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RESUMEN 

La reducción electroquímica de la micotoxina esterigmatocistina (STEH) se 

estudió por primera vez usando las técnicas de voltamperometría cíclica y de onda 

cuadrada y electrólisis a potencial controlado en acetonitrilo + 0,1 M de perclorato de 

tetrabutil amonio, sobre electrodos de carbono vítreo. El proceso global del electrodo está 

controlado por difusión. La reducción electroquímica de STEH está acoplada a una 

reacción de dimerización irreversible, que fue confirmada mediante medidas de 

cromatografía UHPLC-MS/MS y por simulación digital de los voltamperogramas cíclicos. 

Se determinaron los parámetros termodinámicos y cinéticos de las reacciones 

involucradas. Se proponen probables estructuras para el dímero, basadas en los resultados 

de cálculos teóricos. Los efectos de la adición de hidróxido de tetrabutilamonio, ácido 

trifluoracetico y agua sobre las señales voltamperometricas también fueron analizados. 

Además, se desarrolló un biosensor enzimático de tercera generación para la 

cuantificación de H202 y STEH, empleando una mezcla de la enzima peroxidasa de soja 

(EPS) y óxido de grafeno reducido químicamente (OGRQ). Las condiciones óptimas de 

trabajo se determinaron a través de un diseño experimental de superficies de respuesta 

(diseño central compuesto). Las medidas experimentales fueron realizadas en soluciones 

reguladoras de fosfato 0,1 M, pH 7,0 y 5,0 para H202 y STEH, respectivamente. Se 

determinó un valor de 0,33 para el coeficiente de transferencia de carga catódico (a) y una 

constante de velocidad de transferencia de carga, kTE, de 0,042 S-1 para la descarga 

electroquímica del compuesto Cp II (compuesto intermediario en el ciclo catalítico de las 

peroxidasas). Las medidas amperométricas se realizaron a un potencial de - 0,09 V vs. 

Ag/AgCI (3M NaCI). El biosensor muestra una respuesta lineal en el intervalo de 

concentraciones de 2,5 x 10' a 3,0 x 10-8 M y un límite de detección de 5 x 10-8 M para 

H202. Para STEH se obtuvo una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones de 

1,25 x 10-7 a 5,0 x 10-7 y un límite de detección de 2 x 10-8 M. Las constantes aparentes de 

Michaellis-Menten, Km,ap, de la EPS adsorbida sobre el electrodo fueron 1,6 x 10-8 M y 2,2 

x 10-7 M para H202 y STEH, respectivamente La presencia de ácido úrico, ácido ascórbico, 

glucosa y dopamina no interfieren en la detección de H202. STEH fue analizada en 

muestras de maíz, contaminadas "ex profeso", presentando valores de recuperación 

promedios del 96%. La concentración de STEH determinada utilizando el biosensor estuvo 

en muy buen acuerdo con la determinada por cromatografía HPLC, lo que valida el buen 

desempeño analítico del biosensor. Se usó el biosensor para determinar STEH en 

muestras de maíz contaminadas con el hongo Aspergillus flavus. La biosíntesis de STEH 

se inicia desde el primer día de incubación, con un máximo de producción al tercer día. La 

producción de STEH disminuye para los siguientes días de incubación. 



ABSTRACT 

The electrochemical reduction of sterigmatocystin mycotoxin (STEH) was 

studied for the first time using cyclic and square wave voltammetries, and controlled-

potential electrolysis in acetonitrile + 0.1 M tetrabutylammonium perchlorate at glassy 

carbon electrodes. The overall electrode process is controlled by diffusíon. The 

electrochemical reduction of STEH is coupled to an irreversible dimerization reaction, which 

was confirmed by UHPLC-MS/MS chromatographic measurements, and digital simulation 

of cyclic voltammograms. Thermodynamic and kinetics parameters of the reaction involved 

were determined. Probable chemical structures for the dimer are proposed based on the 

results of theoretical calculations. The effects of the addition of tetrabutylammonium 

hydroxide, trifluoroacetic acid and water on the voltammetric signals were also analyzed. 

In addition, a third-generation enzymatic biosensor was developed for the 

quantification of H202 and STEH. It uses a mixture of soybean peroxidase (SBP) and 

chemically reduced graphene oxide (CRGO). The optimal conditions were determined 

through an experimental design of response surfaces (composite central design). The 

experimental measurements were performed in 0.1 M, pH 7 and 5 phosphate buffer 

solutions for H202 and STEH, respectively. It was determined a value of 0.33 for the 

cathodic charge transfer coefficient (a) and a value of 0.042 s-1 for the charge transfer rate 

constant, kTc, for the electrochemical discharge of Cp II compound (intermediate compound 

in the catalytic cycle of peroxidases). Amperometric measurements were carried out at a 

potential of - 0.09 V vs Ag/AgCI (3M NaCI). The biosensor shows a lineal response in the 

concentration range from 2.5 x 10-7 t0 3.0 x 10-6 M, and a limit of detection of 2 x 10-8 M for 

H202. For STEH, the linear concentration range was from 1.25 x 10-7 to 5.0 x 10-7 M, and 

the limit of detection was 2 x 10-8 M. The apparent Michaellis-Menten constants, Km app, for 

the SBP adsorbed on the electrode surface were 1.6 x 10-6 M and 2.2 x 10-7 M for H202 and 

STEH, respectively. The presence of uric acid, ascorbic acid, glucose and dopamine did 

not interfere with the detection of H202. STEH was analyzed in maize samples contaminated 

"ex profeso", with averages recoveries of 96 %. The STEH concentration determined using 

the biosensor was in very good agreement with the value determined by HPLC, which 

shows the good analytical performance of the biosensor. 

The biosensor was also used to determine STEH in maize samples 

contaminated with Aspergíllus flavus fungus. Sterigmatocystin biosynthesis began the first 

day of incubation, with a maximun production on the third day. The production of STEH 

decreased for the next incubation days. 



OBJETIVOS 

Objetivos Generales 

Aportar datos relacionados con el mecanismo de descarga electroquímica de 

esterigmatocistina (STEH), una micotoxina producida por hongos del género Aspergillus. 

Lograr conocimientos vinculados con las propiedades de electrodos nano-estructurados y 

su aplicación al desarrollo de nuevas técnicas electroanalíticas más rápidas, sensibles, 

selectivas y económicas que las actuales en vigencia para la detección y cuantificación de 

esta micotoxina, lo que resultará de interés en un área de alta demanda, como lo es la 

industria agroalimentaria. 

Objetivos Específicos 

a) Estudiar el mecanismo de reacción electroquímica de la micotoxina STEH sobre 

electrodos de carbono vítreo y aportar datos sobre sus propiedades termodinámicas y 

cinéticas. 

b) Estudiar las propiedades de electrodos nano-estructurados, tales como aquellos 

obtenidos con óxido de grafeno y óxido de grafeno reducido. 

c) Desarrollar nuevas metodologías electroanalíticas para la determinación de esta 

micotoxina, fundamentalmente, las técnicas voltamperométricas de pulso y biosensores 

electroquímicos, como alternativa a las actuales en vigencia (técnicas cromatográficas). 

d) Transferir los conocimientos relacionados con el desarrollo de estas nuevas 

metodologías electroanalíticas a la determinación cuantitativa y selectiva de STEH en 

matrices naturalmente contaminadas (granos de cereales de café, quesos, etc.). 
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS 

A continuación, se enumeran las abreviaciones y símbolos utilizados en esta tesis. 

Símbolos similares pueden tener diferentes significados según el capítulo donde sea usado. 

ACN Acetonitrilo 
ADTZ Enzima aflatoxin-detoxifizyme 
AFB1 Aflatoxina B1 
AFO Enzima aflatoxina-oxidasa 
AOAC Asociación de Químicos Analíticos 
Oficiales 
APG Agar papaglucosado 
ATA Ácido trifluoroacético 
BMDlo 10% de riesgo adicional 
CV Carbono vitreo 
CZ20 
CG 
CL 
DCC 

Medio de cultivo czapek w/w 20% 
Cromatografía gaseosa 
Cromatografía líquida 
Diseño central compuesto 

El Electrodo impreso 
EIE Espectroscopia de impedancia 
electroquímica 
ELISAc Ensayo ELISA competitivo 
EPC Electrólisis a potencial controlado 
EPS 
EPT 
ER 
ErC, 

Enzima peroxidasa de soja 
Enzima peroxidasa de tabaco 
Electrodo de referencia 
E, transferencia electrónica reversible 

/ C, reacción química homogénea 
irreversible. 
ET Electrodo de trabajo 
FB1 Fumonicina B1 
FB2 Fumonicina B2 
FL Film de Lecitina 
NTCPS Nanotubos de carbono de pared 
simple 

GP Grafito pirolítico 
Hb Hemoglobina 
HRP Peroxidasa de rábano picante 
SRF Solución reguladora de fosfato 
IARC Agencia Internacional de Investigación 
sobre el Cáncer 
LD Límite de detección 
LQ Límite de cuantificación 
Mb Mioglobina 
MT-I 0-metiltransferasa 
NTC Nanotubos de carbono 
NTCPM Nanotubos de carbono de pared 
múltiple 
NTSCPS Nanotubos semi cerrados de 
carbono de pared simple 
OG óxido de grafeno 
OGR óxido de grafeno reducido 
OGRE óxido de grafeno reducido 
electroquímicamente 
OGRQ Óxido de grafeno reducido 
químicamente 
OGRT Óxido de grafeno reducido 
térmicamente 
OTA Ocratoxina A 
PEI Polietilenimina 
PTBA Perclorato de tetrabutilamonio 
PIH Plano interno de Heltmoltz 
PEH Plano externo de Heltmoltz 
STEH Esterigmatocistina 
SVD Descomposición en valores singulares 
TBAOH Hidróxido de tetrabutilamonio 
TED Transferencia electrónica directa 
TLC Cromatografía de capa fina 
VC Voltamperometría cíclica 
VOC Voltamperometría de onda cuadrada 
YEB Medio de cultivo Yeast Extract Broth 



Símbolos ¡Significado Unidades 

A 

Cdc 

Ca 

ci 

c,` 

(x) 

(x = O) 

(x, t) 

1 C0
Di 

di 

d2 

E 

E 

E0 

E0' 

/SE 

AE0 

Eoc 

Ei 

Ep,a 

Ep,c 

AEp 

E FC 

a) Área cm2

b) Absorbancia 

Capacitancia 

Capacitancia de la doble capa F, F cm-2

Capacitancia de procesos adsortivos 

Concentración de la especie j M, mol cm-3

Concentración en el seno de la solución M, mol cm-3

Concnetración de la especie j a una 

distancia x 

Concentración de la especie j en la 

superficie del electrodo 

Concentración de la especie j a una 

distancia x y tiempo t 

Gradiente de concentración de la especie j 

Coeficiente de difusión de la especie j 

Distancia del PIH a la superficie del 

electrodo 

Distancia del PEH a la superficie del 

electrodo 

Potencial del electrodo V 

Potencial ac V 

Amplitud de un voltaje ac V 

Potencial formal V 

Diferencia de potencial V 

Altura de la escalera en VOC V 

Amplitud de la onda cuadrada V 

Potencial Inicial V 

Potencial de inversión del barrido de 

potencial en VC 

Potencial de pico anódico V 

Potencial de pico catódico V 

lEp,a-Ep,c1 en voltametria cíclica V 

Elemento de fase constante F ( 1) cm2 

M, mol cm-3

M, mol cm-3

M, mol cm-3

M cm-1, mol cm-4

cm2

CM 

CM 

V 



Símbolos !Significado Unidades 

Constante de Faraday 

Frecuencia 

Corriente ac A 

lo Amplitud de corriente ac A 

I (t) Transformada convolutiva de la corriente c $ 1/2 

Corriente A 

io Densidad de corriente intercambiada A 

ip,a Corriente de pico anódico A 

ip,c Corriente de pico catódico A 

Íd Corriente direcrta en VOC A 

it Corriente inversa en VOC A 

Corriente neta in=id-11 A 

ip,n Corriente de pico neta A 

Corriente límite A 

lee Corriente de estado estacionario A 

Densidad de corriente A cm-2

ii(x,t) Flujo de la especie j en la posición x al 
mol cm-2 Ti 

tiempo t 

Ka Constante de disociación acida 

Constante de velocidad de una reacción Depende del 

química orden de reacción 

Km Constante de Michaelis-Menten 

Km,ap Constante de Michaelis-Menten aparente 

krE Constante de velocidad de la transferencia s-1

electrónica 

ket Constante de velocidad para la reacción Depende del 
directa orden de reacción 

ki Constante de velocidad para la reacción Depende del 

inversa orden de reacción 

Transformada de Laplace 

Cantidad de niveles de validación 

a) Número de electrones involucrado en 

una reacción de electrodo 

b) número que caracteriza el cambio de 

fase 



Símbolos I Significados Unidades 

O Especie oxidada 

Carga eléctrica 

a) Constante de los gases J mom K-1 

b) Resistencia O 

c) Especie reducida 

Rs Resistencia de la solución O 

RTE Resistencia a la transferencia de carga 

RMSE Error cuadrático medio 

%REP Error relativo porcentual 

Variable del plano de Laplace, usualmente 

complementaria a t 

Temperatura absoluta 

Tiempo 

V Volumen cm-3

y a) velocidad de barrido de potencial Vs-1

b) velocidad de reacción homogénea mol cm-3s-1

c) velocidad de reacción heterogenea mol cm-2s-1

Impedancia de Warburg O 

Xc Reactancia capacitiva 

Impedancia 

Zim Componente imaginaria de la impedancia 

ZRe Componente real de la impedancia 

zi Carga de la especie j 

a Coeficiente de transferencia 

Concentración superficial mol cm-2

Ángulo de fase entre dos señales ac °, radianes 

Función corriente 

co Velocidad angular S-1

a) Longitud de onda nm 

b) Energía de reorganizción para la eV 

transferencia de un electron 

Gradiente de potencial Vcm-1 

yü 



INTRODUCCIÓN 



1.1 Micotoxinas 

"Había en la calle hombres que se desplomaban, entre alaridos y contorsiones; 

otros caían y echaban espuma por la boca, afectados por crisis epilépticas, y algunos 

vomitaban y daban signos de locura. Muchos gritaban: "¡Fuego! ¡Me abraso!". Se trataba 

de un fuego invisible que desprendía la carne de los huesos y la consumía. Hombres, 

mujeres y niños agonizaban con dolores insoportables." 

Estas fueron las palabras que utilizó un cronista del siglo X para describir una 

enfermedad que afectaba a numerosas partes de Europa en el año 943. La enfermedad se 

conoció como el "fuego de San Antonio", debido a la sensación abrasadora experimentada 

por las víctimas, muchas de las cuales visitaban el santuario de San Antonio en Francia 

con la esperanza de curarse [1]. Sabemos ahora que el "fuego de San Antonio" (ergotismo) 

se debía al consumo de centeno contaminado con "alcaloides ergóticos", producidos por 

el hongo Claviceps purpurea o cornezuelo del centeno [2,3], y que alcanzó proporciones 

epidémicas en muchas partes de Europa en el siglo X. Los metabolitos secundarios tóxicos, 

como los alcaloides ergóticos, producidos por determinados hongos, se conocen como 

"micotoxinas", y las enfermedades que causan se llaman "micotoxicosis". 

El término micotoxina, deriva de las palabras griegas "mikes" y "toxina", que 

significan hongo y veneno, respectivamente. Son metabolitos secundarios, de bajo peso 

molecular, producidos por hongos filamentosos que causan una respuesta tóxica cuando 

son ingeridas, inhaladas o adsorbidas por via cutanea por humanos y animales [1,4,5]. 

Probablemente, las micotoxinas han ocasionado enfermedades desde que el 

hombre comenzó a cultivar plantas de forma organizada. Se ha conjeturado, por ejemplo, 

que la intensa reducción demográfica experimentada en Europa occidental en el siglo XIII 

se debió a la sustitución de centeno por trigo, importante fuente de micotoxinas del hongo 

Fusarium [6]. La producción de toxinas de Fusarium en cereales almacenados durante el 

invierno ocasionó también en Siberia la muerte de miles de personas y diezmó pueblos 

enteros durante la segunda guerra mundial. 

En 2004, una intoxicación aguda por micotoxinas (más precisamente 

aflatoxinas) se produjo en Kenia. El brote de envenenamiento resultó con 317 casos, con 

125 muertos. Otros brotes más pequeños fueron informados en 2005 y 2006, con cerca de 

30 y 9 muertes, respectivamente [7]. 

La exposición humana a micotoxinas ocurre directamente a través de la ingesta 

de productos agrícolas contaminados (cereales, maíz, frutas, etc.), micotoxicosis primaria 

o, indirectamente, a través del consumo de productos de origen animal (leche, huevo, etc.) 

preparados u obtenidos de animales que fueron alimentados con el material contaminado 

[5], micotoxicosis secundaria (Figura 1.1). 
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Figura 1.1. Micotoxicosis primaria y secundaria. 
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Las micotoxinas pueden afectar a distintos órganos, aparatos o sistemas, 

especialmente al hígado, riñón, sistema nervioso, endocrino e inmunitario. Además, 

pueden actuar como agentes cancerígenos, alterar o cambiar la información genética de 

un organismo (mutágenos), producir una malformación congénita (teratógenos) o como 

in munodepresores. 

La incidencia aguda de las micotoxinas es un problema de salud animal, ya que 

los alimentos deteriorados por hongos se desechan o se destinan a consumo animal. 

Mientras que para el hombre tiene mayor importancia la toxicidad crónica, asociada al 

consumo de pequeñas cantidades de micotoxinas durante periodos prolongados. 

En términos generales, el riesgo de intoxicación aguda por micotoxinas en el 

hombre es bajo o moderado en comparación con intoxicaciones de origen microbiológico 

o por contaminantes químicos. No obstante, en la exposición crónica y, teniendo en cuenta 

la severidad de las lesiones crónicas (especialmente el cáncer), las micotoxinas presentan 

mayor riesgo tóxico que los contaminantes de origen antropogénico, aditivos alimentarios 

y plaguicidas [1] (Figura 1.2). 
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Las micotoxinas pueden contaminar los cereales y otros productos alimenticios 

en las etapas de pre-cosecha, cosecha y post-cosecha y su presencia depende, en gran 

medida, de factores ambientales que afectan el crecimiento de hongos [8,9]. Las 

condiciones tropicales, tales como las altas temperaturas y humedad, lluvias fuera de 

temporada durante la cosecha y las inundaciones repentinas conducen a la proliferación 

de micotoxinas por hongos. Prácticas de cosecha malas, almacenamiento inadecuado y 

condiciones de transporte no óptimas también aumentan el riesgo de producción de 

micotoxinas [1]. Wagacha y col. [8] escribieron sobre la problemática de las micotoxinas en 

África (pensamientos que son aplicables también a nuestro país): "la presencia de 

micotoxinas en los alimentos o productos alimenticios es frecuentemente pasada por alto, 

debido a la ignorancia pública sobre su existencia y la falta de mecanismos de regulación. 

La consideración ética también juega un papel durante el proceso de fabricación de los 

productos alimenticios, que utilizan productos altamente contaminados y, a veces, "diluyen" 

los productos agrícolas contaminados con productos de buena calidad a un nivel 

"aceptable—. 

1.1.1 Micotoxinas de importancia mundial 

En la Tabla 1.1, se muestran los hongos y micotoxinas considerados 

actualmente de importancia mundial [1,10]. 

Una micotoxina se considera "importante" si se ha demostrado su capacidad 

para tener efectos considerables sobre la salud de las personas y la productividad de los 

animales en diversos países. 



Tabla 1.1: Hongos y micotoxinas de importancia mundial. 

Especie de bongo viicupi x i na, producidas 

Aspergillus paras iticus Aflatoxinas Bi, B2, Gi y G2 

Aspergillus flavus Aflatoxinas B1 y B2 

Aspergillus versicolor Esterigmatocistina 

Fusarium sporotrichioides Toxina T-2 

Fusarium graminearum 
Deoxinivalenol, nivalenol, 

fusarenona X, zearalenona 

Fusarium moniliforme (F. verticillioides) Fumoni 
. -. _ 
sina B1

Penicillium citrinum Citrinina 

Penicillium expansum Patulina 

Penicillium verrucosum Ocratoxina A 

Aspergillus ochraceus Ocratoxina A 

En cuanto a la toxicidad crónica, la Agencia Internacional de Investigación 

sobre el Cáncer (IARC; Internacional Agency for Research on Cancer) clasifica varias 

micotoxinas como carcinógenas o potencialmente carcinógenas para el hombre, de 

acuerdo a los siguientes grupos [11]; 

Grupo 2* 

Grupo 2E1 

Grupc 

rAgente carcinogénico en humanos. 

Agente probablemente carcinogénico en humanos existe limitada 
evidencia sobre humanos pero suficiente con animales. 

Agente posiblemente carcinogénico; la evidencia en humanos es limitada 
y, tampoco hay suficiente evidencia con animales de experimentación 

_ 

Agente no clasificable como carcinogénico para humanos no puede 
incluirse en otro grupo 

Agente probablemente no carcinogénico en humanos La evidencia 
disponible tanto en humanos como en animales de expenmentación así 

lo sugiere 

En la Tabla 1.2 se resume la evaluación realizada por la IARC en relación al 

poder carcinogénico de las micotoxinas. 



Tabla 1.2. Clasificación de las micotoxinas según la IARC [1n. 

Micotoxinas Clasificación 

Afiatoxinas 1 

Aflatoxina MI 2B 

Esterigmatocistina 2B 

Fumonisina 81 28 

Ocratoxina A 28 

Citrinina 3 

Patulina 3 

Moniliformina 3 

Zearalenona 3 

Deoxinivalenol 3 

1.1.2 Medida de prevención y control 

El Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente de España publicó, 

en 2014, un guía de Buenas Prácticas para prevenir la contaminación por aflatoxinas en la 

producción primaria [12]. Se ofrece así un listado de medidas a adoptar, tanto en campo 

como en las fases de almacenamiento y transporte, y en las explotaciones ganaderas. 

Durante el cultivo y la post-cosecha, las recomendaciones más importantes incluyen: 

En el campo: 

• Preparar las tierras de cultivo y fertilizar de forma adecuada. 

• Utilizar semillas tratadas higiénicamente, usando, en la medida de lo posible, 

variedades de mayor resistencia a la contaminación por Aspergillus. 

• Realizar la siembra en condiciones en las que se eviten situaciones de estrés para 

la semilla, evitando situaciones de calor excesivo y/o de sequía, respetando las distancias 

de siembra para evitar densidades excesivas, y aplicando un programa de abonado 

adecuado. 

• Asegurar que el riego tenga una distribución uniforme, tratando de evitar zonas de 

encharcamiento. 

• Mantener bajo control las malas hierbas y los insectos, fundamentalmente, el 

barrenador (El barrenador es un insecto que horada los troncos de los árboles y de algunas 

plantas, alimentándose de su savia y de los hongos). Supervisar la contaminación por 

hongos durante la cosecha. 

• Minimizar el daño mecánico durante la fase de cultivo. Intentar minimizar la cantidad 

de granos dañados. 



• Cosechar cuando se alcance la madurez completa del grano de maíz, excepto en 

casos en los que las condiciones de sequía o calor hagan aconsejable una recolección más 

temprana. Si es posible, cosechar cuando los niveles de humedad se encuentren por 

debajo del 15%. 

• Realizar rotaciones de cultivos. 

En el almacenamiento y transporte: 

• Utilizar medios de transporte dedicados de forma específica al transporte de 

cereales y, verificar que tienen establecidos procedimientos de limpieza en función de la 

secuencia de cargas. 

• Mantener el grano resguardado del agua en las fases de transporte y 

almacenamiento. 

• Realizar una limpieza adecuada y desinfección de las instalaciones y los 

alrededores antes del almacenamiento de una nueva cosecha/nuevo origen/nuevo lote. 

• Eliminar, en la medida de lo posible, los granos dañados y el polvo. 

• Establecer procedimientos de secado adecuados en función de la humedad del 

cereal en el momento de la cosecha. 

• Evitar la mezcla de grandes volúmenes o de un gran número de orígenes distintos. 

• Realizar controles semanales de la temperatura después del secado. 

• Utilizar aditivos autorizados como conservantes en la Unión Europea que tengan un 

efecto anti-fúngico. 

• Evitar el acceso de roedores y pájaros a las instalaciones de almacenamiento. 

• Tomar muestras representativas para realizar autocontroles. 

• Utilizar una técnica de análisis adecuada para el tipo de producto analizado. 

1.2 Esterigmatocistina 

Esterigmatocistina (STEH) se aisló por primera vez en 1954 de cultivos de A. 

versicolor [1]. STEH es un metabolito clave en la investigación de micotoxinas desde hace 

casi medio siglo y cada vez se encuentran nuevas especies productoras de STEH, por lo 

que es vital hacer un seguimiento de estas para evaluar los factores de riesgo potenciales 

en los alimentos y la industria, así como en la biotecnología en general. 

STEH consiste en un núcleo xantona unido a una estructura bifurano, presenta 

un grupo hidroxilo en el C8 y un grupo metoxi en C6. Además, es una micotoxina 

estructuralmente relacionada a la aflatoxina B1 (AFB1) (Figura 1.3), que es la molécula 

carcinogénica más potente conocida [1,3,4,11]. 
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Figura 1.3. Estructura química de esterigmatocistina y aflatoxina B1 . 

Los hongos capaces de producir STEH y aflatoxinas son comunes en 

alimentos. Pueden ser patógenos de plantas y mamíferos, teniendo así un gran impacto 

económico para la industria biotecnológica, agrícola y alimentaria. 

1.2.1 Propiedades físico-químicas 

STEH (Nombre 1UPAC: (3aR,12cS)-8-hydroxy-6-methoxy-3a,12c-dihydro-7H-

furo [3',2':4,5] furo[2,3-c]xanthen-7-one) tiene un peso molecular de 324,29 g/mol, un punto 

de fusión de 246 °C [13] y cristaliza como agujas de color amarillo pálido. 

Es metilada por sulfato de metilo y yoduro de metilo y, en presencia de metanol 

o etanol, en medio ácido, produce dihidro-ethoxi-esterigmatocistina. 

STEH presenta en solución etanólica tres bandas de absorción, a 235, 249 y 

329 nm [14]. STEH fluoresce de color rojo-ladrillo en placas de cromatografía fina de sílica 

gel, mientras que compuestos estructuralmente relacionados fluorecen de color azul 

empleando la misma longitud de onda de emisión [15]. 

STEH es levorotatoria. El Hidróxido de potasio etanólico caliente, convierte a 

STEH en un isómero ópticamente inactivo [14]. 

Es soluble en metanol, etanol, acetonitrilo (ACN), benceno y cloroformo [16]. 

STEH es estable en una solución de amonio al 2%, a diferencia de las aflatoxinas [1,14]. 

1.2.2 Distribución de STEH en hongos filamentosos 
Las pequeñas moléculas de "extrolito" son compuestos químicos 

especializados desarrollados a través de numerosas interacciones evolutivas frente a los 

problemas biológicos. Algunos extrolitos ocurren en diferentes especies dentro de un 

género, mientras que otros, ocurren en géneros muy diferentes. STEH y las aflatoxinas 

caen en esta última categoría, y se ha informado de muchas especies en varios géneros 

filogenéticamente y ecológicamente dispares: Aschersonia (Moelleriella), Aspergillus (y 
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alguno de sus estados sexuales), Bipolaris (Cochliobolus), Botryotríchum (Chaetomium), 

Farrowia, Fusarium (Gibberella), Humicola, Monocillium (Niesslía), Penicillium 

(Eupenícillium o Talaromyces) y Podospora [17]. 

Slot y col. [18] recientemente indicaron que el grupo de genes de STEH puede 

haber sido transferido horizontalmente entre especies filogenéticamente no relacionadas, 

tales como Aspergillus y Podospora. La más amplia y discontinua distribución de esta 

toxina plantea una importante cuestión en la seguridad alimentaria. Los diferentes géneros 

y especies probablemente requieran diferentes medios para producir los mayores 

rendimientos de STEH: el medio usado en un cultivo que da resultados óptimos en la 

producción de STEH puede fallar completamente para otros hongos, provocando que el 

metabolito sea indetectable. Treinta y tres especies de Aspergillus pueden producir STEH 

[17]. Existen más especies que producen STEH (55 spp) que aflatoxinas (13 spp). 

Jurjevic y col. [19] estudiaron la producción de STEH por Aspergillus sección 

versicolores en dos cultivos diferentes, YEB (yeast Extract Broth) y CZ20 (czapek w/w 

20%). 11 de las 13 especies de Aspergillus versicolores producen STEH. Las especies 

aisladas del interior de casas (A. creber, A. cvjetkovícfl, A. jenseníí y A. protuberus) y dos 

especies aisladas de frutas (A. amoenus y A. fructus) tienen la habilidad para producir 

STEH. A.versicolor, A. fructus y A. jensenll producen STEH de 10-100 veces más que las 

otras especies de la sección. 

La fuente más utilizada para generar STEH es a través de A. versícolor, pero 

también puede ser producida, por ejemplo, por A. flavus, A. parasítícus, A. nídulans. Los 

productos alimenticios infectados por A. versícolor pueden contener altas cantidades de 

STEH, mientras que si son infectados por A. flavus y A. parasítícus resultara en bajas 

cantidades de STEH, ya que esta micotoxina se consumida para producir AFB1 [17,20,21]. 

Se encontró que STEH es también producida por P. intlatum [17]. 

1.2.3 Vía biosintética 

La ruta biosintética de STEH (que es la misma para AFB1) es una de las rutas 

más conocidas y estudiadas [22]. La caracterización molecular de los genes involucrados 

se conoce y están en la literatura [23,24]. 

STEH es sintetizada a través de la ruta biosintética del acetato y el malonato. 

La vía de síntesis de STEH incluye al menos 15 actividades enzimáticas. Inicialmente, el 

acetato y la malonil CoA se convierten en una unidad iniciadora hexanoil por una ácido 

graso sintasa y se extiende luego por una policétido sintasa a ácido norsolorínico, el primer 

precursor estable de esta vía (Figura 1.4) [14]. 
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Figura 1.4. Ruta bio-sintética de esterigrnatocistina. 

043 

HO 

OH 

O 

Averantina 

OH 

O 

OH O OH CH3

OH 

O 

Acetato versiconal 

Versiconal 

En hongos aflatoxigénicos STEH es un precursor de AFB1 (Figura 1.5) [25]. 

Esto podría ser usado para predecir la presencia de AFB1 a través de la determinación 

STEH. 

Esterigmatocistina 0-Meti1 esterigmatocistina Aflatoxina B1 

Figura 1.5. Ruta bio-sintética de AFBI a partir de STEH. 

La biosíntesis de STEH está acoplada a conidación, y puede mejorar la aptitud 

para la supervivencia de hongos [22]. 

10 



1.2.4 botos toxicológicos 

STEH es un compuesto carcinogénico que se ha demostrado que afecta a 

varias especies de animales de experimentación; es clasificado como un carcinógeno 2B 

por la IARC [11] (Tabla 1.2). 

Aunque las aflatoxinas se consideran 150-200 veces más potente que STEH, 

las cantidades de STEH producidas por algunas cepas bajo condiciones óptimas 

contrarresta esta diferencia [26]. 

Se ha encontrado que STEH induce tumores en varias especies de animales, 

como ratas, ratones, monos y peces, después de una aplicación oral, intraperitoneal, 

subcutánea o dermal. Los tumores malignos observados después de la administración oral 

incluyen carcinomas hepatocelular, hemeangiosarcomas del hígado (tumor maligno que se 

origina en las células que recubren los vasos sanguíneos y, es responsable 

aproximadamente del 70% de los casos de cáncer caninos) y adenomas pulmonares 

(tumor epitelial benigno cuya estructura interna es semejante a la de una glándula) [27,28]. 

STEH fue asociada con síntomas clínicos agudos, diarrea con sangre y muerte 

en el ganado que fue alimentado con piensos que contenían A. versicolor [29]. 

STEH causa tumores en la piel de animales experimentales después de 70 días 

de aplicación cutánea [30]. La actividad mutagénica de STEH es varias veces superior a la 

inducida por hidrocarburos aromáticos [31]. 

Fushimi y col. [32] estudiaron la cantidad de STEH en orina de ganado 

rumiantes que ingerían alimentos contaminados con dicha micotoxina. STEH es adsorbida 

por el tracto intestinal, pasa al rumen y llega al hígado. Una forma de eliminar STEH es a 

través de la orina. El ganado presentó diarrea con sangre mientras consumían los 

alimentos contaminados. Después de la suspensión de los alimentos contaminados, STEH 

desapareció de la orina al cabo de dos semanas. 

Cultivos de células mamíferas expuestas a STEH presentan procesos 

irregulares en el núcleo: inhibición de la mitosis, inhibición de la captación de timidina y 

uridina, y estimulación de la síntesis de reparación del ADN [33-36]. También se ha 

demostrado que STEH inhibe la síntesis de ARN en el hígado de rata [37]. 

Tian y col. [38] realizaron estudios en pacientes chinos con cáncer de hígado y 

cáncer de los tejidos gástricos. Muestras de tejido canceroso fueron analizadas en 14 

pacientes con cáncer. El aducto DNA-STEH fue detectado en especímenes de tejidos 

cancerosos y/o tejidos píe cancerosos. Valores altos de STEH, entre 65 y 113 pg/kg, 

fueron encontrados en 4 de 13 pacientes con cáncer. Sólo 1 de las 14 personas sanas, 

individuos de referencia, tuvo un valor alto de STEH (68 pg/kg). Todos los valores de STEH 

analizados en orina eran muy bajos, con un máximo de 13 pg/kg. 
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Hay evidencia que el mecanismo de mutagenicidad de STEH está ligado a la 

formación de un grupo epóxido, 1,2-óxido-STEH, altamente reactivo en el anillo difurano. 

1,2-óxido-STEH se une covalentemente a la molécula de ADN generando el aducto STEH-

N7-guanina (Fig. 1.6) [39,40]. 

o 

STEH 

STEH-N7-Guanina 

o 

o-CH3

OH Activación 
metabólica 

1,2-oxido-STEH 

ADN 

Aducto STEH-ADN 

Figura 1.6. Esquema de la activación metabólica de STEH y su unión al ADN (Figura extraída de 

139.1). 

Una nueva via de oxidación de STEH fue propuesta por Pfeiffer y col. [28]. Ellos 

sugieren la hidroxilación del anillo aromático, específicamente en el 09 (Figura 1.3), 

conduciendo a un catecol (Figura 1.7). Este catecol, 9-hidroxi-STEH, puede contribuir al 

efecto genotóxico de esta micotoxina (la genotoxicidad es la capacidad de causar daño al 

material genético). Puede formar aductos con tioles. Estos autores informaron que en 

microsomas hepáticos de humanos y ratas, predominantemente, se formó el catecol y en 

pequeñas cantidades, el epóxido, sugiriendo que la vía del epóxido es menor en 

comparación a la formación del catecol. 

OH 
CH3 

o' 

Microsomas hepático 

Figura 1.7. Formación de 9-hidroxi-STEH 

OH 
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A pesar de la evidencia de genotoxicidad y carcinogenicidad, solamente una 

base de datos limitada de la tumorigenicidad está disponible para la evaluación de dosis-

respuesta. A partir de los datos disponibles sobre hemangiosarcomas en el hígado de ratas 

macho, una dosis de 160 pg/kg de STEH por peso corporal por día fue calculado para una 

respuesta del 10% de riesgo adicional (BMID10). El concepto de BMD implica ajustar un 

modelo matemático para los datos dosis-respuesta. La BMDl o se define como la dosis que 

causa un cambio predeterminado del 10 % de la respuesta. Una comparación de la BMDio 

de STEH para la ocurrencia de hemangiosarcomas y la de AFB1 para la aparición de 

carcinomas hepatocelular sugirió que la potencia carcinogénica de STEH es 

aproximadamente tres órdenes de magnitud menor que la de AFB1 [27]. 

La dosis letal 50 (LD50) se define como la cantidad de una sustancia tóxica que 

provoca la muerte del 50% de un grupo de animales de prueba [1]. El LD50 para STEH (en 

mg/kg) en ratas albinas macho fue de 166 por vía oral y 60 por vía intra-peritoneal; en 

monos machos fue de 32 por vía intra-peritoneal. STEH causa daños en el hígado y 

riñones, así como necrosis renal en ratas. Es cirrógeno en primates y puede estar 

implicada en la etiología de la enfermedad hepática crónica en el hombre en África [25]. 

1.2.5 Sustratos donde se puede encontrar STEH 

1.2.5.1 Quesos 

STEH fue detectada en queso contaminado con A. versicolor [41]. Northolt y 

col. [42] informaron sobre la ocurrencia de STEH en la maduración del queso en bodegas 

de los Países Bajos. Los quesos contaminados con STEH procedían de ocho almacenes 

y se encontraron en todas las categorías de edad del queso (2-8 meses), en un intervalo 

de concentraciones de 5 a 600 mg/kg. STEH se mantuvo estable en los quesos 

contaminados por un periodo de 3 meses a diferentes temperaturas (-18 a +16 °C) [43]. 

Sin embargo, las bajas temperaturas (5-7 °C) pueden evitar el crecimiento de A. versicolor 

y la producción de STEH durante la maduración y almacenamiento del queso. A. versicolor 

está frecuentemente presente en el queso, mientras que los hongos productores de 

aflatoxinas, tales como A. flavus y A. parasiticus raras veces se encuentran presentes en 

este alimento. Se demostró que A. versicolor, aislado del propio queso y del aire de la sala 

de maduración de los quesos, producía STEH [44]. Como en el queso pueden producirse 

fácilmente mohos, tanto durante el proceso de maduración en bodegas, durante el 

almacenamiento, después de cortar y rebanar el queso en las tiendas o en el hogar, hay 

una alta probabilidad de que se contamine con STEH. 

La ocurrencia, distribución y estabilidad de STEH en el queso Ras (Roumy 

cheese, típico de Egipto) también ha sido estudiada. Un 35 % de las muestras de dicho 
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queso se encontraron contaminadas, con una concentración media de 22 mg/kg (intervalo 

de 10-63 mg/kg). En el queso Ras contaminado con esporas de A. versicolor, la producción 

de STEH se inició después de los 45 días de maduración y alcanzó un valor máximo 

después de los 90 días. El queso añejo (más de 6 meses) inhibe la producción de STEH 

[45]. 

