), en agua de rio enriquecida (B) y en disoluciones de SMX de concentracion, 9.9 uM
(C), 19.6 uM (D), 29.1 uM (E), 38.5 uM (F) 47.6 uM (G) 56.6 uM (H), 82.6. uM (1), 90.9 uM
(1), 99.1 uM (K) y 107.1 uM (L), utilizando SPCrrrEs.

Las distintas curvas de calibracion obtenidas, evaluadas optimamente mediante
el procedimiento descrito en la seccion 5.1.1, condujeron satisfactoriamente al valor del
contenido de SMX en la muestra de agua de rio enriquecida que se muestra en la tabla
5.8, en términos de factor de recuperacion, de RSD y de intervalo de confianza para la
media.

Para asegurar la viabilidad de este procedimiento en la determinacién de SMX
en muestras complejas, se analizé igualmente una muestra de agua de grifo enriquecida.
El andlisis mediante adiciéon estandar condujo a los excelentes resultados que se
muestran en la tabla 5.9, y que ponen de manifiesto la validez del procedimiento
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voltamperométrico desarrollado para la deteccion y cuantificacion de este antibiotico en
muestras de agua de diferente procedencia.

Tabla 5.8.- Factor de recuperacion, RSD e intervalo de confianza para la media de los valores
de SMX obtenidos en las muestras de agua de rio, utilizando SPCrrrEs.

Concentracion
Concentracion Intervalo de
de SMX en las Factor de
de SMX RSD confianza al
muestras recuperacion
detectada (%) 95% para la
enriquecidas (%)
(mM) media
(mM)
1.1 101.6
1.0 09 &4.9 11.5 1.0+0.1
1.0 106.1

Tabla 5.9.- Factor de recuperacion, RSD e intervalo de confianza para la media de los valores
de SMX obtenidos en las muestras de agua de grifo, utilizando SPCrrrEs.

Concentracion
Concentracion Intervalo de
de SMX en las Factor de
de SMX RSD confianza al
muestras recuperacion
detectada (%) 95% para la
enriquecidas (%)
(mM) media
(mM)
1.1 95.6
1.1 1.2 107.0 6.6 1.2+0.1
1.2 107.9
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6.- CONCLUSIONES
Con los datos recogidos en este trabajo se puede concluir que:

* El empleo de sensores construidos a partir de electrodos de carbono
serigrafiados supone una técnica sencilla, reproducible, repetible y econdmica
para la deteccion voltamperométrica de SMX.

* La inmovilizacion del mediador TTF en el electrodo de trabajo proporciona una
mayor selectividad a los dispositivos desarrollados, lo que facilita la
cuantificacion de SMX en muestras de aguas de diferente procedencia, como
agua de rio y de grifo.

* Los dos procedimientos voltamperométricos desarrollados basados en el uso de
SPCEs y SPCrrrEs se caracterizan 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 serigrafiados.
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