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RESUMEN

En la actualidad, los mercados exigen la produccién de productos agropecuarios
con una calidad organoléptica e higiénico-sanitaria cada vez mayor. Algunas de las
técnicas usualmente empleadas para el control de calidad de alimentos son costosas,
consumen gran cantidad de reactivos y otras generalmente requieren procedimientos
de extraccion que generan grandes cantidades de residuos que deben ser tratados. Por
ello, el desarrollo de nuevos métodos que utilicen sistemas y/o microsistemas analiticos

simples, rapidos y de bajo costo es de sumo interés.

Este trabajo de Tesis Doctoral esta orientado a la sintesis y caracterizacion de
nuevos materiales vitreos modificados para ser utilizados en el desarrollo de sistemas
analiticos que permitan detectar y/o cuantificar diferentes sustancias de interés en

matrices agropecuarias.

En una primera instancia, se sintetiz6 un nuevo material a base de Oxidos de
molibdeno, vanadio, litio y boro para ser utilizado como electrodo de trabajo en técnicas
electroanaliticas. La sintesis de estos electrodos resulté ser sencilla, rapida y de bajo
costo. La superficie del electrodo asi generada no requiere pretratamientos para su
utilizacion. Se estudié su comportamiento electroquimico mediante Voltamperometria
Ciclica, empleando la cupla redox de ferrocianuro de potasio. Se utiliz6 este nuevo
electrodo de trabajo para la determinacién de hierro en muestras de leche en polvo
fortificadas, empleando Voltamperometria de Onda Cuadrada. Los resultados obtenidos
con este método fueron validados mediante el empleo de la técnica ICP-AES mostrando

una buena concordancia entre ambos.

Como segundo trabajo de Tesis, se procedié a la determinacion de azlcares
reductores en muestras de miel, desarrollando un sensor quimico espectrofotométrico.
Para esto, se sintetiz6 un nuevo material a base de 6xidos de molibdeno, sodio y boro.
Se uso un disefio de experimento de tipo Box-Behnken, con el fin de optimizar los
parametros de sintesis del nuevo material. Los valores obtenidos fueron validados
empleando el método de Fehling-Causse-Bonnans, obteniéndose resultados

satisfactorios.
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Por otro lado, se disefi6 y fabrico en el laboratorio un biosensor visual que permite
realizar medidas de screening para la deteccion de glucosa en muestras de miel,
trabajando a temperatra ambiente. Para esto, se empleé como sustrato un material
vitreo particulado comercial a base de silice. El biosensor se diseiid empleando un

nuevo procedimiento para anclar glucosa oxidasa.

Finalmente, se disefid un biosensor tipo sandwich empleando un electrodo de
carbono vitreo comercial, modificado con un hidrogel (quitosano y mucina) en presencia
de la enzima tirosinasa. Este biosensor permiti6 la determinacién de polifenoles
oxidables totales por cronoamperometria en muestras de yerba mate, té negro y té verde
comerciales. Este trabajo fue desarrollado en la Universidad Nacional de Coérdoba
durante seis meses, en el marco de una pasantia de investigacion para jévenes

docentes otorgada por la Universidad Nacional del Sur.

Los métodos propuestos son sencillos, rapidos, de bajo costo y con baja
generacion de residuos, siendo una buena alternativa respecto a las normativas
vigentes para la determinacién de analitos (hierro, glucosa y fenoles) en productos

agropecuarios.



ABSTRACT

Currently, markets demand the production of agricultural products with increasingly
greater organoleptic and hygienic-sanitary quality. Some of the techniques usually used
for food quality control are expensive, consume a large amount of reagents, and others
generally require extraction procedures that generate large amounts of waste that must
be treated. Therefore, the development of new methods that use simple, fast and low-

cost analytical systems and/or microsystems is of great interest.

This Doctoral Thesis work is based on the synthesis and characterization of new
modified glass materials to be used in the development of analytical microsystems that
allow detecting and/or quantifying different substances of interest in agricultural

matrices.

In the first instance, a new material was synthesized based on molybdenum,
vanadium, lithium and boron oxides to be used as a working electrode in electroanalytical
techniques. The synthesis of these electrodes is simple, fast and low cost. The resulting
electrode surface does not require any pretreatment before use. Its electrochemical
behavior was studied by Cyclic Voltammetry, using the redox couple of potassium
ferrocyanide. This new working electrode was used for the determination of iron in
fortified milk powder samples, using Square Wave Voltammetry. The results obtained
with this method were validated by using the ICP-AES technique, showing good

agreement between both.

On the other hand, the determination of reducing sugars in honey samples was
carried out, developing a spectrophotometric chemical sensor. For this purpose, a new
material was synthesized based on molybdenum, sodium and boron oxides. A Box-
Behnken experimental design was used in order to optimize the synthesis parameters of
the new material. The values obtained were validated using the Fehling-Causse-

Bonnans method, obtaining satisfactory results.

A visual biosensor was designed and fabricated in the laboratory to allow screening
measurements for the detection of glucose in honey samples, working at room
temperature. A commercially available silica-based particulate vitreous material was
used as the substrate. The biosensor was designed using a novel procedure for

anchoring glucose oxidase.
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Finally, a sandwich biosensor was developed using a commercial glassy carbon
electrode modified with a hydrogel (chitosan and mucin) in the presence of the enzyme
tyrosinase. This biosensor allowed the determination of total oxidizable polyphenols by
chronoamperometry in samples of commercial yerba mate, black tea and green tea. This
work was developed at the Universidad Nacional de Coérdoba for six months, within the
framework of a research internship for young teachers granted by the Universidad

Nacional del Sur.

The proposed methods are simple, fast, low-cost and with low waste generation,
being a good alternative to current regulations for the determination of analytes (iron,
glucose and phenols) in agricultural products.
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CAPITULO

1

INTRODUCCION GENERAL




1.1. Alimentos de origen agropecuario

En Argentina, décimo exportador mundial de productos agroalimentarios, se
producen alimentos para mas de 450 millones de personas (10 veces su poblacién) [1].
La principal provincia productora del pais es Buenos Aires con mas del 33 % de la
superficie agricola, luego siguen las provincias de Cordoba, Santa Fe, La Pampay Entre
Rios. La provincia de Buenos Aires es la principal exportadora de cereales y oleaginosas
y también, de producciones horticolas y ganaderas [2]. Dentro de los principales
productos agricolas de Argentina se destacan los de origen animal como la carne, miel,
leche y sus derivados, y de los de origen vegetal como el vino, soja, trigo, maiz, té y
yerba mate.

Segun un informe de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura), los alimentos de origen animal son valiosos porque
garantizan la nutricion y la salud humana, aportando proteinas de alto valor biolégico,
importantes &cidos grasos, vitaminas y minerales [3]. Los alimentos de origen vegetal
han sido objeto de gran interés para la busqueda de compuestos biolégicamente activos,
a los cuales, se les atribuyen las propiedades beneficiosas de dichos alimentos [4-5].

La agroindustria argentina es uno de los sectores mas dinamicos de la economia
local y en los préximos afios, se presentan desafios que requieren desarrollar una
agricultura resiliente, es decir, una agricultura con suelos fértiles y con una buena

estructura, ademas de plantas fuertes y animales sanos.

En esta Tesis Doctoral se eligen los productos agropecuarios que se detallan en
los items siguientes. Estos productos son alimentos de consumo diario y son

representativos de la economia Argentina.

1.1.1. Miel

En la produccion agropecuaria Argentina, la apicultura es una actividad muy
importante por su valor econémico y también, por su gran valor social y ecolégico: la
crianza y multiplicacién de abejas contribuye con la biodiversidad ambiental y con la
produccion de alimentos [6].

En nuestro pais hay aproximadamente mas de 20 mil productores que trabajan
con alrededor de 4 millones de colmenas y producen al menos 75 mil toneladas de miel
anuales. El 50 % del total de colmenas se ubican principalmente en la provincia de

Buenos Aires, un 35 % se reparte entre las provincias de Cérdoba, Santa Fe, La Pampa



y Entre Rios y el 15 % restante se distribuye en el resto del territorio nacional, menos en
Tierra del Fuego que no explotan sus colmenas comercialmente [6].

La actividad apicola representa una de las actividades principales para la
agricultura familiar y las economias regionales [7]. Cabe sefialar que la Argentina es el
principal productor de miel de América, seguido por Estados Unidos, México, Brasil,
Canada, Uruguay y Chile. Por otro lado, es el segundo pais exportador, después de
China y se exporta cerca del 95 % (70.000 toneladas) de la miel que se produce. Sin
embargo, el consumo interno es de alrededor de 6.000 toneladas en promedio, bajo en
relacién a paises como Estados Unidos, Alemania y Japén, principales consumidores
de la miel argentina exportada.

En el Articulo 782 y 783 (Res. 2256, 16/12/1985) del capitulo X del CAA (Cdédigo
Alimentario Argentino) [8] se define la miel o miel de abeja, como el producto dulce
elaborado por las abejas obreras a partir del néctar de las flores o de exudaciones de
otras partes vivas de las plantas o presentes en ellas, que dichas abejas recogen,
transforman y combinan con sustancias especificas propias, almacenandola en panales,
donde madura hasta completar su formacién. También se especifica el porcentaje
minimo de azucares reductores (calculados como azucar invertido) que debe contener:
min.: 65 % para miel de flores y 60 % para mieles de mielada y mezcla de miel de
mielada y miel de flores. La miel contiene principalmente hidratos de carbono (75-80 %)
de los cuales el 35-40 % corresponde a la fructosa y el 30-35 % a la glucosa, el resto de
los azlcares son disacaridos como la sacarosa (aprox. 5-10 %), la maltosa, y el
trisacarido melecitosa; también contiene agua 15-20 %, hasta un 0,4 % de proteinas y
el resto son minerales y vitaminas; su color varia desde casi incoloro a pardo oscuro. Su
consistencia puede ser fluida, viscosa, total o parcialmente cristalizada, su sabor y
aroma varian, pero en general posee los de la planta de las que procede. El origen floral
de la miel es una caracteristica importante en la evaluacién de su calidad, ya que los
consumidores la estiman segun sus caracteristicas organolépticas, que dependen de su
origen botanico y también de su origen geografico [9].

La miel producida en nuestro pais es considerada una de las de mejor calidad en
el mundo debido a sus caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas para consumo
directo de los mercados mas exigentes, por ello, es necesario establecer métodos de

control rapidos, simples y econémicos.

1.1.2. Leche

Argentina ocupa el noveno puesto a nivel mundial en la produccién de leche. La

industria lactea del pais procesa diariamente 27 millones de litros de leche. Cada afio,



se exportan alrededor de 411.000 toneladas de productos lacteos a 69 paises. Entre los
principales productos de exportaciébn se encuentran la leche en polvo entera y
desnatada, el suero en polvo y el queso. La OCDE-FAQO prevé un aumento en la
produccién de lacteos del 23 % y un 40 % para las exportaciones para 2024 [10].

El CAA en el capitulo VIII articulo 553 (Res 33, 13.9.06) designa como alimentos
lacteos, a la leche obtenida de vacunos o de otros mamiferos, sus derivados o
subproductos, simples o elaborados, destinados a la alimentacion humana. En el art 567
define a la leche en polvo como el producto que se obtiene por deshidratacién de la
leche, entera, descremada o parcialmente descremada y apta para la alimentacion
humana, mediante procesos tecnolégicamente adecuados.

La leche es un liquido de composicién y estructura compleja, blanca opaca, de
sabor suave, olor caracteristico y con un pH cercano a la neutralidad. La materia grasa
se encuentra en emulsion, las proteinas constituyen una suspension, mientras que los
restantes componentes (lactosa, otras sustancias nitrogenadas, minerales, etc.) estan
disueltos. Dentro de la composicion de la leche los minerales representan una pequefia
fraccion de los solidos. Su concentracion es de aproximadamente 7 a 9 g/kg, es decir
alrededor de un 0,7 % de la materia seca de la leche. Esta fraccion tiene una gran
importancia nutricional y tecnoldgica, en particular por los aportes de calcio y fosforo. La
leche contiene ademas oligoelementos (zinc, hierro, etc.) cuyas variaciones estan
asociadas a cambios de alimentacion y a aportes externos (contaminacién atmosférica,
por el material de ordefo).

El articulo 1363 (Res. Con. SPRel 118/2008 y SAGPyA 474/2008) del Capitulo
XVII - Alimentos de régimen o dietéticos del CAA define a los alimentos fortificados como
aguellos alimentos en los cuales la proporcion de proteinas y/o aminoacidos y/o
vitaminas y/o substancias minerales y/o acidos grasos esenciales es mayor al contenido
natural medio del alimento, por haber sido suplementado significativamente. La porcién
del alimento fortificado deber&a aportar entre un 20-50 % para vitaminas liposolubles y

minerales, y un 20-100 % para vitaminas hidrosolubles.

1.1.3. Yerba mate

El mate o yerba mate es una de las bebidas mas consumidas en América del Sur,
principalmente en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay. Argentina es el primer
exportador de mate con un consumo de 6,4 kg/persona/afio mientras que Uruguay tiene
el mayor consumo per cépita de 8 kg/persona/afio [11].

El CAA (capitulo XV, articulo 1193) define como yerba mate al producto formado

por las hojas desecadas, ligeramente tostadas y desmenuzadas, de llex paraguariensis



Saint Hilaire (Aquifoliaceae) exclusivamente, mezcladas o no con fragmentos de ramas
secas jovenes, peciolos y pedunculos florales. Un estudio reciente muestra que el
principal antioxidante presente en muestras de yerba mate corresponde a derivados del
acido hidroxicinamico y flavonoles, los que comprenden al 90 % y al 10 % de fenoles
presentes en yerba mate, respectivamente [12]. En los Ultimos 15 afios se evidencia un
aumento en las investigaciones sobre los beneficios de las propiedades biomédicas del
consumo de yerba mate. Por ello, algunos de los beneficios del consumo de yerba mate
son sus propiedades antioxidantes, vasodilatadoras y reductoras de lipidos, efectos

antimutagénicos y anticancerigenos [13].

1.1.4. Té verde y té negro

El Articulo 1181 del CAA define genéricamente al té, como el producto obtenido
del procesamiento conveniente de las yemas, hojas jovenes, peciolos y tallos tiernos de
la especie Camellia sinensis L. En el caso del té negro (o simplemente té) el
procesamiento corresponde al marchitado, enrulado, fermentado y secado de las partes
cosechadas, mientras que, en el caso del té verde, se omite el proceso de fermentacion.
Ambos tés son ricos en compuestos bioactivos como polifenoles (catequinas,
flavonoides, teogalina y acido galico) [14]. Las infusiones de té son utilizadas como
medicina desde la antigliedad por sus compuestos bioactivos responsables de las
propiedades beneficiosas para la salud. Varios estudios epistemoldgicos evidenciaron
gue los polifenoles del té poseen accién antialérgica, propiedades antimicrobianas y

reducen el riesgo de enfermedades cardiacas y cancer en humanos [15-17].

1.2. Produccién de alimentos agropecuarios

La produccion de alimentos agropecuarios es, tradicionalmente, uno de los
puntales de la economia argentina. Una produccién agricola de alta calidad lograra que
los productos obtenidos tengan competitividad en los mercados nacionales e
internacionales. Por lo tanto, la capacidad para entregar un producto de calidad al
mercado y a los consumidores requiere excelencia en la produccion y en el manejo de
éstos. La ingesta de alimentos aporta la energia y los nutrientes que el cuerpo necesita,
seguros (es decir, libres de contaminacién) para garantizar una correcta calidad de vida.
Por ello, la alimentacion de los consumidores debe controlarse bajo distintos marcos
legales que obligan a la industria agroalimentaria a llevar a cabo un control de calidad y
de esta manera, obtener productos agropecuarios con una mayor calidad nutritiva,

sensorial e higiénico-sanitaria [18]. El control alimenticio en los laboratorios ha ido



evolucionando de forma casi exponencial en los ultimos 30 afios, juntamente con el
crecimiento del sector industrial agroalimentario. Esto ha exigido una adecuacion
tecnoldgica e instrumental sin parangén con ninguna otra época de la historia, lo que se
refleja en mayores controles de calidad agroalimentaria, en términos de precision,
fiabilidad o rapidez.

El andlisis de los alimentos llevados a cabo en los laboratorios de control debe
cumplir con los estandares y normativas vigentes, evitando futuros problemas con los
consumidores. Los estdndares se establecen en relacion con los componentes del
producto, el tipo de envase que se ha utilizado, la vida util requerida, a qué consumidores
va dirigido dicho producto, etc. Para asegurar estos estandares, existen diferentes tipos
de analisis de alimentos, entre los que destacan los microbiolégicos (deteccion de
Salmonella 'y E. Coli, entre otros), fisicoquimicos (como metales pesados), nutricionales
(proteinas, hidratos de carbono, sal, fibra, grasas), de alérgenos, sensoriales, estudios
de vida util. Estos analisis generalmente se llevan a cabo empleando métodos oficiales
gue en algunos casos presentan las desventajas de ser laboriosos y emplear mucho
tiempo de analisis, gran cantidad de reactivos y muestras, mientras que otros necesitan
instrumentos de elevado costo y no son adecuados para aplicaciones in situ. Por otro
lado, durante muchos afios el andlisis de diferentes analitos se llevaba a cabo en
laboratorios de control, alejados del sitio de muestreo. Con el avance tecnolégico y el
desarrollo de nuevas plataformas sensoras, esta dificultad se ha visto mejorada ya que
permiten realizar andlisis cualitativos (screening) y/o cuantitativos. En la actualidad se
tiende al empleo de sistemas analiticos de respuesta rapida, sensibles y especificos,
gue no requieran en lo posible tratamiento de las muestras, que puedan ser incluidos en
sistemas integrados, que sean de facil automatizacion, que permitan trabajar en tiempo
real, y de bajo costo. Los sensores quimicos cumplen con estos requisitos asociados

a su versatilidad que favorece el disefio de dispositivos para diferentes aplicaciones.

1.3. Sensores quimicos

La IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define un sensor
quimico como un dispositivo que transforma la informacion quimica, variando desde la
concentracion de un componente especifico de la muestra hasta el andlisis total de su
composicion, en una sefial analitica util. La informacion quimica puede ser originada a
través de una reaccidon quimica del analito o de una propiedad fisica del sistema
investigado. Ademas, el sensor puede incluir dispositivos que posean las siguientes
funciones: toma de muestra, transporte de muestra y procesamiento de sefial y datos
[19].


https://www.traza.net/portfolio-item/estudio-de-vida-util-alimentos/
https://www.traza.net/portfolio-item/estudio-de-vida-util-alimentos/

Usualmente, los sensores quimicos son dispositivos que permiten obtener una
respuesta en tiempo real al recibir un estimulo quimico, llevando a cabo una
transduccién directa de una entidad quimica (gaseosa o liquida) a una sefial fisica [20].

