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1.0 INTRODUCCION Y OBJETIVOS. 

A partir de la d~cada de los años 60, un nuevo campo, la 

electroquímica aplicada a los sistemas biol6gicos, ha tenido un 

notorio crecimiento: la bioelectroquímica. 

El término bioelectroquímica es un tanto general ya que se 

podría aplicar a todo aquello que relacione electricidad-qu!mica­

biología, lo cual constituye un campo de aplicaci6n muy extenso -

en el cual se puede obtener información analítica termodinámica y 

cin~tica. 

Los aspectos que más se han deBarrollado se pueden agrupar 

en los siguientes grupos: 
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- Estudio de las reacciones electroquímicas de mol~culas 

"simples" util.izando métodos electroquímicos convencí~ 

nales iniciándose desde 1940 con los estudios polarográ_ 

fices de la tia minA y la riboflavina .. Pueden citarse e­

jemplos como el estudio de la adrenalina ( i), el NADH {2), 

modelos porfirínicos para el estudio de las metaloenzimas, 
diversas vitaminas, etc. Las reacciones electroquímicas son 
en general utilizadas para proponer mecanismos de acci6n -

de estos analitos. 

- Estudio de las reacciones electroquímicas de macromol~culas 

biológicas. se estudian por lo general las enzimas que foE 

man parte de lu cadena respiratoria haciendolas reaccionar 
directamente al electrodo o bien por medio del uso de media­

dores electroquímicos como el metil vio16gono. Se hcnestudiado 

derivados de las purinas y pirimidinas así como al DNA por 
polarografía (~ ) . Se conoce el comportamiento de diversas -

proteínas al electrodo. 

- An~lisis electroquímico de sistemas bio16gicos. Este tipo 
de análisis se ha visto favorecido por el uso de los metodos 

irnpulsionales y de la miniaturizaci6n de los electrodos de -

trabajo que permiten realizar mediciones y estimulaciones 
11 in situ 11

• Se ha podido estudiar la polarizaci6n membrana! -

así corno la evoluci6n de metaboli tos asociados a neuro.trans­
rnisores en animales vivos de e>:perimentaci6n. 
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Con respecto al estudio de los sistemas enzimáticos se puede 

decir que hay poca informací6n aún que relacione de manera sistema­

tica la informaci6n que proporciona la electroquímica analítica con 

parámetros de relevancia en cin~tica enzimática. 

Es importante mencionar que la utilidad de la electroquímica 

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

a) Monitoreo del sustrato o del producto para la medici6n 

cuantitativa de la actividad de una enzima. Desde este 

punto de visto las t~cnicas de elcctroanálisis se suman 

al conjunto de t6cnicas de análisis que se emplean hab! 

tualmente para la rnedicl6n de la actividad de las enzi­

mas. Representa una alternativa a los métodos 6pticos -

que requieren de disoluciones claras y en algunos casos 

es la té~nica de clccci6n por la sencillez en la detec­

ci6n directa de metabolitos. 

b} Obtenci6n de los parámetros de intensidad de corriente­

potencial impuesto para diferentes estados del sistema, 

i.e., en condiciones de vmax o en condiciones limitadas 

por el sustrato o en presencia de inhibidores. En este 

caso la electroquímica se coloca junto a los estudios 

cin~ticos espectrofotométricos de barrido de longitud de 

onda rápidos en el cual se requiere ya de un equipo esp~ 

cial. En electroquímica analítica es posible dosificar -

de manera mas específica y controlada los parámetros I/E 

para poder medir con más exactitud los valores de constan­

tes cinéticas asociadas a la reacci6n enzimática ya que -

hay una gran varidad de imposición de potencial o corrie~ 

te electrica para ajustarse a los intervalos de constantes 

de la reacción enzimática particulñr ~n ":'Stt.::dio. 

Por otro lado a diferencia de los métodos espectrofotomé­

trícos en los cuales se requiere que lus especies asocia­

das absorban en el uv o VIS o bien que formen complejos -

coloridos. e~ electroquímica el sustrato o los productos 

pueden ser directa o indirectamente electrodetectados con 

gran exact.i tud. 



Es necesario aclarar que es posible plantear la posibilidad 
de que pueda generarse electroquírnicamente una especie que sea, una 

vez electrogenerado,un sustrato adecuado para una reacci6n enzimá­

tica particular por lo que se piensa en un control electroquímico 

de un proceso enzimático. 

En general no es posible pensar en que la superficie electrÓ­

dica sustituya a los cofactores utilizados por las enzimas que cat~ 

lizan reacciones de intercambio de elect~one~ ya que la acci6n enz~ 
mática está condicionada a la interacci6n estereoquímica entre el -

sustrato, el cofactor y la enzima. Sin embargo la perturbaci6n eleE 
troquímica puede condicionar al proceso enzimático global. 

Puede representarse en un esquema c1 conjunto de eventos que 
puede enlazarse entre un sistema enzimático y un sistema de moni­

toreo y/o perturbaci6n dlectroquímica: 

(B) (C) 

E + s -=== ES ~ .E + p 

(A) J~x y,_;Jf (O) 

electrodo electrodo 

Las letras (A}, (B) 1 (C) y (D) representan las etapas cuya cinética 

puede limitar el proceso global. La etapa {A) y/o (D) dependen de la 
manipulaci6n electroquímica externa y pueden modularse de tal manera 

que se tengan condiciones de oparaci6n solo para medir la velocidad 

del proceso determinada por los paso·• (B) y (C) ,i.e. si se desea solo 

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 que pueda evaluarse la velocidad de acción delas etapas 

(B) y (C), i .e. estudios de cin~tica enzimática. 
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De lo expuesto anteriormente puede afirmarse que los métodos 

electroquímicos a diferencia de los empleados habitualmente en estu­

dios de cin€tica enzimática, no solo miden 1¿1 acción de un enzima en 

un sistema enzimático particulai; sino que influyen en el sistema. y 

pueden eventualmente modularlo lo cual ofrece unil amplia gama de po­

sibilidades en el estudio de la Química de la enzimüs. 

En este trabajo se muestra la aplicación en el estudio preli­

minar de la reacci6n de descomposición del n 2 o 2 por un<J. peroxidasa, 

de cuatro metodologías electroanalíticas diferentes. Cada una de 

de las técnic~s empleadas cuenta con un parS.metro muy importante que 

reúne la forma que perturbación emplctad<J. nl que se conoce como "ven­

tana de tiempo". La sensibilidad varía con <.:<ida técnica y el tipo -

de informaci6n que proporcionan también es diferente pero es importa~ 

te que la informaci6n oo~cnic1a en cada técnica se complemente -

para corroborar las hip6tesis planteadas. 

es: 

La hip6tesis de trabajo que puede plantearse en este trabajo 

El o 2 es reducido sobre electrodos de llg 0 y P t 0 

en dos etapas: o 2/H 2o 2/H 2o , generando señales 

de intensidad-potencial características1 las cuales 

son modificadas por acci6n de una peroxidasa que -

aataliza la dismutaci6n del H2o 2 . 

La modificaci6n de las curvas I/E puede relacionarse 

con la actividad de la enzima empleadil" 

Con base a la hip6tesis anterior se pretendenalcanzar los 

siguientes objetivos. 

a) Obtener las curvas I/E de la reducción del o2 y del 

n202 por: polarografía clásica; polarografía difere_!!. 

cial de pulsos; voltamperometría con electrodo girat~ 

rio y voltarnperometría de barrido lineal y triangul~r. 

b) Obtener las curvas de la reducci6n del o 2 y del 11 20 2 
en presencia de una peroxidasa y evidenciar la actividad 

de ésta. 



2.0 GENERALIDADES. 

2.1 Fundamentos de electroquímica analítica: introducci6n 
a las curvas I/E. 
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La electroquímica estudia los fcn6menos de transferencia de 

electrones entre una superficie conductora por lo regular metálica 

y una fase i6nica conductora líquida no necesariamente acuosa. Esta 

transferencia de partícula se llev~ a cabo cuando la energía que se 

impone a tal electrodo externamente es la adecuada para que se lle­

ve a cabo la transferencia de electrones. Si la especie que entra -

en contacto con el electrodo acepta un electr6n, 6sta se'- reduce y -

la superficie metálica o electrodo actúa como cátodo, si ocurre lo 

contrario, i.e. que la especie pierde electrones donandolos al eleE 

trodo, se dice que ocurre una oxidaci6n y el electrodo se comporta 

como ánodo. 

Las reacciones elcctror1uímicas ocurren de manera espontánea o 

n6 dependiendo de las caracteristicas de l.:s interfases electrodo-di­

soluci6n. Las reacciones que ocurren en el ánodo y en el cátodo de­

ben estar suficientemente alejadas para no interferirse, se dicie que 

la oxidación y lu reducción es tan compartamcntalizadas. La figura 

siguiente muestra esquematicamente tal compqrtamentalizaci6n: 

generador 

membrana 

porosa 

Existe una serie de variables que afectan a una rcacci6n elec­

troquímica como son los parámetros referentes al tipo y naturaleza -

de los electrodos, a 1a manera en que se transportan las especies del. 

seno de J.a disaluci6n a la iftterfase electroda/disoluci6n, pa~ámetros 
de química en solución, etc. 