1.2.5.2 Especias 

El primer reporte de STEH en especias es de la India Fueron analizadas 15 

especias diferentes (cúrcuma, cilantro, hinojo, canela, pimienta negra, cardamomo, casia 

india, Ammi, comino, ají, mostaza amarilla, mostaza india, ajo y clavo de olor) que se 

consiguieron en supermercados de India Las muestras no presentaban moho. STEH se 

encontró en una de nueve (1/9) muestras de hinojo (142 mg/kg) y en dos de ocho (2/8) 

muestras de pimienta negra (105 y 125 mg/kg) [46]. 

veinticuatro especias diferentes (5 muestras de cada una) fueron analizadas en 

Egipto [47]. STEH fue detectada en 10 especias. En tres muestras de pimiento rojo (de 10 

a 23 mg/kg), tres muestras de semillas de alcaravea (de 14 a 18 mg/kg), tres muestras de 

comino (con una concentración media de 11 mg/kg) y una muestra de mejorana (con una 

concentración de 17 mg/kg). En el comino y la mejorana, STEH se co-produjo con AFB1 y 

AFB2. 

Durante el periodo 2012-2013, 121 muestras de ají (capsicum annum L.) fueron 

recolectados de varios supermercados de Sri Lanka (n = 86) y Bélgica (n = 35). STEH 

aparece en 38% de las muestras en el intervalo 0,011 a 0,032 mg/kg. También se encontró 

AFB1 (77%), ocratoxina A (OTA) (41%), fumonicina B2 (FB2), citrinina (CIT) y alternariol 

monometil éter. La co-ocurrencia de AFB1-STEH fue de un 28% y de OTA-AFB1-STEH de 

un 17% [48]. 

STEH fue encontrada en pimienta negra y blanca (piper nigrum L.) en Sri Lanka 

[49]. En total se analizaron 93 muestras, 82 de pimienta negra (PN) y 11 muestras de 

pimienta blanca (PB). STEH (<0,011 - 0,049 mg/kg) aparece en 43% de PN y 45% de PB 

Sólo el 20% de las muestras estaba contaminada con alguna aflatoxina. Un estudio fúngico 

de las muestras reveló que A. flavus, A. parasiticus, A. niger y Penicillium spp. fueron los 

hongos dominantes. Los autores también llegan a la conclusión que la pimienta puede 

interrumpir la biosíntesis de aflatoxina. Además de STEH y aflatoxinas, también se 

encontraron OTA, fumonicina B1 (FB1) y CIT. 
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1.2.5.3 Cerveza 

Sólo hay un informe sobre STEH en cerveza, donde fue detectada en 2 de 26 

muestras analizadas, en el intervalo de concentraciones de 4 a 7,8 mg/kg [50]. 

1.2.5.4 Cereales 

En el periodo 2006-2007, STEH se encontró en 55 de 215 muestras de 

diferentes granos (cebada, trigo, alforfón, centeno) en Letonia, en el intervalo de 

concentraciones entre 0,7 y 83 mg/kg [51]. 

STEH fue encontrada en cereales cosechados en Noruega en 2011, después 

de un período de crecimiento acompañado con abundante precipitación y altas 

temperaturas. STEH dio positivo en cebada (15%) con una concentración promedio de 

0,001 mg/kg, avena (57%) con una concentración promedio de 0,0021 mg/kg y una 

muestra con una concentración de 0,0201 mg/kg y trigo (7%) con un valor promedio de 

0,0001 mg/kg [52]. 

STEH fue encontrada en 4 de 40 muestras de trigo colectadas en el periodo 

2009-2010 en Siria, con una concentración promedio de 1,4 ng/mL [53]. 

Un total de 1142 muestras de granos de cereales y productos de cereales 

fueron analizadas en nueve países de Europa (Grecia, Italia, Países Bajos, Reino Unido, 

Chipre, Alemania, Letonia, Lituania y Polonia) para determinar STEH [54]. Las muestras se 

recogieron principalmente en las plantas de procesamiento, instalaciones de 

almacenamiento, venta al por mayor y al por menor entre agosto de 2013 y noviembre de 

2014. STEH fue detectada en un 10% de las muestras estudiadas. En granos: trigo suave 

(10/169), trigo duro (2/52), centeno (2/35), maíz (2/33), arroz (27/28), cebada (1/59), avena 

(11/51), en productos de cereales, que antes tienen que ser cocinados: trigo molido (3/85), 

maíz molido (1/18), cebada molida (2/6), arroz (19/89) y pastas (6/115). En productos de 

cereales, que son consumidos sin tratamiento: Cereales para el desayuno (18/97), alimento 

infantil a base de cereales (4/54). 

1.2.5.5 Pan 

Después de la inoculación con A. versicolor, altos niveles de STEH fueron 

producidos en pan, jamón curado y salame, hasta 160-180 mg/kg en el séptimo día de 

secado del salame, secado entre 20 y 28 °C [55]. Durante las investigaciones con 

diferentes tipos de pan (trigo, centeno, grano entero de trigo, etc.) inoculados con esporas 

de A. versicolor, se encontró que la concentración de STEH podría alcanzar de 100 a 400 

mg/kg en el décimo día de almacenamiento [56]. 
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Versilovskis y Bartkevics [57] determinaron que STEH es estable en el proceso 

de cocción del pan, cuando éste es preparado con harina que proviene de granos de trigo 

contaminados con STEH. Además, se encontró que el 17 % de los panes, comprados en 

supermercados de Letonia, dieron resultados positivos para STEH, con niveles de 

concentración de 2-7 mg/kg. Una de cada seis muestras de pan de centeno, una de cada 

nueve muestras de pan de centeno-trigo y tres de cada 14 muestras de pan de trigo 

estaban contaminadas con STEH. 

1.2.5.6 Otros 

Se detectaron niveles relativamente altos (en el intervalo de los ppm) de STEH 

en viviendas y materiales de construcción contaminados por A. versi color [58]. 

STEH también fue encontrada en medicina china tradicional, que en gran 

medida se basa de plantas naturales. Un 33,6% de las medicinas obtenidas de farmacia y 

un 24,4% de medicinas del hospital estaban contaminadas con micotoxinas. STEH fue 

encontrada en 26,2% de las muestras. AFB1 y OTA fueron detectadas en un 5,3% [59]. 

1.2.6 Legislación 

Ningún país tiene legislación para STEH. República Checa y Eslovaquia habían 

establecidos niveles máximos para STEH de 5 pg/kg para arroz, vegetales, papas, harina, 

pollo, carne y leche y 20 pg/kg para otros alimentos, pero retiraron su legislación al unirse 

a la Unión Europea [27,51]. El Departamento de Servicios de Salud de California propone 

un valor de LD50 de 8 pg/kg de peso corporal por día para un adulto de 70 kg [27]. 

1.2.7 Metodología analítica para su detección 

La importancia del análisis de STEH en alimentos reside en el cumplimiento de 

las reglamentaciones y en la verificación de los sistemas de control de seguridad 

alimentaria con el fin de preservar la salud de la población. Los métodos normalizados de 

análisis para diferentes micotoxinas, validados por estudios inter-laboratorios, han sido 

recomendados por la Asociación de Químicos Analíticos Oficiales (AOAC) y el Comité 

Europeo de Normalización. 

1.2.7.1. Método Normalizado 

Existe un solo método normalizado [26], que es empleado para determinar 

STEH en maíz blanco y amarillo, cebada, avena, centeno, sorgo, arroz blanco y marrón y 

soja. Este consiste en el empleo de una columna empaquetada con silicato de magnesio 
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activada para purificar las muestras. Luego, las muestras se siembran en placas de capa 

fina y se detectan por fluorescencia empleando A1C13 como solución reguladora. 

1.2.7.2. Métodos cromatográficos 

Desde 1961, fecha en la que se descubrieron las aflatoxinas, la TLC ha sido 

uno de los métodos de elección para la investigación y determinación de micotoxinas. 

Varios métodos para la detección de STEH utilizan, principalmente, TLC con detección de 

fluorescencia. Debido a su débil fluorescencia nativa, el procedimiento de derivatización 

es, generalmente, usado para visualizar STEH en las placas. La derivatización más común 

es el rociado de la placa de TLC con una solución de AlC13. Con estos métodos, el mejor 

LD informado fue de 50 pg kg-1 en granos de cereales [26]. Recientemente se desarrolló 

un método de TLC de rutina y control que aplica exitosamente un procedimiento libre de 

reactivos para la inducción de fluorescencia y permite alcanzar un LD de 2 a 11 pg kg-1

[60]. 

El problema de esta metodología es que los hongos son capaces de producir 

muchos compuestos fluorescentes al UV, que pueden dar lugar a resultados erróneos 

cuando se basa únicamente en TLC [61]. Cultivos contaminados también han dado lugar 

a resultados incorrectos, especialmente A. fiavus/A. oryzae y A. parasiticus/A. sojae, que, 

respectivamente, pueden ser difíciles de separar morfológicamente. 

Otros métodos están basados en HPLC con detección UV, y son aplicados para 

determinar STEH en arroz inoculado con A. versicolor en bajos niveles del orden de los pg 

kg-1. Se obtuvo un LD de 0,26 pg kg-1 y un límite de cuantificación (LQ) de 0,68 pg kg-1 para 

muestras de cerveza cristal y negra [50]. 

Los métodos que usan HPLC vinculado a un espectrómetro de masa como 

detector (LC-MS) disminuyeron los límites de detección y se han desarrollado para 

alimentos tales como queso (LD 4 lag kg-1), pan (LD 1,9 pg kg-1) y maíz (LD 1,7 pg kg-1) 

[62]. Los métodos de rutina y monitoreo con LD de 0,15 pg kg-len granos fueron obtenidos 

con HPLC vinculados con espectrómetros de masa en tándem (LO-MS/MS) [61]. 

Un método basado en cromatografía gaseosa con espectrómetro de masa 

como sistema de detección (GC-MS) arrojó un LD de 6 pg para STEH en trigo [63]. 

1.2.7.3. Sensores químicos 

Xu y col. [64] desarrollaron un sensor fluorescente para la determinación de 

STEH, que se basó en puntos de carbono (carbon dots) incrustados en un polímero 

molecularmente impreso. Este sensor exibe alta sensibilidad y selectividad hacia STEH, 
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con un LD de 19 in L-1. El sensor también se usó para detectar STEH en mijo, arroz y maíz, 

con porcentajes de recuperación muy buenos (92-102%). 

Existen sólo dos biosensores electroquímicos construidos hasta la fecha para 

la determinación de STEH. Así, Chen y col. [65] desarrollaron un biosensor electroquímico 

usando la enzima aflatoxina-oxidasa (AFO), que fue inmovilizada sobre un electrodo de Au 

modificado con nanotubos de carbono de pared simple y quitosano (QUI-NTCPS). El LD 

fue de 3 pg L 1, obtenido cuando se usó una solución del reactivo comercial. Estos autores 

no describen el uso del biosensor en una muestra real. 

Yao y col. [66] desarrollaron otro biosensor con nanotubos de carbono de pared 

múltiple (NTCPM) modificados con la enzima aflatoxin-detoxifizyme (ADTZ). Obtuvieron un 

LD de 0,13 pM (42 pg L-1) para una solución del reactivo comercial. Estos autores tampoco 

describen el uso del biosensor para el análisis de una muestra real. 

1.2.7.4. Ensayo ELISA 

Los trabajos de ELISA son, hasta la fecha, sólo tres. Li y col. [67] cuantificaron 

STEH en muestras de trigo en concentraciones superiores a 31 pg L-1, utilizando una 

mezcla de metano' y solución acuosa de cloruro de potasio para la etapa de extracción. La 

concentración de STEH necesaria para inhibir el 50% de la unión del anticuerpo 

monoclonal en un ensayo ELISA competitivo (ELISAc) fue de 2,5 ng mL-1. La constante de 

disociación de afinidad aparente del anticuerpo monoclonal fue de 2,3 x 10-9 M-1. Las 

reacciones cruzadas de STEH, 0-metil-STEH, hemiacetal STEH, aflatoxinas B1 (AFB1), 

B2 (AFB2), G1 (AFG1) y G2 (AFG2) y el hemiacetal de AFB1 con el anticuerpo en el ensayo 

ELISA competitivo fueron 100; 0,4; 12,5 ;0,4; 0,1; <0,1; <0,1 y 6,25%, respectivamente. 

Morgan y col [68] determinaron STEH en cebada. Para ello, STEH se convirtió 

cuantitativamente a su forma hemiacetal más soluble. Las reacciones cruzadas fueron para 

el hemiacetal STEH del 100% y para STEH, 0-metil-STEH, 5-metoxi-STEH, AFB1, AFB2, 

AFG1 y AFG2 fueron < 0,1%. La solución de extracción fue cloroformo/ácido clorhídrico. 

Lou y col. [69] determinaron STEH en cebada y trigo. Para ello, sintetizaron un 

anticuerpo (McAb-SEH), cuya constante de afinidad aparente con STEH fue de 1,29 x 109

M. Las reactividades cruzadas de McAb-STEH con análogos de STEH fueron menores al 

2%. Un mínimo de 0,5 pg de STEH en 50 pL de solución fue detectado con un ensayo 

ELISA competitivo utilizando McAb-STEH. Además obtuvieron un intervalo lineal de 0,1-10 

ng mL-1. 

En la Tabla 1.3 se muestra un resumen de los diferentes métodos para 

determinar STEH. 
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Tabla 1.3. Diferentes métodos para cuantificar STEH. 

Método Muestra LD Referencia 

HPLC-UV Cerveza 13 pg L-1 [50] 

HPLC-MS/MS 
Trigo, alforfón y 

cebada 1,5 pg L-1 [61] 

CG-MS Arroz, maíz y trigo 6 pg [62] 

Sensor fluorescente Mijo arroz y maíz 19 pg L-1 [64] 

Biosensor: Au/NTCPS-Quitosano/Aflatoxina-
oxidasa 3 pg L 1 [65] 

Biosensor: Au/NTCPM/Aflatoxina-detoxifizima 42 pg L-1 [66] 

Elisa competitivo Mijo, arroz y maíz 31 pg L-1 [67] 

Elisa Sebada y trigo 0,01 pg L-1 [69] 

HPLC-MS Arroz, trigo y maíz 3,3 pg L-1 [70] 

Con el fin de evaluar la exposición de esta micotoxina en humanos y, más 

importante aún, para controlar los productos alimenticios para el cumplimiento legal 

existente o futuro, se requieren procedimientos analíticos apropiados y sencillos son 

requeridos para la determinación precisa de STEH. 

1.2.8 Prevención y control 

La prevención y control de STEH está centrada en la limitación del crecimiento 

de los hongos productores en todo el proceso de elaboración desde el campo hasta el 

momento de ser consumido. 

Buchanan y col. [71] encontraron que la cafeína inhibe el crecimiento en A. 

versi color y, por lo tanto, disminuye la producción de STEH. La micotoxina no fue detectada 

en cultivos que contienen más de 2 mg cafeína/mL (Figura 1.8A). 

Kocic-Tanackov y col. [72], determinaron que el aceite esencial de orégano 

muestra capacidad para reducir o inhibir el crecimiento de especies de Aspergillus y la 

biosíntesis de STEH. El efecto inhibitorio del extracto incrementa proporcionalmente con la 

concentración y es también afectado por la duración del tratamiento (Figura 1.86). 

Abdel-Wahhabl y col. [73] encontraron que la montmorillonita egipcia (EM) 

(Figura 1.8C), un mineral de arcilla, tenía una alta capacidad de adsorber STEH. La 

adsorción osciló entre 93,1 a 97,8% de STEH disponible en soluciones acuosas. El 
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complejo era estable a diferentes pH a 37 °C en diferentes disolventes orgánicos. Además, 

encontraron que EM en sí era segura y exitosa en la prevención de la toxicidad y 

clastogenicidad de STEH en el pez tilapia del Nilo, que estaba en contacto con la toxina 

(Figura 1.80). 
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Figura 1.8. A) Efecto de la concentración de cafeína en la producción de STEH, (á) O, (e) ¡y (A) 

2 mg de cafeína/ml. B) Efecto del extracto de orégano en la producción de STEH, (a) O, (A) 0,06 y 

(4) 0,2 ml de extracto/ml. C) Estructura química de la inontmorillonita y D) concentración de STEH 

encontrada en tejido del pez tilapia, para diferentes procedimientos de adsorción. 

 • 
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MÉTODOS ELECTROQUÍMICOS 



2.1 Conceptos básicos 

2.1.1 Sistemas electroquímicos 

La Electroquímica es la rama de la Química que se ocupa de relacionar los 

efectos eléctricos y químicos [1] . 

En un sistema electroquímico se pueden diferenciar, al menos, dos fases (FI y 

FU), de diferente naturaleza, que interactúan entre sí (Figura 2.1). Una de las fases (FI), 

denominada electrodo, es un metal, carbono o un semiconductor y la otra fase un líquido 

(FII), que contiene una especie capaz de reducirse u oxidarse (especie electroactiva). La 

reducción u oxidación de la especie electroactiva se da en la interface electrodo-solución, 

con la transferencia de electrones desde o hacia el electrodo [1,2]. 

FT 

o 

Figura 2.1. Diagrama de una interface electroquímica 

2.1.2 Doble capa eléctrica 

FU 

Cada vez que se ponen en contacto dos fases distintas, en la interface se 

genera una redistribución de cargas eléctricas de los componentes de cada una de ellas, 

con el objeto de acomodarse a la nueva situación. Esta redistribución espacial, que provoca 

una diferencia de potencial en la zona límite que separa las fases, se llama doble capa 

eléctrica. Si en dicha interface no hay transferencia de carga, cuando se aplica una 

diferencia de potencial, la interface es una interface idealmente polarizable. En cambio, si 

la diferencia de potencial aplicada se traduce en una transferencia de carga total a través 

de ella, esta interface se denomina idealmente no-polarizable. Las interfaces 

electroquímicas reales están comprendidas entre ambos límites [1-3]. 

Existen modelos de doble capa que permiten interpretar como varía el potencial 

eléctrico desde la superficie metálica hasta el seno de la solución. Estos modelos son: 

• Modelo de Helmholtz: es la teoría más sencilla sobre la doble capa. De acuerdo a 

esta teoría la interface se considera similar a un condensador eléctrico, es decir dos placas 

paralelas cargadas y separadas una distancia d [4] (Figura 2 2 A). Tal estructura es 
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equivalente a un capacitor de placas paralelas. Se considera que al igual que en el 

electrodo (donde la carga se ubica en la superficie), el exceso de carga en la solución se 

ubica en una "capa" de solución. 

• Teoría de Gouy-Chapman: La suposición de que el exceso de carga en la solución 

se ubica en una "capa" de solución" no es correcta, puesto que existe una distribución de 

carga hacia el interior de la solución que debe ser tenido en cuenta. En la teoría de Gouy-

Chapman se define una capa difusa de iones hacia el interior de la misma [5,6] (Figura 

2.2B). En esta interface la caída de potencial no es función lineal de la distancia. En el 

metal hay un plano de cargas del mismo signo, mientras que las de signo opuesto se 

distribuyen del lado de la solución, a lo largo de una cierta distancia. Los iones se 

consideran como entidades puntuales y, por lo tanto, con posibilidad de acercarse 

arbitrariamente tanto como se desee a la superficie del electrodo. 

Ahora el potencial eléctrico establecido en la doble capa eléctrica resulta 

función de la distancia, de la concentración del electrolito, la valencia del electrolito, la 

constante dieléctrica del medio y de la temperatura. 

• Teoría de Stern: Este modelo de doble capa eléctrica consiste en la suma de las 

dos estructuras mencionadas antes, es decir que la diferencia total de potencial a través 

de la interface resulta ser entonces la suma de la caída lineal de potencial en la doble capa 

de Helmholtz y la caída exponencial de potencial en la doble capa difusa [7] (Figura 2.2 C). 

Se considera que los iones no son entidades puntuales. Este modelo propone dos capas. 

La más cercana al electrodo se llama capa interna, contiene moléculas del solvente y otras 

especies que se denominan adsorbidas específicamente. Esta capa interna también es 

llamada capa compacta, de Helmholtz o de Stern. La zona en donde se encuentran los 

centros eléctricos de los iones adsorbidos específicamente se llama plano interno de 

Helmholtz (PIN) y está a una distancia dl. Los iones solvatados pueden acercarse al metal 

hasta una distancia d2. La zona donde se encuentran los centros eléctricos de los iones 

solvatados más cercanos es llamada plano externo de Helmholtz (PEH). La interacción de 

los iones solvatados con el metal cargado son de "larga distancia", por lo que estos iones 

se denominan no adsorbidos específicamente. 
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A) Capa difusa 
1 C) 

d1 d21 
Capa difusa 

Figura 2.2. Dije rentes modelos de la doble capa según la teoría de: A) Helmholtz, B) Gouy-
Chapman y C) Stern. 

La estructura de la doble capa eléctrica puede afectar la velocidad de los 

procesos electroquímicos que se producen sobre el electrodo. Por ejemplo, una especie 

electroactiva que no se encuentre adsorbida específicamente sobre el electrodo, podrá 

acercarse a él sólo hasta el plano externo de Helmholtz y por lo tanto "percibirá" un 

potencial diferente al establecido entre la superficie del electrodo y el seno de la solución 

Esta diferencia puede ser importante o no, dependiendo del proceso bajo estudio [2]. 

2.1.3 Celdas electroquímicas 

Las celdas electroquímicas son una parte fundamental del desarrollo 

experimental electroquímico, ya que en ellas se puede observar la interacción entre dos 

interfaces de distinta naturaleza. En términos generales, una celda electroquímica es un 

sistema donde dos electrodos están separados al menos por una fase electrolítica. Las 

celdas de dos electrodos son el modelo de celda más simplificado que existe, ya que sólo 

utiliza dos electrodos a saber, un electrodo de trabajo (ET) y un electrodo de 

referencia/auxiliar o contra electrodo (ERICE) que cumple una doble función (Figura 2.3-

A). Otro tipo de celda que usualmente se emplea cuando es necesario controlar el potencial 

del electrodo de trabajo, es la celda de tres electrodos. En ella, se introduce un electrodo 

auxiliar o contra electrodo (CE), por el cual fluirá la corriente generada por la diferencia de 

potencial que se aplica entre el electrodo de trabajo (ET) y el electrodo de referencia (ER) 

(Figura 2.3-B). 
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II 
ERICE ET ER V CE 

Figura 2.3. Descripción gráfica de una celda electroquímica de dos (A) y de tres (B) electrodos. 

Respecto a los electrodos, cada uno de ellos cumple una función determinada 

dentro del proceso electroquímico que se lleva a cabo en la celda. El electrodo de trabajo 

(ET) es donde se producen los fenómenos electroquímicos de interés y, puede ser un 

electrodo de material inerte, como el Pt, Pd, Au, carbono (vítreo o grafito) ó electrodos 

modificados con nanopartículas, materiales biológicos, etc. El electrodo auxiliar o 

contraelectrodo (CE) igualmente está constituido por un material inerte, pero con la 

particularidad de que su área tiene que ser aproximadamente 200 veces mayor que el del 

electrodo de trabajo. Esto se debe a que, en este electrodo, se generan las reacciones 

complementarias a las del electrodo de trabajo, por lo que la densidad de corriente que allí 

circula debe ser casi nula, para que la corriente total de la celda esté dada por los procesos 

que se generan sólo en el electrodo de trabajo [1]. El electrodo de referencia (ER) es un 

electrodo que proporciona un potencial conocido, constante y completamente insensible a 

la composición de la solución de estudio. Dentro de sus características ideales, el electrodo 

debe contener una cupla redox reversible y que obedezca a la ecuación de Nernst, 

presentar un potencial que sea constante en el tiempo y presentar poca histéresis con los 

cambios de temperaturas. Si bien no se conocen electrodos completamente ideales, 

algunos de ellos se aproximan bastante a esa situación [8]. 

2.1.4 Procesos en el electrodo de trabajo 
Dos tipos de procesos ocurren en el electrodo de trabajo: procesos farádicos y 

no-farádicos. 

• Proceso Farádico: involucra la transferencia, a través de la interface electrodo-

solución, de uno o más electrones desde o hacia el electrodo. Ya que tales reacciones son 

gobernadas por la Ley de Faraday, estos son llamados procesos farádicos. La 

transferencia de carga puede ser un proceso catódico, en el que una especie estable es 

reducida por la transferencia de electrones desde un electrodo, o bien, la transferencia de 
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carga puede ser un proceso anódico, donde una especie estable es oxidada por la 

remoción de electrones desde el electrodo. 

• Proceso no-Farádico: Tal como su nombre lo indica, en este tipo de procesos la 

Ley de Faraday no se cumple, ya que no se produce una transferencia de electrones a 

través de la interface. En lugar de ello, los fenómenos, tales como la adsorción y/o la 

desorción de especies, solvente, etc, cambian la estructura de la interface 

electrodo/solución a medida que cambia el potencial de electrodo o la composición de la 

solución. En general, los procesos no-farádicos están asociados a corrientes capacitivas, 

de adsorción o relacionadas con fenómenos de superficie (pseudocapacitivas). Los 

procesos farádicos siempre están acompañados de los procesos no-farádicos. 

2.1.4.1 Potencial del electrodo 

Es útil centrarse en la energía de los electrones en el electrodo de trabajo y en 

la especie electroactiva en la solución electrolítica. La Figura 2.4 muestra el nivel de Fermi 

dentro de un metal junto con las energías de los orbitales HOMO (orbital ocupado más alto) 

y LUMO (orbital desocupado más bajo) de una especie electroactiva. 

Al emplear una celda de tres electrodos, se puede controlar el potencial del 

electrodo de trabajo con respecto al electrodo de referencia. Esto es equivalente a controlar 

la energía de los electrones dentro del electrodo de trabajo. 

El comportamiento de los electrones en un electrodo metálico se puede 

entender en parte considerando el nivel de Fermi [9]. Los metales están compuestos por 

átomos estrechamente empaquetados que tienen una fuerte superposición entre sí. Por lo 

tanto, una pieza de metal no posee los niveles individuales bien definidos de energía de 

los electrones que se encontrarían en un sólo átomo del mismo material. En su lugar, existe 

un continuo de niveles, con los electrones disponibles llenando los estados de energía de 

menor a mayor. El nivel de Fermi corresponde a la energía del orbital HOMO. Este nivel no 

es fijo y se puede mover suministrando energía eléctrica (ver Figura 2.4). Por lo tanto, al 

aplicar un potencial negativo, el nivel de Fermi se mueve a una energía más alta y, cuando 

se aplica un potencial positivo, se mueve a una energía más baja. 

Dependiendo de la posición del nivel de Fermi, puede ser termodinámicamente 

factible reducir u oxidar la especie electroactiva en solución. Si se alcanza un nivel 

suficientemente alto para transferir un electrón al LUMO de la especie electroactiva, ocurre 

un flujo de electrones del electrodo a la solución (una corriente de reducción). Similarmente, 

la energía de los electrones puede ser disminuida al imponer un potencial más positivo, y 

en algún punto los electrones del HOMO de la especie electroactiva encontrarán una 
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energía más favorable en el electrodo y se transferirán hacia allí. Este flujo, de la solución 

al electrodo, es una corriente de oxidación. 

Electrodo 

Nivel de Fermi 

Electrones 
del metal 

Posibles perturbaciones 
del potencial de electrodo 

Especie 
electroactiva 

LUMO 

HOMO 

-4_ 
41-

Figura 2.4. Nivel de Fermi dentro de un metal junto con las energías de los orbitales HOMO y 
LIIMO de una especie electroactiva en solución. 

2.1.5 Ecuación de Butier-Volmer 

Consideremos una simple reacción de electrodo, donde una especie 

electroactiva O se reduce, intercambiando un electrón, para dar la especie reducida R. 

O + e- < 
d  R

k, 
(2.1) 

La reacción 2.1 se caracteriza por un flujo de electrones a través de la interface 

electrodo/solución en una cantidad equivalente a la velocidad de transformación de O a R 

(Ley de Faraday) [3], 

Q = tifN (2.2) 

donde n es el número de electrones transferidos por molécula, N el número de moles y Q 

la cantidad total de carga que atraviesa la interface. Diferenciando la cantidad de carga con 

respecto al tiempo se obtiene la corriente (1), que es proporcional a la velocidad de la 

reacción electroquímica (dN/dt en mol s-1) 

dQ dN 
—
dt 

= i = nF 
dt 

(2.3) 
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La reacción 2.1 es una reacción heterogénea que se produce sólo en la 

interface electrodo/electrolito. Dado que las reacciones en el electrodo de trabajo son 

heterogéneas, sus velocidades de reacción se describen usualmente en unidades de mol 

sl  por unidad de área [1], es decir, 

dN 
i = nFA —

dt 
(2.4) 

La velocidad de reacción en el sentido directo, vd, se puede expresar como el 

producto de una constante de velocidad, kd, por la concentración de la especie O en la 

superficie del electrodo, c0(0, t). Así: 

Vd = kdco(0,t) ic 
nFA 

(25) 

donde ic es la corriente del proceso catódico. 

Por analogía, la velocidad de reacción para el sentido inverso, y, se define 

como: 

vi = kicR (O, t) = ta 

nFA 
(2.6) 

donde /a es la corriente del proceso anódico, ki es la constante de velocidad del proceso 

inverso y cm (O, t) es la concentración de la especie R en la superficie del electrodo. 

Así, la velocidad de reacción neta, v,„ es 

v„ = vd — vi = kd co (O, t) — ki cR (O, t) = — 
nFA 

La corriente neta, es igual a 

(2.7) 

i a = nFA [kdco (O, t) — kicR (O, t)] (2.8) 

La velocidad de un proceso electrocatalítico, reducción u oxidación, contiene el 

producto de dos términos, uno que introduce contribuciones térmicas, kd y ki, semejante a 

las que aparecen en una reacción catalítica heterogénea y otro específico del proceso 

electrocatalitico, C. Se considera que la velocidad es determinada totalmente por el 

proceso de transferencia de carga, sin limitaciones del transporte de masa o limitaciones 

de pasos químicos acoplados a la transferencia de carga. Las constantes de velocidad, kd

y k, para las reacciones en ambos sentidos se relacionan con la energía libre de activación 

formal (dependiente del potencial de equilibrio, Ee) mediante relaciones derivadas de la 

ecuación de Arrhenius. 

—kBT (E,)1 exp HaF( 

RT 

E — E'')] _ [ 

RT 

ccF(E — E01)1 
(2.9) 

RT 
  = k o exp  

h 
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kBT AG(E,)1 [(1— a)F(E — Ec'')1 {(1— a)F(E — E°1)1
ki = 

h 
exp

{ RT
  exp   =koexp   (2.10) 

RT RT 

donde E°' es el potencial formal (el potencial formal es una forma ajustada del potencial 

estándar, E°, que tiene en cuenta los coeficientes de actividad y algunos efectos químicos 

del medio), k, es la constante de velocidad estándar, y es obtenida cuando E = E°', que es 

el potencial donde la constante de velocidad directa e inversa tienen el mismo valor, a y 

(1 — a) son los coeficientes de transferencia catódico y anódico, respectivamente. 

Reemplazando las ecs. 2.9 y 2.10 en 2.8 y reordenando, es obtiene la ecuación 

de Butler-Volmer (ec. 2.11). Esta ecuación representa la relación entre la velocidad de un 

proceso y el potencial aplicado en una reacción simple controlada únicamente por la 

transferencia de carga [1-3]. 

i —aFE r(l — a)FED 
i = FAkocr acl exp  

RT )1.exP RT ) exP RT B 

—aFE (1 — a)FEr‘ (2.11) 

= 10EexP exPRT [ RT .11 

donde, io es la densidad de corriente de intercambio, que se obtiene cuando E = E,. 

La ec. 2.11 relaciona la densidad de corriente que fluye a través de la interface 

electrodo/electrolito debido a la reacción de electrodo con el potencial en términos de dos 

parámetros cinéticos: la densidad de corriente de intercambio, i„, y el coeficiente de 

transferencia, a. La primera es una medida de la velocidad de intercambio entre O y R en 

la interface. Las reacciones que tienen valores bajos de ro estarán controladas, en general, 

por el proceso de transferencia de cargas y las que poseen valores de altos estarán 

controladas por procesos de transferencia de masa o cinética química. Las primeras suelen 

denominarse reacciones o procesos irreversibles y las últimas reacciones reversibles. El 

término a da cuenta de la simetría de la curva de energía libre en su intersección en el 

estado de transición. 

2.1.6 Transporte de masa 
En la sección anterior se discutió sobre la ecuación que gobierna la velocidad 

de transferencia electrónica en la interface electrodo/solución. Para que la ecuación de 

Butler-Volmer (ec. 2.11) sea válida, necesita que la especie electroactiva se encuentre en 

la vecindad del electrodo, por lo que, de alguna manera, ésta tiene que ser transportada 

hasta el electrodo. El transporte de masa ocurre por tres diferentes modos, difusión, 

convección y migración [10] (Figura 2.5): 
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• Difusión: es el movimiento espontáneo de la especie electroactiva bajo la influencia 

de gradientes de concentración (es decir, de regiones de alta concentración a regiones de 

baja concentración). El objetivo es minimizar las diferencias de concentración. Una 

reacción de electrodo (ec. 2.1) convierte el material de partida a producto y, entonces, en 

cercanías a la superficie del electrodo, se genera una capa donde la concentración de O 

es menor en la superficie del electrodo en comparación a la del seno de la solución, 

mientras que para R ocurre lo opuesto. 

• Convección: también conocida como movimiento hidrodínámico, se da cuando el 

movimiento de una especie está determinado por el movimiento que sufre la solución. Es 

posible establecer dos tipos de convección: convección forzada (cuando se impone una 

fuerza externa a la solución, como la agitación) y la convección natural (surge como 

consecuencia de gradientes de densidad causados a su vez por gradientes de temperatura 

o de concentración). 

• Migración: es el movimiento de partículas cargadas a lo largo de un campo 

eléctrico (es decir, la carga es transportada a través de la solución por iones de acuerdo a 

su número de transferencia). Este es el mecanismo por el cual las cargas pasan a través 

del electrolito. 

Figura 2.5. Esquema general para una reacción en un electrodo. 

El flujo (j) es una medida común de la velocidad de transporte de masa y está 

definido como el número de moléculas que atraviesan una unidad de área de un plano 

imaginario en una unidad de tiempo, y tiene las unidades de mol cm-2 s-1. El flujo de la 

especie i, j, hacia el electrodo es descripto matemáticamente por una ecuación diferencial, 

conocida como la ecuación de Nernst-Planck (ec. 2.12) [1,11]. 
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r, = —Di ("--V + c. -tI cts) + cii3 
RT 

(2.12) 

donde D, es el coeficiente de difusión de la especie i, es el gradiente de concentración, 

c, es la concentración, z es la carga, VI, es el gradiente de potencial y u es la velocidad 

hidrodinámica. El primer término representa el transporte por difusión. El segundo y el 

tercer término describen la migración bajo la influencia del campo eléctrico, É = -!11 y la 

convección bajo la influencia de un campo de flujo, con una velocidad de flujo 13, 

respectivamente. 

La corriente (i) se relaciona con el flujo. a través de la siguiente ecuación [1]: 

i = —nFA] (213) 

2.1.6.1 Leyes de Fick 

Al analizar la ec. 2.12, su resolución es demasiado compleja cuando los tres 

modos de transporte de masas ocurren simultáneamente. Esta complicación resulta en una 

dificultad para relacionar la corriente con la concentración del analito La situación puede 

ser simplificada al suprimir o minimizar la migración (al usar un electrolito soporte inerte a 

una concentración mucho más alta que la especie electroactiva, de modo que el número 

de transporte de la especie electroactiva sea despreciable) y la convección (trabajar con 

soluciones sin agitación y a temperatura constante). Bajo estas condiciones, el movimiento 

de la especie electroactiva está limitado por difusión. La reacción ocurre en la superficie 

del electrodo, generando un gradiente de concentración adyacente a la superficie, que 

genera un flujo difusional [11] 

Al suprimir la migración y la convección en la ec. 2.12, se obtiene la primera ley 

de Fick. La velocidad de difusión (es decir, el flujo) es directamente proporcional a la 

variación de la concentración con la distancia con respecto a la superficie del electrodo 

r, = -D1 c 

Para un flujo unidimensional se tiene: 

6c (x, t) (2.15) 
j (x, t) = D 

Sx 

(2.14) 

Reemplazando la ec. 2.15 en la ec. 2.13 se obtiene una expresión general para 

la respuesta de corriente: 

&(x, t) 
i = —nFAD 

6x 
(2.16) 
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Aquí, la corriente (a cualquier tiempo) es proporcional al gradiente de 

concentración de la especie electroactiva. Como se indica arriba, el flujo difusional es 

dependiente del tiempo. Tal dependencia es descripta por la segunda ley de Fick. Para 

difusión lineal, la expresión es: 

c (x , t) 82 C (X, t) 

Sx 
D 

6x2 

2.2 Métodos electroquímicos 

Consideremos de nuevo la ec. 2.1 

(2.17) 

kd
O + e  -

La reacción electroquímica está controlada por difusión (no hay migración ni 

convección y la velocidad de transferencia electrónica es alta). Para esta reacción 

electroquímica, se emplearán las ecuaciones de Butler-Volmer (ec. 2.11), la 1ra ley de Fick 

(ec. 2.15) y la 2da ley de Fick (ec. 2.17). La Figura 2.6 muestra cómo están relacionadas 

estas ecuaciones entre sí, para la reducción de la especie O en la superficie del electrodo. 

1" Ley de Fick 

1 
o  
di lki 

Do
o 

2 da Ley de Fick 

% 
Ec. de Butler-Volmer 

Figura 2.6. Esquema general para una reacción que ocurre en un electrodo. 

A partir de la ecuación de Butler-Volmer se obtiene la relación i vs E. Si se 

conoce la variación de la concentración se puede conocer dicha relación. Por lo que la 

resolución del problema es obtener una expresión para la variación de la concentración. 