La Figura 1.1. esquematiza las partes principales de un sensor, donde se puede
distinguir el receptor, que es el elemento que interactda selectivamente con el analito de
la muestra a analizar y el cual, genera la informacidén quimica (a partir de una reaccion
quimica o un cambio fisico producido), por otro lado, el transductor reconoce y

transforma esta informacion en una sefial analiticamente medible.

Muestra > RECEPTOR TRANSDUCCION || AMPLIFICACION | Sefal
Y MEDIDA
Generacion de Optica o Adquisicion y tratamiento
informacioén Electroquimica de la sefial

Figura 1.1. Esquema de un sensor y sus componentes principales.

1.3.1. Clasificacion general de sensores

Existen numerosos criterios para establecer una clasificacion de sensores,
sumado al gran interés actual en el desarrollo de plataformas sensoras que permitan
realizar controles de forma mas rapida y economica. Esto hace que la forma de
clasificacion de sensores sea dinamica en el tiempo. No obstante, en la Figura 1.2 se

presenta una de las clasificaciones que suele emplearse:



El modo de
reconocimiento

La naturaleza de la
interaccion medible

La forma externa

La relacién entre zona
de reconocimientoy el
transductor

El modo de operacién

El nimero de
especies a determinar

La naturaleza de la
senal fisica (que se
genera y mide)

Quimicos
Bioquimicos

Reversibles
Irreversibles

Tipo célulade flujo
Tipo sonda
Tipo microchip

Conectados
Integrados

Medidas discretas
Medidas de flujo (optosensores)

Simples (monoparemétricos)
Multiples (multiparamétricos)

Electroquimicos
Opticos

Térmicos
Piezoeléctricos, etc.

Figura 1.2. Criterios generales para clasificar sensores quimicos.

En esta Tesis interesa abordar a los sensores quimicos y biosensores ambos, con
transduccién éptica y/o electroquimica.

1.3.2. Sensores quimicos con transduccion Opticay electroquimica

En los sensores oOpticos las interacciones del analito a determinar con la fase
sensora producen cambios en alguna propiedad Optica del sistema que se relacionan
con la concentracion del analito. Los sensores Opticos se pueden clasificar en funcion
de la naturaleza de la propiedad 6ptica medida en sensores de: absorbancia/reflectancia
(UV-Vis, NIR), luminiscencia (fluorescencia, fosforescencia, quimioluminiscencia y

bioluminiscencia), indice de refraccién, dispersion Raman, turbidimetria, polarimetria o

espectroscopia fotoacustica, etc.



Los parametros para definir la calidad de un sensor Optico son principalmente:
sensibilidad, selectividad, reversibilidad, tiempo de respuesta, tiempo de vida y
reproducibilidad [21].

Por otro lado, los sensores electroquimicos miden cambios en alguna propiedad
eléctrica del sistema y ese cambio producido esta relacionado con la concentracion del
analito. En estos sensores el electrodo es usado como elemento de transduccion. Asi,
se puede mencionar a los sensores voltamperométricos, amperométricos,
conductimétricos, potenciométricos, entre otros.

En la Figura 1.3. se muestra un esquema representativo de los sensores quimicos

Opticos y electroquimicos.
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Figura 1.3. Esquema representativo de los sensores quimicos épticos y

electroquimicos.

1.3.3. Biosensores con transduccion 6ptica y electroquimica

De acuerdo con la IUPAC un biosensor es un dispositivo que usa reacciones
bioquimicas especificas mediadas por enzimas, anticuerpos, organelos, tejidos o
células completas para detectar compuestos quimicos, generalmente por sefales
eléctricas, térmicas y Opticas [22]. Los biosensores forman parte de un subgrupo de
sensores quimicos que incorporan un elemento de deteccion biolégica [23].

De manera general se puede definir a los biosensores como dispositivos que
pueden desarrollarse para monitorear la concentracion de analitos en muestras de

fluidos bioldgicos y proporcionar una respuesta rapida con alta especificidad y bajo limite



de deteccién [24]. Los receptores biolégicos (enzima, anticuerpo, tejido, proteina,
bacteria, célula, etc.) son elementos de bioreconocimiento que, al estar en contacto
directo con el analito de la muestra, genera un cambio que es detectado obteniéndose
una sefal analitica facilmente medible.

El disefio y desarrollo de biosensores ha ocupado un lugar central para los
investigadores o cientificos en la Gltima década debido a la amplia gama de aplicaciones
de biosensores, como el cuidado de la salud y el diagnostico de enfermedades, el
monitoreo ambiental, el monitoreo de la calidad del agua, de los alimentos y la

administracion de medicamentos [25].

Los biosensores oOpticos son dispositivos analiticos que consisten en un
elemento de bioreconocimiento (enzimas, anticuerpos, aptameros, células enteras y
tejidos) integrado en un sistema transductor ptico. Su principio de funcionamiento se
basa en generar sefiales, que son proporcionales a la concentracion del analito y
proporcionar una deteccion paralela en tiempo real. En estos biosensores, el proceso
de transduccién induce un cambio en la absorcién, transmision, reflexion, refraccion,
fase, amplitud, frecuencia y/o polarizacién de la luz, en respuesta a cambios fisicos o

quimicos creados por los elementos de bioreconocimiento [25].

Un biosensor electroquimico combina el poder analitico de la técnica
electroquimica con la especificidad del proceso de reconocimiento bioldgico. El objetivo
es producir biolégicamente una sefial eléctrica que se relaciona con la concentracion de
un analito. Para este propdésito un reactivo bioespecifico es inmovilizado o retenido en
un electrodo, convirtiendo la reaccién biolégica/bioquimica en una respuesta

electroquimica [26].
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Figura 1.4. Representacion esquematica de un biosensor electroquimico con los

componentes basicos que lo integran.



En una reaccion bioquimica, los sensores amperométricos miden cambios en la
corriente debido a la reduccion u oxidacién de especies electroactivas en la superficie
de los electrodos. El potencial entre los electrodos de trabajo y de referencia se mantiene
constante cuando se mide la corriente. Un biosensor conductimétrico funciona segun el
principio de produccién o consumo de especies idnicas durante el proceso metabdlico.
Implica un cambio en la conductividad eléctrica de la solucién electrolitica, que se puede
medir [27].

1.4. Materiales para la fabricacién de sensores

El desarrollo de nuevos sistemas sensores requiere de estrategias novedosas y
multidisciplinarias que permitan la sintesis de nuevos materiales de caracter hibrido con
caracteristicas definidas. De acuerdo con los diferentes componentes de un sensor
quimico, estos se pueden incorporar y combinar en un mismo dispositivo materiales que,
en principio, tienen muy pocos elementos en comun. La integracién de elementos en un
anico sistema y la capacidad de transferir y vincular la informacion entre ellos permite

construir dispositivos sumamente novedosos y efectivos.

En esta Tesis se han desarrollado materiales vitreos modificados para ser
utilizados como sensores quimicos y biosensores con transduccion O6ptica y/o

electroquimica.

1.4.1. Materiales vitreos

Los materiales en estado solido se clasifican en cristalinos, amorfos o
semicristalinos. En los cristalinos, los atomos adoptan arreglos ordenados y repetitivos
formando estructuras tridimensionales periddicas. En los materiales amorfos se pierde
el ordenamiento periédico, tal el caso de los materiales vitreos. La Figura 1.5. (a) es una
representacion bidimensional de un sélido cristalino. La Figura 1.5. (b) representa el
mismo solido, no cristalino. Por ejemplo, el diéxido de silicio segun la velocidad a la que

sea enfriado su fundido puede solidificarse en estado cristalino o en estado amorfo [28].



Figura 1.5. Esquema que representa (a) SiO; cristalino y (b) SiO, amorfo.

Un vidrio es un material natural o artificial que puede obtenerse por enfriamiento
a cierta velocidad de una mezcla de componentes fundidos. Mediante diversos métodos
de enfriamiento rapido fundido alcanza una amplia variedad de propiedades con
multiples usos en la vida cotidiana, para ser utilizados en construccion, industria,
tecnologia, investigacion, etc [29]. Para obtener un vidrio a partir de un liquido es
necesario enfriar rapidamente evitando la formacién de cristales.

Este método es sin dudas el método mas antiguo de fabricacién de vidrios, un
proceso tradicional que consiste en la fusibn de una mezcla de componentes en
concentraciones molares adecuadas, seguida de un enfriamiento rapido el cual produce
un aumento de la viscosidad del fluido y por ello, su solidificacién. Como el sélido
resultante conserva las caracteristicas desordenadas del fluido, el vidrio puede definirse
como un material inorganico sélido producto de la fusién que se ha enfriado hasta su
rigidez sin que se haya producido la cristalizacién.

El vidrio es un material que sigue liderando la innovacion. Los materiales vitreos
se han integrado en diversos dispositivos como los dispositivos optoelectrénicos, los
dispositivos fotovoltaicos y en aplicaciones de los denominados materiales inteligentes
como sensores ambientales, farmacéuticos y médicos, reforzando su influencia como
materiales esenciales que brindan nuevas oportunidades de crecimiento para el

mercado de disefio [30].



1.4.1.1. Aplicaciones de materiales vitreos en sensores

Nogami et al. desarrollaron un sensor de vapor de metanol utilizando peliculas de
vidrio conductoras de protones derivadas de sol-gel y analizaron su actividad
electroquimica. Ellos utilizaron una estructura de EMD (diéxido de manganeso
electrolitico) como electrodo de referencia. Los resultados indicaron que el sensor puede
detectar concentraciones de vapor de metanol entre 0,01y 2 % en el aire. Las peliculas
de vidrio demostraron buena reproducibilidad y una magnitud de sefial que se
correlacioné bien con la concentracion de gas [31].

Por otro lado, los investigadores Xu et al. construyeron un dispositivo colorimétrico
para la deteccidén electroquimica en sistemas acuosos y no acuosos mediante el
comportamiento electrocromico del metil violbgeno como indicador. Los cambios de
color resultantes se capturan con la cdmara de un teléfono inteligente resultando un
dispositivo de bajo costo y facil operacion. El sensor electrocrémico incluye un
portaobjetos de vidrio recubierto de Ti/Pt como electrodo de trabajo (WEa) [32].

El trabajo realizado por Ozmen y colaboradores consistio en preparar un nuevo
adsorbente por modificacion de perlas de vidrio con glutaraldehido para la remocién de
iones de metales pesados en tratamientos de aguas. Las perlas de vidrio se han utilizado
como material de soporte debido a su estrecha dispersion de tamafio, resistencia
mecanica y bajo costo. Primero realizaron un tratamiento con una soluciéon de 4 M de
NaOH y después, modificaron el vidrio con un agente de acoplamiento de silano (3-
aminopropil-trietoxisilano (APTES)) y luego, con glutaraldehido al 25 % [33].

Svara Fabjan et al. presentaron un novedoso sistema colorimétrico para
determinar humedad relativa del ambiente. En este caso, se basa en la disolucién de
colorantes en agua condensada en capilares de silice mesoporosa modificada
selectivamente. Los niveles altos de humedad del aire interior inducen el crecimiento de
moho y algas que representan un riesgo potencial para la salud humana y también
tienen un efecto de deterioro en las paredes. Por lo tanto, es altamente deseable la
deteccion simple de humedad localizada especialmente en lugares con poca circulacion
de aire. Después de la exposicion al ambiente de diferente humedad del aire, el tinte se
disolvi6 en agua provocando el cambio de color del adsorbente. Con el uso de
adsorbentes de diferentes didmetros de mesoporos se logré una alta capacidad para
ajustar el valor de la humedad relativa cuando se produce la condensacion capilar
completa [34].

Ademas, se ha reportado el disefio y la preparacion de varios vidrios modificados
con nanoparticulas, por ejemplo, con carb6on dots (CD) formando compuestos

prefuncionalizados con silano (SiCD), o también, gel nanohibrido (vidrios SiCD-Gel) y



macroestructuras monoliticas (vidrios 100 % SiCD-Gel). EI método implica una
preparacion en un solo recipiente de SiCD utilizando acido polibasico organico y silanos,
posterior hidrélisis y autocondensacion o policondensacion hibrida con silanos para
formar SiCD-Gels. Estos SiCD pueden funcionar tanto en soluciones y matrices sélidas.
Los vidrios se pueden gelificar, cortar y pulir facilmente en diferentes geometrias y
tamafios segun el disefio y la aplicacion de destino, y tienen estabilidades Opticas,
térmicas y mecanicas a largo plazo, asi como una alta transmision en la region visible e
IR cercana [35].

Se ha demostrado que varios materiales inorganicos con vidrios de silicato,
vitroceramicos y fosfatos de calcio, son bioactivos y reabsorbibles y exhiben
propiedades mecanicas apropiadas que los hacen adecuados para aplicaciones, por
ejemplo, en ingenieria de tejidos 6seos [36].

Teniendo en consideracion el potencial tecnoldgico de los compuestos vitreos, los
mismos fueron elegidos como matrices para el desarrollo de sensores quimicos y
biosensores novedosos. A continuacién, en cada uno de los subsiguientes capitulos se
especifica y justifica la eleccién de las diferentes composiciones quimicas de las

matrices vitreas elegidas de acuerdo a los objetivos propuestos.

Finalmente, cabe destacar que el desarrollo de la presente Tesis se enmarca
dentro del Proyecto Unidad Ejecutora (P-UE 2017), y se llev6 a cabo en el &mbito
del Departamento de Quimica e INQUISUR (UNS-CONICET), en el marco de una
investigaciéon interdisciplinaria mediante la participacién de dos disciplinas
Fisicoguimica y Quimica Analitica, que corresponden a secciones del INQUISUR

y las respectivas areas del Departamento de Quimica de la UNS.
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2. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral se basa en el desarrollo de
materiales vitreos para la fabricacibn de sensores quimicos y biosensores que
permitan detectar y/o cuantificar sustancias de interés en matrices agropecuarias. Estos
sistemas, ademds, deben ser simples, rapidos, de bajo costo y amigables con el

ambiente.

La concrecion de este objetivo permitira el desarrollo de un:

—> Sensor voltamperométrico basado en una matriz vitrea de borato para la

determinacion de hierro en leche en polvo fortificada.

—> Sensor Optico basado en una matriz vitrea de 6xidos de molibdeno, sodio y
boro para la determinacion rapida de azucares reductores en muestras de

miel.

—> Biosensor visual basado en un método innovador para anclar moléculas

sensibles a glucosa sobre microparticulas vitreas de silice.

—> Biosensor cronoamperométrico empleando un electrodo de carbono vitreo
modificado con matriz de hidrogel en presencia de polifenol oxidasa o
tirosinasa (TIR) inmovilizada, para determinacién de compuestos fendlicos

totales (FOT) en té y yerba mate.
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CAPITULO

3.1

Sensor voltamperométrico basado en una matriz
vitrea de borato parala determinacion de hierro en
leche en polvo fortificada




3.1.1. Objetivo

El objetivo de este capitulo es desarrollar una matriz vitrea de borato, modificada
con oxidos de molibdeno, vanadio y litio. Este material se utilizara para disefiar un nuevo
sensor electroquimico simple y se aumentara su conductividad con nanoparticulas de
carbono obtenidas por sintesis verde. Se evaluara la performance del sensor en la
cuantificacién de hierro en muestras de leche en polvo fortificada utilizando la técnica

de voltamperometria de onda cuadrada.

3.1.2. Introduccién

Las vitaminas y los minerales son nutrientes esenciales necesarios para las
funciones bésicas de la vida. Entre los oligoelementos que participan en diferentes
procesos bioldgicos se pueden mencionar el hierro, zinc, cobre, manganeso, etc [1]. La
anemia por deficiencia de hierro (IDA) es un trastorno nutricional comdn en bebés, nifios,
adolescentes y mujeres. Varios estudios indican que el consumo de alimentos
fortificados con hierro (como la leche y sus derivados) es efectivo para prevenir o reducir
la deficiencia de hierro [2,3]. Por ello, los productos lacteos pueden contribuir a la ingesta
de hierro [4]. El método oficial establecido por la AOAC (Asociacién de Quimicos
Analiticos Oficiales) para la determinacion de minerales (incluido el hierro) en los
alimentos es la espectrometria de absorcién atémica de llama [5]. Por otro lado, algunos
autores emplean espectroscopia de absorcibn atomica en horno de grafito y
espectroscopia de masas con plasma acoplado inductivamente para determinar hierro
en leche y alimentos para bebés debido a su amplio rango de deteccién y alta
sensibilidad [6-9]. Sin embargo, estas técnicas requieren mucho tiempo, los
instrumentos comerciales son caros y requieren un analista experimentado para su uso.

Las técnicas voltamperométricas se han utilizado ampliamente para determinar el
contenido de metales toxicos en el andlisis de alimentos. Para estos estudios varios
autores utilizan electrodos de mercurio, pero en la actualidad se ha limitado su aplicacion
debido a su toxicidad [10-12]. Por otro lado, el electrodo de gota de mercurio se ha
utilizado también para determinar la concentracién de hierro en muestras de vino
utilizando polarografia de pulso diferencial [13]. Por tanto, el disefio de nuevos
electrodos utilizando un material vitreo a base de Oxidos inorganicos, materiales
compuestos y electrodos modificados son un reto para conseguir metodologias
sensibles y respetuosas con el ambiente. Por ejemplo, los sistemas vitreos formados
por oxido de telurio y 6xidos de metales de transicion, como V203, MoOs, CuO, muestran

propiedades eléctricas apropiadas y pueden aumentar la conductividad idnica, etc.



Pierini et al. desarrollaron electrodos compuestos basados en un sistema vitreo con un
buen desempefio electroquimico, faciles de preparar y que no requieren activacion
superficial [14,15].

Dimitriev et al. han demostrado que los vidrios de molibdato tienen propiedades
especificas que les permiten ser utilizados en numerosas aplicaciones tecnologicas
como sensores [16]. Ademas, los vidrios a base de borato de litio se pueden usar como
electrodos ya que tienen apropiadas propiedades electroquimicas [17,18]. Por otro lado,
Savidh Khan et al. establecieron que, en los sistemas de vidrio de vanadio, la
conductividad mejora con la adicién de Li.O debido a la creacion de mayor cantidad de
sitios disponibles para el salto de iones [19].

En cuanto a la modificacion de la superficie del electrodo, se han utilizado
nanoparticulas de carbono para este fin debido a su buena conductividad, alta
estabilidad y movilidad de electrones, mayor funcionalizacion de la superficie, entre otros
[20,21]. La sintesis de estas nanoparticulas es generalmente muy simple y econémica
al poder seleccionar diferentes precursores de carbono [22]. Estas nanoparticulas se
pueden obtener en el laboratorio utilizando diferentes metodologias de sintesis [23].