En general la corriente de electr6lisis se ve afectada por: 

la velocidad de tranferencia de electrones en la interfase, la ve­

locidad de transferencia <le masa de la especie que se va a electr~ 

lizar y de las especies producto de la electrólisis y de la veloci 

dad de reacci6n química acoplada a la transferencia de electrones 

heterogénea. 

Con respecto a la transferencia de electrones se puede decir 

que cuando el sistema se encuentra en el potencial de equilibrio, 

es decir, la velocidad de transferencia de electrones en el proceso 

de oxidación y reducci6n del mismo par, es la misma: 

Ox + 
vl 

"'=====~ Red 

v2 

la corriente global en consecuencia es cero. 

Si se perturba el equilibrio imponiendo un potencial diferente 

al de equilibrio, esta sobrctensi6n provocará que una de las veloci­

dades se modifique aumentando una de cll.;is y disminuyendo la otra pr~ 

vocando la aparici6n de una corriente de electr6lisis que puede ser 

positiva si la velocidad de oxidación predomina o bien negativa si la 

velocidad de reducci6n es la predominante. Si la BObrctensi6n aplic~ 

da es pequeña para producir un incremento considerable de la corrien­

te entonces el sistema se comporta como un sistema rápido ( 4 ): 

n = Eimp- Eº- sobre tensión. 

Imponer una sobretensi6n considerable para producir los efectos antes 

mencionados, es caracteristico de los sistemas lentos. 

La velocidad de transferencia de electrones esta determinado por 

algunos p.:i.r5.m.Jtro.s conio C!l t.:ocfi<..:.i.ente Ue translerencia de carga o fa~ 

tor de simetría a, y de la constante estándar de intercambio de elec­

trones kª, asi como de la sobretensi6n n. Todos estos parámetros estan 

relacionados como se muestra en las siguientes expresiones (S.~): 

f = F/R'r 



Con respecto a la transferencia de masa puede decirse que es­

ta se verifica por diferencias en el potencial químico de las esp~ 

cies y/o por diferencia en el potencial electroquímico. Las formas 

de transporte de masa al electrodo son por migraci6n i6nica, por di 

fusión y por convecci6n. 

La migración i6nica es el movimiento de cargas en forma de io­

nes solvatados bajo la influenci.u de un campo eléctrico aplicado. 

Las moléculas neutras no ven afcctadus por el campo. Los iones p~ 

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

La difusi6n es el transporte tle especies en solución provoca­

do por un gradiente osm6 tico, es to es un gradicn te de caneen traci6n 

el cuül provoca movimiento de materia hacia donde ésta estií en me­

nor conccntru.ci6n. Este gru.dicnte ~e genera por l.::i elcctrotransfor­

maci6n al electrodo gcnerarldo un gradiente de concentraci6n de lu -

interf.:isc clectrodo/disoluGiÚ11 h.:ic:ia el seno de la disoluci6n. 

La convccci6n es el movimiento de cupas de disoluci6n hacia -·· 

el electrodo por ugi taci6n mecli.nica externa. El régimen de agi taci6n 

no debe ser b1rbulanto sino la.minar y constante. Las formu.s habitu~ 

les de lograr un régimen convcctivo constante y reproducible es por 

medio del empleo de electrodos giratorios o por goteo de mercuvio. 

La transferencia de masa y la transferencia de electrones son 

procesos inherentes a la reacción electroquímica, condiciones nece­

sarias, pero no siempre ~sta va acompañada de reacciones químicas -

acopladas. Estas reacciones pueden ocurrir entre una especie quími_ 

ca y la especie que se va a electrolizar, o bien puede ocurrir entre 

una especie química y el producto de una reücci6n electroquímica. 

Las reacciones pueden clasific.:irse:- en el orden de apari·ción en solu­

cj 6n, pnni endo 1 a l0t:::-:::i. E .J. l.:i. rc.:...cciVu 1...:lt..;<....:l:..r.uquímica y e a La rea E_ 

ci6n química ucoplada. Puede denoturse la rapidez o reversibil.idad de 

estas reacciones con subíndices"r"y/o "i". 

De las posibles combinaciones sencillas y de los procesos de va­

rios pasos pueden oDtenersc alrededor de una decena de tipos de reac­

ciones acopladas ( ~ T ) : 

I. transferencia de carga rápida simple: Er 

Ox + ne- Red 



II. transferencia de carga lenta: Ei 

Red 

III reacci6n química precedente ü la transferencia 
rápida de electrones: CrEr. 

Z -===="' Ox 

Ox + ne Red 

IV reacción química reversible precedente n la trans• 
ferencia lenta de electrones: CE. 

r i 

z ..:===="' ax1 

ax + ne -----ra. Red. 

V tranferencia de carga rápida prccednete a una reac­

ción qurmici'l. n~versible: ErCr. 

Ox + ne - .F===="' Red. 

Red z 

VI transferencia de cargu rSpidn precedente a una reac­
ci6n químicn irreversible: ErCi 

Ox + ne - ""'===~ Red. 

Red 

VII transferencia de carga rápida precedente a una rcac­
ci6n química catalítica: ErCi 

Ox + ne- Red. 

Red + Z º"· 

VIII transferencia de carga lenta precedente a una reac­
ci5n química catalítica: EiCl . 

Ox + ne ----+ Red. 

Red + Z ----+ Ox • 



Dependiendo del tipo de mecanismo que se presenteJ los regis-. · 

tras de intensidad/potencial se verán modificados. Sin embargo pa­

ra detectar tal modificaci6n es necesario modular la medición de -

la corriente y el potencial con respecto a la velocidad de reacción 

química acoplada, esto es, trazar la curva intensidad-potencial a -

una velocidad tal que se pueda munifestar la reacci6n química aco -

plada .. 

Se define al tiempo de detección de la rcacci6n química como 

el tiempo ventana y se determina en re1aci6n u la magnitud de la -

constante cinética de la rcacci6n química acoplada: 

Por otro lado cada técnica electroquímica 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

cu. Si el tiempo de duración del proceso cxpcrímcntul electroquímico 

T, es pequeño con respecto a tv, entonces la reacci6n de transferen­
cia de carga se detectará como no perturbada. Si por el contrario -

tv es menor que T, i.e. la k' es muy grande, entonces la reacci6n 

química acoplada puede modificar notablemente el registro I/E de la 

reacci6n electroquímica. 

Lá detección de los tiempo ventana depende del tipo do t~Cni­

ca· electroquímica que se use para el estudio de la reacción química 

acoplada. A continuación se dan los tiempo ventanas accesibles con 

las técnicas utilizadas comunmentc ( ~."): 

voltamperometría intervalo tv 
con electrodo giratorio l/w 30 - 1000 rpm 0.001-0.3 

voltamperometría 
10- 4 barrido tri.:i.ngul.<lr P.'f/'J'•T 0.02-100 V/o -1 

polarogra.tía clásica t goteo l a 5 s l s 

s 

Para el estudio de una reacción electroquímica afectada por una 

reacción química acoplada es preciso ensayar las diversas técnicas -

haciendo variar el parámetro en cada una de e11as. La medición de 

la corriente y el potencial en cada caso se correlaciona segúri la in-
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formaci6n proporcionada por Nicholson y Shain ( 7 } la cual lleva il 

establecer el tipo de mecanismo de que se trata y si se tiene la su­

ficiente informaci6n experimental puede determinnrse tv 'l en conse­

cuencia el valor de la k' de la reacción química acoplada. 

se muestran en las figuras siguientes los par5mctros de Nichol­

son y Shain que corresponden a los mecanismos ya mencionados en los 

párrafos anteriores. 

1l 
a 

.:'! 
~ 

> ~ 
o 

"' u 
o 

..-< u <l 

..... II a 
~ 

N '" ..... 
P.. 

'::l V V 

III 

V 



l.l 

En electroquímica analítica además de los principios expues­

tos anteriormente existen otros que son muy importantes en el des~ 

rrollo y diseño de las reacciones electroquímicas . 

En el trazado de las curvas I/E se utilizan electrodos de -

pequeña superficie llamados microclcctrodos para:quc lus relacio -

nes predichas por las ecuaciones puedan cumplirse. 

Durante los fenómenos electroquímicos es ncccs.:irio considerar 

que además de la sobrctcnsi6n se cntablccc un potencial debido a la 

resistencia de la disolución al paso de corriente. Este potencial, 

IR
5

• se le conoce como "ca.ida. 6hmlca" el cual se evita por el uso 

de disoluciones i6nicas concentradas .a~i coc10 el empleo del electro­

do auxiliar lo m5s cercano poslUle al electrodo de trabajo. 

Condiciones operatorias. 