Las condiciones de contorno que limitan este sistema son 

• Condición inicial: 

t = O x > O co (x,t)= co* CR (x,t)= O 

donde c.* es la concentración de O en el seno de la solución (solo O está presente 
inicialmente). 
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• Condición de contorno semi-infinita: La celda electroquímica suele ser más 

grande comparada con la longitud de la capa de difusión. Por lo tanto, a grandes distancias 

del electrodo (x --> 00) la concentración alcanza un valor constante, la concentración inicial. 

Para un dado valor de t, hm co (x, t) = co* y hm CR (x, t) = O 

• Condición de contorno en la superficie del electrodo: Esta condición tiene en 

cuenta la concentración o el gradiente de concentración en la superficie del electrodo. 

Para x = O, Do ( acq = —i/nFA y DR ( acR f ax) = i/nFA ax 

donde Do y DR son los coeficientes de difusión de la especie oxidada y reducida, 

respectivamente. 

La conservación de la materia en una reacción de electrodo también es 

importante. Por cada O que se reduce, se produce un R, es decir, 10(0, = IR(0, t). 
El potencial también controla la reacción del electrodo, por lo que 

f nF 
CR 

= c° exP (E(t) 
E0

1)1 

La última condición de contorno es la ecuación de Nernst, en la cual la variable 

E(t) es el potencial aplicado en función del tiempo. 

Las ecs. 2.15 y 2.17 dependen del modo en que cambian las concentraciones 

en el espacio y en el tiempo. En la mayoría de los sistemas electroquímicos, los cambios 

en la composición de la solución causados por la reacción electroquímica (ec. 2.1) son 

suficientemente pequeñas, por lo que, el cambio de la concentración con x (ec. 2.15) puede 

ser despreciada [1]. Respecto a la dependencia temporal (ec. 2.17), ésta puede evaluarse 

aplicando la transformada de Laplace (L) [12], lo que lleva a la ec. 2.18. 

82c co

sLco — = Do ( (2.18) 

Resolviendo la ec. 2.18 (los pasos para su resolución son obviados) 

considerando las diferentes condiciones iniciales y condiciones de contorno se llega a una 

relación de la función corriente, ip = i/nFADc, con el potencial (que es dependiente del 

tiempo), = i (E (t)). Al variar E con el tiempo se obtendrán los correspondientes gráficos 

voltamétricos. Según como varíe E con el tiempo, dará origen a diferentes métodos 

electroquímicos. 

Los métodos electroquímicos más empleados se describen a continuación. 

Para mayor información sobre estos se pueden consultar las referencias 1,11 y 13. 
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2.2.1 Voltamperometría cíclica (VC) 

La técnica consiste en aplicar un barrido lineal del potencial a un electrodo de 

trabajo en solución no agitada, usando una señal de potencial triangular (Figura 2.7a). Su 

variación se puede expresar con las siguientes ecuaciones [1]: 

E = E, - t para O < t 

para el barrido directo y, para el barrido inverso 

E=E,- 2 vX+vt para t>X 

(2.19) 

(2.20) 

donde y es la velocidad a la cual se varía el potencial (V sl ) y A el valor del potencial al 

cual se invierte la dirección del barrido de potencial 

Esta técnica se usa muy frecuentemente, ya que ofrece una importante 

información experimental acerca de los parámetros cinéticos y termodinámicos de los 

sistemas químicos, susceptibles de ser oxidados o reducidos electroquímicamente. Debido 

a los avances significativos en el desarrollo teórico de esta técnica, los sistemas químicos 

complejos pueden ser estudiados cuali y cuantitativamente por voltamperometría cíclica 

[1,11,13]. 

Dependiendo de la información que se desee obtener, ciclos simples o 

múltiples pueden ser utilizados. Durante el barrido de potencial, el potenciostato mide la 

corriente resultante según el potencial aplicado. El gráfico resultante de corriente (1) vs. 

potencial (E) es denominado voltamperograma cíclico (Figura 2.7b). El voltamperograma 

cíclico es una complicada función dependiente del tiempo y de varios parámetros físicos y 

químicos. 

Ema, 

E, 

a) 

E / V 

Figura 2.7. a) Programa de potencial aplicado al electrodo de trabajo, b) voltamperograma cíclico 
para un par redox reversible. 

Para un sistema reversible simple, la corriente de pico está dada por la 

ecuación de Randles-Sevcik [1]: 

38 



in
ip = 0,4463 nFAc* D 

plF\1/2 
1/2 (2.21) 

y, a 25 °C: 

ip = 2,69x105-713/2Ac¿Doli2v1/2 (2.22) 

donde A se expresa en cm2, Do en cm2 s 1, C¿ en moles cm-3 y ven V s-1. Así, la corriente 

queda expresada en amperios [1]. 

El potencial de pico, potencial donde la corriente alcanza su valor máximo, está 

dado por la siguiente ecuación: 

E = — 1,109 (RT) 
nF 

(2.23) 

2.2.2 Cronoamperometría 

La técnica consiste en aplicar un pulso de potencial, desde un valor inicial (Eo), 

en el cual no ocurren procesos faradaicos, hasta un valor final (Ef), (Figura 2.8A), donde la 

concentración de la especie electroactiva sobre la superficie del electrodo es cero, logrando 

así el máximo gradiente de concentración (Figura 2.8B). Se registra la corriente resultante 

del proceso de oxidación o reducción de la especie en estudio, cuya respuesta será un 

transitorio corriente/tiempo (i-t) (Figura 2.8C). 

A) C) 

o 
Figura 2.8. (A) Programa de potencial aplicado en un experimento cronoamperométrico. (B) Perfil 
de concentración en función del tiempo. (C) Respuesta corriente 'tiempo. 

Así, la corriente decae con el tiempo y este decaimiento está dado por la 

ecuación de Cottrell [1]. 

nFAD01/2
i(t) 1r1/2t1/2 

(2.24) 
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2.2.3 Voltamperometría de onda cuadrada (VOC) 

Utiliza la forma de onda representada en la Figura 2.9A, que consiste en una 

onda cuadrada de amplitud, LiEoc, superpuesta sobre un barrido de escalera (LE,,,), donde 

un período completo de la OC ocurre para cada período, T, del barrido de escalera. Así, el 

tiempo de pulso, tp, es igual a T/2 y la frecuencia, f, igual a 1/T. 

El diagrama completo de la forma de la onda se puede expresar como [14]: 

Ern =E 
[in +1]AEe -AE0c(1+(-1)m+1) 

2 (2.25) 

de modo que todos los ciclos son idénticos. Otra forma de expresar la ec. 2.25, es: 

m±1]En„ = —[ 2 AFe +(_1)m AFoc (2.26) 

La ec. (2.26) define sólo los valores de E, para m> 1. 

La corriente es muestreada durante la última porción de cada hemiciclo. Las 

corrientes de los hemiciclos con "m" impar se llaman corrientes directas (Id), aquellas con 

"m" par se llaman corrientes ínvervas (i,) y la corriente diferencial o neta (in), para cada 

ciclo, se define como i„ - Id- I, (Figura 2.96). 

La VOC es una técnica muy sensible dado que la 1„ es la diferencia entre las 

corrientes directa e inversa, la contribución de la corriente capacitiva (corriente de blanco) 

es prácticamente despreciable. 

A) B) 

E h«.- Ciclo 1 -0+1 Ciclo 2 -4-.4- Ciclo 3 -1•:, 

Muestreo 
direct 

o 

Muestreo 
inverso 

Tiempo 02 00 -02 -04 

n (E-El/2) v 

Figura 2.9. A) Programa de saltos de potencial aplicados al electrodo de trabajo en un experimento 

de VOC. dEnc: amplitud de la onda cuadrada. dEe: salto de la escalera. tp: tiempo de pulso. B) 
Voltamperograma de onda cuadrada, in, corriente neta, id corriente directa e i corriente inversa. 
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En VOC, la corriente de pico neta (ip,n) puede expresarse en función de la 

corriente de pico neta adimensional (41 ) por: 

nFA \PI-57;c¿)
11Jp,r) (2.27) 

donde 14p,r, es el valor máximo de la función de corriente y tp es el tiempo de pulso 

característico del experimento. Los valores de 14,,, dependen de los valores de nAEoc y hAE, 

y están tabulados en la Tabla 2.1 [14]. Para valores de náEoc = 50 mV y nAE, = 10 mV, el 

valor de gipm es 0,93. 

Tabla 2.1. Valores de la iiinción de corriente de pico neta, xitp,. , para varios valores de nAEoc y 
nAE, 

náttEe (mV) 
nAEoc (n1V) 1 5 10 15 20 25 

0 0,0053 0,0238 0,0437 0,0613 0,0774 0,0921 

10 0,2376 0,2549 0,2726 0,2875 0,2998 0,3116 

25 0,5504 0,5649 0,5798 0,5921 0,6012 0,6123 

50 0,9098 0,9186 0,9281 0,9363 0,9432 0,9505 

100 1,1619 1,1643 1,1675 1,1708 1,1745 1,1774 

2.2.4 Electrólisis a potencial controlado (EPC) 

La electrólisis a potencial controlado o coulometría es una técnica 

electroquímica simple, que mide la carga eléctrica, Q, expresada en c,oulombios, 

consumida durante una reacción electroquímica. Esta es una técnica no estacionaria, en 

donde se produce una transformación masiva (exhaustiva) de la sustancia electroactiva. 

Esta técnica está basada en la ley de Faraday. Si Q es la cantidad de carga necesaria para 

oxidar o reducir por completo una especie A presente en la solución electrolítica, entonces 

se tiene que: 

IQI = nFNA = nFVcA (2.28) 

donde n es el número de electrones transferidos en la reacción, NA es el número de moles 

que reaccionan, V es el volumen de la solución y CA la concentración molar de la especie 

A. Conociendo dicha concentración, por medio de un ensayo coulométrico se puede 

determinar el valor de n. 

Generalmente, las experiencias de coulometría se llevan a cabo aplicando al 

electrodo de trabajo un potencial constante correspondiente a la descarga de la sustancia 
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electroactiva, el cual se mantiene a lo largo de toda la experiencia. Además, a los fines de 

completar la reacción en tiempos pequeños, se trabaja en soluciones agitadas y bajo 

condiciones de relación área del electrodo / volumen de la solución, grandes. Para un 

sistema simple, la respuesta obtenida del sistema consiste en un decaimiento tipo 

exponencial de la corriente con el tiempo hasta que la corriente alcance valores próximos 

al 1-3 % de su valor inicial [1]. 

2.3 Reacciones catódicas de compuestos orgánicos 
Haremos referencia a la electroquímica en fase líquida de sustancias orgánicas 

capaces de experimentar reacciones de intercambio de electrones con el electrodo. Esta 

capacidad puede ser definida en términos de la presencia de un "electróforo" [15]. Se 

designa así a una función que hace a una molécula electro-reducible o electro-oxidable. 

Por ejemplo, un grupo carbonilo 

2.3.1 Relación estructura-electroactividad 

La reducción electroquímica de hidrocarburos puros sin grupos funcionales es 

restringida a compuestos insaturados. La razón es que los hidrocarburos alifáticos tienen 

electroafinidades extremadamente bajas que hace imposible su reducción. Así, los datos 

electroquímicos involucran parámetros cinéticos y termodinámicos de hidrocarburos 

olefínicos y sistemas u aromáticos. 

Los primeros datos sobre la reducción electroquímica de hidrocarburos 

aromáticos fueron publicados por Wawzonek [15]. Estos trabajos fueron fundamentales 

para probar la teoría de orbitales moleculares (DM), mostrando que los potenciales 

polarográficos de semionda varían linealmente con la energía del LUMO. La electroquímica 

de los hidrocarburos puede ser clasificada en tres categorías: benzenoides, no 

benzenoides y olefínicos. Consideremos, a continuación, los dos primeros. 

Los compuestos benzenoides pueden ser reducidos reversiblemente a sus 

respectivos aniones y, generalmente, el anión radical electrogenerado es estable. Además, 

casi todos pueden ser reducidos a dianiones. Los compuestos no-benzenoides presentan 

sistemas u que obedecen la regla 4n o pueden llegar a obedecer la regla 4n+2 (regla de 

Hückel) [15]. Consideremos los siguientes ejemplos: 
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Benceno (Bz) 

Antraceno (An) 

ciclo octa-1,3,4,7-tetraeno 
(COT) 

BZ BZ- _AE°' = -3,42 V 

6 7 

4n+2 

An An- AE°' = -2,04 V 

= 0,60V 
1 

An An2- AE°' = -2,64 V 
14 15 15 16 

4n+2 4n4 

= 0,13V 
l I 

COT --..- CO-F-AEw = -1,81 y COT . COT2- 
á E°' = -1,94 V 9 10 

4n+2 

La separación inusualmente pequeña de los pasos redox en COT (AE°' = 0,13 

V) en comparación con los datos de los benzenoides se atribuyó al hecho de que el dianión 

COT planar forma un sistema -rr electrónico 4n+2 que es estabilizado por resonancia. 

Puede llegar a suceder que, el efecto de estabilización por resonancia sobre el dianión sea 

suficiente como para desplazar el segundo potencial redox El' positivamente a El', 

produciendo una sola onda de reducción bi-electrónica. 

Como predice la teoría de OM, la transferencia de un electrón a un [4n]anuleno 

debería ser energéticamente favorable porque el electrón es insertado en un orbital de no 

enlace. La reducción adicional al dianión conduce a estabilizar el sistema (4n+2) que, por 

tanto, también debe ser fácilmente accesible. Por contraste, durante la reducción de un 

aromático (4n+2), los electrones son inyectados en un LUMO de alta energía y, en la 

segunda reducción, un dianion (4n) inestable es generado. Consecuentemente, la 

reducción del (4n) debe observarse a potenciales relativamente positivos, con 

separaciones pequeñas de AE°' para la formación del dianión y la reducción del (4n+2) 

anuleno debe ocurrir a potenciales más negativos, con separaciones AE°' grandes para la 

formación del dianión. 

Existe cierta correlación entre los potenciales termodinámicos y la diferencia de 

energía de las formas oxidada y reducida de la molécula. El valor del potencial 

termodinámico está íntimamente relacionado con la diferencia de estabilidad de las dos 

moléculas. Cuanto menor sea esta diferencia, menor será el valor de dicho potencial, es 

decir, en términos más simples, la reducción será más sencilla. 

Todo compuesto que contenga un grupo carbonilo es factible de ser 

electroreducible. La adición de un electrón al LUMO del grupo carbonilo para formar un 

anión radical es el primer paso en el proceso de reducción (ec. 2.29). Estos derivados de 
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compuestos carbonílicos no conjugados son altamente reactivos y pueden solamente ser 

detectados en una matriz a baja temperatura, mientras que los compuestos conjugados o 

aromáticos dan aniones radicales menos reactivos, en los que se deslocaliza el electrón 

en todo un sistema Tr conjugado [15]. 

+ e- O 
R----"‹ (2.29) 

Una regla que generalmente se cumple es: cuando un grupo electroreducible 

es conjugado con un grupo olefínico, la molécula se reduce más fácilmente en condiciones 

comparables. Los grupos arilos, cuando están presentes, actúan como un grupo aceptor 

de electrones, facilitando la reducción, pero raramente participan en la química que sigue 

a la etapa de transferencia de electrones. 

2.3.2 Mecanismo de reducción de compuestos carbonílicos 
La reducción de compuestos carbonilicos involucra un conjunto de reacciones 

de transferencia de electrones y de adición de protones, dentro del cual compiten distintos 

caminos de reacción [15]. La Figura 2.10 esquematiza los diferentes mecanismos de 

reacción [15]. 

RiR2C(OH)2

+H20 
ji 

Proctctos de edición 

I san eriza ción , 

R IR2C °-

R1 RCO 

R2C+- 0 H 

R O H 

+ R,R,C= O 

R1R2C-0° 

RIR2 1C-0" 

e 

RiR2C-0° 

R 1R2C- 0 H 

+ R,R,C= O 

P rodudos de ad ción 

RiR2C-0-

R1R2C-0-
+ R,R2C= O 

+214' 

RIR2C-OH 
 > I +2: 

RIR2C-OH 

Productos de ad oón 

isomenzación, etc. 

RIR2C--0" 

+21-1' 

R1R2CH-OH 

I scm erización , etc. 

Figura 2.10. Diferentes mecanismos de reacción de compuestos carbonilicos. 
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Es posible analizar los procesos de electroreducción de carbonilos insaturados 

utilizando el esquema de carbonilos saturados pero, en este caso, las reacciones de 

isomerización, dimerización y otras transformaciones de intermediarios son mucho más 

importantes. Se debe recordar que la protonación de radicales del anión es posible tanto 

en el carbono como en el oxígeno. 

El mecanismo de reducción para carbonilos a, Ç3 insaturados depende, 

fundamentalmente, de reacciones ácido-base precedentes, que acompañan a la 

transferencia electrónica del material del cátodo, el catión del electrolito soporte y la 

concentración del sustrato. 

Para resumir, la reducción electrolítica en los compuestos carbonílicos 

insaturados puede causar: 

• Saturación del doble enlace C-C 

• Reducción del carbonilo a alcohol 

• Las dos primeras 

• Formación de oligómeros y polímeros por acoplamiento secuencial. 

2.4. Espectroscopía de Impedancia Electroquímica 

El concepto de impedancia eléctrica fue, primeramente, introducido por 

Heavíside en la década de 1980 y, poco después, se desarrolló en términos de diagramas 

de vectores y representación de números complejos por Kennelly y Syeinmetz [16]. Pero, 

a pesar de ser una técnica bastante desarrollada, es poco empleada. Así, se presenta a 

continuación la teoría de este método electroquímico. 

La espectroscopía de impedancia electroquímica (EIE) es sólo una rama 

específica del amplio espectro de las mediciones eléctricas [17]. 

2.4.1 Teoría 

El voltaje sinusoidal puede ser expresado de la siguiente forma: 

E= Eo sen (cot) (2.30) 

donde E es el potencial y puede ser representado por un fasor (Figura 2.11), que es un 

vector rotatorio con una dada magnitud vectorial. Su longitud es la amplitud, Eo, y w es la 

frecuencia angular, que es 21T veces la frecuencia expresada en Hz. 
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(rad/s) 

AL4V rAllk 
113' 60 90• 170 10' 

Fasor 
Onda Sinsoidal en el 

Dominio Tiempo 

240' 300° 360°

Figura 2.11. Diagrama de un jasor para un voltaje alterno aplicado. 

La corriente sinusoidal /puede ser representada por: 

/= /o sen (cot -I- 0) (2.31) 

donde es el ángulo de fase ya que, por lo general, al relacionar la corriente con el 

potencial, éstos no están en fase. Ambas señales sinusoidales pueden ser representadas 

por un fasor separado rotando a la misma frecuencia (Figura 2.12) 

-41. (1= 01 

Figura 2.12. Diagrama de un Mor que muestra la relación entre la corriente alterna y el voltaje 

alterno a una frecuencia co. 

Si se grafica el potencial sinusoidal aplicado en el eje x y la respuesta de la 

señal 1(t) en el eje y, se define un óvalo, conocido como Figura de Lissajous (Figura 2.13). 
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V+ AV 

Figura 2.13. Gráfico de Lissajous. 

La relación entre las propiedades del sistema y la respuesta a voltajes o 

corriente de excitación periódicos es muy compleja en el dominio del tiempo. En general, 

se requiere la solución de un sistema de ecuaciones diferenciales. 

Afortunadamente, el uso de la transformada de Fourier permite simplificar 

significativamente el tratamiento matemático de este sistema. Para un dado sistema, la 

transformada de Fourier de la ecuación diferencial se define como la respuesta de voltaje 

dividida por la transformada de Fourier de la excitación de la corriente periódica: Z(w) = 

F{V(t)}/F{I(t)}. Aquí el operador F.[} denota la transformada de Fourier. La ecuación anterior 

es similar a la ley de Ohm, pero la transformación de Fourier solamente reduce las 

ecuaciones diferenciales a la ley de Ohm bajo condiciones de linealidad, causalidad y 

estacionalidad del sistema. Por lo tanto, la impedancia debe ser definida sólo para sistemas 

que satisfacen estas condiciones. 

• Linealidad: Un sistema es lineal cuando su respuesta a una suma de señales 

individuales de entrada es igual a la suma de las respuestas, L(afi + bf2) = aL(fi) + bL(f2). 

Esta condición implica que el sistema es descripto por un sistema de ecuaciones 

diferenciales lineales. Para un sistema de respuestas lineales, estas son independientes 

de la amplitud [16]. Los sistemas electroquímicos tienden a mostrar un fuerte 

comportamiento no lineal, especialmente en su respuesta interf acial, cuando el voltaje y la 

corriente aplicada son grandes. Pero, siempre y cuando la amplitud del potencial aplicado, 

E°, sea menor que el voltaje térmico, VT RT/F kT/e, aproximadamente 25 mV a 25 °C, 

puede ser mostrado que las ecuaciones diferenciales básicas que gobiernan la respuesta 

del sistema se convierten en lineales en una excelente aproximación. Aquí, k es la 

constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, e la carga del protón, R la constante 

de los gases y F la constante de Faraday. Así, si la amplitud E, es apreciablemente menor 

que VT, el sistema responderá linealmente [17]. 
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• Causalidad: La respuesta del sistema es enteramente determinada por la 

perturbación aplicada, esto es, la salida depende sólo de los valores presentes y pasados 

de la entrada. Esto también significa que el sistema no genera ruido, independientemente 

de la señal aplicada a t = O. 

• Estabilidad: La estabilidad de un sistema se determina por su respuesta a las 

entradas. Un sistema estable permanece estable hasta que no es excitado por una fuente 

externa y debe volver a su estado original una vez que se elimina la perturbación. 

Bajo condiciones de linealidad, la espectroscopia de impedancia 

electroquímica es una función de transferencia entre el potencial y la corriente: 

z (u1) 
E -= E0 sen(wt) --> / = i o sen(wt + 4)) (2.32) 

donde Z(w), es la impedancia en función de la velocidad angular w y está relacionada al E 

y la /por la siguiente ecuación: 

Eosen(wt) sen(wt) 
Z(w) = = Zo 

l osen(wt + 4)) sen(wt + 4)) 
(2.33) 

donde Zo --= IZI, es la amplitud de la impedancia. 

Como Z(w) es una función compleja, entonces: 

Z(w) = Z0el(1)(' ) = Z0[cos(4)) + jsen(4))] (2.34) 

Z(w) = ZRe + iZtm (2.35) 

La variación de la impedancia con la frecuencia es de gran interés y puede ser 

mostrada en diferentes formas. En un gráfico de Bode, log IZI y (I) son ambos graficados 

en función de log w. Una representación alternativa, un gráfico de Nyquist, se grafica Zin, 

vs. ZRe para diferentes valores de w, donde Zfir, y ZRe son los componentes imaginarios y 

reales de la impedancia. El gráfico de Nyquist es el más usado en trabajos de investigación, 

por lo que en adelante sólo mencionaremos a éste. 

2.4.2 Circuitos eléctricos simples 

Se trata de mostrar que los datos de impedancia experimental, Zen  (w), puede 

ser aproximada por la impedancia de un circuito equivalente, Zeg (w), construidos con 

elementos pasivos (resistores, capacitores y a veces inductancias). En el circuito la 

resistencia representa un camino conductivo y, además, podría considerarse como la 

conductividad del material del seno o incluso con una reacción de electrodo. Similarmente, 
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las capacitancias e inductancias serían generalmente asociadas con el espacio de la región 

de polarización de carga, con la adsorción específica y procesos de electro-cristalización 

en un electrodo. 

2.4.2.1 Resistencia y capacitor en serie 
Consideremos, primero, una sola resistencia. De la ley de Ohm se tiene: 

E 
I = 

E (w) RI (u)) 
= = R 

1(w) 1(w) 

(2.36) 

(2.37) 

De la ec. 2.37 se obtiene que la impedancia es igual a la resistencia. El gráfico 

de Nyquist para una resistencia es un punto con ZRe = R y Z1, = 0. 

Para el caso de un capacitor, la relación fundamental de interés es: 

Así, 

dE)/ = C (—
dt 

(2.38) 

E = E0 sen(ot) (2.39) 

E o
I = coCE cos(cot) ó I = — sen (wt + 

XC 2 

donde xc es la reactancia capacitiva, xc = (wC)-1. 

A partir de las ecs. 2.39 y 2.40 se llega a: 

sen(wt) 1 
Z(w) = Xc  

sen 
it) = 

cot + —2 

(2.40) 

(2.41) 

Por lo tanto, la magnitud de la impedancia en un capacitor está dada por IZI= 

xc y el ángulo de fase es igual a «rr/2. 

El circuito resistencia y capacitor en serie (Figura 2.14a) es el circuito más 

simple. El voltaje aplicado a través del circuito es igual a la suma del voltaje individual a 

través de la resistencia y el capacitor. 

E = ER + E c (2.42) 

I = = Ic (2,43) 
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E(w) = /(w)R — jxc/(w) (2.44) 

Z(e0) =- R — jxc = ZRe iZIm (2.45) 

Por lo que la impedancia total es la suma de los valores individuales. El grafico 

de Nyquist para este circuito (Figura 2.14b) es una línea vertical, con la porción imaginaria 

de la impedancia tendiendo a infinito a frecuencias bajas y, a frecuencias altas, se obtiene 

el valor de la resistencia. La posición de la línea vertical sobre el eje real, dependerá del 

valor de la resistencia. 

(a) 

900 
111 • A 
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E U • A 
N — a e A 

i 

I  

Á. 

í
50 150 100 

Z 

iç 

Real 

(b) 

Figura 2.14. (a) Circuito RC en serie, (b) Gráfico de Nyquist para un capacitor y resistencia en 

serie. C=20 R ) 50, (el ) 100 y ( ) 150 2 

2.4.2.2 Resistencia y Capacitor en Paralelo 

En un circuito resistencia-capacitor en paralelo (Figura 2.15a), la inversa de la 

impedancia global del circuito es la suma de las recíprocas de los valores individuales. 

1 1 1 1_ 1 1 (2.46) 
Zaig ZR Zc R Xc R 

1 R R(1 — jun') 
Z(6)) = = = 

R-1- + joJRC 1 + jÚJRC (1 + jun) (1 — (2.47) 

Z(0.)) = 
1 cú2 T2 

coRt (2.48) 
1 + u)2T2

Donde T. = RC es la constante de tiempo, que es considerada una medida de 

la velocidad de una reacción o proceso. 

El gráfico de Nyquist es un semicírculo ideal (Figura 2.15b). A altas frecuencias 

el circuito está gobernado por el capacítor, IZI = Y por lo que el valor en el eje real será 
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igual a cero. A frecuencias bajas la intercepción al eje real (diámetro del semicírculo) es 

igual a la resistencia, IZI = R. La parte imaginaria de la impedancia alcanza un máximo a 

frecuencia wmax, denotada como la frecuencia característica: 

wm„ = (RC)-1 = T-1 (2.49) 

80 - 
A A A 

A A 
A A 

A A 

(a) 

a A A ,,• • e 
---- A li -  • A 

E— 40- A • • 
• A 

N Ab.  • A 
i alp • A on

•  

i i • 
0 50 100 150 

Z Real / 0 

(b) 

Figura 2.15. (a) Circuito RC en paralelo. (b) Gráfico de Nyquist para un capacitor y resistencia 

en paralelo. C = 2014F, R = ( • ) 50, (S) 100 y (A) 150 Q. 

2.4.2.3 Elemento de fase constante (EFC) 

En general, para un circuito compuesto por una resistencia-capacitor en 

paralelo el diagrama de Nyquist debe ser un semicírculo con el centro en el eje x. Sin 

embargo, los gráficos observados para algunos sistemas reales eran, de hecho, un arco, 

pero con el centro situado en algún lugar por debajo del eje x. Para explicar tal 

comportamiento, un elemento de fase constante (EFC) es generalmente usado. El centro 

del semicírculo se localiza en (1-n) x 90 ° por debajo del eje real. 

Un EFC está dado por: 

ZEFC (W) = Cr 1 (iCü) (2.50) 

donde q es un factor de proporcionalidad que tiene valores numéricos y está relacionado 

con la capacitancia del electrodo y n es un número que caracteriza el cambio de fase. Para 

n = 1 — E, donde 0 < e < 0,2, el EFC corresponde a la distorsión de la capacitancia debido 

a la rugosidad de la superficie del electrodo ó a la distribución/acumulación heterogénea 

de portadores de carga. Para un circuito R-EFC en serie (Figura 2.16a), n está relacionado 

con la desviación de la línea recta capacitiva de 90°, por un ángulo a = 900(1 — n) (Figura 
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2.16b). Para circuitos R-EFC en paralelo (Figura 2.17a), n está relacionado con el máximo 

del semi circulo a la frecuencia wmax. Cuanto menor es el valor de n, menor es el valor del 

máximo en el eje imaginario (Figura 2.17b). 

Para n = 0,5 + E, donde o <E < 0,1, el EFC está relacionado a la difusión, con 

desviación a la segunda ley de Fick. Para n = O + E, donde o <E < 0,2, el EFC representa 

un resistor distorcionado. Para n <0, el EFC describe la acumulación de energía inductiva 

[16,17]. 
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Figura 2.16. (a) Circuito R-EFC en serie. (b) Gráfico de Nyquist para un EFC y resistencia en 

serie. q 20pF R = 100 n — (III) 0,8; (1) 0,9 y (11.) I 
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Figura 2.17. (a) Circuito R-EFC en paralelo. (b) Gráfico de Nyquist para un EFC y resistencia 

en paralelo. q = 20 pF, R 100 12, n =(1111) 0,8; (5) 0,9 y (A) 1. 
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2.4.3 Circuito equivalente de una celda electroquímica 
Una celda eiectroquímica puede ser considerada simplemente como una 

impedancia a una pequeña excitación sinusoide!. Por lo tanto, se puede representar su 

funcionamiento por un drcuito equivalente de resistencias y condensadores que pasan 

corriente con la misma amplitud y ángulo de fase que las celdas reales bajo una dada 

excitación. 

Consideremos la ec. 2.1, el electrón es transferido a través de la interface 

electrificada como lo ilustra la Figura 2.2. La transferencia de carga conduce a la presencia 

de componentes farádic,os y no-farádicos. 

Los componentes farádicos resultan de la transferencia electrónica a través de 

la interface mediante la superación de una barrera de activación apropiada, conocida como 

resistencia de polarización (Ro). La corriente no-farádica resulta del cargado del capacitor 

de la doble capa eléctrica, Cdc. Cuando la transferencia de carga tiene lugar en la interface, 

el transporte de masa de los reactantes y productos puede, también, influenciar la 

velocidad de transferencia del electrón. El transporte de masa de los reactantes y productos 

provee así otra clase de impedancia (W), que puede ser aprovechada por los químicos 

electroanalíticos, debido a que se manifiesta en la forma de un pico de corriente en un 

voltamperograma o en una meseta de corriente en un polarograma. La barrera de 

activación, a cualquier potencial, es representada por la resistencia de polarización, Ro, 

pero la barrera se convierte en la resistencia a la transferencia electrónica, RTE, cuando el 

potencial de electrodo es igual al potencial estándar (o formal) [18]. 

Además, de los procesos que ocurren en la región próxima al electrodo, como 

la corriente debe ser transportada a través de la solución, la resistencia de la solución, Rs, 

que es la resistencia que se opone al transporte de la corriente iónica en la solución, 

también se debe tener en cuenta. 

2.4.3.1 Circuito de Randles 

El circuito de Randles es uno de los más simples y el modelo de celda más 

usado para muchas soluciones iónicas acuosas [19]. Este circuito incluye la resistencia de 

la solución, Rs, una combinación en paralelo de un capacitor de la doble capa, Cdc, en 

realidad un EFCdc, una resistencia a la transferencia electrónica, RTE, y una impedancia de 

Warburg, W, que involucra el transporte de masa (Figura 2.18). Los elementos paralelos 

son introducidos debido a que la corriente total (0 a través de la interface de trabajo es la 

suma de las contribuciones del proceso faradaico 4, y de la doble capa, /d, [1,20]. 
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Figura 2.18. Esquema del circuito de Randles. 

Para la reacción química presentada en la ec. 2.1, con O y R solubles, se puede 

escribir el potencial como una función de la corriente y las concentraciones de O y R sobre 

la superficie del electrodo de la siguiente manera: 

Entonces 

E= E[1 co(0 ,t), cR(0 ,t)] (2.51) 

dE (dE dl [ SE 1dc0(0,t) [ SE 1dc R (0, t) (2.52) 
dt [ScR (O, t)] dt 

A partir de la ec. 2.52 se definen los siguientes términos 

aE 
RTE = 

) cc,(0,t),cR(0,t) 
(2.53) 

ui 

Ro = 
 [ 

1,cR(0,t) 
(2.54) 

[ 

aco (0, 0.1 

[ E [ 

r3R = 
(2.55) 

[acRO(0,t).11,,.(0,)

Los tres parámetros RTE, f3o, PR dependen, específicamente, de las 

propiedades cinéticas de la reacción de electrodo y, 

di 
—
dt 

= /cmcos(cot) 
(2.56) 

Los otros términos son evaluados considerando la transferencia de masa. 

Así, 

dco (O, t) w ) 1/2 

dt 
 = - - (senwt + costot) 

nFA 2130
(2.57) 

dCR(0, t) o) ) 1/2 

dt 
(seno.) t + coswt) (2.58) 

nFA DR
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donde 

dE a 
— = (RTE + --)ho cosca + /aw1/2senwt 
dt eül/2 

= 
1 ( PO PR '\ 

TIFANri Dio/2 DiR/2

a 
Rs= RTE +j7 

1 
Cdc =

at /2 a.11

(2.59) 

(2.60) 

(2.61) 

(2.62) 

La evaluación completa de Rs y Cdc depende de la relación de ajuste para RTE, 

PO, PR. Por lo tanto, la impedancia farádica se puede dividir en la resistencia de 

transferencia de carga y la impedancia de Warburg, W [201. De modo que, la impedancia 

farádica total Zf, puede ser escrita como: 

Zf = RTE fR(i) 07 1
(2.63) 

El término en corchetes representa la impedancia de Warburg. En la Figura 

2.19 se muestra un gráfico de Nyquist, donde se tienen en cuenta tanto el factor cinético 

como el transporte de materia por difusión. 
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Figura 2.19. Gráfico de Nyquist para el circuito de Randles. 

500 

El grafico de Nyquist es siempre un semicírculo con una línea a 45°. La 

resistencia de la solución puede encontrarse por lectura del valor en el eje real en la 

intercepción a altas frecuencias. El diámetro del semicírculo es igual a la resistencia a la 
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transferencia de carga. De la parte superior del semicírculo, a frecuencias medias, se 

puede obtener el valor de la Cdc. La línea a 45° indica el comportamiento límite de Warburg, 

esta línea puede ser extrapolada al eje real. La intersección es igual a R, + RTE - 2aCdc, a 

partir de esta se puede obtener el valor de a y luego el del coeficiente de difusión de la 

especie electroactiva. 

2.4.4 Ventajas y desventajas de la EIE 

Entre las principales ventajas de la técnica de EIE, se pueden mencionar las 

siguientes: 

• Las mediciones pueden llevarse a cabo en estado estacionario u otra condición 

específica. 

• El sistema puede ser tratado como lineal. 

• Todos los parámetros pueden ser determinados con un único experimento. 

• Es una medición eléctrica relativamente sencilla que puede ser automatizada. 

• Se pueden caracterizar las propiedades del medio y de la interface en todo tipo de 

materiales (conductores, semiconductores, dieléctricos, cerámicos, compósitos, etc.). 

• Es posible verificar los modelos de reacción. 

• Pueden realizarse mediciones en electrolitos de baja conductividad. 

• Se trata de una medición de elevada precisión. 

• Es una técnica no destructiva cuando se aplica bajo condiciones de equilibrio. 

A pesar de las ventajas de la técnica de EIE sobre otras, no se trata de un 

método perfecto de análisis y tiene algunas limitaciones conocidas: 

• Una limitación importante está relacionada con el tiempo necesario para llevar a 

cabo un experimento completo. El experimento consiste en un barrido de frecuencias 

desde frecuencias altas a frecuencias muy bajas, esperando la estabilización del sistema 

antes de hacer las medidas. Por tanto, las medidas de frecuencia más baja son mucho más 

lentas que las de frecuencia alta y afectan a la duración del experimento. 

• Es necesario realizar el barrido en intervalos de frecuencias lo más extendido 

posible para discriminar mejor entre dos circuitos modelo. Se puede, entonces, asegurar la 

unicidad del circuito equivalente a un espectro determinado sólo si conocemos el espectro 

para todas las frecuencias posibles. 
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BIOSENSORES 



3.1. Biosensores, ¿Qué son? 

Un biosensor se define como un dispositivo de detección que consiste en un 

elemento de reconocimiento biológico, bioreceptor, en contacto íntimo con un transductor 

adecuado, que es capaz de convertir la reacción de reconocimiento biológico o, 

eventualmente, el proceso biocatalitico en una señal electrónica medible [1]. 

Los biosensores son herramientas analíticas de bajo costo, son rápidos y 

fáciles de manejar. Son altamente selectivos, debido a la alta especificidad del sustrato 

hacia el bioelemento. Además, ofrecen la posibilidad de análisis en tiempo real, lo que es 

importante para la medición rápida de diferentes analítos [2]. 

El concepto básico de operación de un biosensor se ilustra en la Figura 3.1. 

Muestra

BIOSENSOR 
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- Micro organismos 

- Anticuerpos 

- Organelas, tejidos 

Bioreceptor 

- Electrodos 

- Transistores 
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piezoeléctricos 

Transductor 

Figura 3.1. Representación esquemática de un biosensor. 
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El bioreceptor es capaz de reconocer la presencia, la actividad o la 

concentración de un sustrato específico en la solución. El reconocimiento puede ser, ya 

sea un proceso obligatorio (biosensor basado en la afinidad, cuando el elemento de 

reconocimiento es, por ejemplo, un anticuerpo, un segmento de DNA o un receptor celular) 

o una reacción bio-catalítica (biosensor basado en enzimas). De la interacción del 

bioelemento con un sustrato resulta un cambio medible en una propiedad de la solución, 

como, por ejemplo, la formación de un producto. El transductor tiene la misión de convertir 

el cambio en la propiedad de la solución en una señal eléctrica cuantificable [2-4]. Es de 

interés notar que el bioreceptor está integrado en las proximidades del transductor [5]. 

