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1.0 INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

A partir de la dfcada de los afios 60, un nuevo campo, la
electroguimica aplicada a los sistemas biolSgicos, ha tenido un

notorio crecimiento: la biocelectroquimica.

El término biocelectroquimica es un tanto general ya que se
podria aplicar a tedo aquello gque relacione electricidad-qufmica-
biologfa, lo cual constituye un campo de aplicacifn muy extenso -
en el cual se puede obtener informacién analftica termodindmica y
cinética.

Los aspectos gue mias se han desarrollado se pueden agrupar

en los siguientes grupos:

~ Estudio de las reacciones electroquimicas de molé&culas
"simples™ utilizando m€todos electroquimicos convencio
nales inicidndose desde 1940 con los estudios polarogri_
ficos de la tiaminay la riboflavina. Pueden citarse e-
jemplos como el estudio de la adrenalina (1 ), el NADH (2),
modelos parfirfinicos para el estudio de las metalcenzimas,
diversas vitaminas, etc. Las reacciones electroguimicas son
en general utilizadas para proponer mecanismos de accién -
de estos analitos.

- Estudio de las reacciones electrogufmicas de macromoléculas
bioldgicas. Se estudian por lo general las enzimas que for
man parte de la cadena respiratoria haciendelas reaccionar
directamente al electrodo o bien por medio del uso de media-
dores eiectrogquimicos como el metil viol&geno. Se han es tudiado
derivados de las purinas y pirimidinas asi como al DNA por
polarograffa (3 )., Se conoce el compoxtamiento de diversas -
proteinas al electrodo,

- Anflisis electroguimico de sistemas biol6gicos. Este tipo
de andlisis se ha visto favorecido por el uso de los metodos
impulsionales y de la miniaturizacién de los electrodos de -
trabajo que permiten realizar mediciones y estimulaciones -
"in situ". Se ha podido estudiar la polarizacifn membranal -
asi como la evolucifn de metabolitos asociados a neurctrans-
misores en animales vivos de experimentacibn.
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Con respecto al estudio de los sistemas enzim@ticos se puede

decir que hay poca informacifn atin que relacione de manera sistema-

tica la informacién que proporciona la electroqufmica analftica con

parSmetros de relevancia en cinftica enzimftica.

Es importante mencionar que la utilidad de la electrogquimica

en el estudio de los procesos enzimdticos radica en dos aspectos:

a)

b)

Monitoreo del sustrato o del producto para la medicién
cuantitativa de la actividad de una enzima. Desde este
punto de visto las técnicas de electroanilisis se suman
al conjunto de t&cnicas de andlisis que se emplean habi
tualmente para la medicifn de la actividad de las enzi-
mas. Representa una alternativa a los métodos Gpticos -
gue requieren de disoluciones claras y en algunos casos
es la técvnica de eleccidn por la sencillez en la detec-
cibn directa de metabolitos.

Obtencidn de los pardmetros de intensidad de corriente-
potencial impuesto para diferentes estados del sistema,
i.e., en condiciones de Vinax © €8 condiciones limitadas
por el sustrato o en presencia de inhibidores. En este
caso la electrogquimica se coloca junto a los estudios
cinéticos espectrofotomdétricos de barrido de longitud de
onda rd8pidos en el cual se requiere ya de un equipo espe
cial. En electrogufmica analftica es pogible dosificar -
de manera mas especfifica y controlada los pardmetros I/E
para poder medir con mis exactitud los valores de constan-
tes cinéticas asociadas a la reaccién enzimdtica ya que -
hay una gran varidad de imposicibn de potencial o corrien
te electrica para ajustarse a los intervalos de constantes

de la reaccidn enzim&tica particular an estudio.

Por otro lado a diferencia de los métodos espectrofotomé-
tricos en los cuales se requiere gue las especies asocia-
das absorban en el UV o VIS o bien gque formen complejos -
coloridos, efh electroguimica el sustrato o los productos

pueden ser directa o indirectamente electrodetectados con

gran exactitud.



Es necesario aclarar qgue es posible plantear la posibilidad
de gue pueda generarse electrogufimicamente una especie gue sea, una
vez electrogenerade, un sustrate adecuado para una reaccidn enzimé-
tica particular por le gue se piensa en un contrel electrxoquimico
de un proceso enzimitico.

En general no es posible pensar en que la superficie electrd=
dica sustituya a los cofactores utilizados por las enzimas que cata
lizan reacciones de intercambio de electrones ya gue la accidn enzi
matica estd condicionada a la interaccifn estereoqufmica entre el -
sustrato, el cofactor y la enzima. Sin embargo la perturbacifn elec
troquimica puede condicionar al proceso enzimdtico global.

Puede representarse en un esquema el conjunto de eventos que
puede enlazarse entre un sistema enzimidtico y un sistema de moni-

toreo y/o perturbacifn electroquimica:

(B) (C)

E + S == ES == B+ P
(A} k)I'( Y 4) (D)
electrodo electrodo
Las letras (A), (B), (C) y (D) representan las etapas cuya cinética

puede limitar el proceso global. La etapa (A) y/o (D) dependen de la
manipulaci6n electrogufmica externa y pueden modularse de tal manera
que se tengan condiciones de oparacifn solo para medir la velocidad

del proceso determinada por los pasov(B) y (C),i.e. si se desea sole
medir la actividad de la enzima; o bien estas etapas (A) y/o (D) pue-
den modularse de tal manera que condicionen el proceso global de tal
manera de gue pueda evaluarse la velocidad de accibn delas etapas . -

(B8) y (C), i.e. estudios de cinética enzimitica.



De lo expuesto anteriormente puede afirmarse gue los métodos
electroguimicos a diferencia de los empleados habitualmente en estu-
dios de cinética enzimitica, no sole miden la acci®n de un enzima en
un sistema enzimétice particulay sino que influyen en el sistema y
pueden eventualmente modularlo lo cual ofrece una amplia gama de po-
sibilidades en el estudic de la Qufimica de la enzimas.

En este trabajo se muestra la aplicacidn en el estudic preli-
ninar de la reaccidn de descomposicibn del H202 por una peroxidasa,
de cuatro metodologfas electroanalfticas diferentes. Cada una de
de las técnicas empleadas cuenta con un parimetro muy importante que
refine la forma que perturbacidn empléada al que se conoce como “ven-
tana de tiempo". La sensibilidad varfia con cada técnica y el tipo -
de informacifn que proporcionan tambi&n es diferente pero es importan
te gue la informacién ootenida en cada técnica se complemente -
para corroborar las hipétesis planteadas.

La hipS&tesis de trabajo que puede plantearse en este trabaijo
es;

" El 02 es reducido sobre electrodos de lg® y Pt°
en dos etapas: 02/H202/H20 , generando senales
de intensidad-potencial caracterfsticas, las cuales
son modifiicadas por accifbn de una peroxidasa que -

gataliza la dismutaciébn del HZOZ'

La modificaci6bn de las curvas I/E puede relacionarse
con la actividad de la enzima empleada"

Con base a la hipStesis anterior se pretendenalcanzar los
siguientes objetivos.

a) Obtener las curvas IL/E de la reduccién del 02 y del
HiOz por: polarograffa cldsica; pelarograffa diferen
cial de pulsos; voltampercmetrfa con electrodo girato
rio y voltamperometrfia de barrido lineal y triangular.

b) Obtener las curvas de la reduccibn del Q, ¥ del 1,0,
en presencia de una peroxidasa y evidenciar la actividad
de ésta.



GENERALIDADES .

2.1 Fundamentos de electrogquimica analftica: introduccién
a las curvas I/E.

La electroguimica estudia los fenSmenos de transferencia de
electrones entre una superficie conductora por lo regular metdlica
y una fase i6nica conductora lfquida no necesariamente acuosa. Esta
transferencia de partfcula se lleva a cabo cuando la energfa que se
impone a tal electrodo externamente es la adecuada para gue se lle-
ve a cabo la transferencia de electrones. Si la especie gue entra -
en contacto con el electrodo acepta un electrln, Gsta se:-reduce y -
la superficie metdlica o electrodo actfia como cétodo, si ocurre lo
contrario, i.e. que la especie pierde electrones donandolos al eleg
trodo, se dice gue ocurre una oxidacién y el electrodo se comporta
como &node.,

Las reacciones electroquimicas ocurren de manera espontinea o
né dependiendo de las caracteristicas de las interfases electrodo-di-
solucién. Las reacciones gque ocurren en el inodo y en el céitodo de-
ben estar suficientemente alejadas para no interferirse, se dice que
la oxidacién y la reduccibn estan compartamentalizadas. La figura
siguienté muestra esquematicamente tal compartamentalizacifn:

generador

unt M U

membrana

porosa

Existe una serie de variables que afectan a una reacci6n elec-
troqufmica como son los pardmetros referentes al tipo y naturaleza -
de los electrodos, a la manera en gue se tkansportah las especies del
seno de la digolucitfn a la imterfase electrodo/disolucién, pafﬁmetxos
de gquimica en solucibn, etc.



En general la corriente de electrSlisis se ve afectada por:
la velocidad de tranferencia de electrones en la interfase, la ve-
locidad de transferencia de masa de la especie gue se va a electro
lizar y de las especies producto de la electr6lisis y de la veloci
dad de reaccibn quimica acoplada a la transferencia de electrones
heterogénea.

Con respecto a la transferencia de clectrones se puede decir
gue cuando el sistema s¢ encuentra en el potencial de equilibrio,
es decir, la velocidad de transferencia de electrones en el proceso
de oxidacibn y reduccibén del mismo par, es Jla misma:

Ox + ne

la corriente global en consecuencia es cero.

Si se perturba el eguilibrio imponiendo un potencial diferente
al de eguilibrio, esta sobretensibn provocard que una de las veloci=~
dades se modifigue aumentando una de ecllas y disminuyendo la otra pro
vocando la aparicién de una corriente de electr&lisis que puede ser
positiva si la velocidad de oxidacidn predomina © bien negativa si la
velocidad de reduccién es la predominante. Si la sobretensién aplica
da es pequeila para producir un incremento considerable de la corrien-
te entonces el sistema se comporta como un sistema ripido (4 ):

n = Eimp_ E®” = sobretensibdn.
Imponexr una sobretensidén considerable para producir los efectos antes
mencionados, es caracteristico de los sistemas lentos.

La velocidad de transferencia de electrones esta determinado por
algunos paramatros como @l coeficiente de transierencia de carga o fac
tor de simetrfa a, y de la constante esténdar de intercambic de elec-
trones k°, asi como de la sobretensién n. Todos estos parfmetros estan

relacionados como se muestra en las siguientes expresiones (5.¢):
o s-anfn : o ,
vy, = k° e £f = F/RT

vy = k° e {l-a)nfn



Con respecto a la transferencia de masa puede decirse gque es-
ta se verifica por diferencias en el potencial qufmico de las espe
cies y/o por diferencia en el potencial electroguimico. Las formas
de transporte de masa al electrodo son por migracién i6nica, por di

fusidn y por conveccidn.