Para el estudio de las reacciones clecttoquímicas y sus reac­

ciones químicas acopladas es necesario establecer condiciones de tra 

bajo sis temáticas: 

a) Empleo de un clectrolíto indiferente generalmente una sal 

completamente ionizada en el dlsolventc de trabajo y que 

no se electroliza facilmcn te~ 

b) Elirninaci6n del oxígeno disuelto de manera habitual en -

las disoluciones si éste no es el analito en estudio, por 

medio de burbujeo de nitr6geno a la disolución. 

e) Definici6n del régimen convectivo de trabajo: Rdgimen de 

difusi6n convectiva (electrodos giratorios, polarografía): 

RDC; o régimen de difusión pura (voltamperomctría lineal 

o cíclica) RDP. Esta condici6n es muy importante porque 

condicior.a al partí.metro de tiempo 

d) Empleo de mlcroclectrodos y compartamentalizaci6n de las 

interfases. Esto último se logra manteniendo los microe1e~ 

trodos suficientemente alejados lo cual evita el uso de 

meniliranas porosas que tienen la desventaja de introducir un 

potencial adicional de membrana o de uni6n líquida, 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 que corresponde al domi­

nio de electroactividad el cual es el intervalo de valores de poten­

cial impuesto que el electrodo de trobajo adoptu sin que hu.ya corrie~ 

te de elcctr61isis. 

Este intervalo est.:i delimitado ¡.ior una corriente Je r~ducci6n 

muy grande y una corriente de o>:idación tambi~n muy grande que corre~ 

pande a la reducci6n y oxidación de algGn componente en gran concen­

traci6n y que forma parte del medio reaccional de trubujo. Se dice 

que estos valores dr~ corriente cor!:"esponden a la barrera ca t6dicu y -

a la barrera an6dicu rcspectivamcnto y no puede ocurrir ninguna reac­

ción electroquímica a potencLlles mas allá de aquellos lmpucstos por 

las barreras. Las barrcrus o muros anódi.co y cat6dico pueden estar 

dadcspor la rcducci6n y/o oxidaci6n del electrodo de trabajo, del di­

solvente mismo o bien por el cloctrolíto soporte por lo que el dominio 

de electroactividad cambiará con la nu.turaleza del electrodo, del di­

solvente y del pH de la disoluci6n. 

En la figura siguiente se muestra un dominio de electroactividad 

obtenido con el electrodo de Hgº en medio neutro acuoso en RDC: 

I ( ui\ 
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2.2 Polarografía clásica. 

El método polarográfico fué inventado por Jaroslav Heyrovsky 

en 1922 y estudiada por él y sus co1aboradores estableciendo sus -

fundamentos dui:-ante c<lsi 15 años ( \0 ) • La polarografía es un<J. téE_ 

nica voltu.mpcrom6trica que estudia 1as reacciones electroquímicas 

que ocurren sobre un electrodo indicudor de mercurio en forma de -

goteo (DME). El úME esta constituído ~ar un capilar con un diame.:.:­

tro de apro:-:imadamcnte 5xlo- 3 cm alimentado por un recipiente de Hg<1 

con una gran 5rca a trav6s de un tubo de caucho virgen de 20 a 50 

cm por el cual fluye el líquido metálico y la razón de goteo es de 

2 a 10 segundos ( 10,11 ) • 

La forma que toma la gota de mercurio al final del capilar es 

similar a una esfera que se desprende de l§ste cuando la tcnsi6n su­

perficL:i.l e:: vencida por el peso de lu. got~. D~bido :3. que la c;ota -

crece con el tiempo, la corriente de electrólisis cuando ocurre so­

bre este electrodo variará con el tiempo de vida de lu gota: 

I 

6 
A 

t 

El electrodo capilar se introduce a la d~Dvlución y se mantiene 

fija la altura de la columna de Hgº por lo que para un potencial dado 

el perfil de la corriente mostrada arriba no variará en un intervalo 

de tiempo gr.J.nde. Este tiempo de gdteo sr~ ve afectado por la tensi6n 

superificial originando el fen6ncmo de electrocapilaridad {lo,S) . 

El. DME presenta ventajas que hact!n que sed el más utilizado den­

tro de las t~cnicas electroanalític~s y _que lo hace mas eficiente con 

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



- renovación cOntinda de la superficie además de ser 

altamente reproducible. 

- el dep6sito de met.'.'ílcs no es acumulativo ya que di­

funde hacia dentro de la gota. 

- es un microelectrodo. 
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- el tiempo de goteo es ajustable segGn las ner;esidades. 

- el ll+ se reduce u po tcnciales muy ne9a ti vos por lo que 

el dominio de electroa.cti'1idad caU5dico es muy amplio. 

Las des ventajas y limi t:aciones de es te electrodo son las si­

guientes: 

- la onda obtenida puede ser irrcgulu.r por fenómenos 

de adsorción o de cambios en la tcnsi6n superfici<:il. 

- se requieren velocidades de burriUo 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 1D- 4M en condiciones operatorias adecuadas. 

- Es posible dicernir dos ondas de reducción u oxidaci6n 

si ocurren por lo menos a una distanci.<J de 300 mV/nc-. 

- presente un dominio de clectroactividad an6dico limita­

do por ln oxidaci6n del Hgº . 

El montaje experimental para el trabajo polarografico se mues­

tra en la página siguiente nsi como la forma típica de un registro -

polarográfico. 

La ecuación de Ilkovic (S,6), muestra las relaciones entre liJ 

corriente límite de difusión, id, con la concentraci6n en soluci6n: 

donde: n=núrnero de electrones; D=coeficiente de difusi6n; m=flujo de 

mercurio; t=tiempo de goteo; C*=concentraci6n en solución. 
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Regís tru.dor 

E (V/ECS) 



2.3 Polarografía diferencial de pulsos. 

Los métodos de pulsos polarogr5ficos fueron desarrollados 

por Barker como una extcnsi6n de sus trabajos con la polarogra­

fía de onda cuadrada ( 12. ) , solo que e.stos, los métodos de pul­

sos, pueden ser descritos empleando algunos conceptos de la po­

larografía cl5sicu o Uc y la volt.::1mperon10tríd de .barrido lineal. 

Lu mayor sensibilidad de la pol.:lrogr.:iff,::i di.ferf!ncinl de -

pulsos( DPP) esta Lasadcl en el hecho do que la cor1·lcnte do car-

ga o capacitiva disminuyo debido a que al fin~l ~el~ vidii ~e la 

gota, cuando el crecimiento c.s mínima, L::i. corricnLe residual es 

pequeña y cambia lentamente: con el tiempo (JZ~I"\), en tale~; condi­

ciones la DPP consiste en q11~ ~o ci.plicu uri pott::ncial 12n rampu C9_ 
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mo en la polcirograf]a cl~sica pct·o se superrone un potcnciril ad:!: 

cional. que va desde 10 hasta 100 mv y que es mantcr1i<lo hasta la 

caída de la gota y a un nivel con~t2nt0 ~on ~c~F~cLo al potencial 

de base. La duraci6n del pulso es de 5 a 100 milisegundos; dos -

muestras de corriente se toman durante cudu. goL-1, una antes de! ~ 

plicar el pulso y la otra durante dste y antes <le que la gota ca:!._ 

ga ( t
1 

y t
2

) respectivamente, la di~erencio. de corriente, 1 2 -1 1 , 

se grafica en funci6n del potencial de bu.se aplic.J.do d.J.ndo una 

corriente diferencial donde el pico mti:-dmo se encuentra ,cercano al 

potencial de media onda si la umplitud del pulso es sufiecienteme~ 

te pequeña (S., IS ) , L.J. .siguiente página muestra la figura que re -

presenta la relaci6n entre corriente, pulso impuesto y rn:npa de p~ 

tencial impuesto. En esa flgura se observa que en ausencia de la -

de una corriente de electr6lisis o faradaicn, el resultudo es la -

aparición de una corriente de "clavo" debido a L.~ corriente de C<i.E 

ga que aan decae r5pidamcntc ( figuru 1.1) cuando el potenci~l apl~ 

cado es suficiente pura que aparezca una corriAnrc :~~~u~:~~ 0¡ co~ 

porLa.miento se observa en 1'1 figura 1.2, donde se aprecia que la 

disminución de la corricntt:.! inducida es un poco mas lenta. La suma 

de los valores de corriente .. da la· corriente mostrada en 1. 3 ( 1& ) • 

Esto explica el porqu6 se toman dos muestras de corriente para po­

der eliminar la corriente residual y aumentar la sensibilidud. 

En la p.:lgina siguiente se muestra un r~gistro típico obteni­

do por polarografía diferencial de pulsos. 
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La expresi6n de las curvas polarográficas de reacciones 

r&pidas esta dada por la ecuaci6n: 

E= E
112 

+ 2.303 (RT/nF) lag ((i
1

- i)/i) (1) 

que al ser diferenciada y relacionandola con la ecuuci6n de -

Cotrell que expresa la r81.aci6n de i 
1

, se obtiene lu siguiente 

expresi6n ( l 'l;., , ~ ) : 

0 0 = coeficiente de difusión. 

J.8 

La expresi6n anterior es válida únic.:i.men te para valores de amplitud 

pequeña, ~E < RT/nF,y la ecuaci6n para todas las amplitudes queda: 

E1 potencial donde i 1es medida. 

E2 potencial donde i 2es medida. 

cuando PA= 1 entonces ~i es m5.ximo y la, expr~sión para la corriente 

de pico máximo es: 

observandose que a mayor amplitud.del pulso la ~i máx. aumente pero 

tambi~n hace que la anchura del pico aumente, por lo tanto la resolu­

ci6n será menor, adern~s se muestra que di máx. es lineal con C. 
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El potencial de pico se ve afectado por la amplitud del pico 

alej&ndose del potencial de media onda en 6E grandes por la siguie~ 

te relación: 

El area de l.a gota afecta proporcionalmente a la diferencial 

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

10-SM lu conccntraci6n del elcct:rolito soporte puede ser de una co~ 
centraci6n hasta milimolar siempre y cuando se utilicen 3 electrodos 

Por lo que respecta a la adici6n de un supresor de máximos polarogr~ 

fices puede ocurrir que €stc haga decrecer la corriente y además que 

se afecte la corriente de carga de tal manera que algunos sistemas -

que son rápidos ya no lo sean { 'ó,, t 3 ) . 