3.1.3. Materiales y métodos

3.1.3.1. Reactivos y soluciones

Los reactivos empleados poseen pureza de grado analitico: 6xido de boro (99,9
%, Sigma-Aldrich), 6xido de molibdeno (99,9 %, Cerac), carbonato de litio (99,9%,
Anedra Research AG. SA), 6xido de vanadio (99,9 %, Cerac), potasio hexacianoferrato
(1D trihidrato (Sigma-Aldrich), cloruro de potasio (Merck) y perdxido de hidrégeno (30 %
m/m, Anedra). Para la sintesis de las nanoparticulas de carbono se emple6 una solucion
de miel comercial (25 % m/v), procedente de Hilario Ascasubi. Se prepar6 una solucién
buffer fosfato de pH 3,50 con fosfato diacido de potasio y acido fosférico (Merck). Se
prepard una solucion estandar de hierro (10,52 mM) mediante dilucion de una cantidad
apropiada de sulfato de amonio y hierro (lI) hexahidratado (Cicarelli) con acido nitrico
1:1 (Merck). Las soluciones de trabajo de hierro se prepararon a partir de la solucion
estandar con acido nitrico y peréxido de hidrégeno. Para preparar las soluciones, se

utilizé agua ultrapura (18 MQ cm). Todo el trabajo se realizé a temperatura ambiente.



3.1.3.2. Muestras

Se utilizaron leches en polvo fortificadas comerciales adquiridas en la ciudad de
Bahia Blanca.

Para la recoleccion de muestras de leche en polvo se utilizé el método del
cuarteo o cono (Figura 3.1.1), el cual consiste en seleccionar un gran nimero de
porciones de muestra de una manera sistematica de diferentes partes del total que luego
se combinan. Primero se forma una pila cénica con la muestra de leche en polvo, luego
la parte alta del cono se prensa y divide en cuartos. Los cuartos opuestos de la pila son
removidos y mezclados para formar una pila cénica mas pequefia y otra vez dividida en
cuartos. Este proceso se repite hasta obtener una muestra de un peso adecuado de
aprox. 200 g [24]. Las muestras de leche en polvo se subdividen en tres submuestras
gue fueron almacenadas en envases no permeables, a 60% de humedad relativa y una
temperatura de 25°C segun la norma FIL-IDF 50 B: 1985 "Métodos de muestreo para
leche y productos lacteos" declarada en el CAA capitulo Il RESOLUCION GMC N°
025/02 [25].

Para determinar la concentracion de hierro en las mencionadas muestras, se
procedi6é a realizar el siguiente tratamiento: se pesé una cantidad adecuada de cada
una y se calcind en una mufla a 550°C hasta obtener cenizas blancas, tal como
establece el método oficial AOAC 985,35 [26]. Las cenizas se recogieron con una
solucion de acido nitrico 1 M y se filtraron (papel Whatman N°3). Finalmente se llevo a
volumen final de 10,00 mL con agua y se almacend a 4 °C hasta el analisis
voltamperomeétrico.

Los rotulos nutricionales de las muestras de leches en polvo fortificadas se

presentan en la Figura 3.1.2.

Muestra promedio

PARSREE

Cuarteo Masa final

Figura 3.1.1. Procedimiento del método de cuarteo implementado.



Wokeal 100§
W0 &8 @
498 194 9
BN 9 a9
0 21
8 0 26
14 62 10
14 63 10
04 22 03
05 un P20
10 &0 €
B 8 12
n 8 74
09 40 05
M 19 03
04 19 03
63 2 &
8w u
" 2
24 0 17
12 53 0%
LI 4 13
a o 1%
08 0 005
b 00 0 o
() 0 17 02%
6 006 o0 008
A 035 18 02
A 22 3 20
13 0% 27 Q41
15 82 B 57
3 % 13 7
20 Caloo, mg [Er ) 12
90 Fs'oro, o 0w % 7

o s
e, £ 19 88 13
) ] Tz
Zev, mg 16 75 11
Cobra, 19 now 3]
Manganeso, mj % us 18
Fotasia, m 4 @ £
Cowo, mg 10 W 20
Selern gy 8 2 13

No 3p0rta e guiasas de fbrs ke,

Q&m«;‘u--mmaunm
Dxmmma:s-a:«mu-mu
valores darics pusten ser maones © mencest depndendo

Figura 3.1.2. Fotografias de rotulos nutricionales de las muestras de leche en polvo
estudiadas. a) M1, b) M2 y ¢) M3.

3.1.3.3. Instrumentacion

La caracterizacion del vidrio sintetizado se realiz6 con un difractometro de rayos
X PHILLIPS PW1710 con un voltaje de 45 KV y un generador de corriente eléctrica de
40 mA. Las muestras se expusieron a radiacion de Cu Ka (A = 1,54 A) a temperatura
ambiente en el rango de 26:10°- 60°.

Los plasmones de resonancia superficial localizado (LSPR) de las nanopatrticulas
de carbono sintetizadas, se midieron empleando un Espectrofotometro UV-Vis Agilent
Carry 60 de 200 a 500 nm usando una cubeta de cuarzo de trayectoria Optica de 1 cm.

Se empleé microscopia electrénica de transmision (TEM) para determinar la
morfologia y el tamafio de estas nanoparticulas, empleando un microscopio JEOL 100
CX Il, operando a 100 kV. Para su medicién, dos gotas de cada dispersion se colocaron

en una malla de cobre y se dej6 secar a temperatura ambiente.




Las medidas voltamperométricas, se realizaron con un potenciostato de Epsilon
(BASi-Bionalytical System, EE.UU.). Para esto, se utilizé una celda electroquimica de
25,0 mL con tres electrodos: el electrodo de trabajo desarrollado, un alambre de Pt como
electrodo auxiliar y Ag|AgCIIKCI (3M) como electrodo de referencia. Los resultados se

analizaron en un software de andlisis electroquimico.

3.1.3.4. Preparacion del electrodo de trabajo MLBG/V/CNPs

El electrodo de trabajo MLBG/V/CNPs se sintetizé en tres etapas. Inicialmente se
llevé a cabo la sintesis de un sistema vitreo borato modificado con 6xidos de molibdeno
y litio (MLBG). En funcién de estudios previos realizados en el grupo de Fisicoquimica
sobre conductividad polarénica en matrices vitreas [27], se agreg6 6xido de vanadio al
material MLBG, dando lugar al sistema MLBG/V. El mismo se fundioé para permitir la
adhesién a un alambre de platino y formar el electrodo MLBG/V. Finalmente, se obtuvo
una suspension de nanoparticulas de carbono (CNPs) para modificar la superficie del
electrodo MLBG/V quedando asi conformado el electrodo MLBG/V/ICNPs. A
continuacion, se detalla el procedimiento de cada una de estas etapas para la

preparacion de este sensor.

3.1.3.5. Preparacién del material y electrodo MLBG

Entre los métodos utilizados para la sintesis de materiales amorfos existe el melt
guenching que, en general, se trata de fundidos obtenidos por reaccién a alta
temperatura que han de enfriarse controlada y rapidamente para evitar su cristalizacién.
Empleando esta técnica de quenching se sintetizaron los materiales vitreos empleando
6xidos de molibdeno, litio y boro [28]. Los éxidos se homogeneizaron en un mortero de
agata y se fundieron en mufla utilizando capsulas de porcelana implementando una
rampa de 500°C a 900°C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La
temperatura se mantuvo a 900°C durante 2 horas y la mezcla se agité frecuentemente
para asegurar la homogeneidad. El fundido fue vertido sobre una placa de aluminio
(previamente calentada a 200 °C) en forma de gotas y luego templadas durante 2 horas
sobre la misma placa para reducir el estrés mecanico. El procedimiento desarrollado se
puede observar en la Figura 3.1.3. Se desarrollaron los sistemas 0,05 MoO3 0,95 [a Li.O
(1- a) B20Os] con a = 0,15; 0,2; 0,25 y 0,3; llamados MLBG1, MLBG2, MLBG3 y MLBG4
respectivamente. Finalmente, para obtener los electrodos de trabajo, se calienta un
alambre de platino, de manera que, al ponerlo en contacto con una porcion del material,

el mismo se adhiere en el extremo del alambre. El material MLBG2 present6 una mejor



adherencia a la superficie del alambre de platino.
Los electrodos de trabajo fueron estudiados empleando voltamperometria ciclica

obteniéndose la performance electroquimica 6ptima con MLBG2.

Figura 3.1.3. Representacion esquematica del proceso de sintesis de los sistemas

vitreos.

3.1.3.6. Preparacién del material y electrodo MLBG2/V

Con el fin de mejorar la respuesta electroquimica de MLBG2 para ser utilizado
como electrodo, a este sistema vitreo se le afiadié 6xido de vanadio (MLBG2/V) que
aumenta las propiedades electronicas del material. La composicion final fue 0,05 MoOs
0,05 V205 (0,18 Li.O 0,72 B,Os3). Finalmente, se adhirié6 este material a un alambre de
platino para obtener el electrodo. Este sistema present6 mejor adherencia y
maleabilidad al fusionarse en el alambre de platino que el material MLBG2. Mediante el
empleo de la técnica de voltamperometria ciclica se evalu6 el comportamiento

electroquimico de este electrodo.

3.1.3.7. Sintesis de nanoparticulas de carbono para la modificacion del
electrodo MLBG2/V

La preparacion de nanoparticulas de carbono (CNPs) se realizé utilizando una
modificacion del método de sintesis propuesta por Arroyave y col [29]. En este caso, se
emple6 miel ecolégica como fuente de carbono previamente caracterizada en el grupo
de investigacion. Este producto apicola fue cosechado en un apiario en la region de
Bahia Blanca y su contenido de glucosa fue de 35,1% (m/m). Para ello se prepard una
solucion de miel al 25% (m/v). A partir de esta solucidén se tomaron diferentes alicuotas
ajustando el pH a 11,0 con una solucién de NaOH 0,1 M y llevando a un volumen final
de 10,0 mL con agua para obtener las soluciones finales de miel de 3,0, 6,0, 7,5y 15,0

gL!. Estas soluciones, fueron tratadas en microondas durante 60 s a 350 W,



obteniéndose las nanoparticulas CNPs1, CNPs2, CNPs3 y CNPs4 respectivamente.

Con el fin de mejorar la sensibilidad del electrodo MLBG2/V, se llevé a cabo la
modificacion de su superficie [30]. Para ello, con CNPs1, CNPs2, CNPs3 y CNPs4, se
preparon suspensiones en N, N-dimetilformamida (DMF) a partir de 0,5 mL de cada
CNPs y 2,0 mL DMF. Las mismas fueron sometidas a la accion de ultrasonido durante
120 s a 50 W. Finalmente, el alambre de platino con MLBG2/V se sumergié en las
suspensiones preparadas de CNPs/DMF, durante dos minutos, formando el electrodo
final MLBG2/V/CNPs. Para conectar este electrodo al potenciostato, se disefié un tubo
de teflon (2,5 cm de largo y 0,5 cm de didmetro) con un orificio central que permite
insertar cada electrodo [14] (Figura 3.1.4.)

El comportamiento electroquimico de estos electrodos se evalué frente a la cupla
ferrocianuro de potasio empleando KCI 0,1M como electrolito soporte, observandose
una mayor corriente neta en el electrodo MLBG2/V/CNPs3.

» MVLG2/V/CNPs

=== Cilindro de teflon

25 mm

== Alambre de platino

-

5mm

Figura 3.1.4. Esquema del electrodo MLBG2/V/CNPs disefiado en el laboratorio.

3.1.3.8. Mediciones voltamperométricas

Para las medidas voltamperométricas se utilizé una celda electroquimica de 25,0
mL con una configuracién de tres electrodos. Como electrodos de trabajo se emplearon
los diferentes electrodos desarrollados. Se empled un electrodo de referencia de
Ag|AgCIIKCI (3M) y un alambre en forma de espiral de platino como contraelectrodo.
Los electrodos de trabajo no requieren pulido superficial.

La caracterizacion electroquimica se realiza mediante voltamperometria ciclica a
diferentes velocidades de barrido utilizando una solucion de ferrocianuro de potasio 2,5
mM en KCI 0,1 M como electrolito soporte. Antes de cada medicion se estabiliza la

superficie del electrodo de trabajo aplicando voltamperometria ciclica de -0,3 a 0,3 V



(velocidad de barrido de 50 mVs™) en el electrolito de soporte.

Para la determinacién de hierro se empled voltamperometria de onda cuadrada
(SWV) utilizando como electrolito soporte una solucion buffer de fosfato de 0,1 M pH
7,0. Los parametros 6ptimos de SWV fueron AEsw =10 mV, f=20 Hzy AEs =2 mV.
Las medidas se realizaron a 20 + 2 °C.

El 4rea electroquimica de cada electrodo de trabajo disefiado, se obtuvo
empleando la técnica de cronoamperometria [31]. Para ello, se utilizé una solucién KsFe
(CN)6-3H20 2,5.10° M en KCI 0,1 M (Do: 0,75.10° cm? s). Los cronoamperogramas
registraron la respuesta de la intensidad de corriente (I) en el tiempo (t), luego de aplicar
un salto de potencial desde 0 a 800 mV. Estos pardmetros se relacionan segun la
Ecuacion de Cottrell (1):

1/2

_ nFACD,
I(t) - m1/2¢1/2 (1)

Donde | es la corriente limite de difusién (A), n el nimero de electrones
transferidos, A el area de trabajo (cm?), Co* la concentracion de la especie electroactiva
(mol cm3), Dy el coeficiente de difusion (cm? s?) y F la constante de Faraday (96500 A
s mol?)

El valor de la superficie activa que posee el electrodo de trabajo se puede estimar
teniendo en cuenta que la relacién lineal de | en funcion del t -2 posee un valor del
pendiente dado por la ecuacion (2):
nFACSDy"*

— 2z @

Pend =

Para cada electrodo de trabajo se calculé una superficie activa promedio con los

datos experimentales obtenidos de cinco cronoamperogramas registrados.
3.1.4. Resultados y discusion
3.1.4.1. Caracterizacion de los materiales sintetizados

Se realizaron las correspondientes caracterizaciones de los diferentes

materiales sintetizados con la finalidad de evaluarlos como electrodos de trabajo.



3.1.4.1.1. Caracterizacion de electrodos MLBG

Se realizd un estudio electroquimico mediante voltamperometria ciclica y se
analizé la respuesta de los electrodos de trabajo MLBG1, MLBG2, MLBG3 y MLBG4 en
la solucion de ferrocianuro de potasio 2,5 mM empleando KCI 0,1 M como electrolito
soporte. Este estudio se realizé a diferentes velocidades de barrido de 10 a 150 mV s™.
Para poder comparar las corrientes obtenidas para cada electrodo, se trabajé con la
densidad de corriente “J” (corriente/area de trabajo). Todos los voltagramas se
realizaron entre 0 y 1 V (vs Ag|AgCIKCI (3 M)). La Figura 3.1.4 muestra los
voltamperogramas registrados para cada sistema MLBG en funcién de la velocidad de
barrido. Los pardmetros obtenidos como el potencial del pico anddico (Epa), el potencial
del pico catddico (Epc), la densidad de corriente del pico anddico (Jpa), la densidad de
corriente del pico catédico (Jpc), y la diferencia de potencial entre los picos anddico y
catédico (AE) de los voltamperogramas correspondientes a los sistemas MLBGL,
MLBG2, MLBG3 y MLBG4 en funcién de la velocidad de barrido, se muestran en la
Tabla 3.1.1. Analizando los resultados, se puede observar que, a la misma velocidad de
barrido, una menor concentracion de litio produce una disminucion en AE, lo que
demuestra que empleando MLBGL, la reaccion electroquimica de transferencia de
electrones es mas reversible y rapida. La separacion de pico a pico esta directamente
relacionada con la cinética de transferencia de electrones. Ademas, un aumento en la
velocidad de barrido genera un ligero aumento en la diferencia de potencial entre el pico
anaodico y catédico (AE) en MLBG2 a MLBGA4. Luego, la reaccion electroquimica de
transferencia de electrones mas reversible y rapida ocurre a un AE mas bajo (MLBG2).
Para los sistemas MLBG2 a MLBGA4, se determind que la corriente maxima anddica es
proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, lo que indica que la reaccion
esta controlada mediante procesos de difusion. Por ejemplo, para el sistema MLBG2, la
ecuacion de la recta que se obtiene de graficar Ipa frente a V% da como resultado la
siguiente ecuacion: Ipa = 1,3 v°®° + 9,58 (R?= 0,96). Ademas, para MLBG2 y MLBG3, la
relacion de corriente méxima de pico anddico a catddico (Ipa/lpc) se acerca a uno para

todas las velocidades de barrido. Por lo tanto, se seleccion6 el sistema MLBG2.



Tabla 3.1.1. Valores de Epa, Epc, AE, Jpa, Jpc a 10, 25, 50, 75, 100 y 150 mVs™,
empleando un par redox de ferro/ferricianuro de potasio con electrodos MLBG1,
MLBG2, MLBG3 y MLBGA4.

. MLBG1 MLBG2 MLBG3 MLBG4
Velocidad
de barrido 3 3 3 J J F 3 g
(mVs') Epa Epc AE (I":: (If: Epa Epc AE [ﬁ: (E: Epa Epc AE (:’: (E: Epa Epc AE (I'"B: (I-'IB:
M MM gy oemy MMM oy emy MMM gy M) gy on
10 0,726 0,645 0,081 38.0 -33,0 0,712 0,612 0,100 249 -256 0,802 0,630 0,172 269 -266 0,790 0,598 0,192 239 -177
25 0,725 0,647 0,078 41,0 -36,0 0,738 0,607 0,131 338 -310 0,818 0,625 0,193 391 -399 0,817 0,584 0,233 254 -352
50 0,724 0,652 0,072 53,0 -42,0 0,757 0,601 0,156 372 -378 0,810 0,617 0,193 476 -476 0,825 0,578 0,247 322 -439
75 0,724 0,662 0,072 530 -46,0 0,757 0,598 0,159 422 415 0,821 0,617 0,204 496 -486 0,839 0,576 0,263 330 -498
100 0,727 0,648 0,079 590 -490 0,759 0,598 0161 462 -493 0,833 0613 0220 524 -491 0856 0559 0,297 583 -601
150 0,728 0,649 0,079 73,0 -59.0 0,760 0,595 0,165 485 -509 0,835 0,610 0,225 579 -490 0,862 0,541 0,321 640 -713
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Figura 3.1.5. Voltagramas ciclicos de a) MLBG1, b) MLBG2, ¢c) MLBG3 y d) MLBG4 a

diferentes velocidades de barrido del par redox de ferro/ferricianuro de potasio.



3.1.4.1.2. Caracterizacion del electrodo MLBG2/V

El material MLBG2/V tiene una composicion similar a otros reportados en la
literatura cuya respuesta eléctrica ha sido estudiada [28, 32]. El difractograma de rayos
X del material MLBG2/V no muestra la presencia de picos agudos e intensos, lo que

demuestra la naturaleza amorfa del material (Figura 3.1.6).
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Figura 3.1.6. Patrones de difraccion de rayos X para material MLBG2/V.