La migracidn idnica es el movimiento de cargas en forma de io-
nes solvatados bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado.
Las moléculas neutras no se ven afectadas por el campo. Los iones po

sitivos se dirigen hacia el ciitodo y los negativos hacia el &nodo.

La difusidn es el transporte de especies en solucidn provoca-
do por un gradiente osmGtico, esto es un gradiente de concentracién
el cual provoca movimiento de materia hacia donde ésta estd en me-
nor concentracidn. Este gradiente se genera por la electrotransfor-
macifn al electrodo generando un gradiente de concentracién de la =

interfase electrodo/disoluciOn hacia el seno de la disolucifOn.

La conveceifn es =21 movimiento de capas de disclucién hacia --
el electrodo por agitacidn mecdnica externa. El régimen de agitacién
no debe ser turbulante sino laminar y constante. Las formas habitua
les de lograr un régimen convectivo constante y reproducible es por

medio del emplec de electrodos giratorios o por goteo de mercurio.

La transferencia de masa y la transferencia de electrones son
procesos inherentes a la reaccién electroguimica, condiciones nece-
sarias, pero no siempre ésta va acompahada de reacciones guimicas -
acopladas. Estas reacciones pueden ocurrir entre una especie guimi
ca y la especie que se va a electrolizar, o bien puede ocurrir entre
una especie gufmica y el producto de una reaccifn electroguimica.

Las recacciones pueden clasificarse en el orden de aparicibn en solu-

ci6n, poniendo la letra E a la rcaccidn cluctroguimica y € a la reac

cién guimica acoplada. Puede denotarse la rapidez o reversibilidad de
estas reacciones con subindices"r"y/o "i".

De las posibles combinaciones sencillas y de los procesos de va~
rios pasos pueden obtenerse alrededor de una decena de tipos de reac-

ciones acopladas {( B¢ ):

I. transferencia de carga ripida simple: Er

OX + NE”  aneey Red



II. transferencia de carga lenta: Ei

Ox + ne ----+ Red

I11 reaceifn quimica precedente a la transferencia

ripida de electrones: CLE -

Red

iv reaccibn quimica reversible precedente a la trans=
ferencia lenta de electrones: C.E; -

Ox + ne ---- » Red.
v tranferencia de carga répida precednete a una reac-
cidn quimica reversible: Ercr'

VI transferencia de carga rfpida precedente a Uuna read-
cifn gqufmica irreversible: EC, .

Ox + ne” em===s Red.

Red ——-=— 2

Vil transferencla de carga répida precedente a una reac-
cibn quimica catalftica: Elx__C1 .
Ox + ne’ e==== Red.

Red + Z ~—-~=-p> Ox.

VIII transferencia de carga lenta precedente a una reac-
cibn gquimica catalftica: Eicll_

Ox + ne  «~---- Red.

Red + 2 m———— OX .



Dependiendo del tipo de mecanismo gue se presente, los regis-.-
tros de intensidad/potencial se verfn modificados. Sin embargo pa-
ra detectar tal modificacién es necesario modular la medicién de -
la corriente y el potencial con respecto a la velocidad de reaccibn
qufmica acoplada, esto es, trazar la curva intensidad-potencial a -
una velocidad tal que se pueda manifestar la reaccién quimica aco -
plada.

Se define al tiempo de deteccidn de la reaccidn quimica como
el tiempo ventana y se determina en relacibn a la magnitud de la -
constante cinética de la reaccifn quimieca acoplada:

= i <t
tv i/ k

Por otro lado cada t€cnica electrogufmica tiene su propio tiem-
po de registro de la respuesta intensidad/potencial impuesto, depen-
diendo sobre todo del tipo de transferencia de masa que se establez-
ca. i el tiempo de Quracifn del proceso experimental clectroquimice
T, €8 pequeflo con respecto a tv, entonces la reaccitn de transferen-
cia de carga se detectard come no perturbada. Si por el contrario -
t, es menox que t, l.e. la k' es muy grande, entonces la reaccibn -
quimica acoplada puede modificar notablemente el registro I/E de la

reaccidn electroguimica.

LA deteccibn de los tiempo ventana depende del tipo da- téeni-
ca’electroguimica que s¢ use para el estudio de la reaccibn quimica
acoplada. A continuacibn se dan los tiempo ventanas accesibles con

las t€cnicas utilizadas comunmente (%% ):

voltamperometrfa T intervalo ty

con electrode giratorio 1/w 30 - 1000 rpm 0.001-0.3 s
voltamperometria _4
barrido triangular RE/ Py 0.02-100 V/s 10 -1 s
polarogratfa clésica t goteo 1L a 5 s 1 - 5 s

Para el estudio de una reaccibn electroquimica afectada por una
reaccién quimica acoplada es preciso ensayar las diversas técnicas -
haciendo variar el parfmetro 1 en cada una de ellas. La medicidn de

la corriente y el potencial en cada caso se correlaciona segln la in-
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formacibén proporcionada por Nicholson y Shain (7 ) la cual lleva a
establecer el tipo de mecanismo de gue se trata y si se tiene la su-
ficiente informacibn experimental puede determinarse tv Yy en conse-
cuencia el valor de la k' de la reaccidn quimica acoplada.

Se muestran en las figuras siguientes los pardmetros de Nichol-
son y Shain gue corresponden a los mecanismos ya mencionados en los
pirrafos anteriores.

3
VI IIT 5
-
H
=l i3]
[s3
o Q
0
-~ 1
-3 o
=
~ =
o~ (9]
N
WKL
< v v
Iiz
. I,ViI
12758
I v VL
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En electroqufmica analftica ademfis de los principios expues-—
tos anteriormente existen otros que son muy importantes en el desa

rrollo y disefic de las reacciones electroquimicas .

En el trazadeo de las curvas I/E se utilizan electrodos de -
pegquefia superficie llamados microelectrodos paraigue las relacio -

nes predichas por las ecuaciones puedan cumplirse.

Durante los fenSmencs clectroguimicos es necesario considerar
que ademds de la sobretensidn se establece un potencial debido a la
resistencia de la disolucibén al paso de corriente. Este potencial,
IR . se le conoce como "caida Shmica" el cual se evita por el uso
de disoluciones idnicas concentradas.asi como ¢l empleco del electro-

do auxiliar lo mds cercanc posible al electrodo de trabajo.

Condiciones operatorias.

Para el estudio de las reacciones electtogqufmicas y sus reac-
ciones quimicas acopladas es necesario establecer condiciones de tra

bajo sistemdticas:

a) Empleo de un electrolfito indiferente generalmente una sal
completamente ionizada en el disolvente de trabajo y que
no se electroliza facilmente.

b} Eliminacién del oxfigeno disuelto de manera habitual en -
las disoluciones si &ste no es el analito en estudio, por

medio de burbujeo de nitrfgeno a la disolucidn.

c) befinicitn del régimen convectivo de trabajo: Régimen de
difusibn convectiva (electrodos giratorios, polarograffa):
RDC; o régimen de difusién pura (voltamperometria lineal
o ciclica) RDP. Esta condicifn es muy importante porgue
condiciona al pardmetro de ticmpo 1 .

d) Empleo de microelectrodos y compartamentalizacién de las
interfases. Esto Gltimo se logra mantenicndo los microelec
trodos suficientemente alejados 1o cual evita el uso de .=
menmbranas porosas que tienen la desventaja de introducir un
potencial adicional de membrana o de unién lfguida, que no

es reproducible,
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Una vez establecidas las condiciones experimentales de trabajo
anteriores se procede a trazar la curva I/E gque corresponde al domi-
nio de electroactividad el cual es el intervalo de valores de poten-
cial impuesto que el electrodo de trabajo adopta sin gue haya corrien
te de electrblisis.

Este intervalo esta delimitado por una corriente de reduccidn
muy grande y una corriente de oxidacifn tambifn muy grande gue corres
ponde a la reduccibn y oxidacidn de alglin componente en gran concen-
tracibn y que forma parte del medio reaccional de trabajo. Se dice -
que estos valeores de corriente corresponden a la barrera catddica y -
a la barrera an6dica respsctivamente y no puede ocurrir ninguna reac-
cidn electroquimica a potenciales mas alld de agquellos impuestos por
las barreras. Las barreras © muros anbdico y catfdico pueden estar
dadcg por la reduccibn y/o oxidacibn del electrodo de trabajo, del di-
solvente mismo o bien por el electrolfto scporte por lo que el dominio
de electroactividad cambiari con la naturaleza del electrodo, del di-
solvente y del pH de la disoluci®n.

En a figura siguiente sc muestra un dominio de electroactividad
obtenidc con el electrodc de Hg® en medio neutro acuoso en RDC:

I(uA

,mm‘“‘“‘ T {v/ECE)
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2.2 Polarografia clésica.

El método polarogrifico fué inventado por Jaroslav Heyrovsky
en 1922 y estudiada por &l y sus colaboradores estableciendo sus -
fundamentos durante casi 15 afios ( 10 ). La polarograffa es una téc
nica voltamperométrica que estudia las reacciones electroqufmicas
gue ocurren sobre un electrodo indicador de mercurio en forma de -
goteo (DME). El ULME esta constitufdo por un capilar con un diames-
tro de aproximadamente 5x10—3cm alimentado por un recipiente de Hg®
¢on una gran frea a travé@s de un tubo de caucho virgen de 20 a 50
cm por el cual fluye el lfiquido met&lico y la raz6n de goteo es de
2 a 10 segundos (10,3 ).

La forma gue toma la gota de mercurio al final del capilar es
similar a una esfera gque se desprende de &ste cuando la tensibdn su-
perficial cg vencida por el peso de la gota. Debido a gue la gota ~
crece con el tiempo, la corriente de electrflisis cuando ocurre so-
bre este electrodo variard con el tiempo de vida de la gota:

O

El electrodo capilar se introduce a la diswiucidn y se mantiene
fija la altura de la columna de Hg° por lo gque para un potencial dade
el perfil de la corriente mostrada arriba no variari en un intervalo
de tiempo grande. Este tiempo de goteo s ve afectado por la tensién
superificial originando el fenSnemo de electrocapilaridad (s,5) .

El DME presenta ventajas gue hacen gque sea el més utilizado den-~

tro de las té&cnicas electroanalfticas y que lo hace mas eficiente con

respecto a los electrodos s6lidos de Au, Pt o C, estas ventajas son:



14

- renovacién continGd de la superficie ademis de ser
altamente reproducible.
- el depGsito de metdles no es acumulativo ya gue di-

funde hacia dentro de la gota.
- .@s un microelectrodo.
- el tiempo de goteo es ajustable zeglin las necesidades.