2. 4 Vol tamperometrí,;i con electrodos giratorios. 

Debido a que la convecci6n forzada puede ser utilizada pura que 
cl•"·L•·cle>. 

nos proporcione un transporte de masa constante y no del tiempo al -

establecerse un régimen estacionario, el uso de electrodos giru.torior; 

permite obtener información I/E reproducible y controlLlble. 

Dentro de la capa de difusi6n que se crt.!a por ld convección for 

zada, la solución es consideradu inm6vil por lo que la corriente es -

debida preferentemente por la llegada difusional a través de tal capa 

también conocida como capa de Ncrnst, mientras que la convccci6n re­

nueva la concentraci6n de material electroactivo en los límites de e~ 

ta capa. 

El gr<:!.dicntc de c-:inccntruci6n en la Ci::lpw de difusión es r;onside­

rado lineal y la corriente de elcctr6lisis esta dada por (--:.. .. r..._..K): 

donde x es la distancia medida a partir de lu superficie del e1ectrodo 

hacia el seno de la disoluci6n y 6 la distancia de la capa de Nernst. 

Si el potencial esta lo suficientemente alejado del potencial -

normal condicional donde la corriente está limitada por la difusi6n -

entonces la ecuación anterior se reduce a: 

i = -nFAC/o C = concentraci6n analítica en 
soluci6n. 



20 

~ara el microelectrodo giratorio de disco el valor de la capa 

de Ne rnst viene dado por: 

& ~ 1.61 ol/3vl/6w1;2 

donde D es el coeficiente de difusi6n; v es la viscocidad cinemáti­

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

Si la rotaci6n es constante la cor.riente e.s proporcional a la 

conccntraci6n de L:i especie elcct.roactiva en ~uluci6n. 

En condiciones de corricnlc límite de difusión l.:i. expr.esi6n -

exacta de la corriente lím.:t.tc parü un clect:rodo giratorio viene dada 

por la ecuaci6n de Le vi ch: 

i
1 

= -o .G2 nFA 0 213 e v-l/ 6 w1 / 2 

En la página siguiente se muestra un vol tamperograma típico 

obtenido con un electrodo giratorio de disco. 

La ventaja del uso de los microelectrodos gir.:i.torios estriba 

en el hecho de que pueden usarse microclcctroUo::; <le Pt", Auº / e:· 

que porporcionan un mayor dominio de electroactividu.d en la rcgiGn 

an6dica lo cual es una limitan te nn polurograf.Í.:l.. Los límites de.· 

detecci6n son del orden de los detectados por polarografía cl&sica. 

Una desventaja del uso de microelcctrodos s6lido,s c.s L.i. gran 

facilidad que presentan para pasivarse, i.c. de conservar especies 

adsorbidas al electrodo. 
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E(V/ECS) 
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2.s voltamperomctría de barrido lineal y tr.iangular. 

En esta t6cnica el barrido de potencial se realiza en forma 

lineal a diferentes velocidades y en forma de rampa. Este barrido 

puede ser simple o multlbarrido (cíclica). Puesto que no hay agitE_ 

ci6n no se observa un r~gimen estacionario y la corriente depende 

del tiempo en gue se imponga el potencial. El prnce:=;o depende solo 

de la difusión, consecuencia de esto la forma en que se registra -

la corriente tiene forma de pico y no de unu mcsGtu yc:i. que si ~;e -

hace que el potencial cambie con respecto al tiempo desde lln valor 

Ei (ver figura) hacia valores positivos aparecer.:í una corriente -

faradaica l.=i. cual estar S. en un principio limitada por l.J. trunsfe -

rencia de electrones h.:.ista llegar a un pico donde ya no limita sol~ 

mente' ésta sino lu di fusi6n para después observarse la totu.l depc!! 

dencia de la corricntG con J.u di::ué;ión, ya. qul! la e.specie electroa_c:: 

tiva no se renueva con la misma velocidad con la que se esta consu­

miendo entonces la corriente cae hasta el valor rcsiduill. F.n la 

cercanía del electrodo se encuentra lu nueva especie producto de la 

clectr6lisis y solo puedo Uesapureccr de ahI por disufión hücia el 

seno de la disoluc16n, transporte en general l~nto, y al hac~r un b~ 

rrido de potencial en sentido contr~rio GC puededctectar a esta es­

pecie generada al inicio obteniendo una corriente de pico de senti­

do contrario y de igual magnitud si el sistema es rápido y no exis­

ten reacciones químicas acopladas. En esto se basa la voltamperome­

tría c!clica. La ecuaci6n de Randles-Sevick relaciona la corriente 

de pico con los parámetros involucrados en la reacción electroquí­

mica {6,1'}: 

ip -2.69xlo 8 n 3/ 2A o11 2 c v 1 / 2 

donde ves la valocidad de barrido de potencial. Para una sola 

velocidad de barrido la corriente de pico es proporcional a la con-

centraci6n en soluci6n. Debido a la dependencia de la corriente -

con la velocidad de barrido de potencial pueden detectarse caneen -

tracianes pequeñas a velocidades altas a condición de n6 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 página siguiente se muestra un voltamperograma cíclico 

t.ípico. 



I (uA) 

E(V/ECS) 

vol.tampcrograma Cíclico 

Ei = Potencial de ininicio de barrido de potencial 
EA = Potencial de cambio 

E~,I~ = Potencial y ~orriente de pico cat6dico 

E~ , I~ = Potencial y Corriente de pico an6dico 
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Si observamos la figura anterior el potencial concional puede 

ser· ·calculado de la siguiente forma: 

Ep E112 + 1.109 RT/nF 

el valor de E112 es igual al obtenido por polurografía clásica si el 

electrodo de trabajo es de platino u otro metul inerto recurbiertos 

con una película de mercurio o con una poza de mercurio. El poten -

cial de media onda, E112 , puede ser obtenido a 25ºC por: 

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

La cinética del proceso electr6dico puede ser estudiado con relativn 

sencillez por la voltamperometría lineal y cíclica en su conjunto. 

Para un sistema rápido E~ - E; = 59 ~v/n y no 

locidad de barrido de potencial; ( i~/i~ ) = l ; 

pendiente de la velocidad de barrido de potencial. 

vuría con la ve­

ip/v 1/2 es inde-

Para un sistema lento el Ep cambia por 30/an mv { « es el -

coeficiente de transferencia de carga) por cada incremento de 10 ve 

ces el barrido de potencial; ip/v1 / 2 es constante y no hay corrie; 

te de pico inverso. 

El proceso de determinaci6n de la rapidez de un sistema es re­

lativamente sencillo cuando no hay complicaciones de reacciones quf 

micas acopladas. Los criterios de Nicholson y Shain ya mencionados 

en secciones anteriores muestras los perfiles de corriente de pico y 

potencial de pico anódicos y cat6<licos para diversos casos de reac -

cienes químicas acopladas. 
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2~6 Fundamentos de cinética enzimática. 

Es posible plantear el concepto de Km y vmax para un sistema 

enzimático si se hecha mano del concepto apliamente usado en Química 

en Soluci6n de constante condicional de formaci6n (y/o disociaci6n) 

de un complejo ( n, 19. ) • 

En efe:-:to si consideramos que se forma el complejo enz.inw-sus­

trat:o y se establece un equilibrio, puede C>:prcs.:i.rse la concentración 

de los participantes de este equilibrio por medio de un diagrama lag~ 

rítmico de concentraciones de uso sencillo en Química en solución: 

E + S ~ ES 

(E) + (ES) 

(E) (S) 

(ES) 

(balance de musa sobrG la enzima) 

'­
log (S) 

Del diagrama anterior se observa que debe fijarse valores de 

sustrato tal que pS<< pKd para que la enzima se encu~ntre total­
mente saturada. Cuando pS = pKd se obscrv41 que la enzima esta sa­

turada al 50%. Del diagrama anterior puede en consecuencia derivaE 

se el diagrama de abundancia relativa para cualquier valor de pS: 
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~i o .s 

o.o 
pKd 

pS 

donde OES 
(ES);J 

y <E 
(E) 

•E + •Es 1.0 -e;- e;- y 

Ahora bien una vez establecida la relación de equilibrio termo­

dinámico entre la enzima, el sustrato y el complejo enzima-sustrato, 

puede plan te ar el equilibrio anterior como una reacci6n "condicional" 

en la cual el donador de la partícula S participa en una reacci6n co­

lateral para formar el producto y liberar a la enzima: 

E + s ES 

~ 
el equilibrio de disociaci6n de ES ahora esta 11 condicionado" a la for­

maci6n de P y a la liberación de E (regeneración del receptor de s: 

condicionalidad catalítica}, la magnitud de la condicinalidad depende 

rá del estado de equilibrio o del grado de avance en la producción de 

P. 
Para cualquier grado de avance en la velocidad de producción de¡ 

producto, cuando el donador de la partícula participa en un equilibrio 
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colateral donde el receptor se regenera, entonces la cantidad de E 

aparentemcntes es mayor por lo que se puede proponer que ahora la -

disociaci6n esta representada por un valor de KJ > Kdr pKá < pKd por 

lo que se requerirá fijar valores de pS ~enores para alcanzar el -

mismo grado de saturaci6n. 