Por otro lado, se estudi6 la respuesta electroquimica de MLBG2/V frente a una
solucion de ferrocianuro de potasio en KClI como electrolito de soporte, utilizando
voltamperometria ciclica. La respuesta de este nuevo electrodo de trabajo se analizé en
funcién de la velocidad de barrido (25, 50, 100, 150 mVs™) (Figura 3.1.7). Para el sistema
MLBG2/V, Ipa frente a V®°>da como resultado una relacion lineal (Ipa = 2,09 V°° + 9,36

(R?=0,989)), indicando un proceso controlado por difusion.
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Figura 3.1.7. (a) Voltagrama ciclico de 0,1 M KCI con electrodo MLBG2/V/CNPs3 a 50
mVs? (blanco). Voltagramas ciclicos de MLBG2/V en hexacianoferrato de potasio (Il)
0,1 M KCI a diferentes velocidades de barrido (b) 25 mVs?, (c) 50 mVs?, (d) 100 mVs?

y (e) 150 mVs?

3.1.4.1.3. Caracterizacion del electrodo MLBG2/V/CNPs3

Las CNPs se caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis. Se realiz6 una
dilucion adecuada en agua para obtener los plasmones de resonancia superficial
localizados (LSPR) correspondientes a las nanoparticulas obtenidas. La Figura 3.1.8
muestra los LSPR de CNPs1, CNPs2, CNPs3 y CNPs4 y se puede observar la banda
caracteristica correspondiente con un maximo a 270 nm que podria atribuirse a la
transicion n-1re del grupo C=0 [33], esta banda aumenta a medida que aumenta la
concentracién de miel utilizada. Ademas, se complementa con un estudio TEM donde
la dispersion de tamafio de las particulas es relativamente pequefia, siendo el tamafio

promedio de las nanoparticulas entre 3 y 4 nm (Figura 3.1.9).
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Figura 3.1.9. Imagen de microscopia electronica de transmision de

nanoparticulas de carbono sintetizadas.

Con cada electrodo MLBG2/V/CNPs, se realizé un estudio de la densidad de
corriente de los picos de oxidacion del ferrocianuro de potasio. Como se muestra en la
Figura 3.1.10, la mayor densidad de corriente se obtuvo con el electrodo
MLBG2/V/CNPs3. Ademas, cuando se modific6 MLBG2/V con CNPs3, el
voltamperograma esta mas definido y los picos de potencial anddico y catédico estan
ligeramente mas cerca. Este electrodo fue seleccionado. La Figura 3.1.11 muestra
voltagramas ciclicos de la solucién de ferrocianuro de potasio en KCI, registrados para
MLBG2/V y MLBG2/V/CNPs3 a una velocidad de barrido de 50 mVs™. El estudio se

realizo por triplicado.
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Figura 3.1.10. Densidad de corriente del ferrocianuro de potasio empleando los
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Figura 3.1.11. (a) Voltagrama ciclico de 0,1 M KCI con electrodo MLBG2/V/CNPs3 a

50 mVs* (blanco). Voltagramas ciclicos de hexacianoferrato de potasio (Il), 0,1 M KClI
a 50 mVs? (b) MLBG2/V y (c) MLBG2/V/CNPs3.

3.1.4.2. Aplicaciones analiticas
Se evaluo la aplicabilidad del electrodo de trabajo MLBG2/V/CNPs3 mediante

voltamperometria de onda cuadrada para la determinacion de hierro en muestras

comerciales de leche en polvo.



3.1.4.2.1. Optimizacién de parametros de voltamperometria de onda cuadrada
(SWV)

Los parametros de SWV se optimizaron con un disefio experimental de Box-
Behnken que estudia la variacion de la respuesta analitica en base a los distintos
factores de la técnica. Asi, permite encontrar un modelo tal que explique la naturaleza
de las reacciones, seleccionar cuales son las variables significativas y a qué nivel, y
hallar las condiciones experimentales ¢ptimas. La funcion o modelo que ajuste el disefio
experimental no necesariamente es lineal, puede ser cuadratica o polinémica [34].

Para ello, se utiliz6 un software Minitab 19 para la optimizacion de los parametros
electroquimicos con la finalidad de determinar la mejor respuesta voltamperométrica
empleando una solucién de trabajo de hierro de 2,62 mgL* y una solucién buffer fosfato
pH 3,50 como electrolito soporte. La corriente de pico maxima neta correspondiente a
la reduccién del hierro se utiliza como respuesta analitica. Todos los experimentos se
realizaron aleatoriamente para evitar errores sistematicos. Se analizaron tres factores:
salto de potencial (AEs: 2, 5y 8 mV), frecuencia (f: 20, 50 y 70 Hz) y amplitud de onda
cuadrada (AEsw: 10, 30 y 50 mV). El disefo estudia la variacién de la respuesta en base
a los distintos factores de la técnica. El disefio experimental de quince experimentos
(Tabla 3.1.2) se llevé a cabo con un analisis ANOVA (analisis de varianza) para evaluar

los valores experimentales.

Las superficies de respuesta fueron representadas por la ecuacion (3) donde las

unidades para los factores de AEs y AEsw fue mV y para f en Hz:

lpn= 3,626 — 0,0193 f — 0,329 AEs— 1,1274 AEsy- 0,000194 *f- 0,0229 AEs*AEs +
0,006367 AEsw*AEsy+ 0,00786 f*AEs+ 0,000919 f*AEsy + 0,00154 AEs*AEsy  (3)

Las superficies de respuesta obtenidas por el modelo se presentan en la Figura
3.1.12. A partir de su andlisis, se puede evaluar que los tres factores de onda cuadrada
estudiados (AEsw, AEs y f), resultaron ser estadisticamente significativos con un
a=0,05, para el pico de reduccion.

El gréfico de Pareto obtenido tras el analisis de los datos experimentales se
presenta en la Figura 3.1.13, e indica los factores e interacciones que son
estadisticamente significativos. Se puede observar que tanto los factores AEs, f, AEsw,
como sus interacciones resultan significativos para un valor del nivel de significacion de
0,05.



Analizando tanto la ecuacion (3) como las superficies de respuesta y el diagrama
de Pareto, los incrementos en los valores de frecuencia, salto de potencial y amplitud
de la onda cuadrada proporcionan una disminucién de la corriente de pico neta.
Ademas, en concordancia con el analisis de residuos, el coeficiente de determinacion
obtenido de R? = 0,99 indica un muy buen ajuste del modelo. Las condiciones 6ptimas
de trabajo seleccionadas fueron: AEsw = 50 mV, f = 20 Hz y AEs = 2 mV. Como se
puede observar, los valores seleccionados para AEs, f, AEsw, corresponden a los
extremos de las superficies con la mayor sefial de corriente de pico neto de reduccion.
En estudios preliminares se observé que valores menores de fy de AEs, no generaban
cambios significativos en la respuesta analitica y valores de AEsw superiores a 50 mV

generan ensanchamiento del pico de reduccion.

Tabla 3.1.2. Pardmetros experimentales para cada experimento empleados en el
disefio de optimizacion Box-Benkhen.

Experimento N° f (Hz) AEs (mV) AEs, (mV)
1 80 2 30
2 50 8 50
3 50 8 10
4 20 5 50
5 80 8 30
6 50 2 10
7 50 2 50
8 80 5 10
9 50 5 30

10 80 5 50
11 20 2 30
12 20 8 30
13 50 5 30
14 20 5 10
15 80 5 10
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Figura 3.1.13. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados. El nivel de

significacion a = 0,05 se indica con la linea vertical.

3.1.4.2.2. Parametros analiticos

Se estudié un rango de concentracion lineal de 0,3 a 5,9 mgL* de hierro con las
condiciones experimentales seleccionadas (Figura 3.1.14). La curva de calibrado fue J
= (1,09 + 0,39) + (9,46 + 0,10) Cre donde J representa la densidad de corriente de pico




neta y Cre la concentracién de hierro (mgL?). El coeficiente de correlacion lineal R? fue
de 0,999. La repetibilidad se calcul6 como el porcentaje de variacion con respecto a la
desviacion estandar de seis mediciones independientes de una solucién de hierro de
0,80 mgL y el valor obtenido fue de 6,18 %. El limite de deteccion (LOD) y el limite de
cuantificaciéon (LOQ) fueron 0,18 y 0,60 mgL?! estimados como 3 y 10 veces
Syx/pendiente respectivamente [35]. El valor LOD fue mucho mas bajo que la
concentracién de hierro en las muestras de leche en polvo, lo que demostrdé que el

electrodo MLBG2/V/CNPs3 podia usarse para el analisis.
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Figura 3.1.14. a) Voltagrama SWV de soluciones de hierro en el rango entre 0,3

y 5,9 mgL1'y b) curva de calibracién obtenida en las condiciones 6ptimas.



Algunos autores han propuesto la cuantificacion del hierro empleando técnicas
voltamperométricas, sin embargo, dentro de nuestro conocimiento, no se ha informado
la determinacién de este analito mediante técnicas electroquimicas. Babaeiy col usaron
un electrodo de gota de mercurio para determinar el hierro en agua de red y soluciones
patrones, a diferencia del electrodo propuesto en este trabajo que se sintetiza con
materiales sustentables [36]. Por otro lado, se empled voltamperometria de pulso
diferencial catalitica para determinar hierro en muestras de alimentos como verduras,
frutas y cereales con un tiempo de deposicién prolongado (600 s), a diferencia del
método propuesto que no requiere un paso de preconcentracion, lo que favorece la
frecuencia de muestreo [37]. Asimismo, se utilizé voltamperometria de redisolucién
adsortiva para determinar hierro en agua de mar. Para ello se emple6 un complejo de
hierro con 1-(2-piridylazo)-2-naftol (PAN) sobre un electrodo de carbon vitreo con film
de bismuto. Esta metodologia requiere un paso de purga con nitrégeno durante al
menos 5 min antes de la determinacién y 60 s de tiempo de acumulacion [38].

3.1.4.2.3. Aplicacién a muestras de leche en polvo fortificada

El método electroanalitico propuesto se aplicé a la determinacion de hierro en tres
muestras de leche en polvo fortificada (M1, M2 y M3), bajo las condiciones
experimentales éptimas. Para esta propuesta, se analiz6 una alicuota adecuada de cada
muestra empleando como electrolito soporte una solucion buffer fosfato pH 3,50. Las
medidas se registraron a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos en este
trabajo se compararon con los valores de ICP-OES (Espectroscopia de Emisién Atomica
con Plasma de Acoplamiento Inductivo) y revelaron una buena concordancia entre
ambos métodos. Ademas, se pudo confirmar que el contenido de hierro estaba de

acuerdo con la informacién nutricional declarada en la etiqueta (Tabla 3.1.4).

Tabla 3.1.4. Comparativo del contenido de hierro determinado en leche en polvo
fortificada con el método propuesto y comparacion con ICP-OES (desviacion estandar
media, n=3)

Fe [mg/100geche]

Muestras Rétulo Método

o ICP-OES  Error relativo [%]
nutricional propuesto

M1 10 9,8+0,2 95+0,9 +3,1
M2 8,3 8,0%+0,5 8,4+0,6 -5,0
M3 8,6 8,4+0,3 8,5+0,6 -1,2




3.1.5. Conclusiones parciales

En resumen, se desarroll6 un electrodo de matriz vitrea de borato con éxidos de
molibdeno, vanadio y litio modificada en su superficie con CNPs (MLBG2/V/CNPs3) para
ser utilizado como un sensor alternativo en técnicas electroanaliticas y mostré un
excelente rendimiento utilizando voltamperometria de onda cuadrada (SWV). El
desarrollo de esta matriz de vidrio modificada superficialmente con las CNPs, permitié
aumentar la superficie de contacto del electrodo de trabajo y, por lo tanto, incrementar
las propiedades conductoras del material. Es importante destacar que tanto el material
de vidrio como los CNPs se sintetizaron en nuestro laboratorio. EI método de sintesis
utilizado para la obtencion de CNPs es simple, rapido, no requiere el empleo de reactivos
costosos ni genera residuos téxicos.

Los parametros SWV optimos obtenidos por un disefio de Box-Behnken fueron
AEsw =50 mV, f =20 Hz y AEs = 2 mV. El sensor voltamperométrico de hierro mostré
un rango lineal entre 0,3 a 5,9 mgL! y el LOD fue de 0,18 mgL™. Por otro lado, este
sensor modificado tuvo buena repetibilidad (6,18 %). Se analizaron tres muestras de
leche en polvo fortificada y los resultados obtenidos se validaron mediante la técnica
ICP-AES mostrando buena concordancia entre ellas. Los resultados obtenidos
concuerdan con los indicados en la informacion nutricional de rétulo alimentario del
envase de las muestras de leche. Este sensor permite controlar facilmente los niveles
de hierro en muestras de leche mediante la técnica de voltamperometria de onda

cuadrada y puede ser una buena opcién en los analisis de rutina.
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CAPITULO

3.2

Sensor optico basado en una matriz vitrea de 6xidos
de molibdeno, sodio y boro para la determinacion

rapida de azucares reductores en muestras de miel




3.2.1. Objetivo

El objetivo de este capitulo es desarrollar un sensor 6ptico, utilizando particulas
vitreas constituidas por 6xidos de molibdeno, sodio y boro para la determinacion de
azucares reductores en miel. Este sensor debera ser simple, sensible, econémico y

ecoldgico.

3.2.2. Introduccién

Dentro de los alimentos agropecuarios con alto contenido de azlcares, producidos
y consumidos en Argentina, se encuentra la miel. Los azlcares presentes,
principalmente los reductores, determinan el valor nutricional de la miel y se relacionan
con varias caracteristicas como son la madurez, la cristalizacion y la acidez. El tipo de
azUcares presentes en las mieles y sus cantidades dependen principalmente del origen
botanico y del ambiente en el que crece el recurso floral [1]. La relacion del contenido
de estos azucares (fructosa/glucosa) influye en la cristalizacién de la miel, a menor
contenido de fructosa las mieles cristalizan mas rapido, fendbmeno que afecta la
aceptacién por parte de los consumidores [2-3]. La acidez de la miel esta relacionada
con el contenido de glucosa, la cual se transforma en acido gluconico debido a la
presencia de glucosa oxidasa (enzima presente en la abeja) [4]. Por otro lado, la
determinacion de fructosa y glucosa es utilizada para describir la calidad y genuinidad
de la miel, considerando que una disminucién de estos azlcares puede deberse a
adulteraciones con otros productos como son los jarabes de sacarosa o fructosa [5-6]
como el IMAF (jarabe de maiz de alta fructosa) [7].

Para evaluar la madurez de la miel y prevenir el comercio de miel almacenada por
un periodo prolongado o cosechado prematuramente, la legislacion vigente establece
que la miel de las flores de Apis mellifera debe contener al menos 60 g azlcares
reductores en 100 g de miel (norma 12 afio 1981 del Codex Alimentarius) [8] y 65 g de
azUcares reductores como minimo en 100 g de miel en el articulo 783 del capitulo 10
del CAA.

Dado que los azucares reductores juegan un papel crucial en los procesos
biol6gicos humanos, su concentracion en los alimentos es una informacién sensible para
la salud humana, por lo tanto, los métodos precisos y confiables para medir los niveles
de glucosa son de suma importancia. Hoy en dia existen excelentes técnicas analiticas
para la determinacion de estos hidratos de carbono presentes en la miel, como son la
cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion amperométrica de pulsos [9],

cromatografia gaseosa [10], cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC) [11],



resonancia magnética nuclear [12] o espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier [13]. Estas técnicas requieren instrumentos costosos, personal altamente
capacitado y, ademas, generan sustancias residuales que requieren tratamiento previo
a su disposicion [14-18].

Como método espectrofotométrico, por ejemplo, el azul de molibdeno se emplea
para la cuantificacion de varias sustancias entre ellas: fésforo, arsénico, silicio, germanio
y también, azUcares reductores [19-20] mediante el uso de reactivos de bajo costo, en
comparacion con otras técnicas analiticas. La reaccion quimica entre los azlcares
reductores y el molibdeno (VI), utilizada en diversos andlisis para la deteccion y
cuantificaciéon de niveles de azlcares reductores como glucosa, implica la formacién de
quelatos o complejos de molibdeno mediante la interaccién con los iones gluconato.
Este método utilizaba generalmente molibdato de amonio y se basa en la reduccion del
molibdeno VI (Mo®*) a molibdeno V (Mo®*) con la posterior formacion a pH &acido de un
complejo de color azul con un méaximo de absorcion alrededor de 700 nm [21]. Sin
embargo, los reactivos habituales son bastante especificos, caros y sus residuos no
deben desecharse sin un tratamiento previo.

Por lo tanto, es importante desarrollar un método para cuantificar azlcares en
alimentos que sea confiable, simple y de bajo costo pero que, también, supere las

dificultades antes mencionadas.

3.2.3. Materiales y métodos

3.2.3.1. Reactivos y soluciones

Se utilizaron reactivos de grado analitico: MoOs (99,9 %, Cerac), Na,COs (99,9 %,
Anedra Research AG. S.A) y B:0s3; (99,9 %, Sigma-Aldrich). Para preparar las
soluciones, se utilizd agua ultrapura (18 MQ.cm). Todos los experimentos se llevaron a
cabo a temperatura ambiente. Las soluciones estdndar de estos azlcares se prepararon
mediante la dilucion adecuada de la solucién stock con 500 uL de 0,1 M de NaOH (para
ajustar el pH a 11,0) hasta un volumen final de 10,0 mL con agua ultrapura.

Dos de las muestras de miel se obtuvieron de apicultores de localidades del
sudoeste de la provincia de Buenos Aires, Argentina: Stroeder e Hilario Ascasubi y las
otras dos muestras se obtuvieron en comercios de la ciudad de Bahia Blanca, Argentina
(Figura 3.2.1). Las soluciones de miel se prepararon disolviendo 1,0 g de miel en 10,0

mL de agua bidestilada.



Figura 3.2.1. Fotografia muestras de miel estudiadas.

3.2.3.2. Instrumentacioén

Los patrones de difraccion para la confirmacion del estado vitreo del material
obtenido se obtuvieron mediante un difractbmetro PANalytical Empyrean 3 con una
radiacion Cu Ka (A = 1.54 A) filtrada con Ni y un detector PIXcel3D. Se operé a un voltaje
de 45 kV y una corriente de 40 mA. Los datos se recopilaron utilizando un modo de
exploracién continua con una rendija de divergencia FDS de 1/8 y FDS IBASS de 1/4°.
Las condiciones de medida fueron: Step size: 0,01; Time per step: 80 s; Scan speed:
0,041683 en el rango de 3°< 20 < 80°. Las mediciones fueron realizadas sin
monocromador.