- el 0" se reduce a potenciales muy negatives por lo gue

el dominio de electroactividad catSdico es muy amplio.

Tas desventajas y limitaciones de este clectrodo son las si-
guientes:
- la onda obtenida puede ser irragular por fenfmenos

de adsorecibn © de cambios en la tensidn superficial.
- se requieren velocidades de barrido de potencial muy
lentos ( menores a 10 mV/s) .
- la sensibilidad depende de la corriente residual o de

carga electrica capacitiva . La sensibilidad es del

orden de 10_4M en condiciones operatorias adecuadas.

- Es posible dicernir dos ondas de reduccifn u oxidacidn
si ocurren por lo menos a una distancia de 300 mV/ne”.
~ presente un dominio de electroactividad anSdico limita-

do pox la oxidacibn del Hg° .

El montaje experimental para el trabajo polarografico se mues-
tra en la p&gina siguiente asi como la forma tfpica de un registro -
pelarogréfico.

La ecuacifn de Ilkovic (%,6), muestra las relaciones cntre la
corxriente 1limite de difusifn, iy, con la concentracibn en soluciln;

iy = 605 n DM2m?/3M 0 g 2500y

donde: n=nfimero de electrones; D=coeficiente de difusidn; m=flujo de
mercurio; t=tiempo de goteo; C*=concentracidn en solucibn.



Potenciostato

Recipiente
de
mercurio

DME AUX ECS

I (ud)

[

Generador Registrador
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escalera

Y
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2.3 Polarograffa diferencial de pulsos.

Los métodos de pulsos polarogrdficos fueron desarrollados
por Barker como una extensitn de sus trabajos con la polarogra-
fia-de onda cuadrada (12 ), solo que estos, los métodos de pul-
sos, pueden ser descritos empleando algunos conceptos de la po-

larograffa cldsica o dc y la voltamperomctrfa de barrido lineal.

La mayor saensibilidad de la polarograffa difercncial de -
pulsos( DPP) esta basada en el hecho de gue la corriente de car-
ga o capacitiva disminuye debido a que ali finpal de la vida de la
gota, cuando el crecimientc es mfinimo, la corriente residual es
peqguefla y cambia lentamente con el tiempo (i1314) , en tales condi=~
ciones la DPP consiste en que se aplica un potencial en rampa co
mo en la polarografia cldsica pero se superpone un potenciai adi
cional que va desde 10 hasta 100 mv y gue es mantenido hasta la
ta al potencial

cafda de la gota y a un nivel constants o
de base. La duracién del pulso es de 5 a 100 miliscgundos: dos -~

muestras de corriente se toman durante cada gota, una antes de a
plicar el pulso y la otra durante €ste y antes de gue la gota cai
ga ( tl Y tz) respectivamente, la diferencia de corriente, iz—il,
se grafica en funcién del potencial de base aplicado dande una -
corriente diferencial donde el pico mdximo se encuentra.cercano al
potencial de media onda si la amplitud del pulso es sufiecientemen
te peguefa (515 ), La siguiente pdgina muestra la figura que rxe -
presenta la relacidn entre corriente, pulsc impuesto v rampa de po
tencial impuesto. En esa figura sc observa gue en ausencia de 1la -
de una corriente de electrdlisis o faradaica, el resultado es la -
aparicifpn de una corriente de "clavo" debido a la gorriente de car
ga que afin decae rdpidamente ( figura 1,1) cuando el potencial apli
cado es suficiente para gue aparezca una corriente faradalva el com
portamiento se observa en la figura 1.2, donde se aprecia que la -
disminucibn de la corricente inducida es un poco mas lenta. La suma
de los valores de corriente,da la' corriente mostrada en 1.3 (16 ).
Esto explica el porqué se toman dos muestras de corriente para po-

der eliminar la corriente residual y aumentar la sensibilidad.

En la p&gina siguiente se muestra un registro tipico cbteni-

do por polarograffa diferencial de pulsos.
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La expresifn de las curvas polarogr&ficas de reacciones
répidas esta dada por la ecuacibn:

E=E + 2.303 (RT/nF) log ((il— i)/i} (1)

172
gque al ser diferenciada y relaciocnandola con la ecuacifn de -
Cotrell que expresa la relacifn de il' se obtiene la siguiente

expresibn (3,19 )=

172

83 =(n?F2/RT) AC(-2E) {D./2t ) {ps(1+p)2}

donde P = e(nF/RT)(E—El/Z)

'tm= intervalo entre aplicaci6n del pulso
y la medida de la corriente.

D.,= coeficiente de difusibn.

La expresidn anteriox es v&lida Gnicamente para valores de amplitud
pequefia, AE < RT/nF,y la ecuacifn para todas las amplitudes gueda:

1/2 2 2 2
(Ppa -~ PA/°+Pac +P_+P_ o)

Ai = nFAC (D/utm) atla

= el(E1~E,/2) - El/z)
= HF/RT (E,-E,/2)

Ey) = potencial donde iles medida.

Ez = potencial donde izes medida.
cuande PA= 1 entonces &1 es méximo y la expresidn para la corriente

de pico miximo es:

: _ /2,

(Al)max— nFac (D/utm) (o-1/c+1)

observandose gue a mayor amplitud del pulso la Ai mdx. aumente pero
tambi&n hace que la anchura del pico aumente, por 1o tanto la resolu-

cibn serf menor, adem8s se muestra gque 4i maAx. es lineal con C.
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El potencial de pico se ve afectado por la amplitud del pico
alejdndose del potencial de media onda en 4E grandes por la siguien
te relacidn:

E =E

P /2 " AE/2

El area de la gota afecta proporcionalmente a la diferencial

de corriente. Debido a que se trabaja a concentraciones mepores a

-5
1o

centracibn hasta milimolar siempre y cuando se utilicen 3 electrodos

M la concentracién del electrolito soporte puede scr de una con

Por lo que respecta a la adicibn de un supresor de miximos polarogra
ficos puede ocurrir que &ste haga decrecer la corriente y ademls que
se afecte la corriente de carga @e tal manera que algunos sistemas -

gue son répidos ya no lo sean{%,13 ).

2.4 Voltamperometria con electrodos giratorios.

Debido & gue la convecci6n forzada puede ser util%zada para gue
YRR
nos proporcione un transporte de masa constante y no del tiempo al -
establecerse un régimen estacionario, el uso de electrodos giratorios
permite obtener informacidn I/E reproducible y controlable.

Dentro de la capa de difusidn que se crea por la conveccidn for
zada, la solucifn es considerada inmSvil por lo gque la corriente es -~
debida preferentemente por la llegada difusional a trav@s de tal capa
también conocida como capa de Nernst, mientras que la conveccifn re-
nueva la concentracifn de material electroactivo en los lfimites de es
ta capa.

El gradicente de concentracifn en la capa de difucifin es conside-
rado lineal y la corriente de electrflisis esta dada por (<, (,.K):

i = -nFAD {C,_., - C,_)/¢
donde x es la distancia medida a partir de la superficie del electrodo

hacia el seno de la disolucién y § la distancia de la capa de Nernst.

Si el potencial esta lo suficientemente alejado del potencial -
normal condicional donde la corriente estd limitada por la difusibn -
entonces la ecuacién anterior se reduce a:

i = -n¥FAC/S € = concentracidn analftica en
solucidn.
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Para el microelectrodo giratorio de disco el valor de la capa
de Ne rnst viene dado por:

6 = 1.61 pY/3,1/651/2

donde D es el coeficiente de difusifn; v es la viscocidad cinem&ti-

ca del disolvente y w la velocidad de giro del electrodo.

Si la rotacifén es constante la corriente es proporcional a la

concentracidn de la especie electroactiva en solucidn.

En condiciones de corriente limite de difusidén la expresidn -
exacta de la corriente limite para un glectrodo giratorio viene dada

por la ecuacién de Levich:

= ~0.62 nra D273 ¢ v VE L2

1
En la pdgina siguiente se muestra un voltamperograma tipico
obtenido con un electrodo giratorio de disco.

La ventaja del uso de los microelectrodos giratorios estriba
en el hecho de que pueden usarse microelectrodos de P&°, Au®, C¥
que porporcionan un mayor dominio de elactroactividad en la regidn
anédica lo cual es una limitante an polarograffa. Los limitas de

deteccifn son del orden de los detectados por polarografia clasica.

uUna desventaja del uso de microclectrodos sélidqs es la gran
facilidad que presentan para pasivarse, i.c. de conservar especles
adsorbidas al electrodo.
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2.5 voltamperometrfa de barrido lineal y triangular.

En esta técnica el barrido de potencial se realiza en forma
lineal a diferentes velocidades y en forma de rampa. Este barrido
puede ser simple o multibarrido {cfclica). Puesto que no hay agita
cibn no se observa un régimen estacionario y la corriente depende
del tiempo en que se imponga el potencial. El proceso depende solo
de la difusibn, consecuencia de esto la forma en gue se registra -
la corriente tiene forma de pico y no de una meseta ya gue si se -
hace que el potencial cambie con respecto al tiempo desde un valor
BE; (ver figura) hacia valores positivos aparecerd una corriente -
faradaica la cual estari en un principio limitada por la transfe -
rencia de electrones hasta llegar a un pico donde ya no limita sola
mente &sta sino la difusién para despu€s observarse la total depen
dencia de la corriente con la difucién, ya que la especie electroac
tiva no se renueva con la misma velocidad con la gue se esta consu-
miendo entonces la corriente cae hasta el valor residual. En la -~
caercania del electrodo se encuentra la nueva especie producto de la
electrSlisis y solo puede desaparecer de ahi por disufién hacia =1
seno de la disolucibn, transporte en general lento, y al hacer un ba
rrido de potencial en sentido contrario ge pucdedetectar a esta es—
pecie generada al inicioc obteniendo una corriente de pico de senti-
do contrario y de igual magnitud si el sistema es rfpido y no exis-
ten reacciones quimicas acopladas. En esto se basa la voltamperome-
trfa ecfclica. La ecuacifn de Randles-Sevick relaciona la corriente
de pico con los pardmetros involucrados en la reaccidn electroqguf-
mica (§1¢):

i, = -2.69x10% n¥/2a pl/%c o112

donde v es la valocidad de barrido de potencial. Para una sola -
velocidad de barrido la corricnte de pico es proporcional a la con-
centracién en solucidn, Debido a la dependencia de la corriente -
con la velocidad de barrido de potencial pueden detectarse congen -
traciones pequefias a velocidades altas a condicifn de no llegar a un
valor muy alto ya que en ese caso la corriente de carga aumenta con
mayor rapidez que la corriente faradaica.