Ahora bien el grado de avance debe fijarse en condiciones t~ 

les que la velocidud de fonnaci6n de ES y la velocidad de formación 

de P se igualen, en tal estado del sistema la concentraci6n en cua~ 

quier momento es constante. Este estado de equilibrio .:iparente es -

en realidad un estado de"cquilibrio" cin6tico o estado permanente 

("steady state"): 

E + ES E + p 

k
1 

(E) (S) + k
4 

(E) (P) 

si además se cumple v.I ht- ~.ho do que (P)-+ O, i &e. L1 condiciones 

iniciales del sistema, pS =constante (<1.11u1-;.,~o de amortiguamiento 

múltiple por imposici6n de pS en medio concionado). entonces: 

o bien 

Jc
1 

(E) (S) 

(E) (S) 

(ES) 

de tal manera se establece la analogía entre el estado de equilibrio 

químico y el estado pcrm~ncntc cin~Lico: 

equilibrio químico: (E) (S) 
Kd 

(ES) 

estado permanente: 
(E) (S) 

Km K' 
(ES) d 



La transforroaci6n de S para un valor de pS impuesto en -

presencía de enzima puede representarse por medio del diagrnma -

logarítmico si se cumplen las condiciones del estado permanente: 

1a veiocidad inicial de reacción es 

por lo que: 

cuando {ES) = CE entonces 
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Por lo tanto si se fija un valor de pS y se mantiene el estado 

permanente, entonces las condiciones de velocidad máxima puede ~eprc­

sentarse de la siguiente manera: 

lag vmax 
pS 

og V 0 

oq (S) 
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2.7 características de las peroxidasas. 

El término peroxidasa comprende a varias enzimas específicas 

como citocromo-peroxidasa, glutati6n-peroxidasa, cte. En el caso -

de la peroxidasa de rábano la enzima est5 constituida por grupos 

hemopr6ticos; se conocen varias isoenzimas de esta peroxidasa (-r.t·). 

su peso molecular es de aproximadamente 40,000 g/mol. Absorbe a 403 

nm debido al grupo heme y a 275 nm debido al grupo proteico. Su pu~ 

to isoelectrico se encuentra en un valor de pH igual a 7.2, siendo 

estable a temperatura ambiente por semanas (::.1,~). 

El mecanismo de reacci6n no esta muy bien definido siendo uno 

de los más probables el siguiente e~~>: 

complejo I 

complejo II 

complejo II 

Cuando la concentraci6n de per6xido es grande se forma un compl~ 

jo III inactivo. Además se reporta que 1os grupos heroo se dimerizan 

(-u,z1) siendo en general rn§s activa 1a forma monom~rica. 

Los aceptares de hidr6geno son específicos so1amente act~an sobre 

el per6xido de hidr6geno, metil y etilper6xidos; sin embargo la especie 

donadora de hidr6geno puede ser: cateC'Ol, resorcinol, hidroquinona, pir~ 

galol, anilina, guayacol, etc. La actividad de la peroxidasa puede me­

dir a través de lél disminuci6n de u 2o 2 o tambi~n puede medirse a travás 

de la disminuci6n del donador de lI y por la aparici6n 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 don~ 

dores (i.,,tt) • 



3.0 PARTE EXPERIMENTAL. 

3.1 Estrategia experimental. 

Para poner de manifiesto los fenómenos que ocurren cuando se 

electroliza el oxígeno y/o el n2o2 en ausencia y presencia de 1a -

enzima se proponen las siguientes metodologías de estudio: 

Regimen de difusión 
pura 

voltamperornetr!a 
de barrido de po­
tencial lineal y 
triangular. 

RegLmen de difusi6n 
convectiva 

polarografía clásica 

polarografía diferen 
ciai de pulsos. -

voltamperometría con 
electrodo giratorio 

tiempo ventana 

3 seg 

1 sag 

0.3 seg 

0.9 seg 

Como se observa los tiempo ventana son grandes y estamos muy 

lejos de ofrecer una gran variedad de ellos. Sin embargo los cuatro 

tipo de metodologías permite mostrar los efectos de lu acci6n de la 

enzima sobre la electroactividad de los sustratos. 

Para cada metodología se procederá a analizar el perfil de iüs 

curvas I/E para e1 oxígeno solo, para el peróxido solo, y para el -

oxígeno en presencia de enzima y para el peróxido en presencia de e~ 

zima. En todos los casos se compararán los perfi1es de las curvas -

obtenidas. De los perfiles obtenidos se evidenciará l~ mejor metod2 

logta para evidenciar el efecto buscado. 



3.2 Analitos, materiales y equipos. 

3.2.1 Analitos y medios reaccionales. 

ll 

Se trabaja en un medio constituido por una disoluci6n amor­

tiguadora del pH de fosfatos de concentraci6n analítica Q.lF y 

pH=7.00. 

Los polarogramas trazados con oxígeno se obtienen al hacer 

burbujear aire al medio reuccional por espacio de aproximadamente 

10 minutos. La concentracl6n del oxígeno disuelto se evalúa por -

comparaci6n con la concentraci6n del per6xido de hidr6geno usado 

y por la diferencia de alturas de las corrientes límites de difu­

si6n polarográficas. El u 2o 2 usado es c.lc marca BDH Laboratory y 

de concentración aproximada de 30% p/v. 

Se emplea. una disoluci6n de concentración O .4 ¡19/ml de pro­

teína total la cual tiene conjuguda una pcroxidasa de origen ani­

mal. La disolución proteica-peroxidasa fué sintetizada con la fi­

nalidad de ser usada en an~lisis rle ELISA en el l~boratorio <le 

Química de Proteinas del centro de investigaciones de Cuernavaca 

{UNAM). Su actividad no ha sido dcterminadu por los metodo8 con­

vencionales cu¿rn ti tativamen te pero presenta de manera habitual -

actividad de peroxidasa satisfactoria. En lo suscesivo se refe­

rirá a tal disoluci6n como disolución enzimiltica. 

3.2.2 Materiales y equipos. 

Se trazan las curvas I/E en polarografos de barrido auto­

mfitico de tres electrodos. Para la polarografía clásica, la vol­

tamperometría con electrodo girutorio y la voltamperometría de -

barrido lineal y triangular se usa el polar6grafo Beckman-Elec­

troscan de barrido automático con registrador lineal Cole Parmer. 

Para el trazo de los polarogramas diferenciales de pulsos se usa 

el Polarógrafo .Metrhom EGOS. 

Dependiendo del tipo de técnica empleada se diseñ~ 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, auxiiiar y de referencia us~ 

das en polarografía clás1ca, de pulsos, voltamperometr!a con dis­

co giratorio y voltamperometría de barrido 11neal respectivamente. 
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Fig 3 .2 .a CElda de trabajo utilizada en 

PolaroJrafía Clásica 

(l.J Elect..rocb 00 Feferencia ch calorrel saturacb (ECS) 

(2) Electroéb de Trobajo: Goteante de Ilg (I:t>lE) 

(3) Elect:ro::lo ALOCi.liar: \blframio (N) 

(4) Pipeta Pasteur para el flujo de Nitr6geno 

(5) Portaceldas ; (6) Celda ele trabajo 

(7} Base de la calda de 'l'rabajo 

(8) Barrita mi~tiro 

J'2. 



Fig 3 .2 .b O:üda re trabajo utilizada en 

Polarografía Diferencial de Pulsos 

(1) Electrocb de Trabajo: Goteante de Hg (rnE) 

(2) t::lcct:r-ueb l\.u:;dliu.r: Pt-Pd (Pt-Pr1) 

(3) Agitaébr necani= 

(4) Mangu!ra de flujo de Nitt6gem 

(5) Elecb:Od:> de Ieferencia : Cllarel Sat:uraéb (ECS) 

(6) Oolda de Trabajo 

( 7) Brazo portaceldas del polax6grafo 
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(7)~ 

Fig. 3.2.c Celcb Ce Trabajo utilizada en 

Voll:ünpe.ronEtr:ía con diso::i giratorio 

(1) Electrodc> Auxiliar: W:>lframio (W) 

(2) ElectroCb el=. Trabajo: Giratorio de Disco (Pt} 

(3) Pipeta Pasteur de flujo de Nitrógeno 

' (4} Electrodo de Referencia: Calarel Saturado (ECS} 

( 5) Portao:!ldas ; ( 6) Celda ele Trabajo 

(?) Base oo J.a o:üda de trabajo 
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(6) 



(l} (2) (3) (4) 

(6) 

~ 

(B) -(7) 

Pig. 3.2.d CElda cb Trabajo Utilizada en 

Vol t.::?r.pcro::n~t:r!a ~ Barri.c:b Lireal. 