Las propiedades térmicas del material obtenido se estudiaron mediante la
técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), empleando un calorimetro
diferencial SDT Q600 V 20,9 Build 20. La rutina ensayada consistié en un calentamiento
a una velocidad de 5°C/min desde 25°C hasta 400°C, en condiciones atmosféricas. La
estabilidad térmica del material se determiné a través de un analisis termogravimétrico
(TGA). En tal sentido, se emple6 una rutina de calentamiento desde 22°C hasta 823°C
con una velocidad de 5°C/min en condiciones atmosféricas.

El efecto Tyndall de la dispersion de particulas de vidrio en el medio elegido se
observd con un puntero Laser Diodo de longitud de onda 625-680 nM que mide la
dispersion de la luz en distintos medios.

Los espectros de la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
del material en estudio se obtuvieron con un espectrometro FTIR-NIR Thermo Scientific
Nicolet iS50 utilizando pastillas de KBr conteniendo aproximadamente 2 mg de muestra,
el espectro se obtuvo a temperatura ambiente en un rango de 4000 cm™* hasta 400 cm-
1.

La morfologia de las particulas del material sintetizado se analiz6 mediante

Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Para tal fin, se empled un microscopio



electrénico JEOL JSM-35 CF, con detector secundario de electrones. La muestra se
dispersé sobre tacos de bronce y se recubrié con una capa de oro.

El tamafio hidrodinamico de las particulas se obtuvo utilizando un equipo Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd.) a 25 °C y los valores de potencial zeta se
calcularon directamente mediante el software del instrumento utilizando la ecuacion de
Smoluchowski.

Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente utilizando un
espectrofotdmetro UV-Vis de celda de cuarzo Shimadzu (paso de luz de 10 mm). Los
espectros UV-vis se registraron entre 450 y 850 nm, en pasos de 1 nm.

La reaccion del Mo®" con el sustrato vitreo disperso en solucién alcalina para

determinar azlcares reductores se llevd a cabo utilizando un microondas convencional.

3.2.3.3. Sintesis del material vitreo MNB

Se sintetizé un sistema vitreo cuya formula nominal es: 0,30 MoO3 0,70 [0,2 Na,O
0,8 B»0Os] llamado MNB en referencia a los elementos que lo componen: molibdeno,
sodio y boro. Este material se sintetiz6 mediante la técnica de melt-quenching [22]. El
fundamento de la técnica es enfriar el material a una temperatura por debajo de la
temperatura de transicion vitrea (Tg) a una velocidad lo suficientemente alta como para
inhibir el proceso de cristalizacion.

Los oOxidos de molibdeno, sodio y boro, se colocaron en proporciones
estequiométricas en un crisol de porcelana. Luego, el crisol se colocd en una mufla a
velocidad de rampa de 10 °C/min hasta 850°C durante 5 horas. Se agité
esporadicamente para asegurar la homogeneizacion. La mezcla fundida se vertié en
gotas sobre una placa de aluminio precalentada a 200°C. Estas gotas se templaron

durante 2 horas y luego se dejaron enfriar.

3.2.3.3.1. Sintesis de los materiales MNB-C y MNB-C/Seco

Las particulas de pequefio tamafio obtenidas luego del fraccionamiento de las
gotas de MNB, utilizando un molino de bolas, se dejaron a temperatura ambiente en una
soluciéon de NaOH 0,1 M por 48 h, lo que genera una dispersién estable muy viscosa,
similar a un gel (denominado MNB-C), luego se lo dej6 secar en estufa por 8 h, se
morterea el material hasta obtener un polvo fino denominado MNB-C/Seco para su

posterior uso como sustrato del sensor (Figura 3.2.2).



Figura 3.2.2. a) Fotografia del material vitreo MNB, b) la dispersién MNB-C y c) el

material pulverizado seco MNB-C/Seco.
3.2.4. Resultados y discusion
3.2.4.1. Caracterizacion del material

Se realizaron las correspondientes caracterizaciones del material vitreo y sus
modificaciones, hasta alcanzar el desarrollo del sensor espectrofotométrico de azlicares

reductores en alimentos.

3.2.4.1.1. Efecto Tyndall

La mezcla de las particulas vitreas con la solucion de NaOH, que inicialmente
parece estar dispersa a simple vista, se examina utilizando un puntero laser. En este
proceso, se puede observar la dispersion de un haz de luz, la cual se manifiesta como
un efecto similar al de Tyndall. La mezcla acuosa originalmente incolora se vuelve
amarillenta y opalescente por la formacion de un material de aspecto gelatinoso (Figura
3.2.4y3.2.5).




Figura 3.2.4. Cubetas utilizadas con/sin MNB-C.
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Figura 3.2.5. a) cubeta de vidrio vacia y b) cubeta de vidrio con material MNB-C.

3.2.4.1.2. Caracterizacion del comportamiento del vidrio con la temperatura

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es un método de andlisis que consiste
en someter a la muestra a un programa de variacion de temperaturas controlada [23].

El barrido de DSC para el material MNB-C en la Figura 3.2.6 muestra un pico
endotérmico a baja temperatura que puede atribuirse a la pérdida de agua superficial,
en tanto que los picos endotérmicos por encima de 100°C pueden atribuirse a sucesivas
pérdidas de agua quimicamente unida. Finalmente, a 514°C se observa la temperatura
de transicion vitrea (Tg) del vidrio estudiado.
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Figura 3.2.6. Barrido calorimétrico del material MNB-C.

La Figura 3.2.7 muestra el analisis termogravimétrico del material MNB-C que
revela tres etapas a las siguientes temperaturas consistentes con los eventos térmicos
mencionados anteriormente: 72 °C, 122 °C y 160 °C. Al finalizar la tercera etapa se
observa una disminucion en la masa inicial de aproximadamente un 28 % debido a la
evaporacion de agua superficial. El residuo obtenido a 823°C bajo atmoésfera de

nitrégeno (para evitar los procesos oxidativos) es del 54 %.

110 0.6
72,53 °C
100+ -0.5 g
] 122,36 °C L 0.4 E
© 904 :
© °
o 801 O
% - 160,85 °C r0.2
(a i
701 0.1 S
@)
60 1 e 0.0 »
50 -0.1

100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura / °C

Figura 3.2.7. Curva TGA (linea negra) y su derivada (curva roja) para MNB-C.



3.2.4.1.3. Microscopia de barrido electrénico (SEM)

Mediante el andlisis de imagenes obtenidas por SEM se evalud la morfologia
superficial del material MNB-C/Seco estudiado. En la Figura 3.2.8 se puede observar, la
superficie lisa con la aparente cristalizacion que se origina luego del tratamiento del

vidrio con la solucién de NaOH 0,1 My su posterior secado.

b VT WMWY Mepe MOKX NOe 230w SpratA 551 ccrse

Figura 3.2.8. Imagenes de SEM de MNB-C/Seco con magnificacién de a) 7000X y b)
15000X.

3.2.4.1.4. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 3.2.9 muestra el espectro FTIR del polvo seco (MNB-C/Seco) después
de finalizar la etapa del tratamiento con NaOH y posterior secado. Las bandas del
espectro observadas entre 1450 cm™ a 1200 cm™ corresponden a vibraciones de
estiramiento de las unidades [BOs] [24-26]. Las bandas entre 850 cm™ y 1100 cm™?
corresponden a las vibraciones de estiramiento de las unidades [BO4] [25, 27-28] y las
bandas entre 650 a 850 cm™ corresponden a las vibraciones de flexién de enlaces B—
O-B [24, 26, 28]. Las bandas en 938 y 770-780 cm™* pueden asignarse a las vibraciones
de estiramiento de Mo=0 y Mo-O respectivamente [29-30].
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Figura 3.2.9. Espectro FTIR de MNB-C/Seco.

3.2.4.1.5. Potencial zetay tamafio hidrodinamico

Se obtuvieron valores de potencial zeta para particulas de MNB-C/Seco antes
(AM) y después (DM) de la disolucién de NaOH y del tratamiento con microondas. En
ambos casos se obtuvieron valores negativos de Zeta, AM = - 29,1 mV y DM = - 26,6
mV, demostrando que las particulas en suspension presentan potenciales donde
prevalecen las fuerzas de repulsién electrostatica entre las particulas manteniendo
disperso el sistema. La Figura 3.2.10 muestra que antes del tratamiento con microondas
hay presentes particulas pequefias y grandes agregados de las mismas (270 nmy 2200
nm) observando una distribucién bimodal que permite analizar solo la distribucion de
tamafios, por otro lado, después de aplicar el tratamiento de microondas, la muestra DM
presenta una distribucion monomodal, en este caso podemos analizar la distribucion y
también el radio hidrodinamico promedio calculado 248,5 nm. Estas particulas seran la
clave para una reaccion de color rapida y cuantitativa dada por la presencia de azlcares

reductores.
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Figura 3.2.10. Tamafio hidrodindmico de las particulas. a) AM (antes del microondas)

y b) DM (después del microondas).

3.2.4.1.6. Difraccion de rayos X (XRD)

La Figura 3.2.11 muestra el difractograma del material MNB-C/Seco donde se
confirma la mezcla de 6xidos de molibdeno y boro. Los picos detectados demuestran el
desarrollo de ciertas estructuras cristalinas que son consistentes con las bandas
identificadas por FTIR. Se asignan los posibles compuestos mediante el andlisis de los
picos cristalograficos del material MNB-C/seco mediante el software Match! Phase

Identification from Powder Difraction:

- NaxB1sO2s
- NazMOOA(HZO)Z

- Na0,9Mo0204
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Figura 3.2.11. Andlisis de los picos cristalograficos obtenidos en el patrén de
difraccién de Rayos X del sistema MNB-C/Seco.

3.2.4.2. Procedimiento

Para determinar azlcares reductores en cada muestra se mezclan 0,045 g de
MNB-C/Seco con 2,0 mL de la solucién de glucosa 1 gL o un volumen apropiado de
muestra de miel (pH 11,0 ajustado con 0,1M NaOH) en un tubo de rosca de vidrio. Se
agita mediante vortex por 30 segundos y luego se introducen en el microondas a 350 W
por 20 s como se indica en la Figura 3.2.12. Al retirar los tubos de vidrio del microondas,
se dejan enfriar y se filtra la solucion con filtros de jeringa de nylon (GVS, EE. UU.) de
0,20 um de diametro de poro. La reaccién asistida por microondas da una solucién
azulada en presencia de agentes reductores. Esto se debe a que los aniones
octadecaborato y molibdato del vidrio se dispersan en medio alcalino en presencia de la
glucosa de la miel, y con aumento de temperatura forman un complejo azulado que
absorbe a una longitud de onda de 689 nm. La dispersion del vidrio (MNB-C/seco) que
contiene Mo®* (de gran reactividad) se estabiliza por la presencia de los compuestos de

boro. Finalmente, dado que el molibdeno se encuentra en exceso en el medio, es posible



que el complejo se forme con Mo®" o Mo®* ya que todos los iones metélicos con carga
mayor a dos tienden a formar este tipo de estructura con el gluconato [30-33] que es lo

que se quiere determinar, favoreciendo el equilibrio hacia la formacion del complejo.

MNB-C/Seco

N

= =
5 1 O
X 9
1 30s 20 / 350 W S
7
<

0
500 550 600 650 700 750 800 850 90

Solucion Glu
(ajustado pH 11,0)

A/ nm

Figura 3.2.12. Proceso de reaccion del método utilizando glucosa.

3.2.4.3. Optimizacién de las variables de preparacién del sensor

La Metodologia de Superficie de Respuesta, es una técnica para optimizar las
respuestas cuando intervienen dos o mas factores cuantitativos [34]. El uso de estas
superficies basadas en el disefio de Box-Behnken, para optimizar la sintesis de
diferentes materiales, presenta numerosas ventajas como la reduccion del nimero de
experimentos y de materiales y tiempo [35-36]. Este disefio experimental se lleva a cabo
mediante diferentes pasos. En el primero se realizan experimentos disefiados
estadisticamente. Luego se evallan los coeficientes y se emplea un modelo mateméatico
para evaluar la relacién entre las respuestas y los factores. Finalmente se obtiene la

respuesta Optima.

Las variables involucradas para la determinacion de azlcares reductores
(expresado como glucosa) empleando un disefio experimental Box-Behnken se
estudiaron utilizando el software Minitab 19. Para ello se evaluaron la masa de MNB-
C/Seco (g), la potencia (W) y el tiempo (s) del microondas. Se emple6é como variable de
respuesta el maximo de absorbancia a 685 nm trabajando con una concentracion de
glucosade 0,5g L™

Los niveles para todas las variables fueron seleccionados en base a estudios
preliminares, donde se obtuvieron las condiciones y limites para cada factor (Tabla
3.2.1).



Con respecto a la masa en gramos de MNB-C/Seco se observé que valores
mayores a 0,045 g provocan mayor turbidez en el medio de reaccion dificultando la
medida espectrofotométrica, por lo tanto, se seleccion6é este valor como extremo
superior. Respecto a la potencia y tiempo de funcionamiento del microondas, se observo
gue tanto valores de potencia mayores a 350 W como tiempos de reaccion mayores a
30 s generaban mayor presion interna dentro del tubo de vidrio debido a mayor
generacién de vapor y por consiguiente mayor pérdida de material (burbujas) hacia el
exterior del tubo de vidrio donde se producia la reaccion. Por lo tanto, los valores 6ptimos
hallados por el modelo fueron: 0,045 g de MNB-C/Seco, 350 W y 20 s.

Tabla 3.2.1. Valores experimentales de variables independientes en disefio Box-

Behnken.
Variable independiente Bajo Medio Alto
MNB-C/Seco (g) 0,0400 0,0425 0,0450
Potencia (W) 70 210 350
Tiempo (s) 20 25 30

Se llevaron a cabo en total 15 experimentos: 12 correspondientes al disefio en
estrella y 3 al punto central. Las medidas se realizaron al azar para evitar errores
sistematicos y los resultados fueron analizados empleando ANOVA. Las condiciones

experimentales para cada uno de los ensayos se detallan en la Tabla 3.2.2.

El grafico de Pareto obtenido tras el analisis de los datos experimentales se
presenta en la Figura 3.2.13 e indica los factores e interacciones que resultan
importantes o0 estadisticamente significativos. Este analisis es una poderosa
herramienta que permite evaluar la importancia de cada variable para mejorar la
eficiencia de la determinacion [37]. Se puede observar que la masa del MNB-C/Seco y
la potencia del microondas con sus interacciones resultan significativas para un valor
del nivel de significacion de 0,05. Del analisis del gréafico de Pareto, la potencia y el
tiempo presentan un efecto negativo sobre la absorbancia. Por lo contrario, el
incremento de los valores de los gramos de MNB-C/Seco genera un aumento de

absorbancia.



Tabla 3.2.2. Valores detallados de cada parametro en estudio para los 15

experimentos involucrados en el disefio de optimizacién Box-Behnken.

Experimento MNB-C/Seco (g) Potencia (W) Tiempo (s)
1 0,0450 210 20
2 0,0425 70 20
3 0,0425 210 25
4 0,0400 210 20
5 0,0425 210 25
6 0,0400 350 25
7 0,0400 210 30
8 0,0450 210 30
9 0,0450 70 25
10 0,0425 340 30
11 0,0400 70 25
12 0,0450 340 25
13 0,0425 70 30
14 0,0425 210 25
15 0,0425 340 20
Termino

Figura 3.2.13. Diagrama de Pareto obtenido por el disefio de optimizacién del modelo
Box-Benkhen para absorbancia como sefial de respuesta. Donde A=MNB-C/Seco (g),
B = Potencia (W) y C = tiempo (s). La linea vertical roja indica el nivel de significacion

BC

AR -

1 2 3

Efecto estandarizado

a=0,05.




Del disefio surge como resultado una superficie de respuesta representada por la

ecuacion (1):

A = -125 + 75,6*MNB-C/Seco - 0,001301*potencia - 0,0117*t - 987*MNB-
C/Seco*MNB-C/Seco + 0,000001*potencia*potencia + 0,000266*t*t + 0,0380 MNB-
C/Seco*potencia + 0,040 MNB-C/Seco*t - 0,000022 potencia*t Q)

Donde A representa la absorbancia, t el tiempo de calentamiento en el
microondas expresado en segundos, el peso de MNB-C/Seco en gramos y la potencia
del microondas en Watts. Segun la ecuacion (1), el modelo se ajusta con un coeficiente
de correlacion R2= 0,941 (en concordancia con un andlisis de residuos) indicando un
buen modelo de ajuste. Del andlisis del disefio, la potencia y el tiempo presentan un
efecto negativo sobre la absorbancia. Por lo contrario, el incremento de los valores de
la masa de MNB-C/Seco genera un aumento de absorbancia.

Como se puede observar en la Figura 3.2.14, los valores 6ptimos seleccionados
para las variables estudiadas corresponden a los valores maximos en las superficies de

respuesta empleando el disefio Box-Behnken.
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Figura 3.2.14. Diagramas de superficie de respuesta del modelo Box-Behnken.



3.2.4.4. Propiedades analiticas del método propuesto

Empleando espectrometria UV-Vis se trabajé a una longitud de onda de 689 nm.
Se obtuvo un comportamiento lineal en el rango de 0,05 a 1,0 gL* de glucosa (usada
como estandar para azucares reductores) bajo las condiciones experimentales
determinadas. La curva de calibrado obtenida fue: A = (0,015 + 0,007) + (0,717 £ 0,027)
*Car, donde A es la absorbancia y Car la concentracion de azlcares reductores en gL
1. El coeficiente de correlacion (R?) obtenido fue de 0,993. El limite de deteccién (LOD)
y el limite de cuantificacién (LOQ) fueron 0,03 y 0,1 gL estimados como 3y 10 veces
Syn/pendiente respectivamente [38]. La repetibilidad fue del 8,02 %, calculada como el
porcentaje de variacion estandar relativa de 6 mediciones independientes de una
solucién de glucosa de 0,3 gL?. La Figura 3.2.15 muestra los espectros de absorcion
UV-Vis de diferentes concentraciones de glucosa en el rango de 500-850 nm para
obtener la curva de calibrado que se muestra en la Figura 3.2.16.
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Figura 3.2.15. Espectros de absorcion UV-vis del MNB-C/Seco para las
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Figura 3.2.16. Curva de calibrado en condiciones experimentales seleccionadas.

3.2.4.5. Aplicacién a muestras reales

El método propuesto se aplico para determinar azucares reductores (Glu y Fru) en
cuatro muestras de miel, utilizando condiciones experimentales 6ptimas. Se analizaron
muestras de miel por triplicado. EI método propuesto se validé con el método de Fehling-
Causse-Bonnans (FCB) [39-40]. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
3.2.3.

Tabla 3.2.3. Andlisis de muestras reales por triplicado.