En la pégina siguiente se muestra un voltamperograma cfclico

tfpico.
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Ej = Potencial de ininicio de barrido de potencial .
EA = Potencial de cambio
E;,I; = potencial y Corriente de pico cat6dico

E: . 1; = potencial y Corriente de pico anédico
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Si observamos la figura anterior el potencial concional puede
ser ‘calculado de la siguiente forma:

o o= o 1/2 1/2
Ep = E RT/nF 1ln Dox /Dred + 1.109 RT/nP
Ep = El/Z + 1.109 RT/nF

el valor de El/2 es igual al obtenido por polarograffa clisica si el
electrodo de trabajo es de platino u otro metal inerte recurbiertos
con una pelfcula de mercuric o con una poza de mercuric. El poten -
cial de media onda, E1/2' puede ser obtenido a 25°C por:

Ep = El/z + 0.0285/n

lo cual puede expresarse como un criterio de la rapidez del sistema.

La cinética del proceso electr6dico puede ser estudiado con relativa
sencillez por la veltamperometrfa lineal y cfclica en su conjunto.

Para un sistema rapido g€ - 2 = 59 mv/n y no varfa con la ve-

locidad de bBarrido de potencial; (i;/ia ) =1 ; j.p/v]'/2 es inde-
pendiente de la velocidad de barrido de potencial.

Para un sistema lento el Ep_cambia por 30/an mv { a es el -
coeficiente de transferencia de carga) por cada incremento de 10 ve
ces el barrido de potencial; ip/vl/2 es constante y no hay corrien
te de pico inverso.

El proceso de determinacifn de la rapidez de un sistema es re-
lativamente - sencillo cuando no hay complicaciones de reacciones gquf
micas acopladas. Los criterios de Nicholson y Shain ya mencionados
en secciones anteriores muestras los perfiles de corriente de pico y
potencial de pico anfdicos y cat6dicos para diversos casos de reac -

ciones qufmicas acopladas.



2.6 Fundamentos de cin€tica enzimitica.

Es posible plantear el concepto de Km y Vpax Para un gistema
enzimitico si se hecha mano del concepto apliamente usado en Quimica
en Solucifén de constante condicional de formacibn (y/o disociacifn)

de un compledjo (17, 1a ).

En efento si consideramos gue se forma el complejo enzima-sus-—
trato y se establece un equilibrio, puede expresarse la cencentracibn
de los participantes de este equilibric por medic de un diagrama loga
ritmico de concentraciones de uso sencillo en Quimica en solucibn:

_ _(E)(S)

E + 5 == ES K
(ES)

Cp = (E) + (ES) (balance de masa sobre la enzima)
pK
- > jets]

log C,

E log (E)
log (ES)
log C;
SRR AN

log (8)

Del diagrama anterior se observa gue debe fijarse valores de
sustrato tal gue pS<< PRy Para gue la enzima se encuentre total-
mente saturada. Cuando pS = pKd se observa gque la enzima esta sa-
turada al 50%. Del diagrama anterior puede en consecuencia derivar
se el diagrama de abundancia relativa para cualquier valor de pS:



R6

1.0
@i Q.54
0.0
pKg ps
_ _(ESM _ (E) N ~
donde 6. = __EE_— y g = (2 ¥ by * otgg 7 100

Ahora bien una vez establecida la relacibn de equilibrio termo-
dinimico entre la enzima, el sustrato y el complejo enzima-sustrato,
puede plantear el equilibrio anterior c¢omo una reaccién "condicional”
en la cual el donador de la partficula S participa en una reaccidn co-
lateral para formar el producto y liberar a la enzima:

E + s = ES

T '

el equilibric de disociacibn de ES ahora esta "condicicnado” a la for-

macién de P y a la liberacién de E (regeneraci6n del receptor de S:
condicionalidad catalftica), la magnitud de la condicinalidad depende
ra del estado de eguilibrio o del grado de avance en la produccidn de
P.

Para cualquier grado de avance en 1la velocidad de produccidn deil
producto, cuando el donador de la partfcula participa en un equilibrio
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colateral donde el receptor se regenera, entonces la cantidad de E

aparentementes ¢s mayor por lo gque se puede proponer que ahora la -
disociacifn esta representada por un valor de Ké > Kd' pKé <pKd por
lo que se requeriri fijar valores de pS$ menores para alcanzar el -

misme grade de saturacidn.

Ahora bien el grado de avance debe fijarse en condiciones ta
les que la velocidad de formacién de ES y la velocidad de formacién
de P se igualen, en tal estado del sistema la concentracifn en cual
quier momento es censtante. Este estado de equilibrio aparente es -
en realidad un estado de"equilibrio" cin&tico o estado permanente
{"steady state"):

kl(E)(S) + k4(E)(P) = kZ(ES) + kB(ES)

si ademds sc¢ cumple ¢l heehn  de que (P)+ 0, i.e. la condiciones
iniciales del sistema, DS =constante hyquns\*o de amortiguamiento
mGltiple por imposicifn de pS en medio concionado), entonces:

kl(E)(S) = (ES)(k2+k3)
o bien

ey (s _ K2t ks o

(ES) Ky m

de tal manera se establece la analogfa entre el estado de eguilibrio

quimico y el estado permancnte cin&tico:

equilibrio quimico: (E)(8) _
(ES) 4
estado permanente; LB . X = K4

(ES)
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La transformacifn de § para un valor de pS impueste en -~
presencia de enzima puede representarse por medio del diagrama -~
logaritmico si se cumplen las condiciones del estado permanente:

la velocidad inicial de reaccibn es v, = Eﬁlgl% = k,{EZ)
af{t} J5 <

por lo gue:
(&) (5} Ky
K
mn

cuande ({ES) = Cp entonces Vo ViayT k2CE .

Por lo tanto si se fija un valor de pS v se mankiene el estado
permanente, entonces las condiciones de velocidad mixima puede repro~

sentarse de la siguiente manera:

pK

lag v, 7 ps

max

g Vo

b
log v, og {S)
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2.7 caracterfsticas de las peroxidasas.

El t&rmino peroxidasa comprende a varias enzimas especificas
como citocromo-peroxidasa, glutatidn-peroxidasa, etc. En el caso -
de la peroxidasa de ribanoc la enzima estd constitufda por grupos =~
hemopréticos: se conocen varias isoenzimas de esta peroxidasa (zt: ).
Su peso molecular es de aproximadamente 40,000 g/mol. RAbsorbe a 403
nm debido al grupo hemo y a 275 nm debido al grupo proteico. Su pun
to isoelectrico se encuentra en un valor de pH igual a 7.2, siendo
estable a temperatura ambiente por semanas ({3, zz).

El mecanismo de reaccibn no esta muy bien definido siendo uno
de los mis probables el siguiente (3%):

E + H202 —————— complejo I
complejo I + “202 ————— complejo II
complejo 11 ====wmea=—~ E + 2u20 + 02

Cuando la concentracidn de perSxido es grande se forma un comple
jo III inactivo. Ademis se reporta que los grupos hemo se dimerizan -
(23,28) sziendo en general mfis activa la forma monomérica.

Los aceptores de hidrfgeno son especificos solamente actfian sobre
el per6xido de hidrfgeno, metil y etilperdxidos: sin embarge la especie
donadora de hidrSgeno puede ser: catetdl, resorcincl, hidroquinona, piro
galol, anilina, guayacol, ete. La actividad de la peroxidasa puede me-
dir a través de la disminuci6n de i,0, 0 también puede medirse a través
de la disminucién del donador de H y por la aparicién del producto oxi-
dado. El valor de la actividad@ depende del donador empleado ya que la
constante de velocidad de reacci6n es diferente para los diversos dona
dores (w22} .
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3.0 PARTE EXPERIMENTAIL.
3.1 Estrategia experimental.

Para poner de manifiesto los fendmenos gue ocurren cuando se
electroliza el oxfgeno y/o el HZO2 en ausencia y presencia de la -
enzima se proponen las siguientes metodologfas de estudio:

Regimen de difusidn Regimen de difusidn tiempo ventana
pura convectiva
polarograffa clésica 3 seqg

polarograffa diferen
cial de pulsos. 1 seq

voltamperometrfa con

electrodo giratorio G¢.3 seq
voltamperometria
de barrido de po-~
tencial lineal y 0.9 seg
triangular.

Como se observa los tiempo ventana son grapdes y estamos muy
lejos de ofrecer una gran variedad de elles. Sin embargo los cuatro
tipo de metodologias pormite mostrax los efectos de la accidn de la
enzima sobre la electroactividad de los sustratos.

Para cada metodologfa se procederid a analizar el perfil de las
curvas I/E para el oxfgeno solo, para el peréxido solo, y para el -~
oxfgenc en presencia de enzima y para el per6xido en presencia de en
zima. En todos los casos se compararfn los perfiles de las curvas -
obtenidas. De los perfiles obteénidos se evidenciari la mejor metodo
logfa para evidenciar el efecto buscado.



3.2 Analitos, materiales y equipos.
3.2.1 Analitos y medios reaccionales,

Se trabaja en un medio constituido por una disolucién amor-
tiguadora del pH de fosfatos de concentracibn analftica 0.1F y -
pH=7.00.

Los polarogramas trazados con oxfgeno se obtienen al hacer
burbujear aire al medio reaccional por espacio de aproximadamente
10 minutos. La concentrxacién del oxfgeno disuelto se eval@ia por -
comparacién con la concentraci®fn del perGxido de hidrSgeno usado
y por la diferencia de alturas de las corrientes lfmites de difu-
sién polarogridficas. EL H202 usado es de marca BDH Laboratory y
de concentracidn aproximada de 30% p/v.

Se emplea una disolucifn de concentracifn 0.4 ng/ml de pro-
teina total la cual tiene conjugada uvna peroxidasa de origen ani-
mal. La disolucidn proteica-peroxidasa fué sintetizada con la fi-
nalidad de ser usada en andlisis de ELISA en el laboratorio de -
Quimica de Proteinas del centro de investigaciones de Cuernavaca
(UNAM) . Su actividad no ha sido determinada por leos meteodos con-
vencionales cuantitativamente pero presenta de manera habitual -
actividad de peroxidasa satisfactoria. En lo suscesivo se refe-
rird a tal disolucién comc disolucién enzimdtica.

3.2.2 Materiales y eguipos.

Se trazan las curvas I/E en polarografos de barrido auto-
mitico de tres electrodos. Para la polarograffa cl&sica, la vol-
tamperometrfa con electrodo giratorio y la voltamperometria de -
barrido lineal y triangular se usa el polarSgrafo Beckman-Elec-
troscan de barrido automdtico con registrador lineal Cole Parmer.
Para el trazo de los polarogramas diferenciales de pulsos se usa
el PolarSgrafo Metrhom E605.