(1) Electrocb ili lbferencia:Calo.rcl Saturad:> (ECS) 

(2) Electrocb Auxiliar: h"blfrmnio {W} 

(3) Electroro ili Trabajo: Poza de ~curio (flg) 

(4) Pipeta Pastcur de flujo ili Nitr6geno 

(5) POrt'10>ldi.ls : (G) Celda de Trabajo 

(7) Das~ ~ lu o.:l~ i:.= txabajo 

( B) Barrita nugffitica 
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3.3 Polarografía clásica. 

Se trazan los polarogramas de disoluciones de amortiguador de 

fosfatos pH=7.0 O.lF después de burbujear aire para mostrar las dos 

ondas de reducci6n del oxígeno en solución. Posteriormente se burb~ 

jea nitr6geno a diferentes tiempos para mosc.rar el desplazumiento 

del oxígeno por el nitrógeno y corroborar que las señales obt.enidas 

son generadas por el oxígeno introducido inicialmente. 

La figura 3.3.u mucstru lo!5 poL1rogru.mo.s obt.cnidos. 

Se truzan los polarogram.:ls de di sol ucioncs de H2o
2 

a concen­

traciones crecienter.; prcvi:i eliminación del oxíCJeno dist:cl to por -

burbujeo de ni trógcr.o. !..,os poli! r0s rctm<!~~ r-~r.;11 l ti1n t<]s se muestran en 

la figura 3.3.b . 

Para corrobor;:ir L1 no c.:lectroactividaL1 de la disolución enz! 

mática. sola s~ traza el pVL.i.r0s.;r-.1.1.u de un.:i. 1.ii~;cll..!s:i 6.n d•.J 101 ·rn1 de 

medio reacciona! en presencia do 0.1 1nl de disolt1ci6n enzimfitica -

Se observa el dominio de electroactividad limpio previa eliminaci6n 

del oxígeno por burbujeo del ni tr69eno. 

Se trazun los polarogramas del medio reaccionul s.:iturado de~ -

oxígeno en presencia. de cantidadct:; c:recientcs de <lisoluci6n enzimá­

tica. Los polarogram~s obtenidos 5C muestran en la figura 3.3.c. 

Par.::i. el tr"-1.ZO de este experimento se diluye la disolución enzimá­

tica original i:lOO en amortiguador de fosfatos. 

Se trazan los polarogramas de disoluciones de H
2

o
2 

en presen­

cia de enzima y después de agitnr la disoluci6n a diferentes tiempos 

de reacci6n. La figura 3. 3 .d muestra los polarogramas traz.:tdos . 

En todos los casos se mantiene un tiempo de goteo de Hgº cons­

tante <J. razlSn de 1 gota cada 3 segundos. t:l. barriuo üe lJUtenciul -

se mantuvo igm1l:ncnte constante en un valor de 5 rnV/s lo que corre~ 

pende a una velocidad usual en polarografía clásica. El burbujeo de 

nitr6geno se realiz6 haciendo pasar el nitrogeno por una trampa de 

agua para evitar pérdidas de disolvente de trabajo en la celda. 



I (uA) 

E (V/ECS) 

FIG. 3 .3.a Polarogramas de disoluciones satu­

radas de oxígeno y posterior climinacion con N2 t 

1) 

2) 

3) 

4) 

so1uci6n saturada de oxfgeno. 

60 segundos de burbujeo de nifr6geno. 