3.2 Biosensores electroquímicos 

Los biosensores se pueden clasificar en función del tipo de interacción que se 

establece entre el elemento de reconocimiento y el analito, del método utilizado para 

detectar dicha interacción, de la naturaleza del elemento de reconocimiento o del sistema 

de transducción [1]. 

En la Tabla 3.1 se muestran criterios de clasificación de los biosensores. 
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Tabla 3.1. Criterios de clasificación de los biosensores 

Biocatalítica 

Bioofinidad 

birecta 

Indirecta 

Enzima 

Tejido 

Organela 

Célula 

Anticuerpo 

Ácido nucleico 

óptico 

Piezoeléctrico 

Termométrico 

Electroguímico 

Según las recomendaciones de la IUPAC de 1999, un biosensor electroquímico 

es un dispositivo integrado en sí mismo, que es capaz de proporcionar información analítica 

cuantitativa o semi-cuantitativa específica usando un elemento de reconocimiento 

biológico, que es retenido en contacto espacial directo con un elemento de transducción 

electroquímica [6]. 

Hay dos categorías fundamentales de transductores electroquímicos respecto 

a su tipo de respuesta. En la leí  categoría está el transductor amperométrico. En este tipo 

de transductor se monitorea la corriente farádica que surge cuando los electrones se 

transfieren entre un sustrato, un producto o el centro activo de una enzima y el electrodo. 

Como resultado de la reacción electroquímica, la concentración del compuesto oxidado (o 

reducido) en la superficie del transductor disminuye. El 2d° tipo de transductor, no perturba 

la concentración del compuesto determinado en la superficie Estos pueden ser, por 

ejemplo, electrodos ion-selectivo, electrodos de vidrio, fibra óptica, etc. 

3.2.1 Biosensores amperométricos enzimáticos 

En un biosensor amperométrico enzimático, el bioreceptor, es una enzima. Este 

biosensor se basa en la medida de la corriente resultante de la oxidación o reducción 

electroquímica de una especie electroactiva. Esto se lleva a cabo, usualmente, 

manteniendo un potencial constante en un electrodo de trabajo, basado en Pt, Au, o C con 

respecto a un electrodo de referencia, que puede también servir como electrodo auxiliar. 
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Debido a la naturaleza de su principio operacional, los sensores 

amperométricos enzimátic,os, alteran la concentración del analito en su vecindad, estos 

sensores pueden alcanzar un estado estacionario, pero nunca llegan al equilibrio. El 

conocimiento de la velocidad de transporte de masa y, la velocidad de reacción de 

consumición del analito, es muy importante para conocer sus características operacionales. 

Como la velocidad de reacción, generalmente, es elegida como de primer orden en la 

concentración del analito, tales corrientes de estado estacionario son usualmente 

proporcionales a la concentración del analito 

Estos biosensores pueden ser agrupados en tres clases diferentes [7]. 

3.2.1.1 Biosensores de primera generación 

Aunque muchos esquemas de detección altamente complejos se pueden 

encontrar en los diseños de biosensores, el enfoque más simple de un biosensor es la 

detección directa de ya sea el incremento de un producto enzimáticamente generado o la 

disminución de un sustrato de la enzima redox [5,8]. Es necesario que el compuesto 

supervisado sea electroquímicamente activo (Figura 3.2). 

3.2.1.2 Biosensores de segunda generación 

Para lograr biosensores que operan a potenciales redox moderados el uso de 

mediadores redox artificiales se introdujo para los biosensores de "segunda generación" 

[8-10]. 

La enzima redox empleada para el analito de interés es capaz de donar o 

aceptar electrones hacía o desde un mediador redox electroquímicamente activo (Figura 

3.2). Estos mediadores son los encargados de la transferencia electrónica entre la enzima 

y el electrodo. Éstos deben reaccionar de manera rápida con el centro activo, minimizando 

así la competencia con el cofactor natural de la enzima [11]. 

Idealmente, un mediador redox deberá reaccionar con la enzima rápidamente, 

exhibir una cinética heterogénea reversible y poseer un sobrepotencial bajo para la 

regeneración, así como también deberá ser estable con respecto al pH, temperatura, 

estado redox y oxígeno [5]. 

62 



Primera generación 

Sustrato 

Segunda generación 

Producto Sustrato 1 

Figura 3.2. Representación esquemática de las diferentes arquitecturas de un biosensor 

electroquímico de primera y segunda generación. 

3.2.1.3 Biosensores de tercera generación 

En un biosensor de 3 ra generación la enzima redox es inmovilizada en la 

superficie del electrodo, de manera tal que ocurra la transferencia electrónica directa (TED) 

entre la enzima y el electrodo. Así, la transferencia del electrón ocurre entre el electrodo y 

el centro activo de la enzima (Figura 3.3), sin la participación de mediadores u otros agentes 

redox [12]. 

Figura 3.3. Representación esquemática de la transferencia directa del electrón entre la enzima y 
la superficie de un electrodo en un biosensor de 3 generación 

Según este mecanismo, el electrón se puede considerar que actúa como un 

"co-sustrato" para la reacción enzimática. La transformación enzimática y la reacción del 

electrodo no pueden ser considerados como reacciones separadas del proceso global [13]. 

El estado redox del analito se altera por el equivalente redox en un grupo prostético (por 

ejemplo, flavin adenín dinucleótido, FAD, pirroloquinolina quinona, PQQ, hemo y metales 

de transición) integrado a una proteína redox dentro del sitio activo de la enzima (ec. 3.1). 
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Las proteínas redox son regeneradas por una transferencia directa de electrones entre el 

grupo prostético y el electrodo (ec. 3.2), dando lugar a la corriente medida directamente 

relacionada con la concentración de sustrato [14]. 

kRQ
Sustrato + Enzima --> Producto + Enzima"' (3.1) 

krE
Enzima' + e-  ---> Enzima' (3.2) 

donde kRQ es la constante de velocidad de la reacción química y kTE es la constante de 

velocidad de la transferencia del electrón desde el electrodo hacia la enzima. 

3.2.1.3.1 Pre-requisitos para la Transferencia electrónica 
directa 

La TED posee muchas ventajas como, la ausencia de mediadores, 

proporcionando una selectividad superior, tanto porque debe operar en una ventana de 

potencial más cerca del potencial redox de la enzima y son, por lo tanto, menos propenso 

a detectar la presencia de interferentes [14]. Además, permite la construcción de 

biosensores electroquímicos "sin reactivos", lo que simplifica el sistema de reacción. Otra 

característica atractiva del sistema basado en TED es la posibilidad de modular las 

propiedades deseadas de un dispositivo analítico, modificando la proteína de forma 

genética o químicamente en un extremo y en el otro extremo a través de la modificación 

de la superficie del electrodo. 

Es importante darse cuenta de las restricciones que la distancia impone a la 

transferencia directa del electrón. Así, la evidencia experimental indica que la probabilidad 

de la TED cae exponencialmente cuando la distancia aumenta [15]. 

Así, 

+ 2)21 
kTE = 1013exp(—fl[r — ro])exp  

4ART 
(3.3) 

donde i3 es un parámetro de decaimiento, cuyo valor depende de la estructura 

atómica y molecular que intervienen, Á es la energía libre de reorganización y LiG° es la 

energía libre de reacción. 

Según la ec. 3.3 se puede inferir que la TED entre dos sitios redox depende de 

tres factores principales: la energía de reorganización, que refleja cualitativamente la 

rigidez estructural del compuesto redox en sus formas oxidada y reducida, la diferencia de 

potencial entre los centros redox involucrados y la distancia entre los sitios redox [16]. 

La energía de reorganización es la energía requerida para reorientar todos los 

átomos (desde el estado de equilibrio al estado del producto) y consta de dos partes 
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X = X, + A. La contribución "interna", X„ hace referencia a la energía requerida para cambiar 

la distancia de enlaces y, en algunos casos, el estado de spin. La contribución externa X, 

es la energía necesaria para reorientar el solvente. 

La orientación de las biomoléculas es importante [17]. Supongamos el 

citocromo c, esta molécula tiene el centro activo (Fe) ubicado cerca de la periferia. Si el 

citocromo c está en el electrodo con una orientación inadecuada (Figura 3.4a), es decir, 

con el centro redox alejado de la superficie del electrodo, la distancia es grande y la 

probabilidad de transferencia electrónica directa es baja. Si, por el contrario, la molécula se 

presenta en la superficie del electrodo con una adecuada orientación (Figura 3.4b), la 

distancia es mucho más pequeña y la transferencia directa del electrón se facilita. 

a) b) 

Figura 3.4. Representación esquemática de la inadecuada (a) y adecuada (b) orientación del 
citocromo c en la superficie del electrodo para que ocurra la transferencia electrónica directa. 

3.3 Estrategias de Inmovilización 

Uno de los pasos cruciales en la construcción de un biosensor es conseguir 

una buena inmovilización del material biológico sobre la superficie del transductor. La 

fijación de este material en soportes sólidos es lo más habitual, ya que conlleva ventajas, 

como el aumento de la sensibilidad de las medidas y, en muchos casos, aumenta la 

estabilidad del material biológico, permitiendo el uso del biosensor más de una vez. A 

continuación, se exponen las técnicas generales y más comunes de inmovilización en la 

superficie del transductor: 

• Adsorción física: Esta se basa en la unión del material biológico mediante 

interacciones iónicas, fuerzas de Van der Waals, etc. (Figura 3.5a). Presenta ventajas, 

como ser una técnica simple, de bajo costo y en la que la actividad de las biomoléculas se 

mantiene prácticamente intacta. Sin embargo, es poco reproducible y estable, perdiendo 

sensibilidad con el uso por pérdida del material inmovilizado, además, por su fácil alteración 

por cambios de pH, temperatura o fuerza iónica. 
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• Entrecruzamiento (cross linking): El entrecruzamiento se basa en un 

atrapamiento físico del material biológico mediante la reacción con un agente bifuncional 

(Figura 3.5b), por ejemplo, el glutaraldehido. Los dos grupos carbonilos termínales 

reaccionan con los grupos amino de las proteínas para dar agregados insolubles, de 

elevada masa molecular, inmovilizando las biomoléculas por atrapamiento dentro de la 

matriz reticulada. La actividad de las enzimas puede verse alterada en el proceso de 

entrecruzamiento, dado que el agente bifuncional puede enlazarse con sus centros activos. 

Aunque se puede controlar el grado de entrecruzamiento variando la cantidad de agente 

bifuncional, las capas de membrana formadas en general presentan problemas en la 

difusión de los sustratos. 

• Atrapamiento: Este método tiene la ventaja de preservar la actividad biológica del 

material que se retiene mediante atrapamiento físico en matrices de geles, como agar, 

nylon, almidón, poliacrilamida, o en matrices electródicas compósitas rígidas, como el 

grafito-teflón o el grafito-resina epoxy (Figura 3.5c). 

• Retención con membranas: Este método de inmovilización permite la retención 

de las biomoléculas utilizando membranas semipermeables al sustrato de porosidad 

variable (Figura 3.5d). Se consigue así un buen contacto entre el material biológico y el 

transductor, se preservan sus propiedades, se limita la contaminación y la biodegradación, 

además de ser estable a los cambios de pH, temperatura, fuerza iónica y composición del 

medio. 

• Unión covalente: Se basa en la formación de enlaces covalentes entre la superficie 

del sensor, previamente activada y los grupos funcionales de las proteínas (-NH2, -COOH, 

-OH, -SH, -C6H5-0H, etc.) que no estén directamente implicados en la acción catalítica o 

en la reacción de afinidad (Figura 3.5e). Los mayores inconvenientes de este tipo de 

inmovilización es que muchas veces se daña la actividad biológica, que requiere 

procedimientos complicados y tediosos y son de difícil reproducibilidad Sin embargo, en 

términos de estabilidad es una de las técnicas de inmovilización con mejores resultados, 

además, de obtener superficies modificadas biológicamente que forman parte de 

biosensores con largo tiempo de vida. 
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Figura 3.5. Representaciones esquemáticas de las diferentes estrategias de inmovilización del 

material biológico. 

3.4 Material nanoestructurado para la construcción de 
biosensores 

3.4.1 Grafeno 

El grafeno es una hoja de átomos de carbono de dos dimensiones unidos por 

enlaces C sp2 (Figura 3.6). Esta configuración provee a este material extraordinarias 

propiedades, tales como una gran área superficial, teóricamente 2630 m2 g-1 para una 

simple capa [18], mucho más grande que el grafito (— 10 m2 g-1), y es dos veces más grande 

que los nanotubos de carbono (NTC) (1315 m2 g-1) [19]. También muestra una excelente 

conductividad térmica (k = 5 x 103W m-1 K-1) [20] y eléctrica (a = 64 mS cm-1). 

Plano basal 

Plano de borde 
Figura 3.6. Representación esquemática de la estructura del graféno, indicando las flechas su 
plano basal y de borde. 
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El grafeno es considerado un semiconductor con un gap igual a cero, debido 

a que no existe un gap entre las bandas de conducción y valencia. El grafeno tiene 

transparencia óptica, alta fuerza mecánica y alta elasticidad (módulo de Young -1100 GPa) 

[21]. 

Para el caso del "grafeno", la terminología empleada es importante. Se pueden 

encontrar muchas diferencias sobre el grafeno. Primero, de acuerdo al número de capas, 

se establecen tres grupos diferentes: 

• Una simple capa, 

• pocas capas (2 a 9), 

• multi capas o grafito (más de 10 capas). 

La Figura 3.7 ilustra esta clasificación: 

5C 

•:•-;~ 
- 

PC 

- 

"'"•-•• 

- - - 
• .."1r - 

MC 

Figura 3.7. Clasificación del grafeno de acuerdo al número de capas. Simple capa (SC), pocas 
capas (PC) o multi capas (ML). 

Otra clasificación se establece considerando la síntesis química del grafeno: 

• Cuando la fuente de carbono es grafito, se puede obtener grafeno químicamente 

modificado, incluyendo óxido de grafeno (OG) u óxido de grafeno reducido (OGR). 

• Si la fuente comprende NTC, los nano-hilos de grafeno son sintetizados después 

de descomprimir los NTC. 

3.4.2 Óxido de grafeno 

El óxido de grafeno (OG) fue primeramente informado por Schafhaeutl [22] y 

por Brodie [23]. El OG incluye una variedad de grupos oxígenos reactivos, tales como 

carboxilos (COOH), carbonilo (C=0), epóxido (-O-) e hidroxilo (-OH), unidos a una red de 

estructura C sp3. El modelo estructural más aceptado para el OG es el modelo de Lerf y 

Klinowski [24,25]. En dicho modelo, los alcoholes y epóxidos forman el plano basal, y las 

fracciones carboxilo y ácido carboxílicos están ubicados en el borde (Figura 3.8). 
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Figura 3.8. Representación de la estructura de las láminas de óxido de grafeno según el modelo de 

Lerfy Klinowski. 

El OG se puede dispersar en agua, generando una suspensión acuosa estable. 

El OG puede ser descripto como una distribución al azar de áreas oxidadas con 

grupos funcionales conteniendo oxígeno, combinado con regiones no oxidadas donde 

muchos de los átomos de carbono prevalecen con una hibridación sp2. La conductividad 

del grafeno se basa principalmente en la red grafítica conjugada [26]. Al romperse la 

estructura conjugada en el OG los electrones -rr están más localizados, resultando en una 

disminución de la movilidad [27], disminuyendo significativamente la conductividad 

eléctrica del OG en comparación con el grafeno. 

La propiedad más atractiva del OG es que puede ser parcialmente reducido al 

remover los grupos que contienen oxígeno con la recuperación de una estructura 

conjugada similar pero no igual a la del grafeno [26,28]. 

3.4.3 Óxido de grafeno reducido 
Las hojas de OGR son usualmente considerados como un tipo de grafeno 

derivado químicamente [26]. La principal característica del OGR es el alto contenido de 

carbono sp2 comparado con el OG. Como se había mencionado previamente, se recupera 

una estructura conjugada similar pero no igual al grafeno, ya que sigue siendo una 

estructura muy defectuosa en comparación con el grafeno (Figura 3.9). 
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Figura 3.9. a) Modelo estructural de grafeno (izquierda), OG (centro) y su producto de reducción 

OGR. (b) Código de color de imágenes TEM de alta resolución que muestran las estructuras 

atómicas de grafeno (izquierda), OG (centro) y OGR (derecha). Las zonas verdes, púrpuras y azules 

representan dominios gráfiticos sp2, dominios desordenados sp3 altamente oxidados, y vacantes 

atómicas, respectivamente. Gráfico extraído de Krishnan y col. [281. 

3.4.3.1 Síntesis del óxido de grafeno reducido 
El primer paso de síntesis del OGR es la oxidación del grafito, para obtener 

óxido de grafito. Este óxido de grafito es exfoliado por métodos físicos, tales como choque 

térmico o ultrasonido para obtener OG. Luego, el OGR se obtiene por reducción química 

(OGRQ), térmica (OGRT) o electroquímica (OGRE), a partir de la muestra del OG (Figura 

3.10). 
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Figura 3.10. Esquema del proceso seguido para la producción de grafeno químicamente 
modi,ficado usando grafito como material de partida. OGRT, OGRO y OGRE indican el óxido de 
grafeno reducido térmicamente, químicamente y electro químicamente, respectivamente. 

3.4.3.1.1 Reducción térmica del óxido de grafeno 

La exfoliación por choque térmico del OG a OGRT se alcanza a través de un 

rápido calentamiento, aproximadamente a 1050 °C. El rápido aumento de la temperatura 

hace que el oxígeno que contiene grupos funcionales unidos en el plano de carbono se 

descompongan en CO y/o CO2, los que crean una gran presión entre las capas 

superpuestas [26]. Sobre la base de la ecuación de estado, se genera una presión, entre 

las láminas, de 40 MPa a 300°c, mientras que una presión de 130 MPa se genera en 1000 

°C, siendo necesaria una presión de 2,5 MPa para separar dos laminas [29]. El proceso de 

calentamiento rápido no sólo exfolia el óxido de grafito, sino que también reduce las láminas 

de grafeno. 

3.4.3.1.2 Reducción química del óxido de grafeno 
El tratamiento químico provoca la reducción de los grupos epóxidos, que están, 

principalmente, localizados en el plano basal, mientras que la reducción de los grupos 
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hidroxilos, carbonilos y carboxilos son causadas por tratamiento térmico durante el proceso 

de reducción [30]. 

Unos de los agentes reductores más usados es la hidracina, que ha sido 

aceptada como un buen agente para reducir el OG [31,32]. Los "films" (láminas) de OGRQ 

producidos por la hidracina presentan altas conductividades (99,6 S/cm), con una relación 

C/0 de alrededor de 12,5 [33]. 

El mecanismo de reducción (Figura 3.11) por hidracina fue primeramente 

propuesto por Stankovich y col. [34]. Este proceso de reducción se inicia con la apertura 

del anillo del grupo epoxi por hidracina para formar el alcohol hidrazonio, y el derivado 

inicial producido por la apertura del epóxido reacciona luego con la formación de una 

fracción aminoaziridina que luego se somete a eliminación térmica de di-imida para formar 

un doble vínculo, lo que resulta en el restablecimiento de la red de grafeno conjugado [26]. 

HO 

NH 

H2N 

-P120 /al,

NH2

Figura 3.11. Ruta de reacción propuesta para la reducción de epóxido con hidracina. 

3.4.3.1.3 Reducción electroquímica del óxido de grafeno 

La reducción electroquímica de hojas o películas de OG puede llevarse a cabo 

en una celda electroquímica normal utilizando una solución reguladora acuosa a 

temperatura ambiente. La reducción, por lo general, no necesita un agente químico 

especial, y es causada, principalmente, por el intercambio de electrones entre el OG y el 

electrodo. Este procedimiento evita el uso de agentes reductores peligrosos (por ejemplo, 

hidracina) y elimina los sub-productos. 

Zhou y col. [35] informaron que la mejor forma de reducir el OG es utilizando 

un método electroquímico. El análisis elemental del OGRE resultante reveló una relación 

C/O de 23,9 con una conductividad de la película de aproximadamente 85 S cm-1. Estos 

autores encontraron que el potencial necesario para la reducción del OG se controla por el 

valor del pH de la solución reguladora. 

3.4.3.2 Caracterización del óxido de grafeno reducido 

Ya que la reducción puede generar un gran cambio en la micro-estructura y 

propiedades del OG, algunos cambios obvios pueden ser directamente observados o 

medidos para juzgar el efecto de la reducción 
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3.4.3.2.1 Característica visual 

La observación óptica es una forma directa de ver los cambios en el OG antes 

y después de la reducción. Una película o una solución de OGR tienen un color negro 

metálico en comparación con su material precursor de OG, que tiene un color marrón y 

semi-transparente. Por lo tanto, el cambio de color de marrón a negro puede ser una 

característica visible evidente del efecto de la reducción [26]. 

3.4.3.2.2 Caracterización por espectroscopía UV-Vis 

El OG muestra un pico de absorción alrededor de 230 nm debido a la transición 

Tr-Tr* de los enlaces aromáticos C=C y un pico débil a 290 nm debido a la transición n--rr* 

de los enlaces 0=0. Cuando se genera el OGR, el pico a 230 nm incrementa con la 

disminución de la banda a 290 nm [36]. 

También se emplean otras técnicas para la caracterización del OGR, tales 

como, las espectroscoplas IR y Raman, entre otras. 

3.4.3.3 Usos en electroquímica del óxido de grafeno reducido 

A pesar de que el grafeno es un material con muchas propiedades, sólo la gran 

área superficial y la alta conductividad eléctrica son las propiedades más relevantes para 

las aplicaciones electroquímicas [37]. El grafeno sintetizado de grafito no contiene 

impurezas metálicas y es más barato debido a que su fuente de carbono es el grafito [38]. 

En el grafeno, en contraste con los NTC, un gran número de bordes por masa 

del material permite una alta velocidad de transferencia heterogénea de carga [19]. 

Ambrosi y col. [39] estudiaron por voltamperometría cíclica la kTE, para diferentes materiales 

de grafeno con electrodos de grafito y de carbono vítreo (CV) como control. En la Tabla 3.2 

se resumen los datos de las constantes de velocidad heterogéneas de transferencia de 

carga obtenidas por dichos autores. 

Tabla 3.2. Constantes de velocidad heterogéneas de transferencia de carga, k rE, obtenidas para 
electrodos basados en materiales de carbono. 

Material CV 
'° ° f 

pirolítico 
OG OGRT OGRQ OGRE 

kTE (cm s-1) 3x10-3 3 x 10-5 5,43 x 10-5 5 x 10-3 3,9 x 10-4 2,8 x10-3

Los resultados mostrados en la Tabla 3.2 indican que el grafeno reducido 

ofrece mejor performance electroquímica que el grafito y el OG. La velocidad de la 
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transferencia heterogénea de electrones incrementa con la disminución de la cantidad de 

grupos oxigenados en la superficie. 

En aplicaciones electroquímic,as, principalmente, centrándonos en el desarrollo 

de sensores y biosensores, el grafeno reducido químicamente, es el principal grafeno 

sintetizado [39]. 

Es conocido que la electroquímica de una gran variedad de compuestos es 

sensible a los defectos superficiales y grupos funcionales de la superficie [40]. Por lo tanto, 

uno puede esperar diferencias importantes en el comportamiento electroquímico de los 

diferentes grafenos modificados químicamente, dado que estos contienen diferentes 

cantidades de defectos y grupos funcionales con oxígeno. 

Es de gran importancia desde un punto de vista tecnológico identificar los 

métodos de preparación que ofrecen la mejor performance electroquímica, ya que 

diferentes métodos conducen a un tipo particular de grafeno. 

3.5 Bioreceptor: Enzimas Peroxidasas 

Las enzimas peroxidasas son glicoproteínas cuya función es la de oxidar una 

amplia variedad de sustratos orgánicos e inorgánicos (fenoles, aminofenoles diaminas, 

indofenoles, etc.) en presencia de H202 [41] Estas no requieren grandes cambios 

estructurales para adaptarse a diferentes sustratos [42]. 

Varias peroxidasas han sido aisladas y caracterizadas esencialmente en tres 

clases, dependiendo del organismo: 

• Clase I: peroxidasas de origen procariota, que incluyen aquellas de ubicación 

intracelular, tales como: la citrocromo c peroxidasa. 

• Clase II: peroxidasas secretorias de hongos. En esta clase se agrupan enzimas 

tales como la lignina y manganeso peroxidasa. 

• Clase III: peroxidasas secretoras de plantas, entre las cuales la peroxidasa de 

rábano picante (HRP por sus siglas en ingles) es el ejemplo mejor conocido y la enzima 

peroxidasa de soja (EPS) que es la que se va a utilizar en este trabajo, dado que presenta 

ciertas ventajas tal como se describe más adelante. 

3.5.1 Grupo prostético 

Para casi todas las peroxidasas vegetales conocidas, el grupo prostético es 

la ferriprotoporfirina IX [43]. 

La ferriprotoporfirina IX se compone de cuatro anillos de pirrol unidos por 

puentes eteno al Fe+3 centrado en la molécula. Los dos átomos de hidrógeno unidos al 

nitrógeno del pirrol son desplazados por el hierro. Por tanto, la carga neta en el grupo hemo 
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con Fe' tetra-coordinado es +1. Si el hierro está ausente, la molécula es una porfirina. 

Hay ocho cadenas laterales en la ferriprotoporfirina IX (Figura 3.12) [43]. 

Figura 3.12. Estructura del grupo hemo 

En sus compuestos inorgánicos el hierro es comúnmente hexa-cordinado. Un 

error de muchos años en la química de las peroxidasas fue la suposición de que el hierro 

hemo tiene también número de coordinación seis. En las peroxidasas, las posiciones 1 a 4 

están ocupadas por cuatro átomos de nitrógeno del pirrol. La posición 5 es comúnmente 

ocupado por la cadena lateral de imidazol de un residuo de histidina. La posición 6 en la 

enzima nativa está vacante (Figura 3.13). Esta última posición es la región en que muchas 

de las reacciones de las peroxidasas ocurren [42]. 

Figura 3.13. Estructura del Fe3+ hexacoordinado. 

3.5.2 Ciclo Catalítico 
Las peroxidasas catalizan la oxidación de un sustrato (AH) a un producto 

radical (A") por H202 en un mecanismo de tres etapas con dos intermediarios bien 

75 



caracterizados, el Compuesto I (Cp 1) y el compuesto II (Cp II) [44]. El ciclo catalítico se 

muestra en la Figura 3.14. 
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Figura 3.14. Esquema de/ciclo catalítico de las peroxidasas. 

El ciclo catalítico implica los siguientes pasos: 

X 

N  N • 

N % i•
N 

O 

Compuesto I 

• tx 

• Formación del Cpl: El peróxido de hidrógeno reacciona con el sitio activo de la 

enzima peroxidasa (Figura 3.15A). El H202 se une al átomo de hierro, del grupo hemo en 

la posición 6 (Figura 3.13), para producir un intermediario hidroperóxido [Fe(III)-00H] 

(Figura 3.15B). El oxígeno terminal del complejo es protonado por la histidina distal (Figura 

3.15C), catalizando la ruptura del enlace 0-0 para producir el Cp I (Figura 3.150). La 

formación del Cp 1 está ligada a la eliminación del oxígeno distal como una molécula de 

agua. Esta secuencia general se conoce como el mecanismo de Poulos-Kraut [45]. 

76 



A) NH 

N> H2N NH 
NH2

N N 
ler-

\ \N...Z-1 N7

NH f 
Enzima nativa 

D) NH 
N H2N

O 1%IH2

14,1:1
en --- N • 

) 

r *,-N 

Compuesto I 

HOOli 

1420 

H2N Ity" N H *N 

o-OH NH2 
Ni N 

N 1 Pti  
e  N.//

N11-§ 

1 

Figura 3.15. Representación esquemática del mecanismo de peroxidasa Poulos-Kraut. en la que la 
histidina dista! conservada sirve como un catalizador ácido-base que transfiere un protón desde el 
H202 al oxígeno terminal después de la formación de la [Fe (III) -00H] intermedio. 

Formación del Cp II: El Cp 1 se reduce por una molécula de sustrato, AH ó por 

un electrón, para dar un sustrato radical, A*, y el Cp II. El hierro del grupo hemo está 

presente con un estado de oxidación +4, [Fe(IV)], pero el radical porfirina ha sido eliminado. 

En general, la estructura del compuesto II tiene una longitud de enlace Fe-0 de 1,86-1,92 

A, consistente con la presencia de un simple enlace entre estos átomos y, por lo tanto, de 

un oxígeno protonado [Fe(IV)-0H] [46]. 

Regeneración de la enzima nativa: El Cp II se reduce por una segunda molécula de 

sustrato, o por otro electrón, a la enzima nativa [41]. 

Como se puede observar en la Figura 3.14, además del Cp 1 y el Cp 11, también 

se puede llegar a generar el compuesto III (Cp III). En este compuesto el hierro está en 

estado ferroso. Es usualmente formado cuando hay un gran exceso de H202, esta reacción 

es dependiente del pH. El Cp111 puede también ser formado a través de diferentes 

reacciones de oxigenación con la enzima en estado reducido, Fe(II). El Cp III no es un 

intermediario catalítico activo y fue primeramente informado por Keilin y Mann [47] en la 

reacción de HRP con un gran exceso de H202. El Cpll se convierte en Cplil cuando se 

expone a H202. 
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Los datos espectrales, para la HRP se resumen en la Tabla 3.3. 

Tabla 3.3. Datos de absortividad molar para la HRP. 

Absortividad molar, E A 

cm-1) (nm) 

HRP nativa 1,02 x 105 403 

Cpl 5,38 x 104 400 

Cp II 1,05 x 105 420 

Cp III 1,08 x 105 417 

3.5.3 Cinética de las peroxidasas 

Consideremos nuevamente el mecanismo de reacción de la enzima 

peroxidasa. Las ecuaciones químicas que describen el mecanismo, descripto en la sección 

anterior, son: 

k1
Enzima (Fe3+) + H20 2 Cpl [(Fe4+=0)-R+. ] + H20 (3.4) 

, Cpl [(Fe4+=0)-R+.1+ AH (+ H+ + e 
k2 (kTEi) -) Cpll [(Fe4+=0)] + A (3.5) 

Cpll [(Fe4+=0)] + AH (+ W + e 
k3 (ki -E

- 
, 

)  
2) 
I.- Enzima (Fe3+) + H20 + PC (3.6)

donde, kl, k2 y k3 son las constantes de velocidad de las reacciones químicas y krE es la 

constante de transferencia electrónica para la cupla Cpl/Cp11 (krE,1) y la cupla CpII/Enzima 

(krE,2)• 

La cinética de las peroxidasas, ecs.(3.4-3.6), es una cinética ping-pong 

irreversible (Figura 3.16) [43]. Como una consecuencia de la irreversibilidad, no hay límite 

superior de la velocidad. Cuando más de dos sustratos son adicionados, la reacción 

continúa incrementando la velocidad. 

H20 2 H20 AH A AH A' 

Nativa 1 II Nativa 

Figura 3.16. Ciclo de las peroxidasas. "Mecanismo del tipo ping-pong". 

Para que se produzca una reacción, la enzima y su sustrato deben encontrarse 

y formar algún tipo de complejo de encuentro. Para una reacción irreversible, la velocidad 
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con que el complejo reacciona es rápida comparado a la velocidad con que se disocia y, 

así, vuelve a los reactivos iniciales, como es el caso de la mayoría de las reacciones de las 

peroxidasas. La consecuencia es que la velocidad de la reacción parece no tener límite 

superior. Por ejemplo, un gráfico de la velocidad de pseudo primer orden de la formación 

del Cp I versus la concentración del peróxido de hidrogeno es lineal y no muestra 

saturación. La irreversilidad observada no quiere decir que la reacción inversa a los 

reactivos iniciales tiene velocidad cero, pero que su velocidad no es medible. Cuando la 

concentración de sustrato aumenta, finalmente se producirá ya sea la saturación o algún 

otro proceso, tales como la inactivación de la enzima [43]. 

El uso de la cinética de estado estacionario es más extendida que el uso del 

estado transitorio. Una de las razones es obvia: una investigación de la cinética de estado 

estacionario puede ser llevada a cabo con un espectrofotómetro convencional. Los 

ensayos para la actividad de la enzima son una forma de cinética en estado estacionario. 

La aproximación de estado estacionario para la cinética de las peroxidasas, representada 

aquí para la HRP (ecs.3.4-3.6), está dada por: 

d[HRP] 

dt 
= k1[HRP][H2 02] — k3[Co11][AH] = O 

d[Col] 
  = k1[HRP][H202]— k2[Col][AH] = O 

dt 

d[Co11] 
  = k2[Col][AH] — k3[Co11][AH] = O 

dt 

La concentración total de enzima [E]bt está dada por 

(3.7) 

(3.8) 

(3.9) 

[E]tot-=[HRP] + [Cp I] + [Cp II] (3.10) 

de las ecs. 3.7 y 3.9 se llega a: 

Y 

k3[AH] 
[HRP] = 

k1[H202]
[Cp 11] 

k3
[Cp 1] = [Cp II] 

rt2

La relación del balance de masa (3.10) puede ser reformulada como: 

[Cp II] = 
+ k + 3 k3[AH] 

1 , „ 
1(2 m11,1211n 21 

[E] tot 

(3.11) 

(3.12) 

(3.13) 
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Basado en las ecs. 3.4-3.6, la velocidad de desaparición del H202 y el sustrato 

AH, será 

d[H202] 1d[AH] 
v =  

dt = 2 dt (3.14) 

Si definimos la velocidad de reacción en términos de la velocidad de 

desaparición de AH se tiene: 

d[AH] 
72 =  = 

dt 
k2[Cp l][AH] + k3[Cp II][AH] 

Sustituyendo la ec. 3.12 en la ec. 3.15 se llega a: 

d[AH] 
v =  = 2k3[Cp II][AH] 

dt 

La inserción de la ec. 3.13 en la ec. 3.16 lleva a: 

2k3[AH][E]t0t
v= 

+ 
k

3 + 
k

3 
[AH] 

k2 k1[11202] 

La que puede ser re-ordenada como: 

12 1 

2[E]tot 1 k2 k3 

k1 [H202] T k2k3 [AH] 

(3.15) 

(3.16) 

(3.17) 

(3.18) 

Dado que la constante de velocidad para la desaparición del Cp I es típicamente 

un orden de magnitud mayor que para la desaparición del Cp II, k2» k3 [43] y la ec. 3.18 

se simplifica a 

2 [fitot 

1 
1  1 (3.19) 

k1 [H202] k3[AH] 

Hay dos incógnitas, k1 y k3, las constantes de segundo orden para la formación 

del Cp 1 y la reducción del Cp II (unidades M-1 s-1). Así, las peroxidasas tienen una ecuación 

simple de velocidad de estado estacionario que existe para cualquier mecanismo de dos 

sustratos. 

Una manera conveniente de determinar tanto k1 como k3 de una familia de 

hipérbolas rectangulares es la de reorganizar la ecuación de estado estacionario (3.19) de 

la siguiente forma 
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k3 [AH][H2021 
2[E]0t -k-2 [AH] + [11202] 

A[H2 02] 
2[Eltot B + [H202] 

donde A = k3[AH] y B = k3[AH]lk1 

(3.20) 

(3.21) 

Un gráfico de v-1 vs [H202]-1 permite calcular los valores de A y B para cada 

concentración de AH. Un gráfico de A vs B es lineal y de su pendiente es posible calcular 

el valor de 111. 

Similarmente, de la ec. (3.20), la dependencia de y con la concentración del 

sustrato reductor, [AH], puede ser escrita como: 

A' [AH] 

2[E]t0t = B' + [AH] 
(3.22) 

donde A' = 2 [E] k1 [H202] y I3'= (k1/k3) [H202]. 

Un gráfico de v-1 vs [AH] 1 permite calcular los valores de A' y B' para cada 

concentración de H202. Un gráfico de A' vs B' es lineal y de su pendiente es posible calcular 

el valor de k3. 

Ya que las reacciones de las peroxidasas son usualmente irreversibles, no 

existe un límite superior en la velocidad. Siempre que la concentración de sustrato 

aumente, se observará un incremento de la velocidad. El uso de los parámetros de estado 

estacionario usuales, kcat y Km, son inapropiados para la cinética de las peroxidasas. 

Solamente los parámetros k1 y k3 pueden ser usados [43]. 

3.5.4 Enzima peroxidasa de soja 

La enzima peroxidasa de soja (EPS) es otro miembro de la súper-familia de las 

peroxidasas de plantas (clase III). Esta enzima surgió en la década de los 90 [48] pero no 

es tan ampliamente estudiada y utilizada como la HRP. EPS es económica ya que, se 

puede obtener fácilmente y de manera simple a partir de las cubiertas de las semillas de 

soja [49]. 

3.5.4.1 Estructura y carateristicas 
Las características comunes entre EPS y HRP incluyen el grupo Fe (III) 

protoporfirina IX (hemo) como grupo prostético, el mecanismo catalítico y, los residuos 

catalíticos con cuatro enlaces disulfuro, dos sitios de unión Ca2+ localizados en la distal y 
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proximal al hemo, ocho glicanos, y una simple unidad de triptófano [50]. La EPS es una 

glicoproteína que contiene 326 aminoácidos, con una masa molar de aproximadamente 37 

kDa. 

La Figura 3.17 muestra una forma esquemática de la estructura de la EPS. La 

EPS se caracteriza por tres dominios de acuerdo con el sistema de clasificación estructural 

de las proteínas (SCOP) [43]. EPS es una proteína relativamente pequeña, que contiene 

304 residuos de aminoácidos y siete sitios glicosilados, que comprenden aproximadamente 

el 18% de la masa de la EPS [51,52]. Como miembro de la clase III de las oxidorreductasas, 

EPS también se caracteriza por trece alfa-hélices y dos beta-hilos. Las alfa-hélices 

comprenden el 45% de la estructura secundaria de la enzima, mientras que las hebras beta 

representan el 3% [53]. Un grupo prostético, Fe (III) protoporfirina IX, así como cuatro 

principales residuos del sitio activo de la enzima ayudan a que esta cumpla su función 

catalítica. Entre estos aminoácidos está His42, Asn70 (puente hidrogeno a His42), Arg38, 

y Glu64. Un segundo componente de ligando de la EPS es el ión Ca2+, función que aún no 

se ha caracterizado. También unido a la estructura terciaria de la peroxidasa de soja está 

una molécula de tris (hidroximetil) aminometano (TRIS), que forma un sitio de unión al 

sustrato secundario, que sigue siendo un tema de investigación futura [54]. 