Dependiendo del tipo de técnica empleada se digefia la celda
de trabajo. La figura 3.2.a, 3.2.b, 3.2!c, 3.2.d se muestran las
celdas y los electrodos de trabajo, auxiliar y de referencia . usa
das en polarograffa cldsica, de pulsos, voltamperometrfa con dis-
co giratorioc y voltamperometria de barrido lineal respectivamente.
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Fig 3.2.a Oelda de trabajo utilizada en
Polarografia Clasica

Electrodo de Referencia & calonel saturado (ECS)
Electrodo de Trabajo: Goteante de Hg (DPE)
Electrodo Auxiliar: Wolframio (W)

Pipeta Pasteur para el flujo de Ritrdgeno
Portaceldas ; (6) Celda o2 trabajo

Base de la calda de Trabajo

Barrita mgnética
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(1) {2y (3) (4 (5)

Fig 3.2.b Celda de trabajo utilizada en
Polarcgrafia Diferencial de Pulsos

Electroxdo de Trabajo: Goteante de Hg (E)
Electrodo Mndliar: pe-Pd (Pt-Pd)
Agitador mecanico
Manguera de flujo de NitxSgeno
Electrodo de Referencia : Calomel Saturade (ECS)
Celda de Trabajo
Brazo portaceldas del polarfgrafo
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Fig. 3.2.c Celda de Trabajo utilizada en

voltanperometrfa oon disco giratorio

Electrodo Auxiliar: wWolframio 2]

Electrodo &2 Trabajo: Giratorio de Disco (Pt}
Pipeta Pasteur de flujo de NitrSgeno

Electrodo de Referencia: Calomel Saturado (ECS)
Portaceldas ; (6) Celda G&e Trabajo
Hage cde la celda de trabajo
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Fig. 3.2.4 Oolda  de Trabajo Utilizada en
Voltarperonetxia de Barrido Lireal,

(1) Blectrmodo de Referencia:Calomel Saturado (ECS)
{2) Electrodo auxiliar: Wolframic (W)

(3) Electrodo de Trazbajo: Poza de Mercurio (iHg)
(4) Pipeta Pasteur de flujo de Nitxfgeno

(5) Portaceldas : (6) Celda & fTrabajo

(7
(8) Barrita magnStica

Base & la cclda G trabajo
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3.3 Polarograffa clisica.

Se trazan los polarogramas de disoluciones de amortiguador de
fosfatos pH=7.0 C.lF después de burbujear aire para mostrar las dos
ondas de reduccidn del oxfigeno en solucidn. Posteriormente se burby
jea nitr6geno a diferentes tiempos para mostrar el desplazamiento -
del oxigeno por el nitr6genc y corroborar gue las senales obtenidas

son generadas por el oxfgeno introducido inicialmente.

La figura 3.3.a muestra los polarogramas obtenidos.

Se trazan 105 polarogramas <de disoluciones de H202 a concen—
traciones crecientes previa eliminacidn del oxigenc disuelto por -
burbujeo de nitrégene. Los polarogramas rasultantes se mucestran en

la figura 3.,3.L .,

Para corroborar la no electroactividad de la disolucién enzi

mética sola se traza ¢l polarcgrama de una disclucié de 10wl de
medio reaccional en presencia de 0.1 ml de disolucifn enzimitica -
Se observa el dominia de electroactividad limpio previa =liminaecifn

del oxfgeno por burbujeo del nitrbgeno.

Se trazan los polarogramas del medio reaccional saturado de -
oxfgeno en presencia de cantidades crecientes de disolucifn enzimd-
tica. Los polarogramas obtenidos se muestran en la figura 3.3.c.
Para el trazo de este experimento se diluye la disolucifn enzimd-
tica original 1:100 en amortiguador de fosfatos.

Se trazan los polarogramas de disoluciones de #,0, en presen-
cia de enzima y después de agitar la disolucién a diferentes tiempos

de reaccifn. La figura 3.3.d muestra los polarogramas trazados .

En todos los casos se mantiene un tiempo de goteo de Hg® cons-
tante a razfn de L gota cada 3 segundos. EL barrida de potencial -
s€ mantuvo igualmente constante en un valor de 5 mv/s lo que corresg
ponde a una velocidad usual en peolarografia cldsica. El burbujeo de
nitrégeno se realizd haciendo pasar el nitrogeno por una trampa de

agua para evitar pérdidas de disolvente de trabajo en la celda.
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FIG. 3.3.a Polarcogramas de disoluciones satu-
radas de oxfgeno y posterior eliminacion con Nyt
1) solucidn saturada 3de oxfgeno.
2) 60 segundos de burbujeo de niérégeno.
3) 120 segundos de burbujeo de nitrGgeno.
4) Eliminacién total del 0, (dominio de elec
troactividad) . -

Vo = 10 ml; Amortiguador fosfatos pHH=7 Co=0.1M;

v= 5mV/s: +t=0.3s . ET: EGM; EA: W°; ER: ECS.
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FIG. 3.3.b Polarogramas de disoluciones de

Hy0, de concentracibén variable xCo en medio
fosfatos pH=7.0.
1) bominio de electroactividad.
2) x=20.4; 3) x=20.6; 4) x=0.8;
5) x=1.0

i

Co=1mM; Vo = 10 ml; v=5mv/s ; t=20.3 s;

ET: EGM; EA: W°: ER: ECS

is
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FIG. 3.3.c Polarogramas de disolucidn saturada
de oxfgeno en presencia de disolucifn enzimitica.

1) Disolucifn saturada de 0, sola.

2) Disolucidn saturada en presencia de diso-
lucién enzimdtica 3.9 ng/ml de prot. total.

3) Disoluci6n saturada en presencias de diso-
lucidn enzimitica 7.7 ng/ml de prot. total.

Vo = 10 ml; Amortiguador fosfatos pH=7.0 Co = Q.1¥;
v o= 5 mV/s; t = 0.3 s; ET: EGM; EA: W°: ER: ECS.
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! FIG.

7 E (V/ECS)

3.3.¢ Polarogramas de disoluciones de H202

en presencia de disolueciéin anrimitica:

1)
2

3

4)
5)
6)

pDominio de electxoactividad.

=5
Hy0, solo 4.4 x10 M.

H202
3.9 ng/ml de prot. total. despu&s de 10

minutos de agitacidn.

1.4x1077M + Aisolucibn enzimGtica

Despufs de 15 minutos de agitacién.
Después de 20 minutos de agitacién.
Después de 25 minutos de agitacién.
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3.4 Polarografia diferencial de pulsos .

Se trazan los polarogramas de disoluciones del medio reac-~
cional de fosfatos pH=7.0 saturadas de Op as{ como de Hp02 solo.

Los polarogramas obtenidos se muestran en la figura 3.4.a.

El polarograma en presencia de una alfcuota de disolucion
es trazado,previa eliminacion de oxigeno por burbujeo de nitrdge-
no,corroboridndose la no electroactividad de la disolucidn enzimi-
tica.

Se traza el polarograma de disoluclones saturadas de 0y en
presencia de enzima no encontrindose cambio alguno . Para dos con-
centraciones diferentes de(HZOZ)T en presencia de la disolucibn en-
zimdtica y a diferentes tiempos de reaccién, las figuras 3.4.,b y

3.4.c muestran la evolucién de las curvas I/E=f£(t).

Un electrodo goteante de mezrcurio se emplea con un tiempo de
goteo de 1 segunds y un electrodo auxiliar de platino._Los volumenes
de trabajo son de 20 ml de disolucifn amortiguadora de fosfatos pH=
7.0 . El electrodo de referencia es de calomel saturado.

Se emplea un pulso de potencial de 50 mV y un barrido lineal
de potencial de 10 mV/s.

3.5 Voltamperometrfa con el electrode giratorio de disco.

Los voltamperogramas di disoluciones del medio reaccional sa-
turado con 07 se trazan, observdndoge una onda de reduccifn cuya co-
rriente 1fmite aumenta con la velocidad de giro del electrodo.De igual
manera se trazan los voltamperogramas de disoluciones de Hp0, en con-
centracién creciente.Las figuras 3.5.a y 3.5.b muestran los voltampe-

rogramas que se obtuvieron.

De estos polarogramas se observa gue no se definen con claridad
las ondas de reduccién coriespondientes al Op y al Ha0p v cuc a cier-
ta concentracién las ondas de reducci6n precentan un pico lo gque su -
giere que el H30py/0 el O3 presentan fenSmenos de adsorcibén en el
platino(zsz) ,por lo que se realizaron una serie de experimentos cola-
terales para peoner de manifiesto tal comportamiento.
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~0.1

FIG. 3.4.,a Polarogramas diferenciales de

pulsos de:
(1) amortiguador fosfatos pH=7.0 saturado de
oxfgeno.
4.5x10"% M en amorti-

(2) disolucifn de H.,0
%a%os a pH=7.0

tiguador de fos
v =10 mV/s; t = 1 seg; AE = 50 mV;

ET: EGM; EA: W°; ER: EC5.

“E (v/ECS)
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v = 10 mV/s 4
t = 1 seqg.
AE = 50 mv 3 l']

-e(v/zcs)

FIG. 3.4.% Polarogramas diferenciales de una

disolucién de H,O0 g.8x10™% » en presencia de
enzima 3.9x10-9 g;ml {prot. total}. a diferen-
tes tiempos de reaccién:

(1) 0 min sin enzima; con enzima: (2} 2 min;
(3) 7 min; {(4) 17 min); (8) 27 min: (6} 37 min;g
(7) misma que (6) pexo despufs de 2 minutos de

burbujeo de nitrSgeno.
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I (na)
4
v = 10 mv/s
4 t = 1 seg
1 AE = 50 mv
3
2
4
1
5
s
100
~0.1

-E (V;Ecs)

FIG. 3.4.c Polarogramas diferenciales de

una disolucidn de H,0, 8.8x107°M en presehcia
de enzima 3.95 ng/mi Ip:ot. total) a diferentes
tiempos de reaccidn:

(L) 0 min sin enzima; con enzima: {(2) 10 min;
(3} 20 min; (4} 30 min; (5) misma gque  (4) pero
después de 7 minutos de burbujeo de nitrfgeno.
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FIG. 3.5.a

~-1.1

E (V/ECS)

Voltamperograma con microelectrodo

giratorio de digco de una disoluciSn amortigua
dora de fosfatos pH=7.0 saturada de oxfgeno a
diferentes velocidades de giro del electrodo:

{1} 45006 rpm;
(4) 3000 rpm;

v = 5 mv/s;

(2) 4000 rpm;
(5) 2500 rpm.

EGD Pt®; EA: W°; ER:

(3) 3500 rpm;

ECS.
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E(V/ECS)
- .56

FIG. 3.5.b Voltamperograma con microelectrodo

giratorio de disco de una disolucién de H,0, —

de concentraci6n variable:

(1) dominio de electroactividad del amortigua—
dor de fosfatos pil=7.0.