12;0 ~egun<los tle burbujeo <le n.i..L:..t.Üyt;uu. 

~~~~~~f~~~~af~tal del o 2 (dominio de ele~ 

Vo = 10 rnl; Amortiguador fosfatos pil=7 Co=O .lM; 
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v = 5 mV/s; t = O .3 s • ET: EGM; EA: Uº; ER: ECS. 



I (uA) 

E (V/ECS) 

l 

5. 

FIG~ 3.3.b Polarogramas de disoluciones de 

H2o2 de concentraci6n variable xCo en medio 

fosfato~ p!l::::7 .o. 
1) Dominio de electroactividad. 

2) X= 0.4 

5) X = 1.0 

3) X = 0. 6; 4) X = 0. 8; 

Co = 1 m?-l; Vo 10 ml; v = 5 mV/s t 

ET: EGM; EA: Wº; ER! ECS • 

O. 3. s; 
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I (uA 

E(V/ECS) 

FIG. 3.3.c Polarogramas de disolución saturada 

de OXfgcnO en presPnci" de rlisol11ci6n enzim6tica. 

1) Disoluci6n saturada e.le o
2 

sola. 

2) Disoluci6n saturada en presencia de diso-
1uci6n enzimática 3.9 ng/ml de prot. total. 

3) Disolución saturadu en presencia de tliso­
luci6n enzimática 7.7 ng/rnl de prot. total. 

Vo = 10 ml; Amortiguad::>r fosfatos pH=7 .O Co = O .lN; 

V = 5 mV/s; t = o .3 s; ET: EGM; EA: Wº; ~R: ECS. 



1 

I ( lli\) 

E (V/ECS) 

FIG. 3.3.d Polarogr<lmas de disoluciones de u 2o 2 
en presencia de disolu~i6n Pn?\~fitica: 

1) Dominio de electroactividad. 

2) H202 solo 4.4 :x:lO-SM. 

3) ª2º2 4. 4xl0-SM + disolución enzim<l tic a 

3.9 ng/ml de pro t. total. despu~s de 10 

minutos de agitación. 

4) Después de 15 minutos de agitací6n. 

5) Despu6s de 20 minutos de agi taci6n. 

6) Después de 25 minutos de agitación. 
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3.4 Polarografía diferencial de pulsos . 

Se trazan los polarogramas de disoluciones del medio reac­

ciona! de fosfatos pH=7 .O saturadas de o 2 así como de H202 solo. 

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

El polarograrnc:i en presencia de un.:i ulicuota de disolucíon 

es trazado,prevla climinaci6n de oxígeno por burbujt?.o de ni tr6ge­

no,corroborándosc la no clcctroactividad de la disolución enzimá­

tica. 

41 

Se traza el polar.agruma de disoluclont!s saturadas de o 2 en 

presencia de enzima no encon tr;dndose cumbia .u.lguno . Pu.ra dos con­

centraciones diferentes de(H 2 o 2 )T en prcscncL:1. de la disoluci6n en­

zimática y o diferentes tiempos de r.eacci6n, las figuras 3.4.b y 

3.4.c mucstrñn la evoluci6n u~ las curvas [/E=f (t). 

Un electrodo goteunta de mercurio ne emplea con un tiempo de 

gotea de l segundo y un electrodo .:i.uxiliar ele platino. Los volumer10s 

de trabajo son de 20 ml üe disoluci6n ¿imortiguadora de fosfatos pH= 

7.0 . El electrodo de referencia es de calo~cl saturado. 

Se emplea un pulso de potencial de SO mV y un barrido lineal 

de potencial de 10 mV/s. 

3.5 Voltampcromctrta con el electrodo girutorio de disco. 

Los voltarnperogramas di disoluciones del medio reaccional ~a­

turado con 02 se trazan, observándose una onda de reducci6n cuyu. co­

rriente límite aumenta con la velocidad de giro del electrodo.De igual 

manera se trazan los voltamperogramas de disoluciones de H2 o2 en con­

centrilci6n creciente.Las figuras J.Sªa y 3.5.b muestran los voltampe­

rogramas que se obtuvieron. 

De estos polarogrumas se observ~ que no se definen con claridad 

las ondas ii"! !'educciú:-1 ..:.:0.L·J.i;:::;pun<lientcs al 02 y al fl202 './ c:t::c a cier­

ta concentración las ondas de reducci6n p~CSQnt.J.n un pico lo que su -

giere que el H20zy/o el 02 presentan fen6menos de adsorción en el 

platino(up} ,por lo que se realizaron una serie de experimentos cola­

terales para poner de manifiesto tal comportamiento. 



l.O 
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r!nAl 

-0.l. -E(V/ECS) 

FIG. 3.4.a Polarogramas diferenciales de 

pulsos de: 

(1) amortiguador fosfatos pH=7.0 saturado de 
oxígeno. 

(2) disoluci6n de H2o 2 4.Sxlo- 4 M en amorti­
tiguador de fos:fat:os a pH=7 .o 

v = 10 mV/s; t = l seg; aE = 50 mV; 

ET; EGM; EA: Wº; ER: ECS. 



I (nA) 

v = 10 mV/s 

t l seg. 

l!.I? SO mV 

FIG. J.4.~ Polurogramas diferenciales de una 

disol.uci6n de H2 o 2 O.Bxl0-4 M en presencia de 
enzima 3.9xlo-9 g7ml (prot. total}. a diferen­
tes tiempos de reacci6n: 

(1) O min sin enzima: con enzima: (2) 2 r.iin; 

(J) 7 min; (4) 17 min); (5) 27 min; (6) 37 min; 

(7) misma que (6) pero después de 2 minutos de 

burbujeo de nitr6geno. 
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-E CV/ECS) 



I (nA) 

100 

-0.l 

v 10 mV/s 

t l seg 

UE so mv 

FIG. 3.4.c Polarogramas difer~ncialcs de 

una disolución de H
2

o
2 

B. BxlO-_,M en presencia 

de enzima 3 .95 ng/ml (:;:irot. tot.:il) .:i. diferentes 

tiempos de reacción: 

(1) O rnin sin enzima; con enzima: (2} 10 min; 

(3} 20 min; (4} 30 min; (5) misma que (4) pero 

después de 7 minutos de burbujeo de nitr6geno. 
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w (rpm) 

4500 

4000 

3500 

3000 

2500 

I(uA) 

-.3 

E(V/ECS) 

FIG. 3.5.a Voltamperograma con microclectrodo 

giratorio de di.GCO de UJ1a disolucit'Sn amortigu~ 

dora <le fosfatos pH=7.0 saturada de oxígeno a 

diferentes velocidades de giro del electrodo: 

(l) 4500 rpm; (2) 4000 rpm; (3) 3500 rpm; 

(4) 3000 rpm; (5) 2500 rpm. 

V = 5 mV/s; ET: EGO Ptº; EA: Wº; ER: ECS. 
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FIG. 3.5.b Voltamperograma con microelcctrodo 

\ giratorio de disco de una disolución de H2o 2 -

de concentraci6n variable: 

(1) dominio de electroactividad del amortigua­

dor de fosfatos pH=7.0. 

(2) 3.5 mM; (3) 10.7 mM; (4J 14.4 mM; (5) 17.9 mM; 

(6) 21.5 rnH. 

46 

v = 5 mV/s; w= 4500 rpm; ET: EGO Ptº; EA: Wº¡ ER: ECS. 
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Se traza el voltampcrograma de la disolución de H
2

o
2 

de con­

centraci6n 2xlo- 2 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 despu6s de un interv~ 

lo de tiempo fijado con anterioridad (At) se vuelve a trazar el va! 

tamperograma SIN LIMPIAR LA SUPERFICIE DEL ELECTRODO, este segundo 

voltamperograma es diferente al anterior. Cu.:indo no hay reacciones 

de adsorci6n el repetir los vol tamperogramas lleva a la misma gr5-

fica siempre. Se repite esta operaci6n varias veces para el mismo 

D.t entre cada voltamperograma. Después de una serie de curvas 

truzadas así se limpia la superficie del electrodo y se realiza una 

nueva serie de curvas con un ~t diferent0. 

Las figuras 3.5.c,d,c,f,g muestran los voltampcrograrnas que -

se obtienen de los experimentos anteriores. 

s~ traza un voltamperograma en medio rcaccional de amortigua­

dor de fosfatos pfl=7 .O y se verifica la no electroactividad de liJ 

disoluci6n enzimática sobre este electrodo. 

Disoluciones de amortiguador saturados de oxígeno y de H2o 2 
practicamente no varian por adici6n de disóluci6n enzimática. 

3. 6 Voltamperometría de barrido Lineal y c!clicil. 

se trazan lo voltampcrogramas de barrido lineal y triangular 

con un elect~odo de poza de Hgº de disoluciones de amortiguador de 

fosfatos de pll=7 .O en ausencia y presencia de enzima haciendo va­

riar la velocidad de barrido de potencial. 

La figura 3. 6. a muestra lo::; voltamperogramas obtenidos para 

la vclocid:i.d de SCO mV/s. 

se trazan lo~ volt.:unpcrogrumas linei.lles de disolución de H2 o 2 
en medio de fosfatos pH=7 .O en ausencia de disoluci6n enzimática a 

diferentes. velocidades de barrido de potencial- La figura 3.ú .b -

muestra los voltamperogramas obtenidos. 

Se trazan los voltamperomgrumas lineules <le una disolución de 

H2o 2 en el mismo medio reacciona! y en presencia de disolución en­

zimática a diferentes tiempos de reacción. La figura 3.6.c muestra 

la evo1uci6n de los voltamperogramas obtenidos en este experimento. 



FIGURAS 3.5 Voltamperogramus con microelcc­

trodo giratorio de Ptº de disoluciones de -

H
2

o
2 

2xlo- 2 M en medio amortiguado de fos­

fatos pJI::::7.0 a diferentes tiempos de adsor­

ci6n (At) a diferentes intervalos de mues -
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S mV/s; w = 4500 rprn; ET: Hgº; E2\: t·Jº; EP..: r:c.::;. 

Las =iguras se mue~Lrun en las siguientes páginas. 



FIG. 3.5.c at 5 min 

I (UA) 

E(V/ECS) 

O.l 

FIG. 3.5.d lit 
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I (ul\) 

E(V/ECS) 

-0.l 

3 min 



so 

FIG. 3 .5 .e min FIG. 3.5 .f 6t l min 

E (V/ECS) 

FIG 3.5.g At = 1.0 seg. 



I (uA) 

-o. 75 

E (V/ECS) 

-24 

FIG. 3.6.a Voltarnperogramas cíclicos de 

Amortiguador de fosfatos pH=7 .O 

saturado de oxígeno sin disolu­

ci6n enzimática. 

Amortiguador de fosfatos pH=7.0 

saturada de oxígeno en presencia 

de disoluci6n eniimática 2 ng/ml 

proteína total. 
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I (nA) 

FIG. 3.6.b Voltamperogramas lineales de H2o 2 
B.16xl0-'1 M en amortiguador de fosfatos pll=7.0 

a diferentes velocidadeü de barrido de potencial: 

10 n1V/S 

25 

ET: Hgº; EA: Wº; ER: ECS. 
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,, ,,. . 
' . ' . 
'··' ' .. 
1 

I(uA) 

E (V/ECS) 

-22 

FIG. 3.6.c Vo1tamperograrnas lineales de 

H2o2 l.Bxl0- 4M en amortiguador de fosfatos 

pH=7.0 en presencia de sol.uci6n enzimáti­

ca 1.9 ng/ml de proteína total a diferentes 

tiempos de · reacci6n: 

sin soluci6n enzimática o min 

con soluci6n enzimática 13 min 

con soluci6n enzimática 33 min 

- .-x- .- la anterior y 10 min de N2 t 

V = so mV/s; ET: Hge>¡ EA; Wº: ER: ECS. 
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4 .O DISCUSION. 

4.1 Polarograffa clásica. 

En el medio reaccional de trabajo se encuentra un dominio de -

electroactividad desde +0.4 v/ECS hasta -1.02 v/ECS. 

La soluci6n saturada de oxígeno muestra do;, ondas de reducci6n 

que corresponden a la formación de H
2

o
2 

y H2o: 

I: 

II: 201! 

El burbujeo de nitrógeno despluzu al 0 2 en <lisoluci6n por lo 

que las ondus de reducción 1 y II disminuyen de .:iltu~u totcil. La.s 

figuras 4.1.u. y 4.1.b mucstrun la disminución de lu corriente lírni 

te de las ondas i 1 e i
1