C-term 
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' zgerm 

111169 

" I I i \

Figura 3.17. Esquema de la estructura molecular de la EPS. 
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EPS es menos susceptible a la pérdida del grupo hemo y la inactivación 

permanente por peróxido de hidrogeno que la HRP [48,55]. EPS puede mantener su 

bioactividad sobre un amplio intervalo de pH (de 3 a 10), presenta mayor estabilidad térmica 

(T < 86 °C a pH 7, en comparación a los 74 °C para HRP) y en una variedad de solventes 
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orgánicos [54,56,57]. Además, presenta mayor estabilidad conformacional bajo 

condiciones fisiológicas (43,3 kJ/mol vs. 17 kJ/mol de HRP) [54]. 

3.6 Aspectos prácticos 

A los efectos de medir una cantidad física, un biosensor debería cumplir con 

ciertos criterios, que indican su aptitud para determinar el analito de interés. Estos pueden 

ser: límite de detección y límite de cuantificación, además de repetibilidad, reproducibilidad, 

selectividad, sensibilidad, regresión lineal de la respuesta y un buen tiempo de respuesta. 

3.6.1 Repetibilidad y reproducibilidad 

Las definiciones de repetibilidad y reproducibilidad son las mismas para los 

biosensores electroquímicos, como para cualquier otro dispositivo analítico. 

De acuerdo con el Vocabulario Internacional de Metrología (VIM), la 

repetibilidad de dos mediciones es la proximidad de concordancia entre los resultados de 

mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo las mismas condiciones de medición: 

1) estas condiciones son llamadas condiciones de repetibilidad, 2) las condiciones de 

repetibilidad incluyen el mismo procedimiento de medición, el mismo observador, el mismo 

instrumento de medición, utilizado bajo las mismas condiciones, el mismo lugar, repetición 

en un período corto de tiempo y, 3) la repetibilidad puede ser expresada cuantitativamente 

en términos de la dispersión característica de los resultados. 

De acuerdo con el VIM, la reproducibilidad de resultados de mediciones es la 

proximidad de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo 

mensurando bajo condiciones de medición que cambian, dónde: 1) una declaración válida 

de reproducibilidad requiere que se especifique la condición que cambia, 2) las condiciones 

que cambian pueden incluir el principio de medición, el método de medición, el observador, 

el instrumento de medición, el patrón de referencia, el lugar, las condiciones de uso y el 

tiempo y, 3) la reproducibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de la 

dispersión característica de los resultados. 

Es esencial que un biosensor tenga alta reproducibilidad, si éste será luego 

usado comercialmente. 

3.6.2 Selectividad y estabilidad 

Los biosensores también son caracterizados por su especificidad, o su 

habilidad para reconocer un compuesto simple cuando hay varias sustancias en la muestra. 

La especificidad es, frecuentemente, imposible de obtener y, así, el término selectividad es 

usado. Un sensor es más selectivo cuando el número de compuestos interferentes es bajo. 
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La selectividad del biosensor es determinada por el bioreceptor y el método de 

transducción. 

La estructura proteica de la enzima es sensible a la desnaturalización por la 

temperatura, pH ó, simplemente, por envejecimiento. Esta pérdida gradual en la actividad 

genera una disminución en la señal eléctrica. La estabilidad está relacionada al factor de 

carga enzimática a. Cundo mayor es a, el biosensor es más estable y tiene mayor tiempo 

de vida. La estabilidad de los biosensores puede ser medida durante el almacenamiento 

y/o el funcionamiento en presencia del analito. 

3.6.3 Cifras de mérito 

Las cifras de mérito de un método analítico se utilizan regularmente con el 

propósito de calificar un determinado método. Incluyen, entre otras, las siguientes: 

sensibilidad de calibración, intervalo lineal, límite de detección y límite de cuantificación. 

La curva de calibración grafica la corriente de estado estacionario, i ee, menos 

la corriente de base inicial, ib, Aiee = iee- ib, versus la concentración del analito. 

Se considera que el intervalo lineal comprende desde el primer punto de la 

curva de calibración, medido experimentalmente, hasta la pérdida de la linealidad. El 

coeficiente de correlación, r, se emplea, habitualmente, para evaluar la linealidad de la 

curva de calibración. Sin embargo, la IUPAC desalienta el uso del coeficiente de correlación 

como un indicador de la linealidad en la relación entre la señal y la concentración [58,59]. 

La prueba estadística que se utiliza para determinar si los datos se ajustan a la 

ley lineal es la prueba F, donde se calcula un Fexp que se compara con un Fteón„c„ obtenido 

de una Tabla para m-2 y m-p grados de libertad. Si Fexp < Fteonco se acepta que los datos se 

comportan linealmente. 

S Y 

\ 2 

( S Y/ X ) 

F eX19 

(S  Y)

2 

rn - Pi)2 
m - 2 

9i)2 
m — p 

(3.23) 

(3.24) 

(3.25) 

donde y, es la respuesta en cada punto, y, representa la respuesta estimada en cada punto, 

37, es el promedio de las respuestas de las réplicas para cada nivel de concentración, p es 

el número de niveles de concentración estudiados en la recta, r es el número de réplicas 
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en cada punto, m es el número total de datos disponibles, 57,, es el valor de la respuesta 

correspondiente a cada nivel y replica, e y, es el promedio de las respuestas de las réplicas 

para cada nivel de concentración. 

La sensibilidad está dada por el cambio en la respuesta como una función del 

correspondiente cambio en la cantidad que es monitoreada, es decir, la pendiente de la 

curva de calibración. 

El límite de detección (LD) es la mínima concentración detectable de manera 

confiable por la técnica. En la definición moderna adoptada por la IUPAC [59], el LD se 

calcula en función del desvío estándar de la concentración predicha para una muestra 

blanco (sc,). De esta manera, el límite de detección está dado por: 

LD = 3,3 s, (3.26) 

donde 

Y 

So = 
Syim 1 1 2 2

A 5 -171+ Qxx 
(3.27) 

Qxx = 2)2 (3.28) 
i=1 

donde x, es la concentración de cada uno de los n patrones de calibrado, I es el promedio 

de las concentraciones de calibrado y A es la pendiente de la curva de calibración. Los 

otros símbolos fueron descriptos anteriormente. 

Esta nueva definición del LD tiene en cuenta tanto los errores de tipo I como 

los de tipo II. 

3.6.4 Tiempo de respuesta 

El tiempo de respuesta es el tiempo en que se alcanza un estado estacionario 

desde el instante de la variación en la concentración del analito bajo estudio. En principio, 

el tiempo de respuesta es infinitamente largo debido a la naturaleza exponencial de la 

curva. Un valor razonable puede ser encontrado, sin embargo, ajustando un intervalo entre 

el valor instantáneo de la respuesta y el valor final teórico, como una función de la precisión 

requerida. En la práctica se suele usar el t98, que es el tiempo empleado para alcanzar el 

98% de la respuesta del biosensor. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 



En este capítulo, los materiales y métodos empleados se describirán de acuerdo 

con las dos temáticas experimentales desarrolladas en el capítulo 6 y capítulo 7, la 

determinación electroquímica del mecanismo de reacción de STEH (aquí lo llamaremos 

Estudio Electroquímico) y la construcción de un biosensor para la determinación analítica 

de STEH (Biosensor), respectivamente. 

4.1 Estudio electroquímico 
4.1.1 Técnicas electroquímicas empleadas 

Como técnicas electroquímicas se emplearon la voltamperometría cíclica, 

voltamperometría de onda cuadrada, cronoamperometría y electrólisis a potencial 

controlado. En VC, la velocidad de barrido, v, se varió entre 0,025 a 4 V T i  . Los parámetros 

característicos de la VOC fueron: amplitud de la onda cuadrada, AE0c = 0,050 V, salto de 

escalera, AE, = 0,010 V y la frecuencia, f = 10 Hz. 

4.1.2 Celda electroquímica 

La celda electroquímica para las experiencias de VC, VOC y 

cronoamperometría es de vidrio (Figura 4.1A). En ella, se colocan el contra-electrodo, el 

electrodo de trabajo, el cual se encuentra enfrentado y a la misma altura que el electrodo 

de referencia, que está en un compartimiento de vidrio, con un pequeño capilar Luggin, 

para minimizar la caída óhmica. Los tres electrodos están sujetos por una tapa de teflón 

bien hermética. El volumen de la celda es de 2 mL. 

A) 

Gas 
oto 

ER ET CE 

(h I 

B) 

co~rc /roda 
«era 

mo‘zeitzb:* 

Figura 4.1. A) Celda electroquímica para los experimentos de VC, VOC y cronoamperometría. 

ER: electrodo de referencia. ET: electrodo de trabajo. CE: contra electrodo. B) Celda 
electroquímica usada en los experimentos de EPC. 
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La celda utilizada para la EPC es un modelo convencional de vidrio borosilicato, 

con una estructura de dos cuerpos (Figura 4.1B). Uno de los cuerpos contiene el electrodo 

rotatorio de carbono vítreo y el alambre de plata como pseudo-referencia, mientras que el 

otro cuerpo aloja el contra-electrodo. Ambos cuerpos se encuentran unidos por bocas 

esmeriladas, recubiertas por una cinta de teflón, a fin de evitar pérdidas. La comunicación 

entre los dos compartimientos se logra a través de un papel de fibra de vidrio, que permite 

el pasaje de solución, pero impide la difusión espontánea de las especies desde un 

compartimiento al otro. 

4.1.3 Electrodos 

Como electrodo de trabajo se utilizó un electrodo de carbono vítreo (CV), de 3 

mm de diámetro. El electrodo de referencia fue Ag/AgCI (3 M NaCI) y el contra-electrodo 

fue una chapa de Pt de gran área (A 2 cm2). 

En todos los casos, el electrodo de CV fue sometido, previo a su uso, a un pre-

tratamiento, que consistió en el pulido mecánico sobre un paño húmedo conteniendo, 

primero, alúmina (Fischer) de 0,3 Jim y, luego, de 0,05 p.M. Posterior a cada etapa de pulido, 

el electrodo se colocó en un recipiente con agua destilada y se sometió a un baño de 

ultrasonido por 1 mm n a los efectos de retirar los restos de alúmina. 

El área activa del electrodo de trabajo se determinó mediante experimentos de 

cronoamperometría [1,2] usando una solución 9,87 x 10-4 M K4[Fe(CN)6] + 0,50 M KNO3 a 

25 °C. El valor del coeficiente de difusión del ferrocianuro se obtuvo de la literatura, 

DFerrocianuro = 7,6 x 10-6 cm2 s-1 [3]. Se obtuvo un valor promedio de cuatro medidas replicadas 

para el área del electrodo de (0,08 ± 0,02) cm2. 

Para la EPC se utilizó un electrodo rotatorio de carbono vítreo, cuya área 

geométrica es 3,52 cm2, un alambre de plata como electrodo de pseudo-referencia y como 

contra electrodo una chapa de acero inoxidable de gran área. 

4.1.4 Reactivos 

STEH se adquirió de Santa Cruz Biotechnology, Inc. y se usó tal como se 

recibió. Se preparó 1 mL de solución patrón de STEH en ACN, de una concentración 

aproximada de 0,015 M y se mantuvo a una temperatura de 4°C. Las soluciones de trabajo 

se prepararon diariamente usando alícuotas adecuadas de la solución patrón. Las 

concentraciones finales fueron determinadas por espectroscopia UV-visible a través de la 

ley de Lambert-Beer. Por razones de seguridad y considerando la toxicidad de STEH, todas 

las soluciones y medidas experimentales fueron llevadas a cabo con los correspondientes 

elementos de seguridad. Los residuos fueron descartados en botellas especiales 
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etiquetadas apropiadamente. Estas fueron periódicamente colectadas por una compañía 

para su posterior tratamiento. 

El solvente utilizado fue ACN, Sintorgan, calidad HPLC. Previo a su uso, se lo 

sometió a una destilación fraccionada con P205 (Merck p.a.). El destilado fue recolectado 

en tamices moleculares de 3 A (Merck p.a.), los que habían sido previamente activados en 

una mufla a 300 °C por 48 h. Previo a esto, los tamices se enjuagaron con agua y se 

secaron en estufa por 72 h a 120 °C. 

En las experiencias de VC, VOC y cronoamperometría, se utilizó como 

electrolito soporte el perclorato de tetrabutil amonio (PTBA), Fluka, grado electroquímico, 

a una concentración 0,1 M. El PTBA se secó previo a su uso. Para ello, se lo llevó a una 

estufa de vacío a 25 °C por 24 h, a fin de retirar la mayor cantidad de agua ocluida y, luego 

se elevó, gradualmente, la temperatura hasta alcanzar aproximadamente los 60 °C, y se 

mantuvo durante otras 24 h a esa temperatura. El PTBA seco se conservó en desecador 

con sílica gel anhidra en vacío permanente. 

Por otro lado, para las experiencias de EPC, se utilizó como electrolito soporte 

el NaC104 (Merck p.a.) a una concentración 0,1 M. Previo a su uso, el NaC104 se recristalizó 

tres veces en H20, se secó en estufa de vacío, primero a temperatura ambiente y, luego, 

ésta fue gradualmente aumentada, hasta llegar finalmente a 180 °C. Posteriormente, se 

mantuvo en un desecador a vacío. 

4.1.5 Equipamientos y Softwares 

Para las medidas electroquímicas se utilizó un Analizador Voltamperométrico, 

marca AUTOLAB PGSTAT12, acoplado a una PC, con software electroquímico 

incorporado, GPES 4,9, ambos Eco-Chemie, Utrecht, The Netherlands. 

Para las medidas espectrofotométricas se utilizó un espectrofotómetro UV-

Visible, marca Hewlett Parckard, modelo HP8453. Las celdas de cuarzo tuvieron un camino 

óptico de 1 cm. 

Se empleó un sistema UHPLC-MS/MS para el estudio del/de los producto/s de 

reacción obtenido/s en la electrólisis a potencial controlado. El sistema UHPLC-MS/MS 

consiste de un sistema UHPLC AcquityTM (Waters, Milford), equipado con un inyector 

automático y sistema de bombas (Waters, Milford). El automostreador se mantuvo a 15 

°C. Éste fue acoplado a un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo, Quattro 

PremierTM XE Micromass MS Technologies (Waters, Milford, USA). Una fuente de 

ionización química a presión atmosférica (APCI) fue usada para el análisis de STEH y su 

probable producto de reacción. La fuente fue operada en modo positivo a 400 °C, con N2 

como el nebulizador y la temperatura de la fuente se mantuvo a 120 °C. La corriente de 

descarga de la corona fue mantenida a 2,6 pA, el voltaje del extractor se fijó a 4,0 kV y la 
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frecuencia de radio de la lente a 0,2 V. Se usó nitrógeno ultrapuro como gas de 

desolvatación, a un flujo de 300 L hl . Considerando que el análisis se centró en la 

identificación de STEH y de su producto de reacción electrogenerado durante la electrólisis 

a potencial controlado, la detección, tanto de STEH como del dímero protonado [M+H] de 

relaciones masa/carga, m/z, de 325 y 649, respectivamente, se llevó a cabo en el modo de 

seguimiento de iones seleccionados (SIR). Los datos fueron adquiridos usando el software 

MassLynx Mass Spectrometry (Waters, Milford, USA). 

La separación se realizó por inyección de 10 pL de la muestra en una columna 

analítica ACQUITY UPLC BEH C18 (Waters, Milford, USA), con 2,1 mm de diámetro 

interno, 50 mm de longitud y 1,7 pm de tamaño de partícula. La fase móvil binaria consistió 

en H20 (A) y ACN (B), ambos conteniendo 0,1 °A v/v de ácido fórmico. Se usó un gradiente 

a una velocidad de flujo de 0,3 mL minl. El gradiente comenzó con 60 °A de A, con una 

disminución a 5 % en 3 min. Las condiciones iniciales de la columna fueron alcanzadas a 

5,5 mm , el tiempo de corrida fue de 6 mm n y la columna dentro de este tiempo fue 

reacondicionada para la siguiente inyección. La temperatura de la columna se mantuvo a 

40 °C. 

4.2 Biosensor 
4.2.1 Técnicas electroquímicas empleadas 

Como técnicas electroquímicas se emplearon VC, cronoamperometría y EIE. 

4.2.2 Celda electroquímica 

La celda electroquímica empleada es la misma, que se usó para el estudio del mecanismo 

de reacción (Figura 4.1A). 

4.2.3 Reactivos 

La solución reguladora de fosfato (SRF) 0,1 M de pH 7 se preparó mezclando 

K2HPO4 y NaH2PO4 (ambos Merck, p.a.). El valor de pH se ajustó adicionando gotas de 

NaOH 0,1 M ó HCI 0,1 M, según correspondiera. 

El sulfato de hidrazina fue adquirido de Sigma Aldrich. En todas las 

experiencias se empleó agua bidestilada, la que se destiló en presencia de una solución 

básica de KMn04. 

La enzima empleada en la construcción del biosensor fue la EPS, que fue 

cedida gentilmente por el Dr. Gustavo J. Levin, de la Cátedra de Microbiología Industrial y 

Biotecnología, de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, de la UBA. La concentración de 
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la enzima se determinó por espectrofotometría de absorción UV-visible, tomando el valor 

de absorbancia a A = 403 nm (E = 0,9 x 105 M-1 cm-1) [4,5]. 

Las soluciones de H202 (Merck p.a.) fueron preparadas diariamente. La 

concentración se determinó por espectroscopia de absorción UV-visible a A = 240 nm (E = 

43,6 M-1 cm-1) [6]. 

4.2.4 Electrodos modificados 
Como electrodo de trabajo se utilizó un electrodo de CV modificado. El 

electrodo de referencia fue Ag/AgCI (3 M NaCI) y el contra-electrodo fue una chapa de Pt 

de gran área (A .1-- 2 cm2). 

4.2.4.1. Síntesis del óxido de grafeno reducido 

químicamente (OGRQ) 

El OG se sintetizó en nuestro laboratorio por el grupo del Dr. Gustavo Morales, 

mediante el uso del método desarrollado por Marcano y col. [7], con algunas 

modificaciones. 

La síntesis del OGRQ fue llevada a cabo sobre la base del trabajo de Guo y 

col. [8]. Así, 5 mL de la dispersión homogénea de OG (0,5 mg mL-1) se mezclaron en un 

frasco de vidrio de 20 mL de capacidad con 375 pL de solución de amoníaco (28%) y, 

luego, se adicionaron 10 pL de una solución de hidracina (50% p/p) y se enrazó a 10 mL 

con H20 destilada. Después de agitar vigorosamente durante unos pocos minutos, la 

mezcla se llevó a un baño de agua a 60 °C durante 3,5 h. Después de dejar enfriar a 

temperatura ambiente, la dispersión se centrifugó y se lavó tres veces con agua destilada 

para remover los excesos de hidracina. Se adicionó agua hasta un volumen de 1,5 mL para 

obtener una dispersión aproximadamente de 1,7 mg mL-1 de OGRQ. 

4.2.4.2 Biosensor CV/OGRQ-EPS 

Se mezclaron 80 pL de EPS (28,5 pM) y 20 pL de OGRQ para formar la mezcla 

EPS-OGRQ. Se sonicó la mezcla en un baño de ultra sonido durante 7 mm n y, luego, en un 

vortex por 30 min. Se dejó reposar 12 h a 4 °C. 

Se depositaron 5 pL de la mezcla OGRQ-EPS sobre el electrodo de CV y se 

secó a 35°C. El electrodo fue lavado con agua, para eliminar la enzima libre. Se almacenó 

a 4 °C cuando no estaba en uso. 

En todos los casos, el electrodo de CV, previo a su modificación, fue pulido 

sobre un paño húmedo conteniendo alúmina (Fischer) de 0,3 y 0,05 p.m. Luego, se enjuagó 
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con abundante agua y se sonicó en un baño de ultra sonido durante 3 min. Finalmente, se 

enjuagó de nuevo con agua y se secó en flujo de argón. 

4.2.5 Equipamientos y Softwares 
Para las medidas de EIE se utilizó un potenciostato AUTOLAB PGSTAT 30, 

con software electroquímico FRA 4.9 incorporado, de Eco-Chemie, Utrecht, The 

Netherlands. Algunas medidas de EJE se realizaron en presencia de la cupla redox 

[Fe(CN)6]-4I-3 usando una concentración 5 x10-3 M de ambas formas (reducida y oxidada) 

de la cupla redox + 0,1 M KCI acuoso. El potencial dc aplicado fue de 0,23 V vs Ag/AgCl, 

que corresponde al potencial formal de la cupla redox antes mencionada. La frecuencia ac 

se varió en el intervalo de 10 kHz a 0,1 Hz. La amplitud de la perturbación sinusoidal fue 

de 5 mV. Por otro lado, otras medidas de EIE fueron realizadas en SRF pH 7, siendo el Edc 

= 0,24 V vs Ag/AgCI (ver sección 7.3.3) y los otros parámetros fueron los mismos que los 

descriptos previamente. Los espectros de impedancia se ajustaron mediante el software 

EIS Spectrum Analyser 1.0 [9]. 

Un potenciostato BASi Epsilon, acoplado con el software electroquímico BASi 

Epsilon-EC-Ver. 1.60.70_XP, se usó para realizar las medidas de VC y 

cronoamperometría. 

Para las medidas de validación del biosensor se usó un cromatógrafo Hewlett 

Packard HPLC, Serie 1100, con detector Uy visible, compuesto por una columna Hypersil 

C18 (150 x 4,2 mm, 5 pm; Phenomenex) y una pre-columna ODS-Hypersil (20 x 2,1 mm, 

5 pm; Phenomenex). La velocidad de flujo fue de 1 mUmin y el volumen de inyección fue 

de 50 pL. La longitud de onda para la detección fue de 325 nm. Se trabajó a temperatura 

ambiente y en modo isocrático, siendo la fase móvil una mezcla binaria ACN:H20 (70:30). 

4.2.6 Determinación de la velocidad de reacción enzimática 
por espectroscopía UV-visible 

Para el análisis de los datos cinéticos se utilizó el llamado "método de las 

velocidades iniciales" [10,11] siguiendo la disminución de la banda de absorción de STEH 

con el tiempo y determinando las pendientes en los primeros instantes de la reacción. De 

esta forma, se registraron los gráficos de absorbancia en función del tiempo, a la longitud 

de onda del máximo de absorción de STEH (A = 328 nm). Considerando que se cumple la 

ley de Lambed y Beer, es posible deducir que: 

—cicidt= 
—(144dAidt (4.7) 
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4.2.7 Ensayos de recuperación 

Para el estudio de los ensayos de recuperación se trabajó con muestras de 

maíz amarillo, que fueron previamente molidas. Las muestras fueron fortificadas con 

solución patrón de STEH para obtener una concentración final de STEH de 15, 40 y 70 

pg/mL. 

4.2.7.1 Extracción 

25 g de la muestra de maíz, molida y fortificada, fue tratada con 100 mL de una 

mezcla ACN/H20 (84:16) mediante agitación constante por 30 min. Se filtró la solucion con 

papel Whatman de alta retención. 10 mL del filtrado fueron diluidos con 20 mL de H20. El 

filtrado diluido se pasó por las columnas de fase sólida Strata X (500mg) (Phenomenex, 

Torrance,CA, USA) para su limpieza. La columna fue acondicionada con 4 mL de metanol, 

seguido por 4 mL de H20 previo a su uso. Luego, los 30 mL del extracto diluido fueron 

cargados en la columna. La columna fue lavada con 40% ACN en H20 y STEH fue eluida 

con 4 mL de ACN al 100%. El extracto eluido resultante fue evaporado a sequedad, bajo 

argón a 60 °C y re-disuelto en 400 pL de ACN. 

4.2.8 Muestras reales 

La determinación de STEH en muestras reales se llevó a cabo utilizando 

muestras de maíz provistas por el grupo de la Dra. Minan Etcheverry, Departamento de 

Microbiología e Inmunología, FCEFQyN, UNRC. 

2 kg de maíz amarillo molido, fue llevado a una autoclave para ser esterilizado. 

Al maíz esterilizado se le agregó 1 L de H20 y se lo mantuvo a 4 °C por 48 h. 

El hongo seleccionado fue Aspergillus flavus RCM89. Para obtener las esporas 

del hongo, éste fue repicado en agar papa glucosado (APG) e incubado por 7 días a 25 °C. 

Pasado los siete días, se extrajeron las esporas y se generó una solución de 106

esporas/mL. La muestra de maíz, fue dividida en 42 porciones de 80 g c/u, a las cuales se 

le adicionó la solución de esporas, para obtener una concentración final de 106 esporas/mL. 

Las muestras se incubaron a 25 °C y el periodo de incubación total fue de 13 días, por cada 

día de incubación fueron extraídas 3 de las 42 muestras de maíz. El proceso de extracción 

fue el mismo que el descripto anteriormente. 

La detección de AFB1 se realizó de acuerdo a Garcia y col. [12]. Las muestras 

de extracción se evaporaron y fueron re-disueltas en 200 pL de ACN : H20 (9:1) y 

derivatizadas con 700 mL de ácido trifluoroacético : ácido acético: H20 (20:10:70) a 6500 

por 9 min. 100 pL de la solución derivatizada fue inyectada en el sistema HPLC (Waters 

2696 separation module, Waters, Milford, USA). La separación cromatográfica se realizó 
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en una columna de fase reversa C18 (100 x 4,6 mm, tamaño de partícula 5 pm, Agilent, 

Merck, Alemania). Una mezcla de H20: metano! : ACN (66,6:16,7:16,7) se empleó como 

fase móvil. La velocidad de flujo fue de 1,5 mUmin. Para la detección fluorescentes un 

módulo Waters 2475 (lexcitación = 360 nm; 'emisión = 440 nm) fue usado. 

4.3 Herramientas complementarias 

4.3.1 Diseño experimental 
El diseño experimental es la forma más eficaz de hacer pruebas. El diseño de 

experimentos consiste en determinar cuáles pruebas se deben realizar y de qué manera, 

para obtener datos que, al ser analizados estadísticamente, proporcionen evidencias 

objetivas que permitan responder las interrogantes planteadas [13]. 

En todo proceso fisicoquímico intervienen distintos tipos de variables (factores). 

A través de este/estos factor/es se conoce el efecto producido por este/estos en la 

respuesta experimental (señal). Los diferentes valores que se asignan a cada factor se 

llaman niveles [14]. El efecto de un factor se define como el cambio en la respuesta 

producido por un cambio en el nivel del factor. 

En términos matemáticos, el efecto principal de un factor con dos niveles es la 

diferencia entre la respuesta media observada cuando tal factor estuvo en su primer nivel, 

y la respuesta media observada cuando el mismo factor estuvo en su segundo nivel. Por 

otra parte, se dice que dos factores interactúan entre sí o tienen un efecto de interacción 

sobre la variable de respuesta, cuando el efecto de un factor depende del nivel en que se 

encuentra el otro. 

4.3.1.1 Análisis de la Varianza (ANOVA) 

El análisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el análisis de datos 

experimentales. La técnica de análisis de la varianza consiste en descomponer la 

variabilidad total en una variación atribuible a causas conocidas, los tratamientos y, en otra, 

debida a causas desconocidas que no pueden ser controladas por el experimentador y son 

atribuibles al azar (error experimental). Esta última se considera como la variación 

intrínseca a la unidad experimental. La asignación de los tratamientos a las unidades 

experimentales en forma aleatoria es una manera de controlar esta variación desconocida 

[15]. 

El análisis ANOVA supone que la variable de respuesta tiene una distribución 

normal, con varianza constante (los tratamientos tienen varianza similar) y que las 

mediciones son independientes entre sí. Estos supuestos deben verificarse para estar más 

seguros de que las conclusiones obtenidas son correctas [13]. 
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Para un estudio más detallado se puede consultar las citas bibliográficas 13-

15. 

4.3.1.2 Diseño factorial y factorial fraccionado 

En muchos experimentos interviene el estudio de los efectos de dos o más 

factores. En general, los diseños factoriales son los más eficientes para este tipo de 

experimentos, ya que se investigan todas las combinaciones posibles de los niveles de los 

factores. Por ejemplo, si el factor A tiene "a" niveles y el factor B tiene "b" niveles, cada 

réplica contiene todas las "ab" combinaciones de los tratamientos posibles. En general, la 

familia de diseños factoriales 2k consiste en k factores, todos con dos niveles de prueba. 

Cuando crece el número de factores también aumenta rápidamente el número 

de tratamientos en los diseños factoriales completos 2k. Por ejemplo, para k = 6 factores y 

una sola réplica, el diseño factorial completo 26 implica correr 64 pruebas, que 

corresponden al número de tratamientos del diseño. Para experimentar con esta cantidad 

de factores se requiere una estrategia que permita reducir de manera importante el número 

de tratamientos experimentales pero que, al mismo tiempo, se pierda el mínimo de 

información valiosa. Tal estrategia la conforman los diseños factoriales fraccionados, los 

cuales, gracias al exceso de información que acumulan los diseños factoriales completos 

cuando se estudian muchos factores, permiten sacrificar información poco importante, con 

el fin de obtener un diseño manejable en cuanto al número de corridas experimentales. La 

teoría de diseños fraccionados se basa en una jerarquización de los efectos: son más 

importantes los efectos principales, seguidos por las interacciones dobles, luego las triples, 

cuádruples, etc. 

En general, un diseño factorial fraccionado 2k-P es una fracción 1/2p del diseño 

factorial completo 2k. Por ejemplo, la notación 2k-1 significa una fracción a la mitad del 

diseño factorial completo ó un diseño factorial fraccionado 2k-2 representa la cuarta parte 

del diseño factorial completo. 

4.3.1.3 Superficies de respuesta 

Tradicionalmente, la optimización en Química Analítica se ha realizado 

mediante el control de la influencia de un factor a la vez en una respuesta experimental, 

sólo se cambia un parámetro mientras los otros permanecen a un nivel constante. Esta 

técnica de optimización se llama univariada. Su principal desventaja es que no incluye los 

efectos interactivos entre las variables estudiadas. Como consecuencia. esta técnica no 

describe los efectos completos del parámetro en la respuesta [16]. 

El uso de varios parámetros a la vez y las relaciones entre ellos descarta, por 

tanto, la posibilidad de una optimización univariada tradicional. Los procedimientos de 
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optimización multivariada implican la alteración simultánea de todos los factores 

experimentales estudiados, de acuerdo a un diseño experimental. Los mejores diseños 

experimentales a efectos de modelado y la optimización son los diseños de superficie de 

respuesta (SR). SR consiste de un grupo de técnicas matemáticas y estadísticas, que se 

basan en el ajuste de modelos empíricos a los datos experimentales, obtenidos en relación 

con el diseño experimental [17]. 

El Diseño Central Compuesto (DCC) es el método de SR que es más 

ampliamente usado. Combina un diseño factorial completo o fraccional de dos niveles con 

un punto en el centro de la región experimental y puntos adicionales (puntos estrellas) a 

una distancia alpha del centro (Figura 4.2) [13,17]. El punto central se selecciona para 

obtener varias propiedades, tales como la capacidad de giro o de ortogonalidad, con el fin 

de adaptarse a polinomios cuadráticos. El número total de experiencias, N, está dada por 

la siguiente ecuación, N = k2 + 2k + nR, donde k es el número de factores y nR es el número 

de réplicas del punto central. Todos los factores se estudian en cinco niveles. 

(a) 

Figura 4.2. Diseño Central Compuesto para la optimización de: (a) dos variables (a=1,41) y (b) 
tres variables (a= 1,68). (e) Puntos del diseño .factorial, (o) punto axial y, (o) punto central. 

4.3.2 Cálculo computacional de estructura molecular 
La Química Computacional (QC) es una rama de la Química que estudia los 

problemas químicos a nivel microscópico (atómico-molecular), utilizando las ecuaciones 

proporcionadas por la Mecánica Cuántica (que permite caracterizar la estructura 

electrónica de átomos y moléculas) y la Mecánica Estadística (que permite obtener 

propiedades macroscópicas a partir de los constituyentes microscópicos). La QC abarca 

un amplio intervalo de métodos matemáticos que pueden dividirse en dos grandes 

categorías [18]: 

• La mecánica molecular: que aplica las leyes de la física clásica al núcleo 

molecular, sin considerar explícitamente a los electrones. 

• La mecánica cuántica: se basa en la ecuación de Schródinger para describir una 

molécula con un tratamiento directo de la estructura electrónica y que se subdivide a su 
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vez en dos clases, según el tratamiento realizado, métodos semi-empíricos y métodos ab 

initio. 

4.3.2.1 Métodos semiempiricos 

En los métodos de cálculo semi-empíricos algunas integrales se calculan, otras 

se desprecian (se igualan a cero) y otras son reemplazadas por valores experimentales. 

La principal ventaja de los métodos semi-empíricos radica en que ahorran 

considerablemente el tiempo de cálculo. La desventaja es que dan resultados 

aproximados, muchas veces, son de dudosa aplicabilidad [19]. 

Entre los métodos semi-empíricos se pueden mencionar el método de Hückel 

extendido y el PPP (Pariser-Parr-Pople) y sus variantes (INDO, CNDO, ZINDO, AM 1 , PM3, 

etc.). 

Cada uno de estos métodos fue parametrizado para realizar distintos tipos de 

cálculos [18-20]. 

• AMI: El modelo de Austin 1 (AM1) es un método popular para modelar compuestos 

orgánicos. AM1 predice los calores de formación, Allf, de compuestos orgánicos. 

• PM3: El método de parametrización 3 (PM3) utiliza casi las mismas ecuaciones que 

el método AM1 junto con un conjunto mejorado de parámetros. El método PM3 también es 

muy popular para los sistemas orgánicos. Es más preciso que AM1 para ángulos de enlace 

de hidrógeno, pero AM1 es más preciso para las energías de enlaces de hidrógeno. 

• ZINDO/S: es un método semi-empírico desarrollado y parametrizado 

específicamente para reproducir espectros de absorción UV-vis. ZINDO a menudo da 

malos resultados cuando se utiliza para la optimización de la geometría molecular. 

Para un estudio más detallado de esta temática se pueden consultar las 

referencias bibliográficas 18-20. 

4.3.2.2 Métodos ab initio 

Los métodos ab initio permiten calcular las propiedades moleculares utilizando 

únicamente la constante de Plank y la masa y carga electrónica [18-20]. 
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STU DIOS DE ESPECTROSCOPIA Uy-V1SIBLE 
DE STEH 



5.1 Espectros de absorción de STEH en ACN 

5.1.1 Determinación de los coeficientes de extinción 
molares 

ACN. 

En la Figura 5.1 se muestra un espectro de absorción UV-Visible de STEH en 

0,4 

0,2 

0,0 
200 300 400 

/ nm 

0,045. 

280 

nm 

500 

Figura 5.1. Espectro de absorción LIV-Visible de STEH en ACN. C TEH = 12,5 ,ult/I. 

Como se observa en la Figura 5.1, STEH presenta tres máximos de absorción, 

a A = 240, 282 y 321 nm, siendo los picos más prominentes aquellos a 240 y 321 nm. En 

el inserto de la Figura 5.1 se observa la región ampliada del pico a 282 nm. Las tres bandas 

de absorción son características de las xantonas [1-3]. En la Tabla 5.1 se muestra, los 

máximos de absorción para diferentes xantonas y STEH en solución etanólica. 

STEH en solución etanólica presenta posiciones diferentes para los máximos 

de absorción, lo que pone en evidencia el efecto del solvente sobre el espectro de 

absorción. Como es sabido, el estado excitado de la molécula es polar, y es estabilizado 

por solventes polares (el etanol en este caso), resultando en un descenso de la energía de 

excitación y, por consiguiente, un corrimiento del máximo de absorción a mayores 

longitudes de onda [4]. 

Los máximos de absorción de STEH también difieren a los de la xantona, y esto 

se debe a los grupos funcionales que presenta STEH (fenol, o-metilo y el anillo bifurano) 

(ver Figura 1.3). 
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Tabla 5.1. Máximos de absorción para diferentes xantonas. Todos los espectros fueron obtenidos 
en etanol. Entre paréntesis se observan los coeficientes de extinción molar a las correspondientes A. 

O 

o 

xantona 

239 (39000), 261 (12600), 287 (4200), 337 

(6350) 

[2] 

OH ° 

HO O OH 

I,3,6-trihidroxixantona 

237 (36000), 251 (22400), 337 (12300) 

OH O HO 

\ 
o 

1,8-dihidroxixantona 

229 (56250), 252 (7940), 334 (1990), 380 

(800) 

o 

0-metil STEH 

236 (40740), 309(16982) 

[3] 
Ho o

O ..--. 

o 

STEH 

235 (30902), 249 (33884), 329(16218) 

Para tener una idea sobre la procedencia de los dos máximos de absorción 

predominantes en la molécula, se emplearon cálculos computacionales para obtener un 

espectro UV-Visible simulado. Para ello, se usaron dos métodos semi-empíricos, PM3 

(para la optimización de la geometría) y ZINDO/S (para el cálculo del espectro de absorción 

electrónico). La simulación del espectro UV-Visible de STEH, fue realizada en el vacío, y 

permite obtener de forma cualitativa una descripción de la procedencia de las bandas de 

absorción. La Figura 5.2 muestra el espectro simulado. El inserto de la figura muestra la 

región ampliada alrededor de los 250 nm, para mostrar el pequeño pico. Los máximos de 

absorción difieren del espectro real, debido a que no se toma en cuenta la interacción 

STEH-ACN y STEH-STEH. 
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Figura 5.2. Espectro de absorción simulado para STEN en condiciones de vacío. 

Como se observa en la Figura 5.2 el espectro simulado presenta cierta similitud 

con el espectro real. En la Figura 5.3 se muestran los orbitales moleculares involucrados 

en las dos transferencias de carga que producen los máximos de absorción. 

A) B) 

Figura 5.3. Orbitales moleculares involucrados en las transferencias electrónicas que producen 

los dos máximos de absorción. A) para 240 nm y B) para 321 nm. 

Ambas transferencias son del tipo 7/ Tr *. La banda a 240 nm tiene mayor 

contribución del anillo aromático con el grupo o-metilo (Figura 5.3a) y para 321 nm la mayor 

contribución la da el anillo fenólico (Figura 5.3b). La banda a 282 nm correspondería a una 

transición del tipo n Ir* perteneciente al grupo carbonilo [4]. 