(2} 3.5 mM; (3) 10.7 mdM; (4) lda.4 mM; (5) 17.9 mM;

{6) 21.5 mM.

v =5 mV¥/s; w= 4500 rpm; ET: EGD Pt®; EA: W°; ER: ECS.



47

Se traza el voltamperograma de la disolucién de H202 de con-
centracién 2x1072 M manteniendo la velocidad de giro del electrodo
constante. Después del trazo del polarograma se deja de imponer el
potencial y se mantiene girando el electrodo despuds de un intervg
lo de tiempo fijado con anterioridad (At) se vuelve a trazar el vol
tamperograma SIN LIMPIAR LA SUPERFICIE DEL ELECTRODO, este segundo
voltamperograma es diferente al anterior. Cuando no hay reacciones
de adsorcién el repetir los voltamperogramas lleva a la misma gri-
fica siempre. Se repite esta operacién varias veces para el mismo
At entre cada voltamperograma. Despu&s de una serie de curvas -
trazadas asf{ se limpia la superficie del electrodo y se realiza una

nucva serie de curvas con un At diferente.

Las figuras 3.5.c,d,e,f,g muestran los voltamperogramas gue -

se obtienen de los experimentos anteriores.

Se traza un voLtamperogramé en medio reaccional de amortigua-
dor de fosfatos pH=7.0 y se verifica la no electroactividad de la

disolucién enzimftica sobre este electrodo.

Disoluciones de amortiguador saturados de oxigenc y de HZOZ
practicamente no varian por adicién de disdlucibn enzimitica.

3.6 voltamperometria de barrido lineal y cfclica.

Se trazan lo voltamperogramas de barrido lineal y triangular
con un electrodo de poza de Hg® de disoluciones de amortiguador de
fosfatos de pil=7.0 en ausencia y presencia de enzima haciendo va-
riar la velocidad de barrido de potencial.

La figura 3.6.a muestra los voltamperogramas obtenidos para
la velocidad dec 500 mV/s.

Se trazan los voltamperogramas lineales de disolucidn de 1,0,
en medio de fosfatos pH=7.0 en ausencia de disolucidn enzimdtica a
diferentes, velocidades de barride de potencial. La figura 3.6.b -
muestra los voltamperogramas obtenidos.

Se trazan los voltamperomgramas lineales de una disolucidn de
H,0, en el mismo medio reaccional y en presencia de disolucidn en-
zimdtica a diferentes tiempos de reaccidn. La figura 3.6.C muestra
la evolucifn de los voltamperogramas obtenidos en este experimento.



FIGURAS 3.5

trode giratorio de Pt°

272

Voltamperogramas ¢on microelec-

de -
-2

H,0 2x10°° M en medio amortiguado de fos-

de disoluciones

fatos pH=7.0 a diferentes tiempos de adsor-

cidn (4t)

treo:
3.5.¢c:
3.5.4d:
3.5.e:
3.5.£:
3.5.9:

v =5 mV/s;

Las figuras

At = 5 min
At = 3 min
4t = 2 min
At = 1 min
At = 10 seg
1 barrido
2 "

3 "

4 “

5 "

6 "

7 "

w

s¢ muestiran en las siguientes pdginas.

4500 rpm;

a diferentes intervalos de mues
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4E.I(um 41(un)
-0.15%
- ~ ~—p—
E{V/ECS) E(V/ECS)
-0.1 ~0.1

FIG. 3.5.c 4t = 5 min FIG. 3.5.@ At = 3 min



50

I (ua) 1 (un)

E{V/2CE) B(V/ECS)

-0.1 -0.1
FIG. 3.5.e At = 2 min FIG. 3.5.f 4t = 1 min

E(V/ECS)

FIG 3.5.9 At = 10 seg.
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FIG. 3.6.a Voltamperogramas cfclicos de

Amortiguador de fosfatos pH=7.0
saturado de oxfgeno sin disolu-
cibn enzimdtica.

—————— Amortiguador de fosfatos pH=7.0
saturada de oxfgeno en presencia
de disolucidn enzimftica 2 ng/ml
proteina total.
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E (V/ECS)
-22

FIG. 3.6.b Voltamperogramas lineales de H,50,

8.16x10" % M en amortiguador de fosfatos phH=7.0

a diferentes velocidades de barrido de potencial:
10 mv/S

ot 25"
e~ 50
e=.-.~ loo "

ET: Hg®°; EA: W°; ER: ECS.
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-0,..3 >
E{V/ECS)

FIG. 3.6.c Voltamperogramas lineales de
H202 l.ExlO_4M en amortiguador de fosfatos
pH=7.0 en presencia de sclucifn enzimiti-
ca 1.9 ng/ml de protefina total a diferentes

tiempos de-reaccifn:

sin solucibn enzimitica 0 min

mmm==—= con solucibn enzimdtica 13 min
«ees... con solucibn enzimdtica 33 min
-.=%=,=- la anterior y 10 min de sz

v = 50 mV/s; ET: Hg®; EA: W°; ER: ECS.
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4.0 DISCUSION.
4.1 Polarograffa clésica.

En el medio reaccional de trabajo se encuentra un dominio de -~
electroactividad desde +0.4 v/ECS hasta -1.02 v/ECS.

La solucifn saturada de oxfgeno muestra dos ondas de reduccibn
que corresponden a la formacién de Hy05 v H,y0:

I: 04 + Hy0 v 207 > #H,04 ¢ 20"

O, + 2e” =+ 208

I1: H 2

2
El burbujeo de nitrbgeno desplaza al 0, en disolucién por le

que las ondas de reducci6n I y II disminuyen de altura total. Las

figuras 4.1.a y 4.1.b muestran la disminucidn de la corriente 1fmi

te de las ondas i, ¢ i durante el burbujes do nitrégeno.

T II

La relacitn de Ilim’ El/j con el tiempo de burbujeo es la -
siguiente para las dos ondas:

t (segqg) 1 II
* *
i Bys2 irr Ey /2
0 -1.5 2.23 -1.00 ~0.60 i
60 ~1.4 0.33 : -0.92 -0.54
120 -1.0 0-30 ~0.67 ~0.60

* los valores de i estan dados en uA y los de E en v/ECS.

be los resultados anteriores se observa que la relacidn de -
ig/iy; ®©5 constante ¢ igual & 1.5 veces. La corriente limite de di
fusidén disminuye con el tiempo de burbujeo y cl potencial de med:ia
onda pricticamente no varfa con la concentracifn de 0, remanente en
solucién.

La disoluci&n de H,0, presenta una onda de reducei6n. Esta on-
da de reduccibn presenta una corriente lfmite dea difusién gue waria
linealmente con la concentracién. El El/Z de esta onda tambi&n mues
tra una ligera variacidn con la concentracidén de per&xido en solu -
cién., Las gridficas 4.1.c¢c y 4.1.4 muestran las figuras obte-
nidas respectivamente.
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iy (up)

- .

60 _ 120 t (segundos)

4,1.a Disminucifn de la corriente 1lfimite

FIG.
con el

de difusisn dc la reduceibn del 0,+ Hy0,
tiempo de burbujeo de nitrbgeno.



ipy (ua)

60 120 t{segundos)

FIG. 4.1.b Disminuci6n de la corriente limite
de difusibn de la reduccidn de HyO5 ~ H,0 con
el tiempo de burbujeo de nitrSgeno.

S6
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i (un):
b Hy0,

g 4
4 6 8 C x10% M
Ha0,

FIG. 4.l.¢ Coxriente limite de difusifn de la
reduccibén de H,0, a diferentes concentraciones

analfticas de

m
b

272
per6xido.

L}

1.1 xx0% wasm
0.1 ua

H

0.9956
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1 _tl/z {v/ECS)

z 4 6 8 ¢y o x10% M
2%

FIG. 4.1.d variacidn del El/’) de la reduccién
del H,0, con la concentracidn analftica del pe
réxido en solucibn.
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De la grifica i = £ (CH )} y de la relacibn de 1.5 entre

. 1,0, 292
la corriente lfmite del oxigeno y del peréxido es posible deducir la
concentracitn del O2 presente en las disoluciones saturadas con aire.

Del valor del concentracibén de las especies en disolucidn pue-

de evaluarse los coeficientes de difusién del 0, y del H207 por me -

2
dié de la ecuacifén de Ilkovic corregida (5 ):
ig= 607 n Dt/ % co m?/3 (139D, 26 0 2/ 3y

sabiendo que:
m = (dirgp/Bt) = 18.8 mg/s

2

para t = 3 s; r, = 0.1 cm; p= 13.534 mg/cm3; Co = 9.6x10”° mM

n=2w8e .

sustituyendo los valores y haciendo uso de un proceso iterativo de
calculo se obtiene el valor de Do(0 y @ partir de la corriente 1i-
mite de difusifn de la primera redufcién. Se obtiene el valor de:

- -6 2
DQ(OZ) = B8.6x10 em”/s

Se deduce en consecuencia gue: D“(H o= 3.6x10"6 cm2/s
272
La relacién del potencial de media onda con la .concentracifn en
soluci6n de H,0, obedece al tipo de reaccifn electroquimica de reduc-
ci6n del perGxido la cual es lenta sobre electrodo de Hg® y ademds ha
ce participar en medio tamponado al disolvente- (4 ):

- 2-
H202 + 2H2P04 + Za ZHZO + ZHPO4

By, = (0.06/an) (log(1.34 ke'/?/p}/2}) ~(0.06/an)pt +0.06/an) pKa

-(0.06/an)log €
H02

dado gque el pH es constante y amortiquade por la disolucién de fosfa-
tosy el tiempo de goteo se mantiene constante, el El/znupermanece cong
tante:

B = cte -~ {0.06/an) log C

1/2 = H,0,
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Pe los polarogramas en presencia de disolucibn enzimética,
se observa gue a medida que aumenta el tiempo de reaccidn apare-
ce una onda gue se debe al oxfgeno proveniente de la catflisis -
de la bismutacién del #,0, , la onda de reduccidn del H,0, perma
nece ya que aunque en disolucidn la concentracidn de H202 dismi-

nuye al electrodo se regenera por la reduccién del O2 producido:

t = 0 min: i
(sin enzima) N : =
z 150, [112021 = cn302

- 0, &j— 1/20, + H0
TeeEnz
Hy0, ¢l [Hzozl = (l-x) C“zoz

t > 10 min:
(con enzima)

donde (1~x) es la fraccifén no bismutada en soluci®n por accibn de
la disoluci6n enzimitica.

Las figuras 4.l.e y 4.1.f muestran el valor de iI e iy, Quran
te el tiempo de reaccidn de bismutacidn del perdxido en presencia de
disolucifn enzim&tica.