Muestras Método propuesto FCB* Error relativo
miel (9ar/100gmuestra) (9ar/100gmuestra) (%)
H1 72,1+ 2,7 74,2+ 4,1 -2,8
H2 79,0+ 2,1 77,5+ 3,2 +1,9
H3 74,8 + 3,0 76,321 -1,9

H4 73,7+£29 75,6 +3,4 -2,5




3.2.5. Conclusiones parciales

Se desarroll6 un sensor 6ptico empleando un material vitreo de Oxidos de
molideno, sodio y boro. El fundamento de este sensor se basa en la formacion de un
complejo de coordinacion de color azulado debido a la reduccién del molibdeno en
presencia de azucares reductores cuando el material es sometido a la accion de
microondas.

Se evaluo la funcionalidad del sensor determinando el contenido de azUcares
reductores en muestras de miel comercial y los resultados obtenidos se compararon con
el método de referencia Fehling-Causse-Bonnans (FCB), obteniéndose resultados
satisfactorios. Ademas, los resultados demuestran que el contenido de azlcares
reductores en las muestras cumple con las exigencias de composicion minima
establecidas en el C.A.A. y en el Codex Alimentarius.

El sensor espectrométrico desarrollado con un material vitreo presenta una serie
de ventajas: es un método sencillo y rentable en comparacion con otras técnicas
analiticas mencionadas anteriormente y con los ensayos enzimaticos. Ademas, no
requiere equipamiento sofisticado y puede implementarse facilmente en laboratorios de

rutina.
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Biosensor visual basado en microparticulas vitreas de

silicato comercial para la determinacion de glucosa




4.1.1. Objetivo

En este trabajo se propone un método innovador para anclar la enzima glucosa
oxidasa sobre un sustrato inorganico de microparticulas de vidrio silicato comercial que
posibilite el desarrollo de un nuevo biosensor visual, econémico y de bajo impacto

ambiental, para la deteccion de glucosa.

4.1.2. Introduccioén

La tendencia actual en diversas ciencias, tales como biolégicas, toxicolégicas,
de alimentos, medioambientales entre otras, es el empleo de sistemas analiticos de
respuesta rapida, que requieran un tratamiento de muestras sencillo, como asi también,
permitan realizar la deteccion y/o cuantificacién de diferentes analitos. Por ello, el
desarrollo de sensores, basados en métodos de screening constituye una herramienta
fundamental debido a que permite realizar diferentes determinaciones en tiempo real,
como asi también pueden automatizarse y miniaturizarse lo que conlleva a una
simplificacion del procedimiento realizado [1-3].

Una buena alternativa a la determinacién de diversos analitos es la utilizacion de
sensores visuales que permiten observar un cambio de color frente a un estimulo
guimico/bioquimico y, ademas, presenten un potencial para realizar técnicas analiticas
de laboratorio, teniendo en cuenta que las metodologias tradicionales son laboriosas y
requieren tiempos elevados de andlisis. Entre este tipo de sensores visuales es
importante considerar a los biosensores, ya que son dispositivos con alta selectividad y
permiten mayores aplicaciones fundamentalmente en quimica analitica [4].

Un biosensor es una herramienta analitica utilizada para el reconocimiento de
un analito o un grupo de analitos que reacciona con un sistema bioldgico y/o
biomoléculas (como tejidos, microorganismos, organelos celulares, enzimas,
anticuerpos, antigenos, &cidos nucleicos, proteinas, aptdmeros, compuestos
biomiméticos, catalizadores sintéticos, moléculas conjugadas y polimeros impresos,
entre otros) asociados a un transductor fisicoquimico o microsistema de transduccion
que puede ser 6ptico, electroquimico, termométrico, piezoeléctrico o magnético [5-6].

En cuanto al desarrollo de biosensores enzimaticos capaces de sensar la
actividad catalitica de enzimas con sus respectivos sustratos, es de gran interés la
enzima glucosa oxidasa (GOXx), la cual, permite la determinacion cuantitativa de glucosa
(Glu) en fluidos corporales, alimentos, bebidas y licores de fermentacion [7]. La ventaja
de los métodos enziméticos es su selectividad, aungque presentan la desventaja de su

alto costo. Por ello, para superar tal inconveniente es necesario reutilizar la enzima. Para



que las enzimas queden adheridas al sensor deben inmovilizarse. Los principales
componentes de un sistema de inmovilizacion enzimética son la enzima, el soporte y el
método de fijacion (Figura 4.1.1). Los métodos mas comunes son la adsorcion, el
atrapamiento, y la unién covalente a un soporte. La inmovilizacién por unién covalente
se basa en el entrecruzamiento de la enzima y el material del soporte produciendo un
enlace fuerte y estable. El enlace covalente es formado entre el grupo funcional del
soporte y la superficie de la enzima que contiene residuos de aminoacidos. La unién
covalente de la enzima con el material del soporte requiere de dos pasos: la activacion
del material, que se lleva a cabo por la adicién de un compuesto reactivo, y el segundo,
es la modificacion del esqueleto de la sustancia utilizada para activar ese soporte. El
paso de activacion produce un grupo electrofilico en el material del soporte y de esta

forma reacciona con los nucledfilos [8].

l Soporte

* Enzima

(@) (b) ()

Figura 4.1.1. Componentes de un sistema de inmovilizacién: enzima, soporte y
técnica de inmovilizacién; los métodos mas comunes son (a) adsorcion fisica, (b)

atrapamiento y (c) unién covalente.

Una gran cantidad de materiales inorganicos como el vidrio y los geles de silice
pueden ser empleados como materiales de soporte para los procesos de inmovilizacién
de enzimas. Varias son las ventajas que estos materiales pueden presentar, por
ejemplo, alta resistencia térmica y marcada rigidez. Ademas, son inertes a la
degradacion por los microorganismos [9].

Uno de los agentes mas utilizados para modificar y funcionalizar la superficie de
los sustratos de silice (SiOy) es el 3-aminopropiltrietxisilano (APTES) o 3-aminopropiltris
metoxi-etoxi-etoxi silano (APTMEES). Estas son sustancias que permiten el
acoplamiento del organosilano a grupos amino quimicamente reactivos (-NH2) a

sustratos basados en silicio (Figura 4.1.2).



NH,

Figura 4.1.2. Representacion esquematica del mecanismo de unién APTES a la

superficie del sustrato de silice.

A pesar de los muchos trabajos en los que utilizan APTES, existe controversia
sobre la orientacion de sus moléculas en la superficie de silice después de la
funcionalizacion y su estabilidad quimica en solucién acuosa [10]. Ademas, estos silanos
presentan la desventaja de ser costosos [11]. W Limbut y col. propusieron un método
para inmovilizar ureasa sobre tres soportes diferentes basados en SiO, para la
determinacion de urea [12] y mostraron la alta eficiencia de dicha interaccion.

Partiendo de los estudios previos arriba citados, en este trabajo se busco utilizar
otros precursores con grupos amino disponibles (como por ejemplo la urea) para la
funcionalizacion de la superficie del sustrato de silice que sea econémico, sencillo de
implementar y amigable con el medio ambiente para el desarrollo de un biosensor visual

para la deteccién de glucosa en muestras de miel.

4.1.3. Materiales y métodos

4.1.3.1. Reactivos y soluciones

Las soluciones se prepararon utilizando agua tridestilada (<1 uS/cm). Urea (99,97
%, Mallinckrodt), solucion de glutaraldehido grado Il (Sigma-Aldrich) 25 % m/v en agua,
solucion buffer de fosfato 0,1 M pH 6,80, soluciones de glucosa (Sigma-Aldrich): se
prepararon disolviendo la cantidad apropiada en 10,0 mL de agua. Se utiliz6 4-
aminofenazona 25 mM en buffer tris 0,92 M; solucion de fenol 55 mM; solucién de

glucosa oxidasa (1000 U/mL); peroxidasa (120 U/mL).



4.1.3.2. Instrumentacion

La identificacion de los compuestos presentes en los materiales vitreos se efectu6
mediante espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), empleando un
equipo Nicolet Nexus FTIR trabajando a temperatura ambiente en el rango 3500 cm™ a
400 cm™®. Esto permite caracterizar el vidrio silicato y las microparticulas vitreas
modificadas, previamente molidos hasta obtener polvos finos y dispersados en KBr.

La caracterizacion estructural de los sistemas vitreos se llevd a cabo a 25°C
mediante la técnica de difraccién de rayos X (DRX) en polvo, utilizando un equipo Bruker
D8 advance en modo de escaneo continuo con anodo de cobre y barrido en el rango 26
de 10° a 60°. En todos los analisis se emple6 una tension de 45 kV y una potencia de
30 mA.

El tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas se obtuvo utilizando un equipo
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd.) a 25 °C y los valores de potencial Zeta
fueron calculados directamente por el software del instrumento utilizando la ecuacién de

Smoluchowski.

4.1.3.3. Procedimiento para el desarrollo del sensor visual

Para la preparacion del nuevo material que serd utilizado como sensor visual de
glucosa, se empled como sustrato sdlido inorganico un vidrio de silicato comercial con
elevada temperatura de transicién vitrea (Tg). Este material fue molido empleando un
molino de bolas y el polvo obtenido se tamizd con una malla de 150 mesh (Sigma
Aldrich). De esta forma se obtienen las microparticulas de vidrio, en donde la GOXx
guedara inmovilizada. Para ello se emplea como sistema de anclaje una solucion de
urea.

En la Figura 4.1.3 se muestra un esquema completo del procedimiento
experimental efectuado. La Figura 4.1.4 ilustra la sintesis del sensor visual propuesto
desarrollada en las siguientes etapas:

a. Las microparticulas de vidrio se dejaron en reposo en una disolucion de
NaOH 1M durante 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente se
filtr6 por gravedad utilizando papel Whatman N°3 como se observa en la
etapa (l) de la Figura 4.1.3. La fraccion sélida retenida en el papel se lavé
con agua tres veces hasta obtener un liquido de lavado de pH neutro. La
misma se seco en una estufa a 75 °C durante 3 horas.

b. Como se observa en la etapa Il (Figura 4.1.3 y 4.1.4), el polvo seco

resultante se sonicé durante 30 minutos (160 W) en una disolucion de urea



6,95 M. Esta dispersion se filtr6 nuevamente, se lavé con agua y se seco
en estufa a 75°C por 3 horas. Este tratamiento permitié generar los sitios
de anclaje en su superficie. Las microparticulas tratadas se agitaron
durante 2 horas en una disolucion de glutaraldehido (10 % m/m) a
temperatura ambiente (etapa lll de las Figuras 4.1.3 y 4.1.4) para generar
los enlaces covalentes entre los grupos aminos del glutaraldehido y de la
enzima. Finalmente, se filtré6 nuevamente con un papel Whatman N°3 y se
lavé varias veces con buffer fosfato pH 6,8 hasta que el liquido de lavado
conservo el pH. La fraccion sélida retenida en el papel filtro, se sec6 a 75°C
durante 3 horas.

Finalmente, en la etapa IV (Figura 4.1.3 y 4.1.4), las particulas vitreas
modificadas del inciso b) se trataron con la disolucién glucosa oxidasa. Para
ello, 1,00 g de particulas vitreas modificadas y 2 mL de la solucion de
enzima se sonicaron durante 30 min utilizando un gel refrigerante para
evitar el calentamiento y preservar la actividad enzimatica. Para finalizar el
proceso de preparacion, el sistema se lavé con buffer fosfato pH 6,8 y se

almacenod a 4°C en un frasco cerrado.
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Figura 4.1.3. Esquema de las etapas de modificacion.
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Figura 4.1.4. Esquema del método de preparacion.

4.1.4. Resultados y discusion

4.1.4.1. Caracterizacién de los materiales vitreos

Se realizaron las caracterizaciones del material vitreo de silicato comercial en las
diferentes etapas de modificacion, con la finalidad de establecer sus propiedades como

sustrato inorganico del sensor visual.

4.1.4.1.1. Espectroscopia FTIR

La Figura 4.1.5 muestra el espectro FTIR del vidrio de silicato y de las
microparticulas vitreas con la disolucién de urea después de finalizar la etapa Il es decir,
particulas vitreas donde los enlaces N-H se han fijado a la superficie del vidrio para
recibir las moléculas de glutaraldehido. Las bandas observadas estan entre 3500 cm-
3400 cm™y 1560 cm™*-1640 cm™ en el espectro y permiten afirmar el anclaje exitoso en
la superficie del grupo amida [13]. Las bandas entre 800 cm™ y 1169 cm™* corresponden

a las vibraciones de enlaces silicio-oxigeno (por flexion y estiramiento).
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Figura 4.1.5. Espectro FTIR del a) vidrio de silicato y las b) microparticulas vitreas con

disolucion de urea después de terminar la etapa Il.

4.1.4.1.2. Difraccion de rayos X

La Figura 4.1.6 muestra los patrones de difraccion de rayos X de las particulas de
vidrio después de los tratamientos Il y IV. El difractograma de rayos X del material luego
de ambos tratamientos, no muestra la presencia de picos agudos e intensos, lo que
demuestra la naturaleza amorfa del material confirmando la ausencia de estructuras
cristalinas. Las bandas anchas son consecuencia de la ausencia de un ordenamiento
reticular del material, sus iones estan dispuestos irregularmente formando una
estructura mas o menos distorsionada, debido a las condiciones de enfriamiento en que
tuvo lugar su formacion y no pudieron ordenarse con la regularidad geométrica de un
cristal [14].
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Figura 4.1.6. Patrones de difraccion de rayos X de particulas vitreas después de los a)
tratamientos Il y b) IV.

4.1.4.1.3. Potencial zeta y tamafio hidrodindmico

El fenébmeno de adsorcidon en una superficie es la capacidad de los sustratos
sélidos para atraer algunas moléculas y iones del medio. Tales fenédmenos pueden ser
de naturaleza fisica o quimica. La primera, se debe sobre todo a las fuerzas de van der
Waals y a las fuerzas electrostéticas existentes entre las moléculas adsorbidas y los
atomos del sustrato o adsorbente [15]. Las propiedades, el comportamiento de la
superficie del sustrato y su naturaleza quimica se ven fuertemente afectados por la
carga superficial determinada por el potencial Zeta (§) proporciona una comprension de
su comportamiento quimico en funcion del medio, ya que la interaccion con los iones
externos depende tanto de las caracteristicas de los iones en superficie como de las
propiedades de la superficie. Por lo tanto, tanto los iones presentes en la estructura de
la superficie como los iones adsorbidos del liquido van a tener un efecto en la medicion,
y esto se puede observar a través del efecto del pH. Los protones tienden a ser
adsorbidos en una superficie cargada negativamente, lo que resulta en una interfaz
entre liquido y superficie mas neutra (menos negativa). Cuando el valor de pH es lo
suficientemente bajo, la alta concentracion de protones puede causar un exceso de
carga positiva en la interfaz entre la superficie y el liquido, lo que resulta en un potencial

zeta netamente positivo [16].



La magnitud del potencial zeta define la estabilidad de una suspensién. Si todas
las particulas suspendidas tienen alto potencial, positivo (+ 25 mV) o negativo (- 25 mV),
las fuerzas de repulsién electrostéatica prevalecen, manteniéndose el sistema disperso.
Sin embargo, si el potencial Zeta tiene valores bajos cercanos a cero, prevaleceran las
fuerzas de atraccién de van der Waals y las particulas se agregan [17].

Teniendo en cuenta el primer paso del método, empleando una modificacién de
las particulas del vidrio con una disolucion de 1M de NaOH, se midio la carga superficial
para asegurar las condiciones necesarias para dar lugar al anclaje en etapas (lll) y (IV).
Se confirmd la densidad de carga superficial por potencial zeta para las particulas
vitreas utilizando como medio agua tridestilada (-33,3 mV) y utilizando 0,1 M buffer
fosfato pH 6,8 (-16,9 mV) [18]. En la Figura 4.1.7 se muestra la distribuciéon del tamafio

de las particulas estudiadas.
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Figura 4.1.7. Distribucién del tamafio de particulas por dispersion laser.
4.1.4.2. Mecanismo de fijacion al sustrato

Cuando una pelicula de solucién esta sobre una superficie de vidrio de silicato
(~Si) se inducen dos reacciones quimicas diferentes, reguladas por el pH [19-20].
Cuando el pH es inferior a 9, se produce un proceso de lixiviacion que resulta en un
intercambio idnico [21-22] donde los iones alcalinos del vidrio se intercambian por H* o
HsO", lo que aumenta si el pH es superior a 9 [23], como puede observarse en las

siguientes ecuaciones:



~Si—ONa+H*2Si—OH+Na* (1)
~Si—ONa+ H;0* 2 Si— OH + H,0 + Na*  (2)

En la condicién de pH regulado a 6,8 estas reacciones se rigen por la difusién de
iones en el vidrio siguiendo la primera ley de Fick hasta que se alcanza el estado
estacionario y el espesor de la capa modificada sobre la superficie permanece
constante. La superficie del silicato hidratado es en si misma una nueva fase amorfa
como lo confirma los resultados de la Figura 4.1.6; esta nueva fase permite la reaccion
con la urea dando los grupos aminos para permitir el enlace covalente con las moléculas
de glutaraldehido (Figura 4.1.9) y, por tanto, construyendo los anclajes sobre la
superficie de la particula vitrea. Ahora, estas particulas vitreas modificadas pueden fijar
la estructura de la GOx a su superficie (etapa IV de la Figura 4.1.4).
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Figura 4.1.8. Reaccion de entrecruzamiento entre urea y glutaraldehido.
4.1.4.3. Evaluacién del desempefio del biosensor visual

El biosensor visual desarrollado se enmarca dentro de los llamados sistemas de
screening directo que permiten evaluar si una muestra tiene una concentracion del
analito en estudio superior respecto a una preestablecida. Teniendo en cuenta que este
sensor se basa en una reaccion quimica y permite evaluar el analito selectivamente, el
disefio de los denominados test kits podria llevarse a cabo.

Se estudio la eficiencia del material desarrollado evaluando visualmente el cambio
de color del mismo de blanco a rosado en presencia de glucosa. Este cambio de color
esta basado en dos reacciones acopladas. En una primera etapa la glucosa oxidasa
(GOx) cataliza la oxidacion de la glucosa a acido glucénico, generando peréxido de
hidrégeno (Ec. 3). Posteriormente, el peréxido de hidrégeno en presencia de peroxidasa
(POD) y fenol 4-aminofenazona (4-AF), (Ec. 4) genera el desarrollo de color, cuya

intensidad esta relacionada con la concentracion de glucosa.