En la Figura 5.4 se muestran los gráficos de absorbancia (A) vs. C TEH a 240 y 

321 nm, respectivamente, demostrando que se cumple la ley de Lambert y Beer para la 

absorción a distintas concentraciones de STEH (c1TEH), a ambas k 

106 



1,4 

0,7 

0,0 
0,00 1,50x10 5 3,00x10-5

c*STEH M 

Figura 5.4. Gráficos de A s c;'. a 240 (a) v 321 (b) nm. v_. _,TEH _ „ 

A partir de dichos gráficos se determinaron los siguientes valores para los 

coeficientes de extinción molar (E) para los máximos de absorción a 240 y 321 nm: 

8240 (3,72 + 0,01)x104M-l cm-1 y £321 = (1,62 + 0,01)x104M-1c-rn-1

5.1.2 Comportamiento frente a un ácido y una base 

El agregado de 50 pM de HCI04a una solución de STEH en ACN, no produce 

cambios muy marcados en el espectro de absorción de STEH (Figura 5.5), sólo se observa 

un pequeño aumento en el valor de la absorbancia (efecto hipercrómico), a A = 240 nm. 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0,0 

200 300 

X/ nm 
400 

Figura 5.5. Espectros de absorción UV-Visible de STEH en ACN (línea negra) y en ACN + 50 ftlY 
de HC104 (línea roja). c.ITEH 18,5 

Este comportamiento se puede deber a que la estructura molecular de STEH 

no sufre grandes cambios en medio ácido, solamente la protonación del grupo carbonilo. 
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Al agregar hidróxido de tetrabutil amonio, TBAOH, se observaron notables 

cambios en la forma del espectro de absorción (Figura 5.6). Por un lado, la banda con un 

máximo de absorción a 325 nm se descompone en dos bandas, una a 400 nm y la otra a 

300 nm. Esto se deduce al realizar la suma del área de estas dos bandas, dicha área es 

igual al área de la banda de STEH a 321 nm. Las bandas a 240 y 282 nm se desplazan 

levemente a menores longitudes de onda. 

0,6 

0,3 

0,0 
300 450 

Figura 5.6. Espectros de absorción UV-Visible de STEH en ACN (línea negra) y en ACN 1- 50 p11/1 
de HTBA (línea roja). C.; TEH = 12,5 p.M: 

En medio básico la especie fenólica de STEH es desprotonada formando, el 

anión fenolato STE-. 

Esta nueva especie aniónica produce un aumento en la conjugación del anillo 

fenólico, produciendo el desplazamiento de la banda a longitudes de onda mayores. Las 

otras longitudes de onda aumentan su intensidad (efecto hypercrómico) y se desplazan a 

longitudes de ondas menores (efecto hipsocrómico), debido a la inestabilización del estado 

excitado de esta banda por parte del medio [4]. 
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5.1.3 Comportamiento en presencia de Lié, Na + y H20 

Se estudió, además, el efecto de diferentes concentraciones de NaCI04, LiC10.4 

y H20 sobre las bandas de absorción UV-Visible de STEH (Figuras 5.7, 5.8 y 5.9 

respectivamente). 
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Figura 5.7. Espectros de 

absorción de STEH en ACN 
(línea negra) y en ACN + 0,1 M 
(línea roja), 0,5 M (línea azul) y 
0,8 M (línea verde) de NaC104. 

C.TEH = 19,2 1.1M 

Figura 5.8. Espectros de absorción 

de S7E en ACN (línea negra) y en 
ACN + 0,05 M (línea roja), 0,5 M 

(línea azul) y 1 M (línea verde) de 

LiC104. c TEH — 19,2 pM 

Figura 5.9. Espectros de 
absorción de STEH en ACN (línea 
negra) y en ACN + 10 ,uL (línea 
roja), 20 pl. (línea azul.) y 30 mL 

(línea verde) de 1120. c EH — 19,2 

pm. 
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La presencia de los cationes Na + y Li+ produce diferentes comportamientos en 

el espectro de absorción de STEH. En la Figura 5.7 se observa que el agregado de NaC104

produce una ligera disminución de las bandas de absorción (efecto hipocrómico). LiC104

produce un aumento de la intensidad de absorción en la banda de 204 nm, un aumento en 

la intensidad de la banda para una concentración 1 M de Li+, con la aparición bien definida 

de dos picos, uno a 230 nm y el otro a 247 nm, un corrimiento batocrómico de la banda a 

321 nm a 330 nm. 

El agregado de agua no modifica significativamente las bandas de absorción 

de STEH (Figura 5.9). 

5.2 Determinación de la constante de acidez aparente de 
STEH 

La constante de acidez aparente de STEH se determinó registrando los 

espectros de absorción UV-visible a diferentes valores de pH. Los parámetros 

desconocidos del sistema (coeficientes de extinción molar de las distintas especies 

presentes en solución, E, y la correspondiente constante de acidez 

aparente) se pueden estimar ajustando la variación experimental de la absorbancia, A, en 

función del pH, a la X. donde presente menor error el ajuste no lineal, con la ecuación teórica 

exacta que describe cada sistema. 

STEH es una molécula mono-prótica. En equilibrio ácido-base, se tiene 

STEH  STE- + H+ Kac = 
[STEH] 

[STE—][H+1 
(4.1) 

donde Ka, es la constante de disociación ácida aparente de STEH. La concentración total, 

c, en el equilibrio ácido-base es: 

c = [STEH] + [STE- ] (4.2) 

Por otro lado, asumiendo que se cumple la ley de Lamber y Beer, la 

absorbancia a una dada longitud de onda, AA, puede ser expresada por: 

111 =2 5.'TEHb[ST EH] d TE-b[ST (4.3) 

La solución analítica exacta de la ec. 4.3 se obtiene expresando la 

concentración de cada especie en equilibrio como una función de la constante de 

disociación ácida aparente y de la concentración analítica del sustrato. Así, se llega a: 

no 



AA = 
AH 

b c[EA eliK  + E:41— K„1 
10—pH Kac

(4.4) 

Una mejora en la metodología empleada para el cálculo de dicha constante, 

respecto a otra previamente informada en la literatura [5], consiste en tener en cuenta un 

mayor número de datos experimentales, mediante el mejor ajuste no lineal de los mismos 

con las ecuaciones teóricas que describen el sistema, calculando los valores de la 

constante de acidez aparente, los c de las distintas especies presentes en solución y el 

correspondiente diagrama de distribución de especies. 

Así, para la determinación de la constante de acidez aparente de STEH se 

utilizó el siguiente diagrama de bloques, que representa el algoritmo escrito en el programa 

MATLAB (Figura 5.10): 

INICIO 

Matnz de datos (A vs A) 

pH C* Ainfeficx, supericr  1 
Estimación del número de' 

componentes (SVD) 

Clase de ácido (mono 
di tn-protico) 

Estimación inicial de los 
parametros 

  Cálculo de los parámetros 

Ajuste por cuadrados 
mínimos no lineales 

Parametros con menor 
error 

FIN 

Figura 5.10. Diagrama de bloques del algoritmo escrito en el programa MATLAB, 

El proceso consiste en cargar los datos experimentales en el programa 

MATLAB (A vs. A, para cada valor de pH y a una dada concentración analítica de STEH, 

C*STEH). Previo a realizar al ajuste no lineal de los datos experimentales, se analiza el 

número de componentes principales a través de la descomposición en valores singulares 

(SVD) de la matriz de los valores de absorbancia (para más detalles sobre SVD se puede 

consultar la bibliografía [6]). Con este procedimiento se tiene un indicio de si la molécula 

es efectivamente un ácido mono-prótic,o, como se deduce de su fórmula molecular. Luego, 

implementando el algoritmo MCR-ALS [7] se recuperan los perfiles, tanto de concentración 

como de los espectros de absorción UV-visible, los cuales generan información para 
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introducir como estimaciones iniciales de los parámetros de interés en el proceso iterativo 

del ajuste, a los efectos de garantizar la convergencia. Por último, se ejecuta el algoritmo 

que contiene las ecuaciones exactas y, a partir del mismo, se determina a que longitud de 

onda existe el menor error del ajuste para determinar los parámetros finales. 

Por otro lado, para evaluar la calidad de los resultados alcanzados se utilizaron 

distintos criterios, como el error cuadrático medio (en inglés: root mean square error, 

RMSE) entre las concentraciones nominales y las predichas para cada analito, y el error 

relativo porcentual (%REP), ecs. (4.5) y (4.6), respectivamente [6]. 

RMSE = 
m 

Ccalculada,i) 

(4.5) 

RMSE 
%REP =  100 

7cal 
(46) 

donde m es la cantidad de niveles de validación, v F - cal es la concentración media de 

calibración. 

En la Figura 5.11 se muestran los espectros de absorción UV-Visible obtenidos 

para STEH a distintos valores de pH de la solución reguladora de fosfato. 

0,08 

0,04 

0,00 

300 
/ nm 

400 

Figura 5.11. Espectros de absorción de STEH obtenidos a distintos valores de pH de solución 

reguladora de fisfato. pH = 1,38 (negro), 7 (verde), 12 (Azul) y 14 (Rojo). C TEll =- 4,52 M. 

En la SVD de la matriz de datos experimentales (Figura 5.12), se observó que 

el número de componentes es igual a dos, lo cual es esperado, ya que en solución 

reguladora de fosfato estarían presentes en equilibrio STEH y STE". 
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Figura 5.12. Descomposición de valores singulares (SVD). 

El análisis se realizó en un intervalo de longitudes de onda, entre Á = 315 y 330 

nm. El ajuste se realizó a cada longitud de onda, obteniendo el error mínimo a Á = 328 nm 

(Figura 5.13) 
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315 320 325 
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3130 

Figura 5.13. Errores de los ajustes experimentales correspondientes a cada longitud de onda en el 
intervalo entre 315y 330 nm. 

En la Figura 5.14A se muestra el ajuste de los datos experimentales a la Á que 

presenta el mínimo error. Se encontró un acuerdo razonable entre la variación experimental 

de la A vs. pH y la curva generada con los resultados del mejor ajuste. En la Figura 5.14B 

se muestra el diagrama de distribución de especies de STEH en función del pH, construido 

a partir del valor de la constante de disociación acida (K) obtenida del mejor ajuste. 
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Figura 5.14. A) Variación de la absorbancia con el pH a = 328 nm. La línea continua 
representa la curva teórica obtenida mediante el proceso de ajuste. Los círculos representan los 
datos obtenidos experimentalmente. B) Diagrama de distribución de especies de STEH en función 
del pH; (-) STEN y (-) STE 

En la Tabla 5.2 se muestran los valores obtenidos para la constante de 

disociación ácida aparente de STEH, como así también los valores de los E de las distintas 

especies presentes en solución a la A indicada, obtenidas a través del mejor ajuste entre la 

variación experimental de la A vs. pH y las ecuaciones teóricas que describen el sistema. 

Tabla 5.2. Resultados finales del proceso de ajuste. Valores de los E de las diferentes 
especies a la longitud de onda indicada, corno así también de la constante de 
disociación ácida aparente de STEH. 

Parámetros A = 328 nm 

pKa 12,1 

ESTl EN / M-1 cm-1- 1,04 x 104

- I M -1 cm-1ESTA  E- 2,14 x 104

RMSE* 0,006 

%REP** 9,60 

Nota: *RMSE: error cuadrático medio, **%REP: error relativo porcentual (ver sección 4.1.6) 

El pKa del fenol es de 10, en comparación a los 12,1 de STEH, es decir, STEH 

es un ácido mucho más débil que el fenol y esta diferencia puede ser atribuida al puente 

hidrógeno OH----0=C de STEH evitando la ionización del protón [8]. 
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5.3 Conclusiones 

STEH presenta tres picos de absorción en acetonitrilo, de los cuales, las 

bandas de mayor intensidad se encuentran a 240 E( .-240 = (3,72 + 0,01)x104M-1cm-1) y 

321nm (£321 = (1,62 ± 0,0 1)X1 0 4M-1 C771-1 ). 

El espectro UV-Visible de STEH no se ve alterado en presencia de HCI04 y 
H20, pero, si es alterado en presencia de una base. 

La constante de disociación ácida de STEH, calculado en solución reguladora 

de fosfato, fue de 8,13x10-13. 
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COMPORTAMIENTO 
ELECTROQUÍMICO DE STEH 



6.1 Voltamperometría cíclica de STEH en ACN 

La estructura molecular de STEH (Figura 1.3) presenta dos grupos electróforos, 

una especie fenólica y un grupo carbonilo, que pueden ser oxidada y/o reducida 

electroquímicamente, respectivamente [1]. 

En la Figura 6.1 se muestran voltamperogramas cíclicos para la reducción (a) 

y la oxidación (b) de STEH en ACN + 0,1 M PTBA, respectivamente. 

0,0-

0 0 
, I 

1,4 0: 
1 

8 10 ,2 1,6 
E /V 

Figura 6.1. (a) Voltamperograma cíclico para la reducción de STEH en ACN + 0,1 M de PTBA, v 
- 0,100 V5.4, C-.1TEH = 5,1x10-3 M (b) Voltamperograma cíclico para la oxidación de STEH en ACN 

+ 0,1 M de PTBA, v - 0,050 V s-1, - .TEH - 1x10-3 M Las flechas indican la dirección del barrido 
de potencial. 

Como puede observarse en la Figura 6.1a, STEH es susceptible de ser 

reducida electroquímicamente, presentando dos picos de reducción centrados a 

aproximadamente - 1,77 y - 2,33V. Durante el barrido anódico (Figura 6.1b) se observa 

un pico de oxidación principal, a aproximadamente 1,59 V y un pre-pico a 

aproximadamente 0,90 V. Tanto para los picos de reducción como para los de la oxidación 

de STEH, no se observan los correspondientes picos complementarios cuando se invierte 

la dirección del barrido de potencial, al menos a bajas velocidades de barrido (y = 0,100 y 

0,050 V S-1 para las Figuras 6.1 a y b, respectivamente), poniendo en evidencia un 

mecanismo de reducción y/u oxidación con reacción/es química/s y/o electroquímicas 

acoplada/s a la transferencia de carga inicial [2]. Barridos consecutivos realizados sobre el 

pico de oxidación mostraron una progresiva disminución de la corriente, comportamiento 

que es esperado cuando una especie fenólica es la responsable del pico de oxidación [1], 

lo que genera productos que polimerizan y son electroinactivos, provocando una pasivación 

gradual de la superficie del electrodo. Por otro lado, los barridos consecutivos en la región 

de los picos de reducción mostraron una muy buena reproducibilidad. 
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6.2. Comportamiento electroquímico del primer pico de 
reducción de STEH 

La Figura 6.2 muestra voltamperogramas cíclicos registrados para el primer 

pico de reducción electroquímico de STEH en ACN + 0,1 M PTBA a diferentes y, después 

de sustraer las corrientes de blanco. Estos resultados muestran que una reacción química 

homogénea acoplada a la reacción de transferencia electrónica inicial tiene una cinética 

relativamente lenta, ya que el pico anódico complementario comienza a definirse 

claramente alrededor de y = 0,300 V s-1, cuando la dirección del barrido de potencial es 

invertida. La relativa alta estabilización del anión radical, en la escala de tiempo de los 

experimentos voltamperométricos podría ser explicada por la formación de un enlace 

puente de hidrógeno intra-molecular con el grupo fenólico presente en la estructura química 

de STEH (Figura 1.3) [3]. El anión radical podría ser estabilizado también por resonancia a 

través de enlaces Tr. 

< 0,0 

-1,0x10 4

-2, Ox1 0-4

E / V 

Figura 6.2. Voltamperogramas cíclicos registrados para el primer pico de reducción de STEH en 

ACN + 0.1 M PTBA a diferentes v. C *sTEH = 1.8x 10 3 M y = I) 0,050, 2) 0,500, 3) 1,00 y 4) 4,00 V 

s-1. Las .flechas indican la dirección del barrido de potencial. 

En la Figura 6.3, se muestran las corrientes del primer pico catódico, como 

una función de v112. Estos fueron lineales a diferentes concentraciones de STEH, con 

coeficientes de correlación (r) de 0,9984, 0,9992, 0,9992 y 0,9980 para CITEH = 0,09; 1,2; 

1,8 y 5,1 x 10-3 M, respectivamente. Este comportamiento indica que el proceso de 

electrodo está controlado por difusión [2]. 
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Figura 6.3. Dependencia de las corrientes de pico catódicas vs. v 12 para cuatro concentraciones 

de STEH. C;rEH = 5,1 (21), 18(v) 1,2 (A) y 0,09 x10-3 M (e). 

Por otro lado, se encontró que el potencial del primer pico catódico (Ep,,,1) tiende 

a desplazarse hacia potenciales más negativos a medida que aumenta y (Figura 6.4 a), 

con pendientes en el intervalo de —0,015 a —0,026 V/década, dependiendo de la 

concentración de STEN. Las pendientes tienden a cero a medida que la concentración de 

STEN disminuye. Este comportamiento es predicho teóricamente para reacciones del tipo 

ErC„ donde aEp/alog y varía de O a - 0,030 V/década dependiendo de la concentración [4], 

donde Er representa una transferencia electrónica reversible y C, una reacción química 

homogénea irreversible. Por otra parte, un gráfico de Ep,c,i vs. log c*sui, (Figura 6.4b) fue 

lineal, con una pendiente de 0,019 V/década. 

1,76 

1,72 

Figura 6.4. Variación del Ep,,,I, para la primer descarga electroquímica de STEH, con: (a) la 

velocidad de barrido c TEH: 1 (B), 0,6 (e) y 0,3 (A) mM y (b) la concentración, v: 0,1(0), 0,075 

(E) y 0,05 (d) V s-1. 
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La Figura 6.5a muestra gráficos de la función corriente, Y = Ip,c,1 v1/2 c:sTun

como una función de y para diferentes concentraciones de STEH. Como se puede 

observar, Y disminuye a medida que aumenta y, y tiende a estabilizarse para las y más 

altas que 3 V s'. alcanzó también valores superiores a menor c,. para una dada 

velocidad de barrido. Estos resultados también sugieren un mecanismo del tipo ErC,, donde 

la reacción química acoplada sería de segundo orden en la concentración del sustrato 

[2,5,6]. 

0,075 

3" 
0,050 

A 

A A 

(a) 
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0,8 (b) 

0,6 
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2 4 0 2 
/ V s-1 v / V s

-1 

Figura 6.5. a) Dependencia de la función corriente, P, con v para diférentes concentraciones de 
STEH. c.;TEu- 1,2 x 10-3 (1),1,8 x 10-3 (*) y 5,1 x 10-9 (1) M b) Dependencia de la relación 

1/1 p,c,1 para el primer pico de reducción con y para dijeren/es concentraciones de STEH. c,ITEH
s- 09 0,1, (A) 1,2, (e) 1,8 y (Y) 5,1x 10 3 M. 

Un gráfico de la relación corriente de pico anódica (ip,„,,i ) y catódico vs. 

y, obtenido para diferentes concentraciones de STEH se muestran en la Figura 6.5b. La 

relación aumenta cuando la concentración de STEH disminuye a una dada v. Sin 

embargo, esta relación tiende a 1 a medida que y aumenta. Este resultado también indica 

que la cinética de la reacción química acoplada a la transferencia de carga inicial depende 

de la concentración de STEH. 

Por otra parte, la diferencia entre el potencial de medio pico y el potencial de 

pico, E 1 — E,21, fue de 0,060 V en el intervalo de velocidades de barrido de 0,025 a 1,5 

V s-1 para bajas concentraciones de STEH ( c*s.ryli < 6 x 10-4 M). Sin embargo, para 

concentraciones altas de STEH (mayores a 6 x 10-4 M), Ep,c,i — Ep/2,1 varió entre 0,060 y 

0,070 V para bajas velocidades de barrido, es decir, para y de 0,025 a 0,150 V s-1. Este 

comportamiento también muestra que la cinética de la reacción química homogénea 

acoplada a la transferencia de carga inicial depende de la concentración de STEH. 
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6.2.1 Voltamperometría de convolución 
La convolución de los voltamperogramas cíclicos es un tratamiento matemático 

que se aplica a los voltamperogramas cíclicos de sistemas con control difusional (curvas 

i-E) para ser transformados en voltamperogramas de estado estacionario, los cuales 

presentan ventajas en el procesamiento de datos, como el poder utilizar toda la información 

contenida en una curva i-E y no solo aquella porción en cercanías al potencial de pico [7], 

permitiendo conocer con mayor precision parámetros como el coeficiente de difusion (D) 

[2]. 

A partir de las corrientes experimentales (1(t)) obtenidas en un 

voltamperograma cíclico común, se obtendrán corrientes convolucionadas (I(t)), las cuales 

están representadas por la siguiente ecuación: 

t  i(u) 2 du 1(t) = 7,71 ja (t - uy" (6.1) 

donde i(u) representa la transformación convolutiva de las corrientes experimentales 1(0 a 

través de una función particular u Para conocer más sobre esta temática se pueden 

consultar las referencias bibliográficas [7-11]. 

En la Figura 6.6 se muestra un voltamperograma cíclico convolucionado del 

primer pico de reducción de STEN. Se observa que la corriente convolucionada del barrido 

anódico no retorna a cero, lo que pone claramente en evidencia la existencia de reacción/es 

química/s acoplada/s a la transferencia de carga inicial [2]. 

Figura 6.6. Voltamperograma cíclico convolucionado de STEN en ACN + 0,1 M PTBA. C*srElf — 

1,8 x 10-3 M. y = 0,075 V s-1. Las flechas indican la dirección del barrido de potencial. 

Otra ventaja de trabajar con los voltamperogramas convolucionados es que 

permite conocer, a priori, la cinética química acoplada a la transferencia electrónica, 
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comparando los distintos modelos con los datos experimentales [7]. Los modelos de ajuste 

con sus respectivos análisis logarítmicos se muestran en la Tabla 6.1. 

Tabla 6.1. Análisis logarítmico para cada esquema de reacción 

Modelo 
Esquema de 

reacción 
Análisis logarítmico 

1 A + ne- , B E E° ln II' — 1-‹ = + —RT
nF I 

2 
A + ne- B RT RT IL —1 

E E° k 
_ 

B k p 
= + —In + —in 

2nF nF i 

3 
A + ne- 2 B RT 2 k RT 1L —1 

E E° 1n < 
2B k P 

= + —3nF ln-3nF AD1/ 2 + 
-J, 

i2/3 

Nota:les la corriente convolucionada, 1.L es el corriente límite convolucionada, i es la corriente experimental, 
A es el área del electrodo y D el coeficiente de difusión. 

Los datos experimentales ajustaron mejor para el modelo de reacción 3, es 

decir, la formación de un dímero. Así, se realizaron gráficos de E vs. log [(11_, ,-Icon)//2/3] en 

el intervalo de velocidades de barrido de 0,050 a 1 V s-1 para diferentes concentraciones 

de STEN, en el intervalo de 1 — 5,1 x 10-3 M. La pendiente promedio obtenida fue de (0,116 

± 0,009) V/década. 

La pendiente de estos gráficos disminuye gradualmente para concentraciones 

menores a 1 x 10-3 M (0,082 V/década para O 1 x 10-3 M), indicando que la cinética química 

acoplada a la transferencia de carga depende de la concentración del sustrato y que el 

modelo 3 no es el adecuado para ajustar los datos experimentales a concentraciones bajas 

[10]. Para una concentración de 0,1 x 10-3 M, el modelo 1 es el que mejor ajusta los datos 

experimentales, es decir, el modelo para un sistema reversible simple. Para que ocurra una 

reacción de dimerización, se necesita que los monómeros estén espacialmente cerca para 

poder "encontrarse" y reaccionar, a bajas concentraciones la probabilidad de encuentro de 

los dos monómeros es baja, traduciéndose en un menor efecto de la reacción química 

homogénea acoplada a la transferencia electrónica inicial. La pendiente para una 

concentración de 0,1 x 10-3 M, empleando el modelo 1, es de 0,060 V/decada (0,059 

V/decada el valor teórico) y la ordenada al origen, el E'', fue de -1,70 V. 

El coeficiente de difusión de STEH, DSTEH, fue determinado a partir de los 

voltamperogramas cíclicos convolucionados registrados a diferentes y y diferentes -3TE11 

Un valor promedio de DsTEH fue calculado considerando el modelo de convolución 3, 

propuesto para un mecanismo de reacción EC (DIM1) [7]. 

Mediante la inserción de la pendiente promedio en la expresión IL,c,„ [7]: 

IL,con = n FA c rrEri D1.1/.111 (6.2) 
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un valor promedio de (1,10 ± 0,04) x10-5 cm-2 s 1 fue calculado para DSTEH. 

Valencia y col. [12], encontraron una relación lineal entre los coeficientes de 

difusión y los pesos moleculares, PM, de diferentes compuestos orgánicos en ACN + 0,1 

M tetrabutilamonio hexafluor fosfato. La expresión que los autores encontraron, que 

correlaciona el D con el PM, se muestra a continuación: 

D = —6,59x10-8 PM + 3,52x10-5 (6.3) 

Empleando la ec. 6.3 se obtiene un coeficiente de difusión para STEN de 1,38 

x 10-5 cm-2 S-1, que tiene gran concordancia con el valor obtenido por convolución de los 

voltamperog ramas cíclicos. 

6.3. Electrolisis a potencial controlado 
La electrólisis a potencial controlado se llevó a cabo a E = -1,9 V durante 120 

min. Los voltamperogramas cíclicos registrados durante la electrólisis mostraron varios 

cambios (Figura 6.7a). 

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 
E vs. alambre de Ag / V 

Figura 6.7. Electrólisis a potencial controlado. a) Voltamperogramas cíclicos registrados en la 
solución del blanco (ACN ± 0,1 M NaC104, línea 1) y en soluciones de STEH a diférentes tiempos 
de electrólisis: O mm n (línea 2), 10 mm n (línea 3) y 120 mm n (línea 4). b) Espectros UV-visible 
registrados a diferentes tiempos de electrólisis: O mm n (línea 1), 10 mm n (línea 2) y 120 mm n (línea 

5,6 x 10-4 M y = 0,050 V s-1. Las flechas indican la dirección del barrido de potencial. 

Así, un voltamperograma cíclico registrado antes de la electrólisis para la 

solución del blanco (ACN + 0,1 M NaCI04) no muestra picos en la región de potencial de O 

a - 2 V (Figura 6.7a, línea 1). El pico característico de reducción de STEN fue encontrado 

en presencia de la micotoxina antes de la electrolisis, con un Ep,,,, = - 1,64 V vs. alambre 

de Ag como pseudo-referencia (Figura 6.7a, línea 2). A medida que progresó la electrólisis, 

el pico de reducción fue desplazado hacia potenciales más negativos, con menores valores 

de corrientes, y un pico anódico comienza a definirse alrededor de -0,90 V durante el 
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barrido inverso, este podría ser asignado a la oxidación del producto/s de la reacción 

homogénea acoplada (Figura 6.7a, línea 3). A un tiempo de electrólisis de 120 mm , el pico 

de reducción prácticamente desaparece y el pico anódico es bien definido (Figura 6.7a, 

línea 4). Sin embargo, la especie responsable de este pico fue inestable, ya que el pico de 

corriente disminuye hasta desaparecer en aproximadamente media hora, lo que impide el 

proceso de aislamiento y la identificación del producto. Además, espectros UV-Vis 

registrados durante la electrólisis mostraron poco cambio en las bandas de absorción a 

= 240 y 321 nm, con sólo una ligera disminución de la absorbancia a medida que la 

electrólisis progresó (Figura 6.7b). Estos resultados sugieren que el grupo cromóforo 

responsable de estas bandas de absorción estaría también presente en el producto de la 

electrólisis. Además, se encontró una ligera disminución en la absorbancia a A = 282 nm, 

asignada al grupo carbonilo (ver sección 5.1.1), lo que indicaría que este grupo no está 

presente en el producto de reacción (ver más adelante). 

Por otro lado, un voltamperograma cíclico registrado después de la electrólisis 

en el intervalo de potenciales de O a 2 V mostró un pico de oxidación centrado en 1,4 V vs. 

Ag/AgCI (Figura 6.8, línea 1). Un barrido anódico consecutivo mostró una marcada 

disminución en la corriente (Figura 6.8, línea 2), como se espera cuando una especie 

fenólica es el grupo electroactivo [1]. De esto, es posible inferir que el/los producto/s de la 

electrólisis a potencial controlado debe/n tener grupo/s fenólico/s. 

6,0x10-5

1 

3, Ox1 0-5 - 

0,0 

o 
E / V 

2 

Figura 6.8. Voltamperogramas cíclicos registrados en la región de potencial anódico después de 
la electrólisis durante el primer barrido (línea I), y el segundo barrido (línea 2). Cs*TEH = 5,6 x 10-4
M. y 0,050 V s-I. Los flechas indican la dirección del barrido de potencial. 

Un valor promedio de n = (0,5 ± 0,1) fue calculado de tres réplicas de medidas 

usando la curva i vs. tiempo (t) a tiempos relativamente cortos [13]. 
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6.4. Efecto de la adición de hidróxido de tetrabutilamonio 
sobre la reducción electroquímica de STEH 

La Figura 6.9a muestra voltamperogramas cíclicos registrados para STEH 

después de la adición de diferentes alícuotas de hidróxido de tetrabutilamonio (TBAOH) en 

el medio de reacción (ACN + 0,1 M PTBA). 

-2,4 -2,0 
E 1V 

2,0x10's

o 
CC 

1,0x10-5

0,0 
0,00 2,50x1r 

cTBAOH M

(b) 

5,00x10-3

Figura 6.9. a) voltamperogramas cíclicos registrados para STEH en ausencia (línea I) y en 

presencia de diferentes alícuotas de TBAOH (líneas 2-5). Cs*TEH = 1,0 X 10-3 M. - C T# BAOH = 1,06 x 10" 

' (línea 2), 1,2 x 1T3 (línea 3), 1,8x 10-3 (línea 4) y 5, 7x /(Y3M (línea 5). y = 0.100 V s"1. Las flechas 

indican la dirección del barrido de potencial. b) Dependencia de lp, ,i con la concentración de 

TBAOH. 

Como se observa en la Figura 6.9a, línea 1, en ausencia de la base los dos 

picos característicos de reducción de STEH centrados a aproximadamente - 1,7 y - 2,3 V 

están claramente definidos. Además, un pico anódico complementario del pico de 

reducción más catódico aparece alrededor de -2,05 V. Este pico disminuye a medida que 

aumenta la concentración de STEH. A medida que aumenta la concentración de TBAOH, 

el primer pico de reducción disminuye y el segundo pico de reducción muestra pequeños 

cambios (Figura 6.9a, líneas 2-4). Cuando la concentración de TBAOH es 

aproximadamente seis veces mayor que la concentración STEH, el primer pico de 

reducción desaparece y el segundo pico muestra un ligero aumento de la corriente, y un 

pequeño desplazamiento a potenciales menos negativos (Figura 6.9a, línea 5). La variación 

de las corrientes de pico para la primera reducción con diferentes adiciones de bases se 

muestra en la Figura 6.9b. 

Estos cambios encontrados en los voltamperogramas cíclicos al adicionarse 

diferentes alícuotas de la base, muestra una buena concordancia con los cambios 

observados en los espectros UV-Vis bajo similares condiciones experimentales. 

126 



El único pico de reducción definido en presencia de un gran exceso de base 

a un potencial ligeramente menos negativo que el correspondiente a la reducción del anión 

radical (Figura 6.9a, línea 5) correspondería a la reducción del ión fenóxido, la base 

conjugada del sustrato, que es la única especie presenta en el medio de reacción en 

presencia de una base fuerte. Un patrón similar se encontró para la reducción de hidroxi-

iminas, que también poseen especies fenólicas en sus estructuras químicas [14]. 

6.5. Efecto de la adición de ácido trifluoroacético sobre la 
reducción electroquímica de STEH 

La Figura 6.10 muestra las corrientes experimentales directa (línea 1), inversa 

(línea 2) y neta (línea 3) registradas en un voltamperograma típico de VOC para la electro-

reducción de STEH en ACN + 0,1 M PTBA. Estos resultados están en concordancia con 

los datos obtenidos previamente mediante VC. 

Figura 6.10. Corrientes directa (línea 1), inversa (línea 2) y neta (línea 3) registradas para la 

electro-reducción de STEH en ACN + 0,1 M PTBA. ci:TEH -- 5,1 x 10-3 M AFsw = 0,050 V, zlEs --

0,010 Vyf= 40 Hz. Las flechas indican la dirección del barrido de potencial. 

El primer pico muestra una clara definición del componente de la corriente 

inversa, incluso a las altas concentraciones estudiadas y a velocidades de barrido 

relativamente bajas, por ejemplo, y = f = 0,400 V s-1 [15]. Además, un pequeño pico 

anódico complementario del segundo pico de reducción también es evidente. 

Las corrientes de pico neta de ambos picos de reducción, i -p,n,1 v -p,n2, fueron 

lineales con f112, con r = 0,9962 y 0,9935 para el primer y el segundo pico de reducción, 

respectivamente, mostrando también un control difusional para el proceso de electrodo 

[15,16]. 
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La Figura 6.11 muestra las corrientes netas (in) registradas para la 

electroreducción de STEH + 0,1 M PTBA en ausencia (línea 1), y en presencia (líneas 2 y 

3) de diferentes alícuotas de ácido trifluoroacético (ATA). 

0,00 

-1 ,50x1 0-5

-3,00x1 0-

' 
-1,8 
E / V 

Figura 6.11. Corrientes netas registradas para STEH en ACN 1- 0,1 M PTBA en ausencia (línea 

I) y en presencia de diferentes alícuota.s de ATA (líneas 2 and 3). c.4:7,Eff — I x 10-3 M cA* TA — 2,5 x 

10-4 (línea 2) y 3,0 x 10 -4M (línea 3). AFsw = 0,050 V, ziEs — 0,010 Vvf= 10 Hz. Las flechas 

indican la dirección del barrido de potencial 

Se observó un incremento en la corriente del primer pico de reducción y una 

leve disminución en la corriente del segundo pico de reducción para una concentración de 

ATA cuarenta veces más baja que la concentración de STEH (Figura 6.11, línea 2). Un 

aumento adicional en la corriente del primer pico y una marcada disminución de la corriente 

del segundo pico fue encontrado cuando la relación de concentraciones de ATA a STEH 

fue de 0,3 (Figura 6.11, línea 3). Subsecuentes adiciones de ATA mostraron un nuevo 

pequeño incremento en la corriente del primer pico y la desaparición completa del segundo 

pico de reducción (estos resultados no se muestran). Este comportamiento indica 

claramente que la especie electro-generada más básica, el dianión, es rápidamente 

protonado en presencia de un ácido fuerte. Un comportamiento similar fue encontrado para 

la reducción electroquímica de dos análogos de las vitaminas del grupo-K en 

dimetilsulfóxido en presencia de diferentes adiciones de ácido benzoico [16]. 

Cuando la concentración de ATA fue equimolar con la concentración de STEH, 

la relación de lp,n,1 en presencia y en ausencia de ATA fue de 1,9. Estos resultados indican 

un cambio en el mecanismo de reacción electroquímico en presencia de un ácido fuerte, 

con un consecuente cambio en el número de electrones intercambiados por mol de 

sustancia electrolizada (ver más adelante) a los potenciales correspondientes al primer pico 

de reducción. 

128 



6.6. Efecto de la adición de agua sobre la reducción 
electroquímica de STEH 

Uno de los problemas de trabajar con acetronitrilo, es el contenido de agua 

que este pueda llegar a tener, algo indeseable para trabajos con solventes no acuosos. A 

continuación, se muestra como afecta el contenido de agua en la reducción electroquímica 

de STEH. 

La Figura 6.12a muestra voltamperogramas cíclicos registrados para el primer 

pico de reducción de STEH en ausencia (línea 1) y en presencia de diferentes alícuotas de 

agua (líneas 2-5). 

E / V E / V 

Figura 6.12. a) Voltamperogramas cíclicos de STEH en AC7N + 0,1 M PTBA en ausencia (línea I) 

y en presencia de diferentes alícuotas de agua (líneas 2-5). Concentraciones de agua: 1 x 10 -6 M 

(línea 2), 5 x 10 -6 M (línea 3), 1,3 x 10 -3 M (línea 4) y 2,6 x 10 -3 M (línea 5). y = 4 V s-1. b) 

Voltamperogramas de onda cuadrada netos de STEH en ACN + 0,1 M PTBA en ausencia (línea I) 

y en presencia de diferentes alícuotas de agua (líneas 2-4). Concentraciones de agua: 5 x 10 -6 M 

(línea 2), ],3x 10 -3 M (línea 3) y 2,6 x 10 -3 M (línea 4). Cs*TEH = 1,3x 10 3M zlEsw -= 0,050V, 4-Es 

= 0,010 V y f = 10 Hz. Las flechas indican la dirección del barrido de potencial. 

No se observaron cambios significativos en el pico de reducción de STEH, 

incluso cuando la concentración de agua fue el doble de la concentración de la micotoxina. 

Sin embargo, es interesante mencionar que el pico anódico complementario del primer pico 

de reducción disminuyó a medida que aumentó la concentración de agua. El papel de 

trazas de agua presente en disolventes orgánicos ha sido previamente discutido para la 

electro-reducción de compuestos orgánicos [17,18]. 

Los voltamperogramas de onda cuadrada neta registrados para los dos picos 

de reducción de STEH en ausencia (línea 1) y después de la adición de diferentes alícuotas 

de agua (líneas 2 a 4) se muestran en la Figura 6.12b. Se observó una ligera disminución 
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de la corriente en ambos picos de reducción a medida que la concentración de agua se 

incrementó. Sin embargo, el efecto de la adición de agua en los picos de reducción de 

STEH fue menos marcado que el efecto de la adición de ATA, lo que podría explicarse 

teniendo en cuenta la inferior acidez del agua en comparación con el ATA. 