De tales figuras se observa que existe un tiempo minime en el
cual la deteccifn de los cambios (aparicién de O, ¥ deteccién de H,0,
total al electrodo) son detectables y que hay un tiempo en el cual -
puede observarse una meseta de saturacién del sistema. La porcifn -
lineal indica la velocidad de evolucibn de los eventos gue ocurren
globalmente. Se'encuentra gque la relacidn de velocidades es aproxi-
madamente de ;Q.35 veces:

(3ifat)y = v02 y i/l = VH,02
,(voz/vﬁzoz) =(0.025/0.072) = 0.35 veces

El significado de tal proporcién con respecto a los balances
de masa se tratan en cohjunto después del andlisis de las demis tec-

nicas.
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5 15 25 35 t (min)

FIG. 4.l.e Evolucibn de la corriente 1lfmite de

difusidn polarogrdifica del O, producto de la bis-
tacitn catalizada del H,0, 1.4x10"°n por una di-
solucidn enzimftica de 3.9 ng/mt de prot. total.

at

[ailx 0.025 pa/min ( 15min < &< 30 min)
E
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ig ),

5 15 25 35 t (min) .

FIG. 4.1.f Evolucidn de la corriente limite de
difusidn polarogrdfica del Hy0, total en presen-
cia de solucibn enzimdtica 3.9 ng/ml.

[ 3i ]E= 0.072pA/min ( 15 min <t < 30 min)
at



4.2 bolarografia diferencial de pulsos.
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El dominic de electroactividad encontrado va de 0.05 v/ECS

a ~1.5 v/ECS. De la disolucifn saturada de oxfgeno asi como de la

disoluci6bn con H202

de concentracidén conocida es posible deducir

la concentracifn de oxfgeno disuelto por el burbujeo de aire encon

trandose una concentracién de 5.34x107% u.

Por otro lado la rela-

cibén de corriente de pico de reduccién de O, con respecto a la co-

rriente de pico de reduccibn del H, O, sec encuentra igual a 2.1 ve

ves.

g.ax10”%

De los polarogramas trazados para una concentracidn de H,0,

M en presencia de disolueidn enzimitica 3.95 ng/ml (prot.

total) se observa que a diferentes ticmpos de reaceidn la i de -

la reducecidn del 02

La evolucibn de los valores de il y de ‘11

gura 4.2.b.

es menor que la ip de la reduccibn de H,0,.

se muestran en la fi-

De los polarogramas trazadas para una concentracibn de H207

-5 . . . . . - -
8.8x1l0 M en prasencia Jde disolucibn cnzimitica 2.95 ng/ml f{prot.

tatal) se observa que a diferentes tiempos de reaccidn ahora la -

iI
la figura 4.2.a.

es mayor que ilI'

La evolucidn de iI y de 1

& mugéstran n
11 s ¢s tra e

Se puede deducir del comportamicento de tales graficas que -

para la concentracién menor la cantidad de 0, producido es mayor

por unidad de tiempo y que una cantidad grande de Hy0, inhibe la
actividad de 1a disoluci6n enzimfitica. De las graficas i = £ (t)

se encuentra gue la velocidad de evolucidn de la corriente con -

el tiempo es muy grande con respecte a la obtenida en polarogra-

fia cldsica:
-4
= 8.8x10 M (v. /v
02 H202

-5
o] = B.Bx10 "M (v, /v ) = 1.4
0, "H,0,

} = 0.3 veces.

veces.

No olvidar que los valores de v representan la velocidad = de

cambio global registrado por los valores de corriente de pico.

Por otro lado al eliminar el oxigeno
en presencia de disolucidn enzimdtica para
la cantidad de HZOZ remanente no bismutada
to de la cantidad catalizada por unidad

de
un
lo
de

la disolucitn de H202
tiempo dado se obtiene
cual nos arroja el da-

tiempo:
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A P

0.3
i

6.2

0.1
t1x

e e e
10 20 30 10 t {min).

FIG. 4.2.a Evolucidn de la corriente de pico de
reduccitn del O, (11) y del Hy0, (1II)~5de una -
disolucién de perdxido total de 8.8x10 "M en pre
sencia de 3.9 ng/mL (prot. tot.) de disolucidn -
enzimatica a diferentes tiempos de reaccifn.
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e —

10 20 30 a0 tlmind.
FIG. 4.2.b Evolucitn de la.corriente de pico
de reduccidn del O, (iI) y del H,0, (iII) _Sl‘e
una disolucién de per6xido total de B8.8x1l0 M
en presencia de 3.9 ng/ml (prot. tot.) de di-
solucidn enzimitica.a diferentes tiempos de -

reaccibn.
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Para el ensayo donde CH o. = 8.8x10_4M la cantidad degrada-
da de per6xido por unidad de %i%mpo es de 7.4)(10-'7 M/min en las -
condiciones de trabajo: y para el ensayo con CH 0.~ B.Bxlo—sm es
de 2.26x10_6%4595t0 88 tres veces mayor. 272

4.3 Voltamperometria con electrodo giratorio.

Los voltamperogramas lineales ocbtenidos con ecste electrodo
no ponen de manifiesto los fenGmenos cataliticos de la bismutacidn
del per6xido por la disolucibn enzimdtica ya que las disoluciones
de Hzoz presentan un peguefio pico de reduccibn en las cercanfas de
los valores de potencial correspondientes a la reduccién del oxi -
geno. La figura 4.3.a muestra como la corricnte de pico de adsor-
cibn aumenta con el nUmere <o barvidos suscesivos para diferentes
tiempos de contacto electrodo—ﬂzoz. En esta grafica sc observa -
gue si registramos inmediatamente el veoltamperograma, esto es no
se deja mucho tiempo el electrodo giraando en contacto con el pe-
r6xido, se registra notablemente un aumento de la especic adsorbi-
da al electrodo. Por otro lado la figura 4.3.b muestra como la co-
rriente limite de difusi6n del H,0, detectada disminuye en corres-

272
pondencia con el aumento del primer pico de adsorcién.

Este comportamiento esta de acuerdo con e¢l comportamiento -
de los electrodos de Pt® que catalizan "per se" la descomposicién
del H202 generando 0, altamente Soluble en el PL°. En consecuencia
la bismutacidén del Hy0, vy la adsoreibn del 0, al electrodo “enmasca
ra’“la bismutacifn del peréxido por la disolucidn enzimitica.

Es posible dbtener regimenes de electrodo giratorio con Hg®
si se utiliza una capa de mercurio depositada sobre un microelecctrode

giratorio de carbén vitreo como alterpativa al P9,

Sin duda el patr6n de adsorcidn se modificaria por la accién
catal ftica de la enzima sin embargo no es la voltamperometria con
electrodos giratorios la técnica ideal para poner de manifiesto tal
influencia sino mas bien el estudio de las curvas eclectrocapilares

cwyio estudio sale fuera del dominio de estudio de esta tesis.

El patrén electroguimico encontrado evidencia que la variacibn
de la corriente de difusibn sigue el comportamiento tipico de las i~
sotermas de Temkin ( z5,29,29)
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I_ (uA
B )
10 seg
1 min
2 min
»
- 3 min
2 g 5 8 " ¥barzides..

FIG. 4.3.a. BEvolucidn de la corriente de pico

de adsorcibn previa a la reduccitn del H a

2%
diferentes barrides sucosivos. Se indica el -
At de contacto Pt°-H,0, para cada familia de
barridos sucesivos.
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4 barridos
sucesivos.

FIG. 4.3.b Evolucibn de la corriente lim
de reduccidn del H50, a diferentes barride
sucesivos. Se indica el At de contacto Pt"-HzO2
previo a cada familia de barridos sucesivos.
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4.4. vVoltamperometrfa de barrido lineal y cfclica.

El dominio de electroactividad encontrado va de 0.3 v/ECS
hasta =-1.6 Vv/ECS. Se corrobora la lentitud de los sistemas con los
voltameprogramas de barrido triangular ya gque no aparecen los co-

rrespondientes picos de oxidacitn de W) y de nzol.

La disolucién de oxfgeno a saturacifn presenta un pico ca -
t6dico gue corresponde a la reduccidn de oxfgeno a H,0, , y un pi-
co cat6dico que corresponde a la reduccién de perSxido hasta agua.
Ambas reducciones obdecen a un comportamientco regido por la difu -
sifn ya que la corriente de pico es lineal con la vl/z como lo mues

tra la figura 4.4.a.

En presencia de disoluci6n enzimitica la dependencia de 1la
corriente de pico con la velocidad de barrido, ip:f(vl/z) sigue -
siendo lineal pero la pendiente de las rectas obtenidas se modifi
ca aumentando para la reducci6n del 0, v disminuyendo para la re
duccibn del per6xido lo que confirma la existencia de dos mecanis
mos acoplados: CE para la reduccifn de 0, y CE para la reduccién
del peréxido. Las rectas obtenidas se nuestran en la figura 4.4.b.

La figura 4.4.c muestra la variacidn de la i_ para la prime-
ra reduccifn ( 0, = H,0,) y para la scgunda reduccifn a diferentes

tiempos de reaccién. Se encuentra que la variacidn de Vo, con res-

pectoc a v, es en promedio aproximadamente 0 .31 veces,zlo cual -

H,0
evidencia %ué la velocidad de aparicibn de oxfgeno es mayor que la

velocidad de conservacién de H,0, total.

Finalmente la medici6n de la cantidad de H,0, remanente des-

pu€s de eliminar el 02 generado por la accibn catalfitica durante -

7

un tiempo de reaccifn arroja un valor de 6.lxlo ‘M/min para 3.9 ng

por ml de disolucibn (prot. tot.)
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FIG. 4.4.2 Dependencia de la corriente de pico
cat6dico de la reduccidn del o, (3 ) vy del H30,
{(-.~.~) con la velocidad de barrido de potencial.
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FIG. 4.4.b Dependencia de la corriente de pico
catédico de la reduccidn de 02 (3—2-) y. del HZOZ
( -.—.-) con la velocidad de barrido de potencial
en presencia de disolucidn enzimitica 3.9 ng/ml
prot. total.
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FIG. 4.4.c Evolucifn de la corriente de pico de
reduccibn del 0, A5y _del H,0, (iyq) de una
disolucibn de H,0, 1.7x10” "M total en presencia
de 3.9 ng/ml (prot. tot.) de disolucibn enzimi-
tica a diferentes tiempos de reaccifn.
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Discusibn general.

De los experimentos realizados con disoluciones de H,0, sin
oxfgeno y en presencia de una cantidad fija de disolucidn enzima-
tica bajo agitacidn a diversos tiempos de reaccibn, se obtiene la
siguiente informacitn:

a)

b)

c}

a)

Aparecen dos ondas de reduccifn o dos picos

de reduccifn correspondientes al O2 que apa

rece en soluciln por acecibn de la enzima, y

la reduccibn del H,0, remanente no cataliza

do ms la cantidad de per6xido que se genera
al electrodo por la reducceidn del 02 previar
mente producido en solucifn.