GO
CeHyp0g + 0y + HyO — CeHy05 + Hy0, (3)

PO
2H,0, + 4 — AF + CgHsOH — C¢H,0, + 4H,0 (4)



Para llevar a cabo la evaluacién del biosensor, se colocaron sobre una placa de
toque 0,1 g de sensor preparado y 5uL de disoluciones de diferentes concentraciones
de glucosa (0,25 gL?, 0,4 gL, 0,6 gL, 1,0 gLy 1,5 gL?), trabajando a temperatura
ambiente. Empleando una concentraciéon de glucosa de 0,25 gL' no se observo
desarrollo de color. Sin embargo, se obtuvo una coloracién rosada en las disoluciones
de concentracion 0,4, 0,6 y 1,0 gL que indica una reaccién positiva a la presencia de
glucosa. Trabajando con la solucién de glucosa 1,5 gL el color desarrollado es de

mayor intensidad. A modo de ejemplo se muestra una foto del desarrollo de color del

biosensor con concentraciones de glucosa [gL-1] estudiadas con 0,1 g biosensor (Figura
4.1.9).

i
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Figura 4.1.9. Concentraciones de glucosa [gL?] estudiadas con 0,1 g biosensor.

Por otro lado, y con la finalidad de emplear la menor cantidad de biosensor para
llevar a cabo la determinacién se probaron 0,1, 0,2 y 0,5 g de biosensor sélido,
observandose que 0,1 g es suficiente para apreciar el cambio de color y que cantidades

menores no permiten visualizar dicho cambio (Figura 4.1.10).

(@)

Figura 4.1.10. Reaccion glucosa 1 gL en a) 0,1 g biosensor, b) 0,2 g de biosensor y

c¢) 0,5 g de biosensor.



Asimismo, se evalud el tiempo de desarrollo de color entre el agregado de glucosa.
Este estudio demostrd que a partir de los 60 s se evidencia una coloracion rosado que
se intensifica hasta los 120 s y a partir de este tiempo la coloracién permanece
inalterable durante 2 h (Figura 4.1.11). Luego de ese tiempo, la coloracién se vuelve

mas amaronada producto de la oxidacién del material con la glucosa.

(b) (c) (d) (e)

Figura 4.1.11. (a) Biosensor sin glucosa. Reaccion visual del biosensor con glucosa
1gLta(b)60s, (c) 120 s, (d) 180sy (e) 2 h.

Con la finalidad de poder utilizar este biosensor como detector de glucosa en
muestras de alimentos, se evalud su desempefio en una muestra de miel. Para ello, se
seleccion6 una muestra proveniente de un apiario de la region de Bahia Blanca, con un
contenido de glucosa de 35,1 % m/m [24]. Se observa una reaccion positiva al evaluar
el biosensor en presencia de una solucién acuosa de miel 1,0 gL (Figura 4.1.12).

Finalmente se estudi6 la estabilidad del sensor durante tres meses, observandose
el desarrollo de color rosado caracteristico por la presencia de glucosa, posibilitando

una alternativa de uso comercial de este biosensor.

(b) ()

Figura 4.1.12. a) Biosensor solido; b) Biosensor mas disolucién de miel 1 gL a 60 s;

c) Biosensor mas disolucion de miel 1 gL a 120 s.




4.1.5. Conclusiones parciales

En este capitulo se describié el desarrollo de un nuevo procedimiento para anclar
glucosa oxidasa sobre microparticulas de vidrio de silicato comercial utilizando urea en
reemplazo de los reactivos convencionalmente empleados como el APTES y otros
similares. Esto permitié construir un biosensor visual para llevar a cabo un método rapido
de screening, econdmico y amigable con el medio ambiente, que permite realizar
medidas de caracter cualitativo analizando un gran nimero de muestras en un breve
periodo de tiempo.

El biosensor visual propuesto desarrolla una reaccion positiva a partir de 60 s
intensificando su color hasta los 120 s, tiempo adecuado para realizar la lectura del
mismo. Esta coloracion permanece constante durante 2h. Por otro lado, permite detectar
concentraciones de glucosa iguales o superiores a 0,4 gL*. Esta determinaciéon se
realiza a temperatura ambiente a diferencia del método enzimatico que requiere un bafio
a37°C.

El biosensor desarrollado es simple de usar sin requerir un profesional altamente
calificado ni el uso de instrumental especifico, siendo la reaccién de color un

procedimiento simple para confirmar la presencia de glucosa.
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CAPITULO

4.2

Desarrollo de un biosensor cronoamperométrico basado en
un electrodo comercial de carbono vitreo, modificado con

una matriz de hidrogel, para la determinacion de
compuestos fenaolicos en tés y yerba mate




4.2.1. Objetivo

El objetivo del trabajo que se describe en este capitulo es disefiar un biosensor
cronoamperométrico empleando la enzima tirosinasa (TIR) la cual pertenece a la familia
de las polifenol-oxidasas. Para ello se modifica un electrodo de carbono vitreo comercial
con la enzima TIR inmovilizada en una matriz de hidrogel compuesta por
macromoléculas de quitosano y mucina, empleando como agente entrecruzante
glutaraldehido. Se evaluard el desempefio de este biosensor en la determinacion de
fenoles totales oxidables (FOT) presentes en infusiones tales como té verde, té negro y

yerba mate.

Este trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Electroquimica en el area de
Fisicoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Cérdoba, en colaboracién con el profesor Dr. Fernando Garay, en el marco de una
pasantia de investigacion para jovenes docentes otorgada por la Universidad Nacional
del Sur, llevada a cabo durante el periodo comprendido entre los meses de febrero y
agosto de 2022.

4.2.2. Introduccién

Los compuestos fendlicos naturales, que usualmente se encuentran en forma de
polifenoles como los flavonoides, estan presentes en el reino vegetal y se manifiestan
en una amplia variedad de estructuras. Su presencia en los alimentos les confiere no
s6lo caracteristicas organolépticas como color y sabor, sino que, ademas, tienen
propiedades que resultan beneficiosas para la salud, motivo por el cual algunos de estos
alimentos se utilizan desde hace miles de afios con fines terapéuticos [1].

La cuantificacion de especies fendlicas es sumamente importante tanto en
muestras bioldgicas, farmacoldgicas, en tecnologia de los alimentos y en estudios de
interés ambiental [2-3]. A pesar de que existen varios métodos cromatograficos y
espectrofotométricos para la determinacion de estos compuestos, todos ellos requieren
un laborioso tratamiento de la muestra que no los hace aptos para seguimientos en linea
[4-5]. En cambio, las técnicas basadas en métodos electroquimicos presentan varias
ventajas tales como: bajo tiempo de deteccién, volumen de muestra pequefio, alta
precision, simplicidad y elevada especificidad, gracias a la cual se logra minimizar el
efecto de especies interferentes, evitando asi etapas de pretratamiento que
comunmente requieren mucho tiempo [6]. Los biosensores que emplean enzimas tales

como polifenoloxidasas, (lacasa (LAC) y tirosinasa (TIR)), son los mas utilizados para



cuantificacion de polifenoles en muestras de té [7]. Los sensores enzimaticos presentan
grandes ventajas para detectar especies en muestras complejas, ya que las enzimas
oxidan selectivamente al analito estudiado sin requerir la purificacién de la muestra. Las
polifenoloxidasas (PPO) oxidan a especies fenélicas generando quinonas que pueden
ser reducidas sin producir especies que afecten el area activa del electrodo de trabajo
[8]. Las reacciones que se generan en el biosensor cronoamperométrico en el que se
analiza catecol, que es el analito comunmente empleado para el desarrollo de un

biosensor de especies fendlicas, son las siguientes:

catecol + PPO(oxigaaay = quinona + PPOcrequciaay (1)

quinona + 2e~ + 2HT — catecol (2)

1
PPO(reducida) +502 - PPO(oxidada) + HZO (3)

Si bien las reacciones (1-3) tienen lugar en el biosensor se llevan a cabo de forma
sucesiva dando lugar a un ciclo catalitico [8]. La Figura 4.2.1 muestra un esquema donde
se puede observar con mayor detalle dénde transcurren estas reacciones. La reaccion
(1) tiene lugar cuando el sustrato (S, catecol) difunde hasta la matriz enzimatica. En este
punto conviene aclarar que la matriz se encuentra contenida entre dos membranas de
policarbonato que presentan poros longitudinales (en la direccién del eje x del esquema)
de 50 nm. Estas membranas mantienen a los componentes de la matriz enzimatica
dentro del sandwich, permiten el ingreso de analitos que pueden difundir a través de
ella, evitan el ingreso de bacterias que pueden atacar a los componentes de la matriz, y
limitan la contribuciéon del movimiento convectivo que se realiza en la solucién acuosa.
Cuando S alcanza a la enzima, y esta se encuentra en su forma oxidada, esta lo
reconoce Yy lo transforma en una quinona (Q). Sin embargo, después de esta reaccion,
la enzima queda reducida y para oxidarse puede usar O, que es su mediador natural.
La ecuacion (3) muestra esta reaccion en la que la enzima restablece su forma oxidada
y el Oz se transforma en H>O. Si bien existen otros mediadores que pueden sustituir al
O estos pueden perder su actividad o escapar del biosensor limitando la estabilidad y

reproducibilidad del mismo.
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Figura 4.2.1. Esquema transversal de un biosensor tipo sandwich para la deteccién de

sustratos fenolicos.

La enzima genera Q que puede ser reducida sin producir especies que afecten el
area activa del biosensor. Esta afirmacion corresponde a la ecuacion (2) en la que no
sélo se logra proteger a la superficie del electrodo de la deposicién de polifenoles no
conductores, sino que ademas la reduccién de Q transcurre a potenciales muy bajos
donde muy pocas especies pueden actuar como interferentes. En la reaccién (2) se
regenera a S, cerrando el ciclo electrocatalitico. De este modo, es posible entender que
la generacion de una corriente de reduccion, dada por los electrones que ingresan al
electrodo de trabajo, esta condicionada por presencia de S. Sin embargo, como S se
regenera, lo Unico que se estaria consumiendo es O, por lo que es esta la especie que
usualmente determina la maxima concentracién de S que puede cuantificarse con un

biosensor de esta naturaleza [8].

4.2.3. Materiales y métodos

4.2.3.1. Reactivos y soluciones

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico y se utilizaron sin ninguna
purificacién previa. Para la preparacion de todas las soluciones se utiliz6 agua ultrapura
desionizada Milli-Q 18,2 MQ.cm, la cual fue obtenida a través de un sistema Milli-Q de
Millipore.

La solucién electrolito buffer (SEB) 0,04 M pH 5,0, se prepar6 disolviendo cloruro
de sodio (Anedra, Argentina), fosfato diacido de potasio (Baker J.T, Argentina) y acetato

de sodio (Anedra, Argentina) en agua, ajustando el pH mediante el agregado de



soluciones concentradas de NaOH (Merck, Argentina) o HCI (Baker J.T, Argentina). La
solucion SEB se conservo a 4 °C.

La enzima empleada fue tirosinasa de hongo liofilizada (TIR, Sigma-Aldrich,
Argentina) T 3824-25 KU (13,6 unidades enziméaticas (U) por mg). La enzima se disolvi6
en 0,25 mL de SEB y se prepararon diluciones con SEB con contenidos de enzima de
1000 U de TIR y de 100 U de TIR para preparar biosensores con contenido de enzima
de 133 U TIR por sensor y 13 U TIR por sensor respectivamente.

La solucién de catecol (1,2 dihidroxi-benceno) se preparé disolviendo catecol
(Sigma-Aldrich, Argentina) con agua en un matraz de 10,0 mL de forma tal que la
solucién tenga una concentracion de 0,10 M. Esta solucion se conserva a 4 °C. A partir
de la solucién acuosa comercial de glutaraldehido (GLUT) (25% v/v) (Merck, Alemania),
se prepararon diluciones en agua Mili-Q al 1; 2,5; 5; 10% v/v.

Para la preparacion del hidrogel, se utilizaron distintos porcentajes de quitosano
(Sigma-Aldrich, Argentina) y mucina (Sigma-Aldrich, Argentina) en polvo y se almacend
a 4°C. Se cortaron membranas de policarbonato en forma de discos de 6 mm de
diametro con un tamafio de poro de 0,05 um (Whatman Nuclepore, nUmero de catalogo
WHA 111103, Sigma, EE. UU.).

4.2.3.2. Instrumentacion

Todas las medidas electroquimicas se realizaron con un analizador electroquimico
Autolab PGSTAT30. La detecciébn cronoamperometria se realiz6 con agitacion
magnética, Figura 4.2.2a. Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un sistema
convencional de tres electrodos. Como contraelectrodo (o electrodo auxiliar) se utiliza
un alambre de Pt. Todos los potenciales estan referidos con respecto al electrodo de
referencia empleado Ag|AgCI|KCI (3M) (CH Instruments, EE. UU.). El electrodo de
trabajo es de carbono vitreo (ECV) de 3 mm de didmetro (CH Instruments, EE. UU.).
Este electrodo es el que se modifica para formar el biosensor con TIR (BST), Figura
4.2.2b.



(b)

Figura 4.2.2. a) Fotografia de la celda electroquimica utilizada y b) electrodo de
trabajo modificado (BST).

4.2.3.3. Preparacion de muestras

Las muestras de té verde, té negro y yerba mate, en saquitos, se adquirieron en
supermercados de la zona de la ciudad de Cérdoba Capital, Argentina.

Para obtener una muestra representativa de 2,0 g de cada muestra se empleo el
método de cuarteo, donde cada porcidn separada es representativa del total [9]. En cada
caso, se extrajo el contenido de los saquitos hasta obtener 20 g total de muestra.
Posteriormente la muestra completa se coloca sobre una superficie limpia donde se
mezcla para homogeneizar con una varilla de vidrio y se la distribuye en forma circular.
Luego, se divide en 4 partes iguales, seleccionando dos cuartos opuestos. Las
fracciones separadas se mezclan y se repite nuevamente el cuarteo. Esta vez las
porciones seleccionadas corresponden a las otras dos diagonales opuestas. Este
procedimiento se repite hasta obtener la masa de muestra para el analisis (Figura 4.2.3).

Las infusiones se realizaron pesando 2,0 g de muestra en 200 mL de agua a 100
°C, durante 5 minutos [6] y luego, dejando reposar hasta temperatura ambiente. Todas

las infusiones se filtraron y se almacenaron en envases de vidrio oscuros a 4 °C.
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Figura 4.2.3. Procedimiento del método de cuarteo implementado.

4.2.3.4. Preparacién de la matriz enzimética

Los biosensores se prepararon utilizando una matriz con los polimeros quitosano
y mucina seleccionados a partir de estudios realizados en el grupo de trabajo de
Fisicoguimica de la Universidad Nacional de Cdrdoba [8,10-11]. Para preparar la
solucion de matriz enzimética (Figura 4.2.4), se emplean diferentes proporciones de
quitosano y mucina. Para esto se preparan diferentes mezclas pesando distintos
porcentajes en masa de quitosano y mucina, que combinadas tienen una masa total de
6,90 mg. Cada mezcla corresponde a un tipo diferente de matriz. Posteriormente, cada
una de ellas se disuelve en 80 uL de SEB pH 5,0 y se homogeneiza durante 5 minutos.
Luego, se toma una alicuota de 20 uL de esta solucion de polimeros y 10 pL de soluciéon
de TIR y se agita durante 2 minutos. Experimentalmente se determind que, si esta
solucion se conserva a 4 °C, la TIR puede mantener su actividad enzimatica hasta 96 h.
Luego de este tiempo, la sensibilidad de los biosensores comienza a disminuir de una
forma no reproducible.

Se preparan sensores que contienen 133 U TIRy 13 U TIR por sensor.
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Figura 4.2.4. Preparacion de la matriz de hidrogel del biosensor.

4.2.3.5. Construccion del biosensor

La construccion de los biosensores se realiza con un arreglo en forma de sandwich
conteniendo a la matriz enzimatica, de modo que se pueda sujetar a la superficie del
electrodo de carbon vitreo mediante un o-ring de goma y un soporte polimérico, como

se esquematiza en las Figuras 4.2.1y 4.2.5.
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policarbonato

Electrodo de
carbon vitreo

Figura 4.2.5. Esquema del electrodo biosensor.
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Para esto, el primer paso consiste en colocar una membrana de policarbonato
sobre la superficie del electrodo de carbono vitreo y agregar 4 puL de una solucién de
matriz enzimatica y 3 uL de una solucion de GLUT. Estas soluciones se homogeneizan
manualmente en forma cuidadosa por 2 minutos para que el GLUT pueda reaccionar
con los componentes de la matriz y formar el hidrogel. Mientras transcurre la reaccién
de gelificacion, la mezcla se cubre con la segunda membrana de policarbonato, se
coloca el o-ring y se tapa con el capuchdn de plastico, presionando firmemente para
lograr un sellado adecuado entre el sandwich y el electrodo de carbon vitreo, Figura
4.2.5. Después de 5 minutos desde el inicio de la reaccién de gelificacién, el electrodo
modificado se sumerge en la soluciébn SEB para remover el GLUT que no haya

reaccionado. Luego de esta etapa, el biosensor esté listo para ser utilizado.

4.2.3.6. Medidas cronoamperomeétricas

La celda electroquimica se compone del biosensor, contraelectrodo y electrodo de
referencia. Las mediciones electroquimicas se realizan en SEB pH 5,0 a una
temperatura de 20 + 2 °C, agitando a 120 rpm durante todo el experimento
electroquimico. Se estabiliza el sistema aplicando un potencial de -0,1 V durante 20
minutos. Las medidas cronoamperométricas se realizan registrando la corriente cada

0,5 segundos, aplicando un potencial de -0,1 V respecto al electrodo de referencia.

4.2.4. Resultados y discusién

4.2.4.1. Estudio electroquimico de catecol

Empleando un electrodo de carbono vitreo sin modificar es posible oxidar
directamente especies fendlicas sobre este electrodo. Sin embargo, la oxidacion
electroquimica de estas moléculas generalmente ocasiona su polimerizacién sobre el
electrodo, formando estructuras no conductoras que impiden su uso sistematico con
fines analiticos. Ademas, la oxidacion de fenoles generalmente ocurre a potenciales
donde reaccionan otras especies que suelen estar presentes en muestras naturales y
gue pueden actuar como interferentes. La Figura 4.2.6 a) muestra la respuesta de
voltamperometria ciclica (VC) a 200 mVs™ cuando en la celda electroquimica sélo se
encuentra la soluciéon SEB. Este perfil voltamperométrico corresponde a la medida del
blanco del experimento. Posteriormente, se realiza un agregado de catecol para que la
concentracion final en la celda electroguimica sea de 10 uM. Se le realiza el barrido de

VC, también a 200 mVs™. En la Figura 4.2.6 b) se observa el pico de oxidacion del



catecol a pH 5,0 cerca de 0,9 V y de reduccién alrededor de 0,4 V. La Figura 4.2.6 c)
muestra la VC de catecol realizada en dias posteriores, empleando el mismo electrodo,

a las que se les ha sustraido la sefial del blanco.
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Figura 4.2.6. Registros de VC a 200 mVs™ utilizando un ECV sin modificar. a) SEB pH
5,0; b) 10 uM de catecol en SEB y ¢) 10 uM de catecol luego de restar la sefial del

blanco (buffer SEB pH 5,0).