6.7. Mecanismo de reducción electroquímico de STEH. 
Resultados de la simulación digital 

Diferentes mecanismos de reacción teóricos que involucran reacciones 

químicas heterogéneas (E) y homogéneas (C), es decir, EC, ECE, ECEC, DIM1 

(acoplamiento radical-radical), DIM2 (acoplamiento radical-sustrato), reacciones de auto-

protonación ó reacciones "padre-hijo", dimerización del anión radical, etc, pueden ser 

hallados en la bibliografía como las reacciones químicas más comunes acopladas a la 

transferencia electrónica inicial [5,6,13,19-24]. Basados en la evidencia experimental, 

presentada hasta el momento, el mejor ajuste de los voltamperogramas cíclicos 

experimentales se obtuvo cuando se eligió el siguiente mecanismo para llevar a cabo el 

ajuste: 

._ 
2 ( STEH +e > STEH ) (6.4) 

— _ K,,, , kf. Dm — _ 
STEH + STEH. STEH-STEH (6.5) -ue 

Keci , kt. 

STEH-STEH +2 STEH ' STEH2-STEH2 +2 STE (6.6) -- 

4 STEH + 2 e STEH2-S 1E142 + 2 STE (6.7) 

De este modo, el anión radical formado en la primera reacción de transferencia 

de electrones (ec. 6.4) dimeriza para dar origen a un dímero más básico que el anión radical 

(ec. 6.5), el cual es fácilmente protonado por la molécula de partida (eq. 6.6) dando STEH2 

- STEH2 y la base conjugada de STEH. Estas reacciones se llaman "abuelo-nieto" porque 

los participantes están separados por una generación [21]. 

Se han propuesto también estas reacciones para la electro-reducción de 2 

fluoreno-carboxaldehido [21], algunos compuestos dinitro aromáticos [22] y dos 

cianopiridinas [23]. Basados en el mecanismo propuesto, el número de electrones 

intercambiados por mol de substrato electrolizado al potencial del primer pico de reducción 

sería de 0,5, que está en una muy buena concordancia con los resultados obtenidos de las 

medidas de electrólisis a potencial controlado (sección 6.3). 
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La reacción inicial de transferencia de electrones (ec. 6.4) se caracteriza por un 

potencial formal, E°', una constante de velocidad formal, 14, y un coeficiente de 

transferencia catódico, a. El paso de dimerización (ec. 6.5) está caracterizado por una 

constante de equilibrio aparente, KDIM, y una constante de velocidad directa homogénea, 

kf,Dim, y el paso de protonación (ec. 6.6) está caracterizado por una constante de equilibrio 

aparente, Keq, y una constante de velocidad directa homogénea, kf. La etapa de 

dimerización sería irreversible sobre la base de los resultados experimentales, donde la 

corriente anódica del primer pico de reducción de STEH disminuye a medida que disminuye 

la velocidad de barrido, en contraste con una dimerización reversible, donde la corriente 

anódica aumenta a medida que disminuye la velocidad de barrido del potencial [23]. 

La Figura 6.13 muestra voltamperogramas cíclicos para el primer pico de 

reducción experimentales y ajustados, generados usando el software DigiSim® a tres 

velocidades de barrido y con el mecanismo de reacción indicado en las ecs. 6.4-6.7. 

Como se puede observar, el ajuste de los voltamperogramas cíclicos 

experimentales fue muy bueno. El único parámetro que se mantuvo constante durante el 

ajuste fue a = 0,5. Los otros parámetros termodinámicos y cinéticos obtenidos del mejor 

ajuste fueron: Ef° = -1,72V, k? = 0,044 cm si, Kuhl = 2,08 x 104 M-1, kf.Dim = 2,06 x 104 M-1

Ke, = 4,2, kf = 1,4 x 105 M-1 Ti y DSTEH = 1,4 x 10-5 cm2 s-1. Estos datos simulados 

presentan buena concordancia con los datos experimentales, como se muestra en la Tabla 

6.2. 

Tabla 6.2 Comparación de parámetros electróquimicos obtenidos de forma experimental y 
simulada, empleando el mecanismo descrito por las ecs. 6.4 - 6.7. 

Experimental Simulado 

vs log y -0,015 a -0,026 V/década -0,019 a -0,026 V/década 

E p,c,f vs log c 0,019 V/década 0,016 V/década 

E logl 0,116 V/década 0,119 V/década vs 

E vs tog y 0,060 V/década 0,059 V/década 

D 1,1 x10-5 cm2s-1 1,4 x10'5 cm2s-1

n 0,5 0,5 

131 



0,0 

-2,0x105

(a) 
-1,8 

E / V 
-1

'
5 

0,00 

-3,50x1T5

-7,00x1 0 -5

00 

(d) 
-1,8 -1,5 

EN 

Figura 6.13. Voltamperogramas cíclicos experimentales (línea solida) y ajustados (o) de STEH en 

ACIsl ± 0.1 M PTBA a diferentes y y c. El mecanismo de reacción teórico usado para realizar el 

ajuste es el indicado por las ecs. 6.4-6.7. a) 0,1, b) 1 y c) 4 V s-I (-STEH — 1,0x 10)-3 , d) 0,05 V s-I* 

('CS*TEH = 5,1 x 10,). 

6.7.1. Breve comentario sobre el segundo pico de reducción 

Además de la etapa de dimerización, el anión radical sufre una reducción 

adicional competitiva a potenciales aproximadamente 0,6 V más negativos que el 

correspondiente al primer pico de reducción de STEH, para dar el correspondiente dianión, 

que sería protonado por la molécula de partida, agua residual, y/o solvente, para dar 

STEH3. En adición, el ion STEH - (ec. 6.6) es reducido en una región de potenciales muy 

cercana al potencial de reducción del STEH-, como fue previamente descrito para el efecto 

de la adición de TBAOH sobre la respuesta voltamperométrica de STEH (sección 6.4), 

indicando que el segundo pico de reducción tendría una contribución de ambos procesos. 

Este resultado concuerda con el hecho de que un gráfico de la relación de corriente de pico 

para ambos picos de reducción de STEH, ys. y fue constante (Figura 6.14, línea 

1). Si el segundo pico de reducción sólo correspondiera a la reducción del ion STEH-, la 

relación de corriente disminuiría a medida que aumenta y (Figura 6.14, línea 2). Por otra 
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parte, si sólo la reducción de STEH- contribuye al segundo pico, la relación de corrientes 

debería aumentar y tendería a 1 a medida que y aumenta (Figura 6.14, línea 3) [2]. 

0 2 

V / V s-1

Figura 6.14. Relación de ambos picos de reducción (i ,Y vs. v. CsT• EH 5,1 x 10 -3M (o) Datos 
experimentales, I) Datos ajustados con el mecanismo de reacción teórico usado, ecs. 6.4-6.7, 2) y 
3) Valores simulados, correspondientes a si el segundo pico de reducción corresponde a STE- o 
STEH, respectivamente. 

El ajuste del segundo pico de reducción de STEH fue más difícil de realizar, 

debido a la dificultad de sustraer la corriente del blanco a potenciales muy catódicos. 

6.7.2. Efecto del ATA y H20 sobre el mecanismo de 
dimerización 

Las ecs. 6.8 - 6.11 muestran el mecanismo de electro-reducción más probable 

de STEH en presencia del ATA, teniendo en cuenta que el ATA es un ácido más fuerte que 

la molécula de partida. 

2 ( STEH + e 

STEH '+ STEH   STEH-STEH 

STEH) 

STEH-STEH + 2 ATA   STEH2-STEH2 +2 ATA -

2 STEH + 2 TFA + 2 e +Dr  STEH2-STEH2 +2 TFA 

El mecanismo representado por las ecs. 6.8-6.11 implica el intercambio de un 

electrón por mol de sustancia electrolizada a potenciales correspondientes al primer pico 

de reducción de STEH. El anión ATA- es la base conjugada de ATA. Estos resultados 

están en muy buen acuerdo con el aumento de 1,9 veces que se encontró en la corriente 
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de pico para el primer pico de reducción de STEH en presencia de concentraciones equi-

molares de ATA y STEH (Sección 6.5). 

Por otra parte, los voltamperogramas cíclicos registrados en presencia de 

diferentes alícuotas de agua también se ajustaron utilizando un mecanismo similar al 

descrito por las ecuaciones. 6.4-6.7. La única diferencia era que antes de la etapa de 

dimerización, la siguiente ecuación se incluyó en el mecanismo de reacción [17]. 

S IEH.- + H20 STEH (H20).- (6.12) 

donde STEH(H20)- es el anión radical complejado por una sola molécula de agua. Bajo 

estas condiciones, la etapa de dimerización se produce entre un anión radical no 

complejado y un anión radical complejado. Estas simulaciones claramente ponen en 

evidencia los aumentos de la constante de velocidad de dimerización en presencia de 

agua. Estos resultados se muestran en la Figura 6.15, donde kf,Dim,w y kf,Dim son las 

constantes de velocidad directa de dimerización calculadas en presencia y en ausencia de 

agua, respectivamente. Estos resultados están en muy buen acuerdo con los obtenidos 

experimentalmente cuando se añadieron diferentes alícuotas de agua al medio de 

reacción. 

C M Agua 
2,20x10-2

Figura 6.15. Dependencia de la constante de velocidad de dimerización con la concentración de 
agua en el medio de reacción. 

6.7.3. Dímero STEH2-STEH2

Los datos experimentales para la descarga electroquímica de STEH sobre 

electrodos de carbono vítreo concuerdan con los datos teóricos. El producto generado es 

un dímero (ecs. 6.4-6.7) pero, ¿se puede corroborarlo experimentalmente?. Para 

responder esta pregunta se realizó una electrólisis a potencial controlado para determinar 

la presencia del dímero, usando UHPLC-MS/MS. La Figura 6.16 muestra los 

cromatogramas de ión extraído (EIC) para las masas moleculares de 325 y 649. Antes de 
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la electrólisis, con un tiempo de retención de 1,62 mm , STEH es eluida (Figura 6.16a). Un 

pico cromatográfico también aparece a 2,36 mm , que podría ser una impureza de STEH, 

que no fue detectada por las medidas electroquímicas. Como era de esperar, no hay ningún 

pico correspondiente al dímero antes de la electrólisis. 

Al final de la electrolisis, aparece un pico a una masa molecular de 649, con un 

tiempo de retención de 4,44 mm n (Figura 6.16b). Este tiempo de retención es esperado, 

considerando que las fuerzas de interacción del dímero con la fase estacionaria y móvil 

son más grandes en comparación con STEH. La presencia de este pico confirma que el 

dímero propuesto en el mecanismo de reacción electroquímica de STEH descripto por las 

ecs. 6.4-6.7 es uno de los productos de reacción. Sin embargo, este pico desaparece 

alrededor de la media hora, presentando así una alta inestabilidad. 

100 
a) 

1.62 

o 

\ 2.36 

4,0~4' •• ••••••••••."....r. 

0.50 1.00 1.50 2.60 2.50 3.00 3.50 4.00 450 500 5.50 
• 

tiempo! min 

0.50 1.00 150 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 

4.44 

4.50 5.00 550 

tiempo / min 

Figura 6.16. Cromatograma de ion extraído a (a) m/z 325 antes de la electrólisis a potencial 
controlado y (b) rn/z 649 al final de la electrólisis. 
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CH3

El aislamiento e identificación del producto dimérico protonado de la reducción 

de STEN no fue posible debido a su inestabilidad, probablemente, a su oxidación por el 

aire. Por lo tanto, teniendo en cuenta la falta de información estructural, es que 

consideramos necesario aplicar cálculos computacionales para establecer la probable 

identidad del dímero. Para ello, la optimización de la geometría y el cálculo de la densidad 

de espín para STEH- se realizó utilizando el método semi-empírico AM1. Los valores más 

altos de densidad de espín se muestran en la Figura 6.17 (sitios 1 a 4). Estos son los sitios 

más probables donde puede ocurrir la dimerización. 

0.111 
(4)0 o 

Figura 6.17. Optimización de la geometría y cálculos de la densidad de spin para STEH.—

obtenido por el método semi empírico AMI. 

Basándose en los resultados previos, proponemos cuatro estructuras 

probables para el dímero (Figura 6.18) 

14 7 

Dímero 3 

Figura 6.18. Estructuras probables del dímero. Dímero 1, dímero 2, dímero 3 y dímero 4, la 

numeración de los dímeros hace referencia al sitio de unión de los monómeros de STEH .-. 
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El calor de formación (AHf) para los dímeros probables en fase gaseosa fueron 

-259,26, -245,36, -221,10, y —238,40 kcal mo1-1 para los dímeros 1, 2, 3 y 4. 

respectivamente. Mientras los valores de LS.Hf indicarían una alta estabilidad de los dímeros 

1 y 2 en la fase gaseosa, éstos pueden ser descartados en las condiciones experimentales 

reales, dada la ausencia de un desplazamiento esperado en la banda a 240 nm hacia 

longitudes de onda más cortas, debido a la perdida de aromaticidad del anillo que contiene 

el grupo o-metilo [25], durante el experimento de electrólisis a potencial controlado. Las 

estructuras de los dímeros 3 y 4 explican mejor los resultados experimentales, en particular 

los de la espectroscopia UV-Vis, obtenidos durante la electrólisis a potencial controlado, ya 

que la aromaticidad no se pierde en los anillos de donde se produce la dimerización. (Figura 

6.18). Por lo tanto, la estructura más probable del dímero sería el dímero 3, teniendo en 

cuenta que el dímero 4 implica la formación de un enlace peróxido, que, es bien conocido, 

es débil [25]. Por otra parte, la estructura resonante del dianión puede conducir a la ruptura 

de enlaces en el anillo que contiene el grupo carbonilo en la estructura química de STEN 

(Figura 1.3). 

Para STEN3 (Figura 6.19), se propone la siguiente estructura, que está de 

acuerdo con lo propuesto en la literatura para el producto de electro-reducción de un 

compuesto relacionado, lichexantona en dimetilsulfóxido + 0,1 M PTBA [26]. 

CH3
OH 

OH 

Figura 6.19. Estructura problable para STEH3, basados en el trabajo de (7arvalho y col. 1261. 

Conclusiones 

La reducción electroquímica de la micotoxina esterigmatocistina se ha 

estudiado en acetonitrilo + 0,1 M de perclorato de tetrabutilamonio sobre electrodos de 

carbono vítreo. Los resultados obtenidos por voltamperometría cíclica y voltamperometría 

de onda cuadrada demostraron un mecanismo de reacción complejo, donde el anión 

radical formado en la reacción inicial de transferencia de electrones se somete a una etapa 

de dimerización para dar el correspondiente dimero dianión básico, que luego es protonado 

por la molécula de partida. El dianión producido en el segundo pico de reducción también 

se protona por la molécula de esterigmatocistina. La adición de hidróxido de 
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tetrabutilamonio y ácido trifluoroacético al medio de reacción produce cambios marcados 

en las respuestas voltamperométricas. La adición de agua produce cambios menos 

pronunciados, aunque genera un aumento de la constante de velocidad de dimerización. 

Se proponen estructuras químicas probables del dímero basado en cálculos teóricos. 
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7.1 Consideraciones generales 

El biosensor, CV/OGRQ-EPS, consistió en una mezcla de OGRO y la EPS (ver 

sección 4.2.4.2). El medio empleado será una solución reguladora de fosfato de pH 7 y 5. 

Como STEH contiene un grupo fenol en su estructura (Figura1.3), es altamente 

factible que pueda ser sustrato de la EPS (ver sección 3.5.3). Al reemplazar la especie 

fenólica, SH, en las ec. 3.4-3.6 presentadas en la sección 3.5.3, por STEH el ciclo catalítico 

de la enzima en la superficie del electrodo estará dado por: 

EPS (Fe34") + H202

Cp 1 [(Fe4+=0)-R+. ] + STEH(+ W + e-) k2 (k-rE,i) 

Cp II [(Fe4+=0)] + STEH (+ H+ + ) 
k3 (kTE2) 

Cp I [(Fe4+=0)-R+. ] + H20 (7.1) 

Cp II [(Fe4+=0)] + STE. (7.2) 

EPS (Fe3+) + H20 + STE. (7.3) 

Al observar el ciclo catalítico anterior, el biosensor CV/OGRQ-EPS puede ser 

aplicado de dos formas diferentes. La primera, en ausencia de STEH, siendo el co-sustrato 

de la EPS los electrones provisto por el electrodo. A medida que se agregue H202, la 

enzima reaccionará generando el Cp I y, posteriormente, los electrones provistos por el 

electrodo serán los responsables de regenerar la EPS a partir del Cp II. La cantidad de 

H202 agregado puede ser censada y, por lo tanto, el biosensor CV/OGRQ-EPS puede ser 

usado para determinar cuantitativamente peróxido de hidrógeno. En la segunda forma, en 

cambio, STEH es usada como co-sustrato, junto con los electrones provistos por el 

electrodo. Para ello, el ciclo catalítico debe iniciarse, por lo que el sistema tendrá una dada 

concentración de H202, la cantidad de enzima regenerada estará relacionada con la 

cantidad de STEH agregada. Como consecuencia, se puede usar el biosensor para la 

determinación cuantitativa de STEH. 

7.2 Caracterización del OGRQ 

Una de las formas de caracterizar el OG y el OGRQ, como se mencionó en la 

sección 3.4.3.2, es a través de una inspección visual. En la Figura 7.1 se puede observar 

la diferencia de colores entre el OG (marrón) y el OGRQ (negro), demostrando que la 

reducción química del OG con hidracina tuvo lugar. 
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(a) (b) 

Figura 7.1. Fotografías de (a) OG y (b) OGRQ. 

Otra forma de caracterización es a través de la espectroscopia UV-Vis (Figura 

7.2). Como se observa, la banda a 230 nm, correspondiente a la transición Tr--rr*, se 

incrementa para el OGRQ en comparación con el OG. 

200 300 

k/nm 

Figura 7.2. Espectros de absorción LIV- Vis del OG (rojo) y del OGRQ (negro). 

400 

Con estos dos resultados, se concluye que la reacción de OG e hidracina tuvo 

lugar, generando el OGRQ, que será empleado para la construcción del biosensor 

CV/OGRQ-EPS. 

7.3 Biosensor CV/OGRQ-EPS para la detección de H202 

7.3.1 ¿Para qué determinar H202? 

El H202 es producido en cantidades estequiométricas durante la oxidación de 

analitos biológicos (por ej., glucosa) por oxígeno disuelto en presencia de la enzima 

glucosa oxidasa [1]. Es usado ampliamente como oxidante, desinfectante y agente 

blanqueador en varios productos industriales y del hogar [1-2]. El peligro del 11202 surge, 

en gran parte, a partir de su fácil conversión a radical hidroxilo ('OH), ya sea por la 
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exposición a la luz ultravioleta [3] o por interacción con iones de metales de transición [4]. 

La determinación de H202 se realiza con distintas finalidades: para cuantificar la 

concentración de agente efectivo en soluciones que aseguren desinfección, para verificar 

su eliminación luego de la desinfección de cañerías, superficies, etc. (industrias de bebidas 

gaseosas y jugos) y para controlar su uso inadecuado como aditivo no permitido. Varias 

técnicas han sido utilizadas para este propósito, tales como fluorometría, volumetría, 

quimioluminicencia, espectrofotometría y electroquímica [5]. Entre estas técnicas, la 

electroquímica es la técnica preferida debido a su rápida respuesta, bajo costo y alta 

sensibilidad [6]. 

7.3.2 Optimización de la mezcla OGRQ-EPS 
Varios factores influyen en la construcción del biosensor amperométrico para 

la determinación de H20 2. Estos son: la cantidad de enzima y óxido de grafeno a mezclar, 

el pH de la solución reguladora, el potencial de medida en amperometría, la temperatura 

de secado de la mezcla y la cantidad de mezcla depositada sobre el electrodo. Un diseño 

factorial fraccionado, 251, se usó para estudiar los cinco factores antes mencionados: 

- mezcla (x): 40 — 60 %, siendo x la cantidad de enzima, en pL, presente en 

100 pL de la mezcla (°/0 v/v). 

- pH: 5 - 7. 

- E: -0,4 - 0,2 V. 

Ts,,,do: 25 - 35 ° - C. 

- Volumen depositado sobre el electrodo: 5 -10 pL 

De este estudio, se desprende que sólo hay dos factores significativos, el 

potencial de medida y la mezcla (x). Los niveles de los factores que resultaron no 

significativo, se mantuvieron fijos. Así, el pH se fijó a un valor de 7, teniendo en cuenta que 

las soluciones fisiológicas están próximas a dicho valor. La cantidad de mezcla depositada 

en los electrodos fue de 5 pL. Además, considerando que la enzima puede mantener su 

actividad catalítica a temperaturas altas (Sección 3.5.4.1), la temperatura de secado fue de 

35 °C. La ventaja de trabajar a esta temperatura es la disminución del tiempo de secado, 

en comparación a los 4 °C que son habitualmente usados. Una temperatura de secado 

superior a 35 °C genera superficies muy heterogéneas, conteniendo grietas y grumos. 

Se procedió luego a optimizar los otros dos factores: el potencial aplicado, E, y 

la composición de la mezcla OGRQ-EPS (x). Para estudiar los dos factores se usó un 

diseño experimental central compuesto. Los niveles de los factores se variaron de 42 <x < 

93 y -0,36 V < E < 0,30 V, el valor de alpha seleccionado fue de 1,41 para tener un diseño 

rotable que permita obtener varianzas de predicción constantes en todos los puntos que 
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están equidistantes del centro del diseño [7]. La variable a optimizar es la pendiente de la 

curva de calibración, Ai„ VS. CH202 (ver sección 3.6.3). El objetivo de la optimización es 

obtener la pendiente de la curva de calibración de mayor valor. 

Los datos experimentales debieron ser transformados para que se cumplan 

con los supuestos de la prueba ANO VA, siendo la función empleada 

= 

y1 
(7.4) 

La Figura 7.3 muestra la superficie de respuesta obtenida para el diseño central 

compuesto. Lo primero que se debe decir es que no existe interacción entre los factores 

estudiados, por lo que cada factor se estudia por separado. La pendiente aumenta de forma 

lineal cuando el potencial se desplaza catódicamente. El inconveniente es que a 

potenciales más catódicos que -0,09 V no se llega al estado estacionario en la solución de 

blanco, ni para los diferentes agregados de H20 2, haciéndose dificultoso el análisis de los 

datos. A potenciales más anódicos que -0,09 V, el estado estacionario para la solución de 

blanco se alcanzó en menos de cinco minutos. El valor de potencial elegido fue de -0,09 V. 

Para la composición de la mezcla OGRQ-EPS, a medida que aumenta el valor 

de x las pendientes obtenidas también aumentan. El inconveniente es que, por encima de 

un valor de x = 80, los cronoamperogramas presentan bastante ruido y las dispersiones no 

son homogéneas. Por lo tanto, el valor de x seleccionado fue de 80 %. 
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Figura 7.3. Gráfica de superficie de respuesta para la optimización de x y E. 
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7.3.3 Espectroscopia de impedancia electroquímica 

Para caracterizar las diferentes etapas en la construcción del biosensor se usó 

la espectroscopia de impedancia electroquímica, que es una poderosa técnica para 

caracterizar la interface electrodo-solución [8]. El potencial estacionario elegido fue de 0,23 

V (vs. Ag/AgCI), referido al potencial formal del par redox Fe(CN)6-3/-4. 

En las Figuras 7.4 A, B y C se muestran los gráficos de Nyquist (A) y los de 

Bode, magnitud de la impedancia vs frecuencia (B) y ángulo de fase vs frecuencia (C), para 

los electrodos de CV, CV/EPS, CV/OGRQ y CV/OGRQ-EPS. 

Los circuitos equivalentes que mejor ajustaron, para cada electrodo de trabajo 

modificado, se muestran en la Figura 7.4D. 

• Electrodo CV: La Figura 7.4A muestra a altas frecuencias, para el electrodo de CV 

(simbolizado con el símbolo a), un semicírculo debido al control cinético de la descarga 

electroquímica del par redox y, a bajas frecuencias, se observa una línea recta que 

corresponde al control difusional del par redox [8]. En el inserto de la figura se muestra la 

región ampliada para frecuencias altas. En las Figuras 7.4B y C, se pueden observar que 

la contribución del elemento de fase constante (EFC), se pone de manifiesto en el intervalo 

de 100 a 4000 Hz. 

El circuito modelo de Randles, Figura 7.4D(a), es el modelo que mejor ajusta 

los datos experimentales, donde Rs es la resistencia de la solución, RTE es la resistencia a 

la transferencia de carga, EFCdc, es el elemento de fase constante de la doble capa 

eléctrica y W es el elemento de Warburg Se obtuvieron los siguientes valores para los 

elementos, que componen el circuito: IR, = 120 SI, RTE = 112 ,o, EFcdc= ti ixi o-5 F 5°°8 y 

W= 406 
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Figura 7.4. Gráficos de (A) Nyquist, (B) módulo de la impedancia vs la frecuencia y (C) ángulo 

de fase vs. la frecuencia para los electrodos de CV (o), CV/OGR (A) y CV/OGR-EPS (()) y CV/EPS 
( [7). En el inserto de la Figura 7.4a se muestran los gráficos ampliados obtenidos para los electrodos 
de CV y CV/OGR. D) Circuitos equivalentes que mejor ajustaron a los datos experimentales. a) CV, 
b) CV/OGR y CV/EPS, c) CV/OGR-EPS. Las líneas sólidas son los espectros de impedancia 
simulados. 

• Electrodo CV/OGRQ: La Figura 7.4A (representado con el simbolo A), muestra el 

gráfico de Nyquist, para el electrodo CV/OGRQ. Solo se observa la línea recta. En las 

Figuras 7.4B y C, se puede observar la contribución del EFC. Ésta, a diferencia del 

electrodo CV, se da a frecuencias bajas, de 0,1 a 100 Hz. 

El circuito que mejor ajustó los datos experimentales, para este electrodo, se 

muestra en la Figura 7.4D(b), siendo éste el mismo circuito que el obtenido por Cacero y 

col. [9] para el óxido de grafeno, donde Rs, RTE, EFCde y W ya fueron definidos. El 

componente EFCc es el elemento de fase constante de un recubrimiento aislante que 
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impide la transferencia electrónica. En el caso del OGRQ, EFC, corresponde a los grupos 

hidroxilos, carbonilos y carboxilos que están en la superficie basal del OG y que no son 

afectados durante el proceso de reducción, porque el tratamiento químico sólo provoca la 

reducción de los grupos epóxidos, que están, principalmente, localizados en el plano basal 

[10]. Se obtuvieron los siguientes valores para los elementos, que componen el circuito: Rs

= 100 fl, RTE = 62 n, EFCdc= 3,5x10-6 F EFCc= 7,86x10-6 F s-°,13 y W= 406 Ü s-". 

• Electrodo CV/EPS: El gráfico de Nyquist, (representado con el símbolo V) 

presenta, al igual que el electrodo de CV, un semicírculo y una línea recta. El mismo circuito 

empleado para el electrodo CV/OGRQ, permitió obtener mejor ajuste para el electrodo 

CV/EPS. El componente EFC, hace referencia a la enzima, esta actúa como un dieléctrico, 

impidiendo la transferencia electrónica del par Fe(CN)6 344-. 

En las Figuras 7.4B y C, se puede observar la contribución del EFC, la que se 

encuentra en el mismo intervalo de frecuencia que para el electrodo CV. 

Se obtuvieron los siguientes valores para los elementos, que componen el 

circuito: R. = 66 t), RTE = 1266 II, EFCdc= 3,25x10-6 F EFCc= 3,4x10-4 F s-°,15 y W= 

627 Ü s45. 

• Electrodo CV/OGRQ-EPS: El gráfico de Nyquist, (representado con el símbolo o), 

presenta, al igual que el electrodo de CV, un semicírculo y una línea recta. Por otro lado, 

el circuito equivalente para el electrodo CV/OGRQ-EPS, (Figura 7.4D(c)), tiene ciertas 

similitudes que el circuito para el electrodo de CV, con la diferencia que aparece una rama 

adicional, que consiste de una resistencia y un capacitor en serie (Renz y Cenz, 

respectivamente). La impedancia de esta combinación en serie estaría causada por la 

transferencia de carga enzima/electrodo (ver más adelante), que no se observa para el 

electrodo CV/EPS. 

En las Figuras 7.4B y C, se puede observar que la contribución del EFC se 

encuentra en el mismo intervalo que para el electrodo de CV. 

Se obtuvieron los siguientes valores para los elementos, que componen el 

circuito: Rs = 118 1"), RTE = 4124 11, REnz = 5,3x10-10 n, EFcdc= 1,1x10-5 F EFCEnz= 

6,3x10-7 F s-0,12 y w= 539 n

A partir de los datos experimentales, ajustados con los circuitos propuestos en 

la Figura 7.40, se demuestra que el OGRQ reduce la resistencia a la transferencia 

electrónica, por lo que, permitirá una mayor facilidad a la transferencia electrónica directa 

entre el centro activo de EPS y la superficie del electrodo. 

La Figura 7.5 muestra un esquema para los distintos estadios en la 

construcción del biosensor y, la correspondiente aproximación de un elemento eléctrico a 

los diferentes fenómenos físico-químicos. 
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Figura 7.5. Esquema de los circuitos equivalentes usados. 
4,OGRQ y '12.1 es la EPS. 

es el electrodo de CV, :1-Ms es el 

Para el biosensor CV/OGRQ-EPS se obtiene información de la transferencia 

electrónica directa entre la EPS y el electrodo. Para poder estudiar sólo la interacción 

enzima/electrodo, se realiza el espectro de impedancia para el electrodo CV/OGRQ-EPS 

en una solución reguladora de fosfato de pH 7 (ver sección 4.2.5). La Figura 7.6A muestra 

el gráfico de Nyquist obtenido para el electrodo CV/OGR-EPS en una solución reguladora 

de fosfato 0,1 M de pH 7. Los gráficos de Bode (Figura 7.6B) muestran el buen ajuste 

obtenido para el biosensor, empleando el circuito equivalente (Figura 7.6C). 
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Figura 7.6. Espectros de Impedancia para el 
electrodo CV/OGR-EPS. A) Gráfico de Nyquist. B) 
Gráfico de Bode. Las .flechas indican los ejes. C) 
circuito equivalente que mejor ajustó los datos 
experimentales. 
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Para el circuito equivalente mostrado en la Figura 7.60, aparece un nuevo 

elemento, Ca, que es la capacitancia de los procesos superficiales [11]. 

A través del ajuste de los datos experimentales se puede conocer el valor de la 

constante de velocidad de transferencia electrónica, krE [11], definida por la ecuación 7.5 

1 
k TE 7:"." 2RTEC, 

(7.5) 

Debido a las limitaciones instrumentales, no se puede observar el semicírculo 

completo en el gráfico de Nyquist, ya que para poder observarlo completamente se 

necesitaría poder llegar experimentalmente a una frecuencia del orden de los pHz. 

El valor de la constante de velocidad de la transferencia electrónica estimada 

fue de 0,04 s-1. 

7.3.4 Comportamiento electroquímico del electrodo CV/OGR-
EPS 

En la Figura 7.7 se muestran voltamperogramas cíclicos de los electrodos de 

CV/EPS, CV/OGRQ y CV/OGRQ-EPS en la solución reguladora de fosfato 0,1 M (pH 7). 

0,0 

-3,0x10-6

E / V 

3 Ox10.5

00 

b) 

E / V 

Figura 7.7. a) Voltamperogramas cíclicos realizados en solución reguladora de fosfato 0,1 MpH 

7, para los electrodos de CV/EPS (---), CV/OGRQ (—) y CV/OGRQ-EPS ( ). b) para el electrodo de 

CV/OGRQ-EPS reducido electro químicamente. y = 0,05 V s-1

Para el electrodo CV/EPS no se observan picos, mostrando que la 

transferencia electrónica directa entre el electrodo de CV y la enzima no es posible. Para 

el electrodo CV/OGRQ se observa un pequeño pico a -0,28 V, que correspondería a los 

grupos carboxilos presentes en la superficie del OGRQ [10]. Esto está de acuerdo con lo 

descrito en la sección 7.3.3. El electrodo CV/OGR-EPS presenta dos picos de reducción, 
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Íc,i a 0,15 V, con su pico de oxidación complementario, ¡al, a 0,37 V, y otro pico de 

reducción, ic,2, a -0,4 V (Figura 7.7a). Estos picos corresponderían a la reducción y 

oxidación de la enzima inmovilizada sobre la superficie del electrodo. 

El pico ic,2 correspondería a la reducción del ion Fe3+ a Fe2+ del grupo hemo. 

Estas conclusiones están basadas en el trabajo de Gorton y col. [12] que determinaron un 

potencial formal de -0,3 V para el grupo hemo, adsorbido sobre un electrodo de oro 

modificado con mercaptoetanol y en el trabajo de Brusova y col. [13] que adsorbieron el 

grupo hemo sobre un electrodo de CV y obtuvieron un potencial formal de -0,35 V. Además, 

este valor de potencial está en concordancia con los valores encontrados en la bibliografía 

para otras hemo-enzimas, como HRP, citocromo c, hemoglobina (Hb), Peroxidasa de 

tabaco (EPT) y mioglobina (Mb) (ver Tabla 7.1). El potencial formal (E°') del grupo hemo, 

para la conversión redox entre Fe3+ y Fe2+ puede variar sobre un amplio intervalo de 

potenciales, debido a la naturaleza de la esfera de cordinación del hierro en el grupo hemo 

y a la estructura proteica que engobla dicho grupo. En la esfera de coordinación, el 

potencial formal es influenciado por la identidad del ligando axial (ligandos débiles, como 

el sulfuro de metionina, que tiene mayor afinidad para unirse con el Fe2+, favorecen 

potenciales redox más anódicos) y por la estructura química de los sustituyentes en la 

porfirina, éstos determinan la capacidad de donar o extraer electrones, determinando así 

el potencial redox del grupo hemo. El potencial redox es influenciado, además, por la 

estructura proteica debido a las interacciones electrostáticos, producidas por cargas 

locales, o por la exposición con el disolvente y la superficie del electrodo [14]. 

No se observa el pico complementario de oxidación, ia,2, para el pico ic,2, debido, 

probablemente, a que la enzima, o mejor dicho, el ion Fe2+ del grupo hemo interacciona 

con los grupos oxidrilos o carbonilos del electrodo, inactivando la enzima, posiblemente 

debido a la formación del compuesto III [14,15] (ver sección 3.5.2). Cuando se realiza una 

reducción electroquímica adicional del OGRO en el electrodo CV/OGRQ-EPS, desde -0,5 

V a -1,7 V (Figura 7.7b), se eliminan los grupos oxidrilos y carbonilos de la superficie del 

electrodo, pudiéndose observar, como consecuencia, el pico complementario de la 

reducción del grupo hemo. Además, hay un corrimiento del pico de reducción de -0,4 a - 

0,22 V. El inconveniente de realizar la reducción electroquímica del electrodo de trabajo es 

que a potenciales cátodicos grandes la enzima se desnaturaliza, perdiendo su actividad 

catalítica [16]. 
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Tabla 7.1. Parámetros el ectroquímicos para diftrentes biosensores conteniendo hemo-
enzimas. 

Electrodo pH E°' / V Referencia 

CV/NTSCPS /EPS 5 -0,24 vs. Ag/AgCI [17] 

CV/NTC-Hb-Nafión 6,8 -0,343 vs. ECS [18] 

GP/PEI/Fe30 4/Hb 7 -0,34 vs. ECS [19] 

CV/Grafeno/HRP/Nafión 7 -0,362 vs. ECS [20] 

El-Nafion-HRP 7 -0,33 vs. ECS [21] 

CV/OGRQ/HRP 7 -0,3 vs ECS [22] 

DNA/chitosan/Fe304/HRP/GCE 7 -0,32 vs Ag/AgCI [23] 

CV/ FL-Hb-Nafión 

7,4 

-0,381 vs. ECS 

[24] CV/ FL-Mb-Nafión -0,377 vs. ECS 

CV/ FL-HRP-Nafión -0,384 vs. ECS 

GD/EPT 5 -0,208 vs. Ag/AgCI [25] 

Nota: GP: Grafito pirolítico, PEZ: polietilenimina, NTSCPS: nanotubos semi cerrados de carbono de 

pared simple, El: electrodo impreso, FL: Film de Lecitina, EPT: Enzima peroxidasa de tabaco. 

La Figura 7.8 muestra los voltamperogramas cíclicos de los picos i .c,i, -a,1, en el 

intervalo de potenciales de 0,7 a -0,1 V, a tres velocidades de barrido diferentes. Li y col. 