La evolucibn de ambos valores de corriente
de reduccibdn para cada tiempo de reaccibn
marca la velocidad del proceso global, i.e.
la cantidad de 0, producido y detectado al
electrodo y la cantidad total de 1,0, detec
tada.

La relacibn de velocidades de produccifn de M
oxfigeno y de conservacifn de HZOZ es constan
te si se determinar con una ventana de tiem-

po, tk' gque iguala a la velocidad de catdlisis.

La medicidn de i después de climinar el
H202

oxfgeno génerado lleva a conocer la cantidad
de H,0, catalizada por unidad de tiempo por
cantidad de disolucifn enmimftica.

En las secciones posteriores se pretende aclarar tales puntos.
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Si se considera a la concentra¢ibn analitica de perdxide como
Co, se puede expresar la concentracidén de oxfigenc producido en tér-
minos de "x" (friccibn bismutada en solucidn por catBlisis de la di
solucibn enzim&tica:

2“202 = = 02 + 2H20
in. Co
eq. Co{l-x) -% Co Co

Por otro lado cuando en solucidn existe una cantidad dada de

02. y éste se reduhe al electrodo se generan dos sefiales de corriente
de reduccibn debidas al oxfgeno que se reduce en una primera etapa y
una segunda seflal gue se produce por reduccifin del 1,0, generado al -
electrodo de la primera reduccibn. Los valores de corriente limite o
de pico dependen del ntmero de electrones intercambiados gue eniestos
casos es igual a 2¢” para ambas reducciones, de la constante de trang
ferencia de masa que es diferente para ambas reducciones ya que el -
coeficiente de difusifn es diferente para cada especies, y de Co:

2H20+ 02 + 22 H‘ZOZ + 20H i02 = (Z)mo’)Co
H,y0, + 2e” = 20H i -
272 HZO2 = (Z)mHZO_)Co.

donde Co es la concentracifn analftica pero en este caso de 0, inicial,
m es la constante de transferencia de nasa.
la altura de las ondas o de los

Dado gue m no es la misma
picos de reduccién no es la misma pero
para un mismo Co la relacibn de alturas es constante:
(i, /4 Y = (m, / } =4
05" *1,0, 0,7"1,0,
donde d es la relacibn de alturas. Se encuentra gue para la polarogra-
fia clisica esta relacibn es de @ = 1.5, mientras gue para la polaro-
grafia diferencial de pulsos es de ' d = 2.1 voces y para la voltampe-
rometrfa es igual a 1.0<d<1.4

Si la informacién anterior se combina para analizar la evolucidn
de las curvas para el peréxido en presencia de esnzima en el tiempo se
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puede encontrar una relacién entre las alturas relativas y la canti-

dad de perfxido que se forma por la reaccidn quimica homogenea para
cada tiempo de reaccidn:

0, + Hy0, i, = 2m ~3 Co

= %
H,0,7 2 m“_‘ozi(l—x)+—2—) Co

ya que (mbzlmuzoz) = 4 y es constante para un técnica dada, entonces

la relacibn de velocidades viene dada por:

(as2)-L22/3L)

(v /v ) = e e
Gy T30, 21 (1~x)+x/2) }/5¢

= (4/2) (vy/vyg)

donde vy representaria la velocidad de deteccidn de 02 al eleccrodo
Y Vip la velocidad de deteccidn de H,y0, al eclectrodo. Por supuesto -
que x es funcibn del tiempo de accibn enzimitica.
es muy grande, t -+ =, v02= v 1,0, = Viax

T ¥ Yy vargan en magnitud aparente en funeidn
de la velocidad con gque se haga la dereccifn de la corriente de re -~
duccibn del oxfigeno y del perbxido. §in embargo si la ventana de tiem
por es suficiente para detectar con la misma valocidad el oxfgeno pro

Cuande el tiempo

Con respecto a v

ducido y la reduccibn corresponcicnte al valor de x en el estado es-
tacionario entonces la relacibén de io /iH o, Y &1 consecuencia la -
relaci&n de velocidades tender§ al valdr tnfeo y constante de (4/2).
Da lo contrario tendremos una acwmulacibn "aparente" de 0, 0 de Hzoz

en la doble capa al electrodo y se detectard una proporcién diferente
a la estequimetrica esperada:

(VI/VII) = (2/d)r (r=relacién de velocidades experimental)

de tal manera que si tomamos a v02= (Aioz/at) y a v“202= (AiHZOZ/At)

se puede evaluar r para cada valor de i medida en cada tiempo de reac-
cifn. Al evaluar este valor de r para diversos tiempos ventana se en-
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cuentra que pueden ocurrir tres situaciones:

r < d/2 v < Vi
r =ds2 Vi 7 Vir T Vmax
r > 4/2

Vi > Vir

La raz6n por la cual las velocidades de deteccifn varfan
tiene su origen en el hecho de gue si una técnica electrogqufmica
tiene una ventana de tiempo muy grande con respecto a la reaccifn
guimica homogenea en solucibn entonces en las cercanfas del elec-
trodo se acumula O, proveniente de la catdlisis homogeneo por lo
que el electrodo xeduce a la doble capa aparentemente més oxigeno
del que realmente hay en solucifn con respecto a la concentracién
analftica. Si la ventana de tiempo és muy grande el electrodo de-
tectard menos oxfgeno del catalizado con respecto a la concentra-
¢ibn total. Existe un valor de véntana de tiempo gue corresponde

a la velocidad de desaparicibn :y aparicidn de oxfgeno.

La figura 4.5.a muestra la variacifn experimental de r ob-
tenida por el cociente de cada corriente lfmite o de pico con el -
tiempo en minutos en el que se registrd tal corriente y después se
efectua el cociente entre ambas velocidades promedio. De tal fi-
glira se observa gue para la polarograffia cldsica se definen tres
comportamientos: un tiempo de respuesta, un intervalo de tiempo -
aproximadamente lineal, y una peguefia meseta: para la polarografia
diferencial de pulsos se observa un comportamiento diferente: hay
una subida del valor de r a tiempos cortos y después tiende a per-
manecer constante, Para esta polaregrafia los valores de r son muy
grandes con respecto a la polarograffa clisica. Para la voltampero-
metria de barrido lineal el comportamiento se acerca a gquel obser
vado por la cinetica enzimiatica.

Para determinar el valor de r al que tienden las funciones de
r=£{(t) para t+ », de la figura 4.5.a se genera la funcibn 1/r =£(i/t)
generando sendas lineas rectas cuya ordenada al origen arreoja el valor
de l/r para tiempe larges de reaccifn. La figura 4.5.b muestra las =~
rectas obtenidas.
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FIG. 4.5.2 Variacifn del cociente de
velocidades promedio de la reduccibn
de 02 Nd HZOZ con el tiempo de reaccidn
catalitica para tres tecnicas electro-
analfiticas:

+ - . - . voltamperometria
de barrido lineal

®...e...e polarograifa cl&sica

polarograffa diferencial
de pulsos (valores x 10_1)
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FIG. 4.5.b Variacifn del inverso de la relacién de velocidades
de reduccién de o, v de H,0, con el inverso del tiempo de reac
cibn en solucién para las diferentes tecnicas electroanaliticas:

(1) voltamperometria de barrido lineal

(2) polarografia diferencial de pulsos
2

(3) polarograffa cléisica (valores x10™ )
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De las graficas anteriores se puede obtener el valor de r para

tiempos muy largos y comparar con los tiempos relativos de ventana:

polarografia cl&sica a/2 = 0.75
polarograffa diferen-

cial de pulsos 4/2 = 1,1
voltamperometria

barrido lineal as2 = 0.5

Se puede observar gue a medid
po la relaci6n r tiende al cociente
el tiempo de deteccibn al tiempo de
niente recordar que las ventanas de
goteo en el caso de la polarograffia
potencial. De la tabla anterior se
de barrido de potencial lleva a un
consecuencia la medicibén de r para
de barrido de potencial debe llevar
a la medicién de la constante cinét
tica.

Por otro lado se observa que
a la velocidad de deteccidn aGn al
por lo que la velocidad relativa de
mentada. En efecto si se grafica i

velocidad promedio a tiempos muy la

POLAROGRAFIA CLASICA
POLAROGRAFIA DIF. PUL.

VOLTAMPEROMETRIA DE
BARRIDO LINEAL

2hora bien si se compara con

r »»> 0.72 tv = 3 s
r o= 2.5 t, = ls
r = 0.64 tv = 0.6 s

a que decrece la ventana de tiem-
de &/2 por lo gue se aproxima -
catilisis enzimftica. Es conve-
tiempo dependen del ticmpo de

y de la velocidad de barrido de
observa que aumentar la velocidad
tiempo ventana mas pegquefioc y en -
diferentes valores de velocidad

al tiempo t, y en consecuencia

ica real de la catllisis enzimé-

la velogidad de catilisis sobrepasa
(0.6 s)
aparicién de oxIgeno se ve incre-

menoxr tiempo ventana usado

81=f (t"%se obtienen valores de -
r%os,diferentes para cada tecnica:
-4 :

% 10 M/min

% 1074 m/min

x 1074 M/min

la velocidad de descomposicibn de

HZOZ se obtienen valores mas pequefios:

POLAROGRAFIA DIF. PUL. 2.3

VOLTAMPEROMETRIA 6.7

x 1079 M/min (p8g. 66)
x 1076 M/min (pSg. 69)
ESTR TESIS W2 BIBE

SR G

i i
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Se puede observar gue la velocidad de aparicién de 0, cetectada
es aproximadamente 100 veces mayor que la velocidad ée co;sumo de -
HZOZ lo que evidencia que la velocidad de catflicis hoinogéneo es mu-
cho mayor que el tiempo ventana relativo a la deteccidn.

5in duda la eleccidn del tiempo adecuado llovari no solo a la
velocidad de catflisis correcta sino también a la evaluacidn del va
lor de la constante de velocidad respectiva.

5.0 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.
En general de este trabajo se puede concluir gua:

- El perfil de las curvas intensidad-potencial avidencian

la rcaccidn catalftica de bismutacifn del 1,0, .

- De tal perfil es posible disefiar medios reaccionales -

electroquimicos asi comeo la mejor ope

cidn electroana
1ftica para evidenciar y calcular los pardmetros invo-
Jucrados én la cinética enzimitica de lafw(cx|&om asi
como su actividad enzimftica.

Las evidencias agui presentadas sugieren gue¢ es pesible de-
terminar electroanalfticamente la constante de velocidad de descom

posicifn del 1,0, por accidn enzimdtica si se estudia la evolucidn

de los voltamperogramas de barride lineal en régimen de difusidén -
pura si se controla el tiempo ventana por imposicidn selectiva del

barrido lineal de potencial. Tales evidencias <eben ser probadas -

haciendo uso de enzima pura de actividad cono: 1o cual abre camino

a wun posterior estudio mas detallado.
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