Por otro lado, cuando se trabaja con un biosensor, la enzima TIR es la responsable
de oxidar enziméaticamente al catecol. A partir de experimentos preliminares de
voltamperometria ciclica [8,10-11] se demostré que la reduccidon de las quinonas
generadas enzimaticamente se puede medir a —0,1 V. En consecuencia, se aplica un
potencial de acondicionamiento de —0,1 V al electrodo de trabajo versus el electrodo
de referencia durante 30 minutos antes de cada medicién cronoamperométrica. Durante
este tiempo, el sistema alcanza el estado estacionario dentro de la matriz enzimética
donde se observa un valor de corriente constante y muy bajo. La corriente del paso de
potencial de acondicionamiento no se registra. De esta forma aplicando un potencial de
-0,1 V se produce la reaccion de reduccion de la quinona. De este modo, la enzima TIR
oxida selectivamente a fenoles con capacidad antioxidante y genera quinonas que se
pueden reducir electroquimicamente a potenciales bajos donde muy pocas especies de
una muestra podrian interferir con la sefial analitica, sin afectar la superficie del

electrodo, Figuras 4.2.1y 4.2.7.
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Figura 4.2.7. Reaccién de oxidacion del catecol catalizada por TIR.

4.2.4.2. Optimizacion de la matriz enzimatica

La optimizacion del biosensor se realiza a través de un estudio por combinatoria,
para evaluar como afecta la relacion entre cada uno de los componentes que se
emplean para desarrollar al hidrogel que contiene a la enzima. Se hicieron curvas de
calibrado (corriente limite en funcién de la concentracion de catecol) empleando la
técnica de cronoamperometria, con matrices de diferente composicion (relacion
guitosano/mucina y concentracion de glutaraldehido), trabajando con una concentracién
de TIR 133 U/sensor. Las curvas de calibrado de catecol se realizan estudiando matrices
con relaciones quitosano/mucina de 10/90, 30/70, 50/50, 70/30 y 90/10. En cada caso
se varia la concentracion de GLUT (1 %, 2,5 %, 5 %, 10 % y 25 %). De las curvas
obtenidas, se obtuvo la sensibilidad (pendiente de la curva de calibrado) y el intervalo
lineal. Por otro lado, a partir de los perfiles de cronoamperometria se evalué el tiempo
de respuesta (rime), que corresponde al tiempo en que la corriente alcanza el 95 % del
valor de corriente limite (lim). A modo de ejemplo, en la Figura 4.2.8 se muestra un
conjunto de perfiles de cronoamperometria. La Figura 4.2.8 A muestra las respuestas
de CA cuando se modifica la relacion quitosano/mucina y se trabaja con GLUT al 5 %.
En la Figura 4.2.8 B se observan los perfiles cuando se modifica el porcentaje de GLUT,

para un grupo de matrices construidas con 50 % de quitosano.
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Figura 4.2.8. Perfiles de CA cuando se realizan sucesivas adiciones de 1uM catecol
usando matrices enzimaticas preparadas con diferentes hidrogeles de mucina,
guitosano y TIR. Concentracién de TIR 133 U/sensor. (A) Concentracion de GLUT 5%;
de quitosano (a) 10%; (b) 30%; (c) 50%; (d) 70% y (e) 90%; (B) 50%, concentracion de
GLUT (a) 1%; (b) 2,5%:; (c) 5%; (d) 10%:; (e) 25%.

Se realizd un andlisis estadistico para evaluar la dependencia de las relaciones
quitosano/mucina y las concentraciones de GLUT, con los valores de sensibilidad,
intervalo lineal y rime. De esta forma se puede determinar la composicién de la matriz
enzimatica Optima para la construccion del biosensor [11-12]. La Figura 4.2.9 muestra

un conjunto de superficies construidas con los datos resultantes.
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Figura 4.2.9. Dependencia de la sensibilidad, el rime ¥ €l rango lineal en funcion del %
de GLUT y de la relacién entre las masas de quitosano y mucina empleada en la

construccién de matrices enzimaticas preparadas con 133 U/sensor.

Teniendo en cuenta que el entrecruzamiento ocurre principalmente con las
moléculas de quitosano, a bajos valores de este polimero una fraccién importante de la
enzima no es atrapada eficientemente en la matriz. En aquellos casos con elevados
porcentajes de quitosano el entrecruzamiento es muy elevado y podria dificultar la
difusién del analito en la matriz o bien evitar que la enzima tenga la flexibilidad necesaria
para llevar a cabo la reaccion de catélisis.

Al estudiar estas superficies se observa en la Figura 4.2.9 que cuando la matriz
enzimatica se prepara con un 5 % de GLUT y 50 % quitosano presenta un maximo en
la sensibilidad. Este comportamiento puede atribuirse al apropiado grado de reticulacion
debidos a la reaccién entre el GLUT y los grupos amino del quitosano, y a la combinacién
de cargas electrostaticas de la mucina y quitosano. Es importante recordar que la
mucina es una glicoproteina que tiene muy pocos grupos amino expuestos a la solucion
[13-14]. Como consecuencia, las matrices preparadas con baja concentracion de GLUT
y/o elevada concentracion de mucina no se entrecruzan significativamente y la enzima
puede escapar de la matriz durante las etapas de lavado previas a la medicion. Este
resultado muestra la importancia de combinar dos macromoléculas con diferentes
caracteristicas quimicas y electrostaticas. En este sentido la TIR estaria favorecida por
un ambiente electrostaticamente neutro, proporcionado por las cargas positivas y
negativas correspondientes a mucina y quitosano, respectivamente. También podria
considerarse que la matriz con 50 % de quitosano proporciona la viscoelasticidad y
grado de reticulaciébn mas apropiados para el funcionamiento del sensor.

La Figura 4.2.9 muestra que los biosensores construidos con porcentaje de
quitosano menor al 70 % presentan respuestas en menor tiempo, que aquellos con

mayor cantidad en su composicién. Como se indicé anteriormente, un alto nivel de



entrecruzamiento podria limitar la difusion de reactivos y productos a través de la matriz
enziméatica, aumentando el tiempo de respuesta del sensor [13].

En base a la relacion entre sensibilidad y rime, S€ selecciond a la matriz enzimatica
compuesta por 5 % de GLUT y 50 % de quitosano. Esta matriz no sélo presenté la mejor
relacién entre sensibilidad y rime, Sin0 que también tuvo muy buena reproducibilidad del
sensor, respecto a otras composiciones de matriz. Sin embargo, la composicién de
matriz enzimatica seleccionada no presenta un adecuado intervalo lineal entre 0,05 a
6,0 uM. Por ello, se decidié disminuir la concentracion de la enzima a 13 U/sensor para
incrementar dicho intervalo.

La Figura 4.2.10 muestra buena reproducibilidad en la sefial de tres biosensores
independientes construidos con la matriz enzimatica seleccionada, en los que se
emplean sélo 13 U de TIR por sensor. La corriente de inicio de las curvas (a — c) se
modificaron con desplazamiento vertical para poder apreciar mejor a cada uno de los
perfiles cronoamperométricos. A partir del andlisis estadistico de estas respuestas y de
otras muy similares en las que se evalué la reproducibilidad y la repetibilidad de la sefial
de un mismo sensor se encontré que estos parametros tuvieron una variacion de 4,3 %

y 9,0 %, respectivamente.
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Figura 4.2.10. Perfiles de CA de tres biosensores independientes con desplazamiento

vertical preparados con 13 U/sensor, 5% GLUT y quitosano 50%, adiciones sucesivas
de catecol 0,05 pM.



4.2.4.3. Verificacion del efecto de la enzima

La Figura 4.2.11 muestra la respuesta de CA de dos matrices preparadas con 5%
GLUT y quitosano 50%, pero en la curva (a) no se incorpora TIR, mientras que en la
curva (b) se agregan 13 U de TIR a la matriz. Las flechas indican el momento en que se
realizan agregados de 2 uM de catecol cada 300 s en SEB pH 5,0. En la curva (a) se
puede observar que la corriente se mantiene constante y sin cambios frente a los
agregados de catecol. Por el contrario, la curva (b) muestra los sucesivos aumentos en
el valor absoluto de la corriente debido a la reaccion de catalisis enzimatica que efectla

la TIR atrapada en la matriz.
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Figura 4.2.11. Perfiles de CA de: (a) una matriz sin enzima y (b) un biosensor

preparado con 13 U de TIR. En ambos casos se trabajé con 5% GLUT, quitosano 50%

y adiciones sucesivas de catecol 2 uM.

4.2.4.4. Determinacion de los parametros analiticos para el biosensor
optimizado

La Figura 4.2.12 muestra la respuesta de CA correspondiente a un biosensor
preparado con la matriz enzimatica con 5 % GLUT, quitosano 50 % y 13 U de TIR en un
intervalo de concentraciones entre 0,05 a 70 uM s de catecol, observandose la pérdida
de linealidad de la respuesta del biosensor a concentraciones mayores de 20 pM CAT.

Por lo tanto, la zona lineal de la curva | vs C corresponde al intervalo 0,05 - 20 uM CAT.
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Figura 4.2.12. Intervalo de concentraciones de catecol estudiado.

La Figura 4.2.13 muestra el perfil cronoamperométrico correspondiente a las
concentraciones de catecol estudiadas. La curva de calibrado (Figura 4.2.14) fue
construida a partir de los valores de corriente limite en funcién de la concentracion de
catecol. La ecuacion de la curva de calibrado obtenida fue | = (4, 04 x103 + 0,40 x103)
+ (24,23 x102 £ 0,07 x103) *Ccar, donde | representa la corriente limite en unidades de
MA y Ccar la concentracion de catecol en unidades de puM. A partir del andlisis de
regresion lineal de la curva de calibrado se obtuvo un valor de coeficiente de correlacion
R? = 0,999. Ademas, se determinaron los valores de limite de deteccién (LOD = 0,049
MM) y el limite de cuantificacion (LOQ = 0,165 pM), correspondientes a 3 y 10 veces
(respectivamente) el valor de la desviacion estandar de la ordenada al origen dividido

por la pendiente de la recta [15].
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Figura 4.2.13. Perfil de CA de un biosensor preparado con 13 U de TIR, 5% GLUT y
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Figura 4.2.14. Curva de calibrado construida a partir de los valores de corriente limite
del perfil 1/ t.



Analizando los datos de la Figura 4.2.13 se puede observar que el BST muestra
un tiempo de respuesta menor a 1 minuto para concentraciones de catecol que varian
en tres 6rdenes de magnitud, desde 5,0x102 hasta 2,0x10* uM. El tiempo de vida del
biosensor fue de 10 dias (15 usos) almacenado en SEB 0,4 M pH 5 a 4°C.

En la Tabla 4.2.1 puede observarse que el LOD obtenido resulta menor con
respecto a otros métodos electroquimicos encontrados en la literatura donde fueron
determinados las especies fendlicas acido gélico [16] y catecol [17-18]. La ventaja
principal de este sensor es el nimero de veces que puede reutilizarse comparado a los
demas biosensores.

Tabla 4.2.1. Comparacioén del biosensor desarrollado respecto a otros de bibliografia.

Electrodo Analito Inter. LOD N°  Método Elect. Muestra Ref
lineal [UM]  uso
(UM]
Grafito/ePDA- ac. 1-150 0,29 1 Amp CPB pH  céscara [16]
LAC galico 4,6 castafia
PC/BSA/LAC CAT 20-700 4,60 - VPD 0,1M agua [17]
buffer residual
fosfato
pH 7
TIR-ND- CAT 5-740 0,39 - VPD 0,2M agua de [18]
PS/GCE buffer rioy
fosfato grifo
pH 6
LAC- epiCAT 0,1-250 0,07 1 Amp 50 mM vino [19]
rGO/TiS2/NAF/S buffer tintoy
PE ABS pH  jugo de
50 fruta
GCE/Quit/Muc/ CAT 0,05-20 0,049 15 Amp buffer té verde este
TIR SEBpH vynegro, trabajo
50 yerba
mate

*Amp=amperometria, PC= pasta de carbono, LAC=Lacasa, CAT= catecol, rGO= 6xido de
grafeno, TiSz= disulfuro de titanio, NAF= Nafién, SPE= electrodo serigrafiado, epiCAT=

epicatequina, VPD=voltamperometria de pulso diferencial, GCE=carbon vitreo. Elect=electrolito.

4.2.45. Andlisis de FOT en muestras reales

El biosensor optimizado se utilizé para determinar la concentracion de FOT en
muestras de infusiones de yerba mate (YM), té verde (TV) y té negro (TN). Las medidas
se realizaron mediante la técnica de adicion estandar ya que las muestras analizadas

tienen varios componentes que pueden generar un efecto matriz. A continuacién, se



presentan la Figura 4.2.14 y la Tabla 4.2.2 que muestran los resultados obtenidos para

este estudio.

YM1
YM2 *

0,040 ~
0,035 -

0,030

rtevAaeodron

0,025 ~

| / pA

0,020

0,015 ~

0,010 ~

S
0,0 0,5 1,0 15 2,0
Cear | 1M

Figura 4.2.14. Curvas de adicion estandar con las muestras estudiadas.

Tabla 4.2.2. Determinacion de FOT en infusiones con un biosensor de TIR.

FOT Equiv. de CAT por L
Muestras N°
[uM CAT] muestra [mgL?]
YM1 1670 + 27 184 +3
Yerba
YM2 1702 + 11 187 +1
mate
YM3 1278 + 24 141 +3
Ta TVA4 924 + 20 102 +2
é
TV5 1156 + 16 127 +2
verde
TV6 1240 + 16 136 £ 2
TN7 396 + 11 44 + 1
Té
TN8 360 + 12 40+ 1
negro

TN9 434 + 12 48 +1




Para cada una de las muestras analizadas se obtuvieron las curvas por adicion
estandar. Para la YM la pendiente varia entre 0,002 y 0,004 pA/uM, para TV 0,006 y
0,007 pA/uM y TN entre 0,009 y 0,010 pA/uUM. Estas pendientes son significativamente
menores comparadas con la pendiente de la curva de calibrado empleando catecol (item
4.2.4.4, Figura 4.2.13) lo que demuestra la presencia de efecto matriz.

Los resultados que se informan en la Tabla 4.2.2 corresponden a valores
promediados a partir de los andlisis realizados por triplicado, los datos se expresan
como media + desviacion estandar (n = 3).

Los principales compuestos polifendlicos presentes en el té verde también estan
presentes en el té negro, pero en diferentes cantidades, lo que probablemente esté
relacionado con la mayoria de las catequinas que se oxidan y polimerizan mediante
enzimas derivadas de las hojas de té durante el proceso de fermentacion (proceso de
oxidacion mayor en té negro) observando en la Tabla 4.2.2 que los FOT en té negro son
notablemente menores que en el té verde [20-21]. Estos resultados sugieren que la
conversion de catequinas durante el procesamiento del té negro afecté la potencia de
los radicales libres del té [22].

Respecto al contenido de fenoles totales en yerba mate se observan valores méas
altos respecto al contenido de fenoles en té verde y té negro, comparable con la
informacion reportada por Bracesco y col., donde indican los niveles de polifenoles de
los extractos de llex paraguariensis son mas altos que los del té verde y similares a las
de los vinos tintos [23].

La concentracion de los FOT también se informa como la masa de equivalentes
de catecol por litro de infusién para simplificar la comparacién con otras referencias de
biosensores [6, 24]. Para Barroso y col., el contenido de fenoles totales equivalentes
expresado en concentracion de catecol en diferentes infusiones de tés se encuentra
entre 37 a 463 mg L'* en cambio, para Fernandes y col., el contenido de fenoles totales
expresado en equivalentes de catequina en té verde se encuentran entre 80 a 160 mg
L1 Los valores de FOT obtenidos fueron consistentes con el rango de concentracion en
tés comparando con los resultados del biosensor de polifenoles totales en té verde
estudiado por Hidayat y col., con un contenido de FOT expresado en equivalentes de

catequina entre 109 a 202 mg L* [25].



4.2.5. Conclusiones parciales

Se desarroll6 un biosensor cronoamperométrico para la deteccién de fenoles
oxidables totales expresados en equivalentes de catecol por litro de infusién. Para esto
se estudiaron diferentes factores que afectan en la construccién de biosensores tipo
sandwich, particularmente cuando se emplea a la enzima TIR como elemento
biocatalitico en la matriz enzimatica. En este sentido, se logré optimizar la respuesta del
biosensor, que permiti6 evaluar como afecta la relaciébn entre los componentes
quitosano y mucina que se emplearon en la construccion del hidrogel que contiene a la
enzima tirosinasa. Esta evaluacion permitié determinar la relacién quitosano/mucina y
el grado de entrecruzamiento mas apropiado para maximizar parametros vinculados a
la sensibilidad, el intervalo de linealidad y el tiempo de respuesta.

A partir del estudio comparativo entre las respuestas del biosensor optimizado con
respecto a otros encontrados en bibliografia, se puede destacar que el biosensor
desarrollado es de relativo bajo costo, simple, de rapida respuesta, bajo consumo de
reactivos, y altamente reproducible. Ademas, el biosensor puede emplearse al menos
15 veces.

El biosensor desarrollado se aplicé para cuantificar el contenido de FOT en
infusiones de té verde, té negro y yerba mate, resultando un método sencillo y rapido

para este tipo de analisis.
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5. Conclusiones generales

En esta Tesis, se han desarrollado materiales innovadores empleando diferentes

estrategias para su modificacién. Se destacan sistemas basados en:

— Una matriz vitrea de boro modificado con nanoparticulas de carbono

2

Una matriz vitrea de 6xidos de molibdeno, sodio y boro

— Microparticulas vitreas de silicato comercial modificadas con urea para
anclar la enzima glucosa oxidasa

— Carbono vitreo modificado con una matriz de hidrogel (quitosano/mucina)

en presencia de tirosinasa

Estos materiales innovadores se emplearon para disefiar sensores quimicos
empleando las técnicas de voltamperometria de onda cuadrada para la determinacion
de hierro en muestras de leche en polvo fortificadas y espectrometria UV-Vis para la
determinacion rapida de azucares reductores en muestras de miel. Asimismo, se
desarrollaron biosensores para deteccidon visual de glucosa en miel y para la
determinacion de fenoles oxidables totales en té verde, té negro y en yerba mate,

utilizando cronoamperometria.

En todos los casos se logré optimizar las variables empiricas a través de disefios

experimentales.

Los sensores ofrecen varias ventajas en comparacion con otras técnicas
analiticas, como un bajo consumo de reactivos que, ademas, son de baja toxicidad.
También destacan por su bajo costo de instrumental, su facilidad de fabricacién y uso,
lo que significa que no necesitan personal altamente calificado y ademas, estos

sensores, proporcionan respuestas rapidas.

Los sensores desarrollados en esta Tesis Doctoral en Quimica contribuyen a
evaluar la calidad de los productos agropecuarios, favoreciendo al desarrollo del sector

productivo de nuestro pais.
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