[11] estudiaron las propiedades de oxidación/reducción de la enzima HRP sobre un 

electrodo de oro modificado con el ácido 3-mercaptopropiónico. Bajo estas condiciones, 

estos autores obtuvieron dos picos de reducción/oxidación, donde el potencial formal para 

cada pico fue de 0,175 V y 0,5 V, respectivamente, atribuyendo el primer pico a la cupla 

HRP/Cpll y el segundo a la cupla CpII/Cpl. Basado en este trabajo, se puede inferir que los 

picos ic,1 e ia,1 se podrían atribuir a la formación del Cp II. El potencial formal (estimado 

como el promedio de los potenciales de pico anódico y catódico) de EPS fue de 0,259 V vs 

Ag/AgCl. 
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Figura 7.8. Voltamperogramas cíclicos registrados en una solución reguladora de fosfato 0,1 M 
pH 7 para el electrodo de CV/OGRQ-EPS a las velocidades de barrido de 0,05, 0,075 y 0,1 V s-1. En 
el inserto de la figura se muestra el gráfico de Ipc,1 vs. v y lp„.1 vs. v. Las flechas indican la dirección 
del barrido de potencial 

En el inserto de la Figura 7.8, se observa la relación de la corriente de pico ip,cl 

y de la ip,a,i vs la velocidad de barrido (y). La corriente de pico catódica y anódica aumentan 

linealmente con y, indicando que la reacción redox es un proceso controlado por adsorción 

[26]. La relación entre las corrientes de pico anódico y catódico es de 0,7. La concentración 

de la enzima electroactiva sobre la superficie del electrodo, fue estimada a partir de la 

siguiente ecuación, I' = Q/nFA, donde I' es la concentración superficial de EPS 

electroactiva, Q es la carga obtenida al integrar el área del pico redox de los 

voltamperogramas cíclicos, después de corregir por la corriente del blanco, n es el número 

de electrones y F la constante de Faraday. El valor estimado, para n = 1, fue de (1,1 ± 0,2) 

x 10-10 mol cm-2, que es sólo un 7,5 °/c, de la cantidad de enzima total depositada sobre el 

electrodo. La constante de velocidad de la transferencia electrónica, kTE, de la EPS 

adsorbida puede ser calculada empleando el tratamiento matemático propuesto por Laviron 

[26]: 

RT (RTkTE) RT 
—I  

nF 
n 

anF ) anF 
In v 

a 
(7.6) 

donde a es el coeficiente de transferencia catódico, kTE es la constante de velocidad de 

transferencia electrónica, y es la velocidad de barrido, E°' es el potencial formal, F, R y T 

tienen sus significados habituales. De acuerdo con la ec. 7.6, al realizar un gráfico de Ep vs 

In y se pueden determinar los valores de a y kTE. Considerando que n es igual a 1, a y kTE 

fueron estimados igual a 0,33 y 0,042 s-1, respectivamente. El valor de kTE obtenido por este 
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método es similar al obtenido por EIE (sección 7.3.3). El valor obtenido para a concuerda 

con otros valores obtenidos para las peroxidasas, por ejemplo, 0,43 para CTS/Hb/3D-

Gr/CILE [27], 0,31 para HRP-Sb-BLM [28] ó 0,39 para HRP/Zr02 NPs/GCE [29]. El valor 

obtenido de kTE para la transferencia de los picos ipc,, e ira,i es menor comparado al valor 

obtenido para la transferencia electrónica HRP(Fe3+)/HRP(Fe2+): 4,63 s-1 para 

CV/Grafeno/HRP/Nafion [20], 1,864 al  para CTS/Hb/3D-Gr/CILE [27] y 1,11 S-1 para HRP-

DEB [30]. Los grandes valores de la transferencia electrónica para la cupla Fe3f/Fe2+ 

demuestran la facilidad de esta reducción en comparación del EPS(Fe3+)/Coll. La constante 

de transferencia electrónica para la cupla HRP/Cpl I fue de 0,094 s-1 para el electrodo 

HRP/SAM/Au [11]. A pesar de que la constante de transferencia electrónica para el 

electrodo CV/OGRQ-EPS es menor que HRP/SAM/Au, la ventaja del primero respecto del 

segundo, es que se está trabajando con electrodos carbonosos, que son mucho más 

económicos en comparación a los electrodos de Au. 

7.3.5 Determinación de H202 

Como se muestra en la Figura 7.9A la corriente aumenta negativamente con la 

concentración de peróxido de hidrógeno, lo que es esperado por la ec. 7.1. Para 

concentraciones menores que 2 pM las corrientes estacionarias se alcanzan en 4 min., 

mientras que para concentraciones ?. 2 pM las corrientes estacionarias se alcanzan en 20 

s. A bajas concentraciones, la corriente está limitada por el transporte de H202 desde el 

seno de la solución hacia la superficie del electrodo. Para concentraciones superiores, el 

paso limitante es la velocidad de la reacción, ya que la concentración de peróxido de 

hidrógeno en la superficie del electrodo es igual a la del seno de la solución [31]. 

0 00 

-1 50x10-a

-3 00x1? 

1600 2000 

t / S CH202 I 

60 

Figura 7.9. A) Gráficos de i vs. t obtenidos para diferentes agregados de H202. a)0,25 b) 0,5 c) 
0,75 d) 1,00 e) 6,00 f) 20,00 pM. B) Gráfico de Lli„vs. la concentración de peróxido de hidrogeno. 
El inserto de la figura corresponde al intervalo lineal de la curva de calibración. 
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La Figura 7.9B muestra la curva de calibración obtenida. El intervalo lineal fue 

de 2,5 x 10-7 a 3,0 x 10-6 M (inserto de la Figura 7.9B), cumpliendo con el test de linealidad 

(Fexp < Fteonw) (ver sección 3.6.3), con una sensibilidad de (4,0 ± 0,4) x 10-3 A M-1. El límite 

de detección (LD) fue igual a 5,0 x 10-8 M y se calculó en función de la desviación estándar 

de la concentración predicha para una muestra blanco (ver sección 3.6.3). El LD obtenido 

es menor que el obtenido para otros biosensores conteniendo a la EPS (Tabla 7.2). El 

límite de cuantificación fue de 1,5x10-7 M (calculado como 3 veces el LD). 

Tabla 7.2. Cifras de méritos para diférentes biosensores desarrollados con la EPS. 

Biosensor LD / 
M 

Intervalo Lineal / 
M 

Sensibilidad 
/ A M-1

Km,ap / 
M 

Ref. 

EPS/NTSCPS/CV 5x 10-y (0,02-1,2) x 10-3 0,0166 4,88x 10-3 [17] 

EPS en una matriz de 
sol gel* 

5 x 10-7 (0,02-2,6) x 10-3 0,0275 5,12x 10-3 [32] 

EPS/PVA-g-PVP/CV ** 1 x 10-7 (0,01-6,2) x 10-3 0,0052 12,8 x 10-3 [33] 

CV/OGRQ-EPS 5 x 10-8 (0,25-3) x 10-6 0,0040 1,6 x 10-6
Este 

trabajo 

Nota: N'TSCPS: Nanotubos de carbono semicermdos de pared simple; *: usa azul de metileno como 
mediador redox; **: usa ferricianuro como mediador redox. 

A partir de una concentración de H202 48 pM, el electrodo se satura y no hay 

incremento significativo en los valores de la corriente. Como se mencionó en la sección 

3.5.3, la reacción catalítica global de las peroxidasas (ecs. 3.4-3.6), son usualmente 

irreversibles, y no existe un límite superior en la velocidad. Por lo que la reacción catalítica 

de EPS no cumple con un comportamiento del tipo Michaelis-Menten, pero existe evidencia 

que, al considerar sólo las ecs. 3.5 o 3.6 estas pueden llegar a cumplir con un 

comportamiento del tipo Michaelis-Menten [34]. 

La constante aparente de Michaelis-Menten (Km,,p), que provee un indicio de la 

afinidad enzima-sustrato y una vía para comparar un biosensor con otro, puede ser 

obtenida a partir de la ecuación de Lineweaver-Burk [35]. 

1 1 KM,ap = 

Lee imax Imax 

(7.7) 

donde ie, es la corriente de estado estacionario después del agregado de H202, c es la 

concentración de H202 agregado e im„ es la corriente máxima de saturación de H202. El 

valor de Km,ap calculado para este biosensor fue de (1,6 ± 0,4) x M. Este valor es mucho 
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menor que el obtenido para los otros biosensores (ver tabla 7.2). Esto sugiere una mayor 

afinidad de la EPS adsorbida sobre el electrodo OGRQ hacia el H202 en comparación con 

los otros biosensores. 

7.3.6 Parámetros estadísticos del biosensor para determinar 
H202 

Por un lado, cuatro electrodos diferentes fueron preparados para estudiar la 

reproducibilidad. A partir de las pendientes de las curvas de calibración obtenidas con estos 

electrodos se obtuvo un coeficiente de variación porcentual (%CV) del 9 %. Por otro lado, 

la repetibilidad del biosensor se evaluó a través de medidas de las pendientes de cuatro 

curvas de calibración obtenidas con el mismo electrodo, obteniendo un %CV del 4%. 

La estabilidad del biosensor se evaluó midiendo distintas c /202, donde el 

electrodo retuvo su actividad para 24 medidas consecutivas de H202. La estabilidad del 

biosensor almacenado a 4 °C fue de 5 días. Los resultados muestran que la estabilidad a 

largo plazo de este biosensor no es satisfactoria, pero es valioso lo fácil de su preparación 

y el LD que puede ser alcanzado. 

La selectividad de los biosensores que contienen peroxidasas como 

componente biológico para la determinación de H202 se evaluó adicionando sustancias 

interferentes comunes, tales como ácido úríco, ácido ascórbico, glucosa y dopamina 

[20,22,23,30,36]. Por lo tanto, la selectividad del biosensor GC/CRGO-SBP se estudió en 

presencia de los interferentes antes mencionados, a una concentración de 100 pM cada 

uno y a una concentración de H202 de 2 pM. Estas sustancias no produjeron ningún cambio 

en la respuesta de la corriente, por lo que no interfieren en la detección de H202. 

Estos resultados muestran que este biosensor es altamente selectivo a la 

determinación de peróxido de hidrógeno bajo las condiciones experimentales usadas. 
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7.4 Biosensor CV/OGRQ-EPS para determinar STEH 

Como se mencionó en la sección 7.1, STEH podría llegar a ser sustrato de la 

EPS, debido a la presencia de un grupo fenólico en su estructura (Figura 1.3). Por lo tanto, 

lo primero que se debe hacer es comprobar dicha hipótesis. 

7.4.1 ¿Es STEH sustrato de la EPS? 

Para responder a esta pregunta se realizaron experimentos de cinética 

enzimática mediante espectroscopia UV-Visible. 

STEH presenta dos bandas de absorción en la región UV-Visible, con máximos 

en 240 y 328 nm en solución reguladora de fosfato, en el intervalo de pH de 4 a 8 (ver 

sección 5.2). La reacción enzimática se estudió analizando la disminución de la banda a 

328 nm, empleando el método de las velocidades iniciales (v,) para determinar la velocidad 

de reacción (ver sección 4.2.6). 

En la Figura 7.10A se muestra la disminución en la absorbancia de la banda de 

STEH a 328 nm vs. el tiempo de reacción. Claramente, se observa cómo disminuye la 

absorbancia a medida que avanza el tiempo, lo que pone en evidencia que STEH es 

sustrato de la EPS. En la Figura 7.10B se observa como disminuye la banda de absorción 

de STEH a 328 nm a diferentes tiempos de reacción. 

0,16 

0,08 

(A) 

o 
t s 

600 

0,18 

0,09 

300 
nm 

360 

Figura 7.10. (A) Disminución de la absorbancia de STEH a A= 328 nm, con el tiempo. (B) 
Espectros de absorción UV-visible de STEH a diferentes tiempos de reacción: O s (negro), 10 s 
(rojo), 20 s (azul), 300 s (gris), 400 s (fucsia), 500 s (verde), 600 s (celeste) y 700 s (naranja). C:sTEH -

12 ,uM, c = 15 nM, c;402 — 1,5 mM, pH 7. 
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7.4.2 Optimización de la velocidad de reacción enzimática 

Se estudió el efecto de la concentración de STEH, de H202, de enzima y el pH 

sobre la velocidad de reacción. Se empleó el diseño experimental central compuesto para 

la optimización de los cuatro factores. Los niveles de cada factor se muestran en la Tabla 

7.3. La temperatura fue de 25 °C. 

Tabla 7.3. Niveles seleccionados, correspondiente a cada factor, para el diseño 

experimental central compuesto. 

Factores Niveles 

c (nM) 2,5 15 27,5 40 52,5 

c11202 (mM) 0,3 0,7 1,1 1,5 1,9 

c'TEH (PM) 1,5 5 8,5 12 15,5 

pH 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 

En total son 27 experimentos a realizar. 

La respuesta a optimizar es la velocidad inicial, v„ de la reacción enzimática 

catalítica. 

La gráfica de superficie de respuesta obtenida se muestra en la Figura 7.11. 

c.120, 

Figura 7.11. Grafica de superficie de respuesta. cE* 15 MI, CTEH= 12 uM. 

Por la forma de la superficie de respuesta, se puede predecir que existe 

interacción entre los factores estudiados. Para mejorar el estudio de los factores 

significativos (p> 0,05), se recurre al modelo de segundo orden que se obtuvo al ajustar 

los datos experimentales (ec. 7.8). La ecuación de segundo orden de los factores 

significativos se presenta a continuación: 
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vi = 7,49x10-4 + 6,58x10-4c k02 + 9,35x10-6c,ZTEH + 1,18x10-4pH 

— 1,07x10-44 402 pH — 3,17x10-6CSTEH 2

(7.8) 

Lo primero que se observa, del modelo de segundo orden generado, es que la 

velocidad inicial no depende de la concentración de la enzima, por lo que se podría trabajar 

con cualquier concentración de ésta. 

La velocidad de reacción es dependiente de la concentración de STEH. Como 

se puede observar en el tercer término de la ec. 7.8, al aumentar .,TEH aumenta la 

velocidad de reacción, mientras que, si se observa el último término de la ec. 7.8, la 

disminuye con la c.1TEH elevada al cuadrado, pero, como las concentraciones de STEH son 

pequeñas, el último término es despreciable en comparación al tercer término por lo que 

se puede concluir que al aumentar la concentración de STEH aumenta la velocidad inicial 

de la reacción. 

No existe interacción entre C TEH pH y entre CC*" 
aTEH 

C11202 . Esto último es 

favorable ya que, si existiera interacción el nivel de CTEH empleado para llevar a cabo la 

reacción catalítica dependerá del nivel de concentración de H20 2, es decir, sería necesario 

conocer de antemano las concentraciones a usar, algo no muy práctico, si se piensa en 

realizar determinaciones analíticas. 

Existe también interacción entre el pH - c11202. De la Figura 7.11 se deduce que, 

a bajas concentraciones de H202, es recomendable un pH de 5 para lograr una mayor 

velocidad inicial. Inversamente, a concentraciones altas de H202, un pH de 7 permite 

obtener valores de velocidad inicial más altos. Las condiciones óptimas de pH y 

concentración de peróxido de hidrógeno son: c;1202.= 1,5 mM (para pH 7) ó cH* 202= 0,7 mM 

(para pH 5). 

Empleando los datos del diseño experimental se determinaron, además, los 

parámetros cinéticos de la reacción enzimática, kl y k3 (ecs. 7.1 y 7.3) (ver sección 3.5.3), 

para una concentración de enzima de 15 nM y pH 7. Los valores obtenidos fueron, 1(1 = 

5,83 x 106 ivr 5 y k3 = 4,89 x 108 M1

7.4.3 Optimización del biosensor CV/OGRQ-EPS para la 
detección de STEH 

Habiendo establecido que STEH es sustrato de la EPS, se empleó el biosensor 

CV/OGRQ-EPS, con las mismas condiciones óptimas determinadas para la detección de 

H202, para la detección de STEH. En la Figura 7.12 se puede observar que el biosensor 

CV/OGRQ-EPS responde a diferentes agregados de STEH, por lo que es posible su 

utilización para detectar esta micotoxina. 
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Figura 7.12. Gráfico de i vs. tpara el biosensor C V/OGRQ-EPS cuando: (a) se agrega solución de 
1-1202 50 ,uM y (b) se agregan alicuotas de 5 pl. de STEH (100 ,uM) a pH 7. 

Las condiciones óptimas, del biosensor CV/OGRQ-EPS, encontradas para 

detectar H202 necesariamente no deben ser las mismas para la detección de STEH. Así, 

es necesario encontrar cuales son las mejores condiciones de trabajo para obtener la 

mayor sensibilidad en la determinación de STEH. 

Un diagrama de lshikawa o diagrama causa-efecto es útil para seleccionar los 

factores relevantes a ser estudiados [37]. En la Figura 7.13 se muestra el diagrama de 

Ishikawa, indicando los factores que pueden llegar a intervenir en la construcción del 

biosensor CV/OGRQ-EPS para detectar STEH. La mayoría de los factores son los mismos 

que fueron considerados para la detección de H20 2. 

Volumen de mezcla 
OGRQ/EPS depositada 
sobre el electrodo (4) 

Mezcla 
OGRQ/EPS 

(% v/v) 

Temperatura de 
secado de la mezcla 

sobre el electrodo t'O 

E (V) 

Figura 7.13. Diagrama de Ishikawa que ¡nuestra los factores a tener en cuenta en la 

optimización de la construcción del biosensor. 

En el diagrama se pueden observar seis factores que podrían ser significativos 

para la construcción del biosensor CV/OGRQ-EPS para detectar STEH. Los primeros cinco 
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son los mismos factores que fueron considerados para la detección de H202 (Sección 

7.3 2). La diferencia reside en el último factor, donde, para el caso anterior, no se lo tenía 

en cuenta porque el objetivo era determinar la concentración de H202. En este caso, nos 

interesa saber que concentración de H202 se debe emplear para iniciar el mecanismo 

catalítico de la EPS. En la sección anterior, se estudió la cinética enzimática en una 

solución homogénea y se encontró que existe interacción entre el pH y la 4 02, siendo los 

pH óptimos 5 y 7. 

De estos seis factores, se considera que la mezcla OGRQ-EPS (x), la cantidad 

depositada sobre el electrodo, la temperatura de secado y el potencial son los mismos que 

los estudiados en la sección 7.3.2, ya que sólo estos hacen referencia a la relación de la 

EPS adsorbida sobre la superficie del electrodo. Como el pH y la concentración de H202 

están involucrados en la reacción catalítica (ecs. 7.1-7.3), estos dos factores serán los que 

se optimizarán. Nuevamente, la variable a optimizar es la pendiente de la curva de 

calibración, Ai„ vs cs*TEH (ver sección 3.6.3). El objetivo de la optimización es obtener la 

pendiente de la curva de calibración de mayor valor. 

La optimización se realizó usando un diseño de superficie de respuesta central 

compuesto. El diseño consistió en 12 experimentos, donde el pH se varió entre 4 y 8 y la 

concentración de H202 entre 5 y 65 pM. Este último intervalo está basado en la curva de 

calibración para H202 mostrada en la Figura 7.9b. 

En la Figura 7.14. se observa la superficie de respuesta obtenida. Para cumplir 

con los supuestos de ANOVA, las respuestas debieron ser transformadas a: 

y' = logy (7.9) 

Como se puede observar, en la Figura 7.14 no hay interacción entre el pH y la 

ck 02 . Se obtuvo el mayor valor de la pendiente para pH 5 y una cko, de 50 pM. 

Así, las condiciones óptimas de trabajo fueron: 

• Mezcla OGRQ:EPS = 20:80, 

• Volumen depositado sobre el electrodo = 5 pL 

• Temperatura de secado = 35 °C 

• pH = 5 

• Potencial aplicado = - 0,090 V 

• Concentración de H202 = 50 pM 
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Figura 7.14. Superficie de respuesta para los fáctores pH y c11202. 
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7.4.4 Determinación de STEH 

La Figura 7.15A muestra las respuestas amperométricas obtenidas para 

diferentes agregados de STEH. A concentraciones bajas, la condición de estado 

estacionario se alcanzó a los 3 min., mientras que, a concentraciones altas, la condición 

de estado estacionario se alcanzó a 1 min. En la Figura 7.15B se muestra la curva de 

calibración para STEH, graficada como la diferencia de la corriente de estado estacionario 

menos la corriente de estado estacionario del blanco (Alee) vs la concentración de STEH. 

A) 

-9,00x10-8

1,35x104

o 1 

CITEH 

Figura 7.15. A) Gráficos de i vs. 1, para diferentes agregados de STEH. B) Gráfico de di„ vs.c.;TEti• 
En el inserto se muestra el intervalo lineal de la curva de calibración. 

En el inserto de la Figura 7.15B se muestra el intervalo lineal de la curva de 

calibración, que va de 1,3 x 10-7 a 5,0 x 10-7 M, cumpliendo con el test de linealidad (F"p < 

Fteórico), con una sensibilidad de (0,082 + 0,004) A m-1, una sensibilidad analítica (y) de 
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120,36 M-1, 1/y de 0,01 pM. 1/y indica la menor diferencia de concentración que puede 

apreciarse a lo largo del intervalo de aplicación de la técnica analítica [38]. 

El límite de detección (LD) fue igual a 2,0 x10 8 M y se calculó según la nueva 

definición de la IUPAC [38] (ver sección 3.6.3). En la Tabla 7.4 se muestran los LD 

obtenidos con los métodos desarrollados hasta la fecha. El LD obtenido por el biosensor 

CV/OGRQ-EPS es ligeramente mayor que aquellos de los métodos cromatogáficos. Sin 

embargo, la ventaja del biosensor en comparación con los métodos cromatográficos es el 

bajo costo y el menor tiempo de análisis. Con respecto al biosensor Au/NTCPS-

Quitosano/Aflatoxina-oxidasa, la ventaja del biosensor construido en este trabajo es que 

se utilizan electrodos carbonosos, mucho más económicos que los de oro y con una enzima 

extraída de la soja, planta que abunda en nuestro país. 

El valor de Km,ap calculado para este biosensor fue de (2,20 ± 0,03) x 10-7 M que 

es menor, en comparación al valor obtenido para H20 2 (1,6 x 10-6 M), lo que muestra la 

gran afinidad de la EPS hacia STEH. 

Tabla 7.4. Límites de detección obtenidos por diferentes métodos para la determinación de STEH. 

Método LD / pg L-1 Referencia 

HPLC-MS/MS 1,5 [39] 

HPLC-MS 3,3 [40] 

HPLC-UV 0,26 [41] 

Sensor fluorescente 19 [42] 
_ 

Biosensor: Au/NTCPS-Quitosano/Aflatoxina-
oxidasa 

3 [43] 

Biosensor: Au/NTCPM/Aflatoxina-detoxifizima 42 [44] 

Biosensor: CV/OGRQ-EPS 8,16 Este trabajo 

7.4.5 Parámetros estadísticos del biosensor para la 
determinación de STEH 

La reproducibilidad del biosensor fue evaluada a través de medidas de las 

pendientes de las curvas de calibración de cuatro electrodos diferentes. Ellos fueron 

preparados independientemente, obteniendo un coeficiente de variación porcentual (%CV) 

de 2%. La repetibilidad se evaluó usando un mismo electrodo durante cuatro 

determinaciones, obteniendo un %CV del 1%, a partir también de las pendientes de las 

curvas de calibración. 
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La estabilidad del biosensor se evaluó midiendo distintas donde el 

electrodo retuvo su actividad hasta 15 medidas consecutivas de STEN. La estabilidad del 

biosensor almacenado a 4 °C fue de 5 días. 

Los resultados muestran que la estabilidad a largo plazo de este biosensor no 

es satisfactoria, pero es valioso la simpleza de su preparación y el LD que puede ser 

alcanzado. 

7.4.6 Ensayos de recuperación 

Los ensayos de recuperación se hicieron utilizando muestras de maíz 

contaminadas "ex profeso", como se describió en la sección 4.2.7. 

En la Tabla 7.5 se muestran los porcentajes de recuperación (%R) obtenidos 

para 6 muestras diferentes. 

Tabla 7.5. Porcentajes de recuperación (%R) obtenidos para 6 muestras. 

Muestra 
Nominal 
( lig m L - 1) 

Encontrado 
(ig m L - 1) 

%R 

1 15,0 14,4 96 

2 15,0 13,5 89 

3 43,5 43,5 99 

4 43,5 49,6 114 

5 70,0 64,4 92 

6 70,0 61,6 88 

Promedio 96 + 9 

Cuando se discuten los resultados de la recuperación se suele afirmar que son 

satisfactorios, sólo mediante la inspección visual de los valores previstos o la cercanía de 

las recuperaciones al 100 %. Sin embargo, se deben aplicar las pruebas estadísticas para 

evaluar si una recuperación no es estadísticamente diferente de 100 % [45]. 

Un análisis estadístico adecuado involucra un test de hipótesis, ¿la 

recuperación media es significativamente diferente del 100 °A? Para contestar esta 

pregunta, las hipótesis a probar, son: hipótesis nula, 1-10, (P„p = 100 %) e hipótesis 

alternativa, H1, (fi„p 100 %); la hipótesis nula es rechazada a un nivel de significancia 

(a) si t„p excede el valor crítico a un nivel a, t(a., N-1) (N es el número de muestras 

analizadas). El valor experimental, texp, es estimado a través de la ec. 7.10 [46]: 

1100  R„p1VJ "\I 

te xp = 
SR 

(7.10) 

donde -fiexp es la recuperación experimental promedio y sR es la desviación estándar de las 

recuperaciones. 

164 



Para nuestro caso, N es igual a 6 y, considerando un nivel de significancia del 

95%, tteor = 2,015, el cual fue extraído de la Tabla II de la referencia [47]. Al usar la ec. 7.10, 

se obtiene un valor de t„p = 0,65, que es menor a tteor, por lo que se concluye que el 

porcentaje de recuperación no difiere significativamente del 100%. 

7.4.7 Validación del método electroanalítico 
Como se mencionó en la sección 4.2.5, se usó la cromatografía líquida con 

detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) como método de referencia para validar los 

resultados obtenidos con el biosensor CV/OGRQ-EPS. 

En la Figura 7.16a se muestra un cromatograma de la solución patrón de STEH. 

Como se puede observar, aparece sólo un pico cromatográfico, con un tiempo de retención 

de 3,42 mm , que corresponde a la elución de la micotoxina. En la Figura 7.16b se muestra 

la correspondiente curva de calibración obtenida por HPLC-DAD para STEH. 

.1 300 

o 200 

o 

a) 

o 

b) 

1 2 

1,2x104
o 
u 
'a. 

-0 
«3 6,0x103

0,0 
o 

3 4 

50 

P*sTEH / PPM

5 6 mmn 

100 

Figura 7.16. a) Cromatográma de una solución patrón de STEH, C'iTEH =75 ppm, b) Curva de 
calibración de STEH obtenida por HPLC-DAD. 

Las 6 muestras de maíz enriquecidas "ex profeso" con STEH se determinaron 

por HPLC-DAD. En la Figura 7.17 se pueden observar los cromatogramas obtenidos para 
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una muestra de maíz esteril (sin STEH, figura 7.17a) y para una muestra de maíz 

enriquecida con STEH (Figura 7.17b). Como puede observarse, no existen picos que 

interfieran en la determinación de STEH, poniendo en evidencia que el método de limpieza 

empleado, previo a inyectar las muestras en el cromatógrafo HPLC, es muy efectivo (ver 

sección 4.21.1). Los dos picos que aparecen antes de los 2 mm , corresponden a 

sustancias presentes en la muestra de maíz que no interfieren en el pico de elución de 

STEH. 

e 300 

[200 
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4 5 6 min 

Figura 7.17. a) Cromatograma de una solución de maíz esteril (sin STEH). b) Cromatográma de 
una muestra de maíz enriquecida con STEH, Cs*TEH =70 ppm. 

Los valores que se obtuvieron, para las seis muestras de maíz enriquecidas 

con STEH, empleando HPLC-DAD, se presentan en la Tabla 7.6. 

Tabla 7.6. Valores de concentraciones para las seis muestras de maíz enriquecidas con STEH 

obtenidas por HPLC-DAD. 

Muestra 
Nominal 
(lig mL-1) 

Encontrado 
(in mL-1) 

1 15,0 15,3 

2 15,0 14,0 

3 43,5 44,8 

4 43,5 45,0 

5 70,0 69,7 

6 70,0 70,4 
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La comparación de los resultados obtenidos con el biosensor CV/OGRQ-EPS 

y por cromatografía HPLC-DAD se realizó empleando el método de la región elíptica de 

confianza conjunta (EJRC) [38]. La EJRC es de especial relevancia en la comparación de 

métodos analíticos ya que, esta herramienta, pone de manifiesto la existencia de 

diferencias significativas en la capacidad de estimación a diferentes niveles de 

concentración. 

Como la cromatografía HPLC es el método de referencia esta estará en el eje 

x y el biosensor en el eje y [38]. 

La Figura 7.18 muestra la elipse obtenida. Como se puede observar, la elipse 

contiene el punto ideal, por lo que no existen diferencias estadísticamente significativas 

entre ambos métodos para un nivel de confianza del 95 'Yo, es decir, las concentraciones 

estimadas por ambos métodos pueden considerarse iguales. 

200,

o 
HPLC 

Figura 7.18. Método de la región elíptica de confianza para comparar los dos métodos analíticos: 
cromatografía HPLC y el biosensor CV/OGRQ-EPS. 

7.4.8 Determinación de STEH en muestras de maíz 
contaminadas con el hongo Aspergillus flavus 

Como se describió en el capítulo 1 STEH es precursor de la AFB1. Esta 

característica permite obtener un sistema de alarma temprana para AFB1 a través de la 

determinación de STEH por el biosensor CV/OGRQ-EPS: "Si STEH está presente, lo más 

probable es que AFB1 esté presente o en los próximos días esta se generará". 

En la Figura 7.19 se puede observar las muestras de maíz, contaminadas con 

el hongo Aspergiflus flavus, correspondientes a los días 4, 5, 6 y 7, antes de ser sometidas 

a la extracción. Como se puede observar, a partir del día 4 comienza a observarse el hongo 
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sobre la superficie. Para los días posteriores al séptimo la superficie del maíz está 
totalmente cubierta por el hongo. 

Figura 7.19. Muestras de maíz contaminadas con el hongo Aspergillus flavus para los dias: a) 4, 
b) 5, c) 6 y d) 7. 

Las muestras de maíz fueron extraídas como se describió en la sección 4.2.7.1. 

STEH fue determinada empleando el biosensor CV/OGRQ-EPS para los 13 días de 

incubación, mientras que para AFB1 fue determinada por HPLC-fluorescencia para los días 

de incubación 7 a 13. 

La Figura 7.20 muestra la curva de producción, en ng / g de maíz, de STEH 

(línea roja) y AFB1 (línea negra). La biosíntesis de STEH, por el hongo Aspergillus fiavus, 

se inicia a partir del primer día de incubación, alcanzando un máximo al tercer día. Para los 

posteriores días, la producción de STEH disminuye obteniendo un mínimo en el décimo 

día. Esta disminución se debe a que esta micotoxina es consumida para generar AFB1. 

Basados en el trabajo de Garcia y col. [48] se puede describir, de forma cualitativa, la 

producción de AFB1 (línea punteada, Figura 7.20). Estos autores encontraron que A. 

flavus, en muestras de maíz, es detectable a partir del día 2. 
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Para los días de incubación 7 a 13, el máximo de producción de AFB1 

corresponde al día 7, disminuyendo hasta alcanzar un mínimo de producción a los 10 días 

de incubación. Para el duodécimo día se produce un leve aumento en la cantidad de AFB1, 

con una posterior disminución. García y col. [48] también encontraron que la máxima 

producción de AFB1 se da al séptimo día seguida por una disminución en la concentración 

de AFB1, para el día de octavo día de incubación. Mellon y col. [49] estudiaron la 

producción de AFB1 por el hongo A. flavus, en un medio sintético que simulaba granos de 

maíz. Los autores encontraron que después de alcanzar un máximo en la producción de 

AFB1, se producía una disminución de la concentración de esta micotoxina. 

La disminución de la cantidad de AFB1 puede deberse a una disminución de la 

velocidad de crecimiento [48], ó a una degradación producida por el propio hongo como 

fuente alternativa de carbono [50]. 

N 
(t5 
E 6 .0X1 O 
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C7) 
O 6 

Días 

12 

Figura 7.20. Producción de STEH (línea roja) y AFB1 (línea negra) en muestras de maíz 
contaminadas con el hongo Aspergillus flavus. La línea punteada describe de forma cualitativa la 
producción de AFB1 para los días de incubación < 7. 
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7.5 Conclusiones 

El OGRQ permite la transferencia electrónica directa entre la EPS y el electrodo 

modificado. Sobre esta base, se construyó el biosensor CV/OGRQ-EPS para la detección 

y determinación de H202 y STEH sin el empleo de ningún mediador redox. 

El biosensor presenta una muy buena afinidad hacia H20 2, con bajo límite de 

detección y, además, la presencia de ácido úrico, ácido ascórbico, dopamina y glucosa no 

interfieren en la determinación de H202. 

El biosensor para la determinación de STEH presenta un límite de detección 

ligeramente mayor a los métodos cromatográficos. Se obtuvieron porcentajes de 

recuperación que no difieren estadísticamente del 100 %. Además, los resultados 

obtenidos por el biosensor fueron validados por cromatografía HPLC-DAD, mostrando que 

no existen diferencias estadísticamente significativas entre ambos métodos. 

El biosensor fue usado exitosamente para determinar STEH en muestras de 

maíz contaminadas con el hongo A. flavus. 

El biosensor es simple de fabricar, muy rápido de armar y presenta valores de 

reproducibilidad y repetitibilidad, expresados por el %CV, de 9 y 4% respectivamente para 

H202, y de 2 y 1%, respectivamente para STEH. 
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CONCLUSIONES GENERALES 



El desarrollo de esta tesis doctoral se llevó a cabo en dos grandes partes, que 

consistieron, por un lado, en el estudio de la descarga electroquímica de la micotoxina 

esterigmatocistina (STEH) y, por otro, en el desarrollo de un método electroanalítico para 

la detección y cuantificación de STEH en muestras de maíz. Ambas partes se basaron en 

diferentes objetivos específicos, que permitieron lograr el cumplimiento del objetivo 

general de la tesis. 

Previo al desarrollo de estas dos partes, se estudió el comportamiento de 

STEH por espectroscopia de absorción UV-visible en acetonitrilo y soluciones 

reguladoras de fosfato de diferentes valores de pH. Los datos espectroscópicos 

obtenidos en acetonitrilo se informan por primera vez, ya que en bibliografía se 

encuentran sólo datos espectroscópicos obtenidos en metanol. Así, además de aportar 

los valores de los coeficientes de extinción molares para las bandas de absorción de 

STEH, se estudió también como cambian los espectros de absorción UV-visible de STEH 

en presencia de un ácido y una base. Se realizaron, además, simulaciones 

computacionales de los espectros de absorción para poder relacionar la estructura 

molecular/banda de absorción, lo que nos da una idea más detallada del fenómeno de 

absorción. En soluciones reguladoras de fosfato, se determinó, por primera vez, la 

constante de acidez aparente de STEH. Las propiedades ácidas de STEH se estudiaron 

registrando los espectros de absorción UV-visible de STEH a diferentes valores de pH y 

se analizaron los datos con una metodología desarrollada en nuestro laboratorio. 

Además, estos estudios permitieron determinar los valores de los coeficientes de 

extinción molar de las distintas especies presentes en solución. El empleo de la 

espectroscopia de absorción UV-visible fue de gran utilidad para la interpretación de los 

resultados, ya que esta técnica se usó como una técnica complementaria a las técnicas 

electroquímicas. 

Por otro lado, el estudio de la descarga electroquímica de STEH se realizó en 

acetonitrilo sobre electrodos de carbono vítreo, usando perclorato de tetrabutilamonio 0,1 

M como electrolito soporte. STEH es susceptible de ser oxidada o reducida 

electroquímicamente debido a la presencia de los grupos fenólico y carbonilo en la 

estructura de STEH, respectivamente. Como consecuencia de la pasivación del electrodo 

durante el barrido anódico, produciendo un film no electroactivo sobre la superficie del 

electrodo, se decidió estudiar en profundidad la reducción electroquímica de STEH 

solamente. Para ello, se utilizaron diferentes técnicas electroquímicas, tales como las 

voltamperometrías cíclica y de onda cuadrada, cronoamperometría y electrólisis a 

potencial controlado. Se determinó que la reducción electroquímica de STEH está 

controlada por difusión, y el mecanismo de reacción electroquímica es del tipo ErC,, 

donde Er es la reacción de transferencia electrónica reversible de STEH y C, es la 
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reacción química acoplada a la transferencia electrónica inicial. En este caso, la reacción 

química es una reacción de dimerización irreversible, donde el anión radical generado en 

la primera transferencia electrónica dimeriza, formando un dímero di-aniónico, que 

posteriormente es protonado por la molécula de partida, como se muestra en el siguiente 

mecanismo: 

2 ( STEH + e 

STEH + STEH 

STEH ) 

-STEH-STEH-

STEH-STEH + 2 STEH <  STEH2-STEH2 + 2 STE 

4 STEH + 2 e STEH2-STEH, +2 STE 

STEH presenta, además, un segundo pico de reducción a aproximadamente 

0,6 V más negativo que el primer pico de reducción. El segundo pico de reducción se 

asignó a la descarga electroquímica del anión radical (STEH- ) generado en la primera 

descarga electroquímica y, al anión (STEH) generado como un producto en la reacción 

química acoplada a la transferencia de carga. 

Los datos voltamperométricos experimentales fueron ajustados por 

simulación digital, lo que permitió obtener los parámetros termodinámicos y cinéticos de 

la reducción electroquímica de STEH. Las cromatografías UHPLC-MS/MS y UV-visible se 

emplearon como técnicas complementarias a las electroquímicas para corroborar y 

sustentar las interpretaciones de los resultados y conclusiones obtenidos. Es de destacar 

que estos resultados electroquímicos de STEH son los primeros descritos en la literatura. 

Por otra parte, durante la segunda parte de la tesis se desarrolló un biosensor 

electroquímico capaz de detectar y cuantificar STEH en muestras de maíz. Para ello, el 

biosensor consistió en una mezcla de óxido de grafeno reducido químicamente (OGRO) y 

la enzima peroxidasa de soja (EPS). La idea principal en el desarrollo del biosensor fue 

que el mismo debía ser fácil de preparar, de bajo costo y que pudiera presentar 

resultados comparables a las técnicas de referencia (cromatográficas), en un tiempo de 

medida adecuado. Estos resultados se cumplieron, dado que el biosensor es fácil de 

preparar, simplemente se mezcla una dada cantidad de la solución de OGRO (que 

además se prepara de forma sencilla) y una dada cantidad de la enzima. Es económico 

porque se trabaja con electrodos de carbono vítreo, que son de bajo costo y, además, 

presentan una gran ventaja, ya que al ser pulidos se re-genera una superficie nueva, 

pudiéndose armar un nuevo biosensor. Con respecto a la enzima peroxidasa de soja es 
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una enzima que puede ser extraída en grandes cantidades en distintas regiones del país 

a bajo costo. 

El biosensor para la determinación de STEH presenta un límite de detección 

comparable al de los métodos cromatográficos. Se obtuvieron porcentajes de 

recuperación que no difieren estadísticamente del 100 'Yo. Los resultados obtenidos por el 

biosensor fueron validados por cromatografía HPLC-DAD, mostrando que no existen 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos métodos. 

Se estudió la producción de STEH en maíz, contaminado con el hongo 

Aspergillus flavus, durante 13 días. STEH es producido a partir del primer día de 

incubación, alcanzando el máximo de producción al tercer día. 

La producción de aflatoxina B1 fue estudiada por cromatografía HPLC-

fluorescencia, encontrándose correlación entre la cantidad producida de esta micotoxina 

y STEH. 

El biosensor CV/OGRQ-EPS puedo ser usado como un sistema de alarma 

temprana para AFB1 a través de la determinación de STEH: "Si STEH está presente, lo 

más probable es que AFB1 esté presente o en los próximos días esta se generará". 
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