.I durante el burbujeo de nitróc:icno. 

La relación de Ilim' E112 con el tiempo de burbujeo es la 

siguiente para las dos ondas: 

t (seg) 

o 
60 

120 

. 
ir 

-1. 5 

-1.4 

-1.0 

El;2 

a. 33 

o . 33 

o. 30 

II 

iII El/2 

-1.00 -0.60 

-0.92 -o .54 

-0.67 -0.60 

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

De los resultados anteriores se observa que lit relaci6n de 

i
1
/i 11 e::; ::ar:.::;t.:mtc e igual.:.. l.:. vece::>. Lat corriente límite de di 

fusi6n disminuye con el tiempo de burbujeo y el potencial de media 

onda prácticamente no varía con la concentraci6n de o 2 rcmilnentc en 

sol.uci6n. 

La disolución de u
2

o
2 

presenta una onda de reducci6n. Esta on­

da de reducci6n presenta una corriente límite de difusi6n que varia 

linealmente con la concentraci6n. El E1/ 2 de esta onda también mue~ 

tra una ligera variaci6n con la concentraci6n de per6xido en solu -
ci6n. Las gráficas 4.1.c y 4.1.d muestran las figuras obte­
nidas respectivamente. 



l. B 

f 
(uA) 

60 12D t (segundos) 

FIG. 4.1.a Disminuci6n de la corriente 1ímite 
de Ji[usiC.r. de l::i. reducci 6n del o

2
-+ n 2o 2 con el 

tiempo de burbujeo de nitr6geno. 
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1.6 

1.2 

o.a 

0.4 

iII {uA) 

·-----. 
60 120 t (segundos) 

FIG. 4.1.b Disminuci6n de la corriente límite 
de difusi6n de la reducci6n de H2o 2 ... n

2
o con 

el tiempo de burbujeo de nitr6geno. 
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10 

2 

FIG. 4.1.c Corriente límite de difusión de 1a 

reducción de u2o 2 a diferentes concentraciones 

analíticas de per6xido. 

m 1.1 xlo 4 uA/M 

b o .l uA 

r O .9956 
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o.al 

o. 79 

o. 70 

0.75 

-t112 (V/ECS) 

,.--.. -

FIG. 4.1.d variaci6n del E112 de la reducci6n 

del a 2o 2 con la concentraci6n analítica del p~ 

r6xido en soluci6n. 

se 
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De la gráfica iH
202

= f (CH
202

) y de 1a relaci6n de 1.5 entre 

la corriente límite del oxígeno y del peróxido es posible deducir la 

concentraci6n del o 2 presente en las disoluciones saturadas con aire. 

Del valor del concentración de las especies en disolución pue­

de evaluarse los coeficientes de difusión del o
2 

y del u
2
o

2 
por me -

diO de la ecuaci6n de Ilkovic corregida (5 ): 

sabiendo que: 

(41r;p/3t) = 18.8 mg/s 

para t 3 s; r 0 = Q.l cm; p= 13.534 mg/cm3 ; Co 9 .6xlo- 2 mM 

sustituyendo los valores y haciendo uso de un proceso iterativo de 

calculo se obtiene el valor de ºº<o ) a partir de la corriente 1í­

mite de difusi6n de la primera redu~ci6n. Se obtiene el valor de: 

Se deduce en consecuencia que: 

La relaci6n del potencial de media onda con la concentraci6n en 

soluci6n de n 2o
2 

obedece til tipo de reacción clectroquí.mica de reduc­

ci6n del per6xido la cual es lenta sobre electrodo de Hgº y además ha 

ce participar en medio tamponado al disolvente(~ ): 

E 112 (0.06/an) (log{l.34 kt112 ;o;,.12 ¡¡ -(0.06/an)pH+ll.06/an)pKa 

-(0.06/an)log cH
202 

dado que el pH es constante y amortiguado por la disoluci6n de fosfa­

tos~ el tiempo de goteo se mantiene constante, el E1/ 2nopermanece con~ 

tan te: 
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De los polarogramas en presencia de disoluci6n enzim~tica, 

se observa que a medida que aumenta el tiempo de reacci6n apare­

ce una onda que se debe al oxígeno proveniente de lü cu.t5.lisis -

de la bismutaci6n del n 2 o 2 / L:i onda de reducci6n del H2o 2 perm~ 

nece ya que aunque en disoluci6n la concentraci6n de H2o 2 dismi­

nuye al electrodo se rcgener.oi. por la reducción del o 2 producido: 

t :=: O min: 
(sin enzima) 

t > 10 rnin: 
(con enzima) 

!l202 .;._._ t" 2°21 = CH
2
o

2 

H2o 

donde (1-x) es la fracci6n no bismutada en solución por acción de 

la disoluci6n enzimática. 

Las figuras 4.1.e y 4.1.f muestran el valor de i
1 

e iII dura~ 
te el tiempo de reacción de bísmutaci6n del peróxido en presencia de 

disoluci6n enzim~tica. 

De tales figuras se observa que existe un tiempo mínimo en el 

cual la detección de los cambios (aparici6n de o2 y detecci6n de H2o 2 
total al electrodo) son detectables y que hay un tiempo en el cual -

puede observarse una meseta de saturaci6n del sistema. La porci6n -

lineal indica la velocidad de evoluci6n de los eventos que ocurren 

globalmente~ Se encuentrj que l~ relaci6n de velocidades es ~proxi­

madarnentc de 1Q. 35 veces: 

y 

El significado de tal proporci6n con respecto a los balances 

de masa se tratan en conjunto después del análisis de las demás tec­

nícas. 



2.2 

l.8 

2 .4 

l.O 

iI (uA) 

/ 
S" 15 25 35 t (min) 

FIG. 4.l.e Evolución de la corriente límite de 

difusi6n polarogr5fica del o2 producto de la bis­

taci6n catalizada del. H2o 2 4 .4xl0-5M por una di­

soluci6n enzinótica de 3.9 ng/ml de prot. total. 

[ 
ai J 0.025 pA/rnin 
at E 

( 15rnin < t < 30 rnin) 
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2.2 

l. 8 

1.4 

1.0 
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5 15 25 35 t (min}. 

FIG. 4.1.f Evoluci6n de la corriente límite de 

difusi6n polarográfica del H2o 2 total en presen­

cia de solución enzimática 3.9 ng/ml. 

[ :~ 1 = O .072f1A/min C 15 min < t < 30 minl 



63 

4.2 Polarografía diferencial de pulsos. 

El dominio de clectroactividad encontrado va de 0.05 v/ECS 

a -1.5 v/ECS. De la disoluci6n saturada de oxígeno asi como de la 

disolución con H2 o
2 

de concentración conocida es posible deducir 

la concentraci6n de oxígeno disuelto por el burbujeo de aire enco~ 

trándose una concentraci6n de 5 .34xlo- 4 
i·1. Por otro lado la rcl<J­

ci6n de corriente de pico de reducción de o 2 con respecto a l~ co­

rJ:ientc de pico de rec.1ucci6n del ll 2o 2 se cr.cucnlt::i. igual u 2.1 ve 

ves, 

De los polarogr.am,:i,.s tr.J.Z.:tdos p.:ir.:i. un~'- conccntr<i.-.::ión de H2 o 2 
8.Bxlo- 4M en presencia de disolución onzimStica 3.95 ng/ml (prot. 

total) se observa que a G.ifcrcntes tiempos de rcucción la ip r..le -

la reducci6n del o 2 es menor que la ip de lc:i. reducción de ri: 2o 2 . 

La cvoluci6n de lo.s V.3.lores de 1 1 y de i 11 se rnuestrun en la fi­

gura 4.2.b. 

De los polarogramas trazadas para unu concentración de H2o 2 
0.8xlO-S M en pr~sun~ia ~~ üisoluci6n c;1=i;~jticu ~.95 ~s/~l (prot. 

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

iI es mayor que i 11 . La evolución de i 1 y de i 11 se muc~tran en 

la figura 4 .2 ,Q., 

Se puede deducir del comportamiento de tules grilficas que -

para la concentraci6n menor la can ti dad de o 2 producido es milyor 

por unidad de tiempo y que una cantidad grande de n 2o 2 inhibe la 

actividad de In disoluci6n enzim§tica. De las gr5ficas i = f (t) 

se encuentra que la velocidad de evoluci6n de la corriente con -

el tiempo es muy grande con respecto a la obtenida en polarogra­

f ía clásica: 

(v02/vH202) 

(vo /vll o l 
2 ? 2 

O .3 veces. 

1. 4 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 oxígeno de la disoluci6n de H2D2 
en presencia de disolución enzimática para un tiempo dado se obtiene 

la cantidad de H2D2 remanente no bis mutada lo cual nos arroja el. da-

to de la cantidad catalizada por unidad de tiempo: 



0.3 

0.2 

o .J. 

10 20 30 40 
t {min). 

FIG. 4.2.a Evoluci6n de la corriente de pico de 

reducci6n del o 2 {i
1

) y del u 2o
2 

(iII) de una -

disoluci6n de per6xido tot<J.l de B.flxl0 .. 5M en pr~ 
sencia de 3.9 ng/mL (prot. tot.) de disoluci6n -

enzimática ü diferentes tiempos de reacci6n. 
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10 20 30 40 

t(min). 

FIG. 4.2.b Evoluci6n de la corriente de pico 

de reducción del o 2 (iI) y del a 2 o 2 (iII) de 
una disoluci6n de peróxido total de 8. Bxlo- 1

!1-i 

en presencia de 3.9 ng/rnl (prot. tot.} de di­

soluci6n enzimática.a diferentes tiempos de -

rcacci6n .. 
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Para el ensayo donde CH 0 = 8. 8.xlo-\1 1a cantidad degrada­

da de per6xido por unidad de ti~mpo es de 7.4:xl0-? M/min en las -

condiciones de trabajo;. y para el ensayo con CH 0 = B. 8xl0-5M es 

de 2.26xl0- 6M~mesto es tres veces mayor. 2 2 

4.J Voltampcrometrí<:1 con elt.:!cti:odo <Jirator.io. 

Los voltamperogrumas lineales obtenidos con este electrodo 

no ponen de manifiesto los fcn6menos catalíticos de la bismutaci6n 

del peróxido por la disolución enzimática ya que las disoluciones 

de H
2

o
2 

prescnt.:in un pcqu~ño pico de rcducci6n en lns cercanías d.c 

los valores de potcncL1l correspondientes a la reducción del oxí -

geno. La figura 4.3.a muestra como ln corriente de pico de adsor­

ción numen ta con el número de bar.ridos s·.isccsivos paril di ferentcs 

tiempos de contacto clectrodo-H 2o 2 . En esta gr.fifica se observa -

que si registramos inmediata.mente el voltampcrograma, esto es no 

se deja mucho tiempo el electrodo giraQ_ndo en contocto con el pe­

r6xido, se registra notablemente un awncnto de la especie adsorbi­

da al electrodo. Por otro lado la figura 4. 3 .b muestra como la co­

rriente límite de difusión del 11
2

0
2 

detectada disminuye en corres­

pondencia con el aumento del primer pico de adsorción. 
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Este comportamiento esta de acuerdo con el comportamiento -

de los electrodos de Pt"' que catalizan "per se" la descomposición 

del tt
2
o

2 
generando o

2 
altamente ,,soluble en el P t 0

• En consecuencia 

la bismutaci6n del u
2

o
2 

y la adsorción del o 2 al electrodo "enmasc~ 

rall la bismutaci6n del peróxido por la disolución enzim5. tic a. 

Es posible Obtener regimencs de electrodo giratorio con Hq"' 

si se utiliza una capa de mercurio dcposi t~d.:l sobre t:.n microclc:ctrodo 

giratorio de carbón vítreo como alternativa al Pt". 

Sin duda el patrón de adsorción se modificaría por lu acción 

catal ítica. de l.:i enzima sin embargo no es la vol.tamporometr.L:i con 

electrodos giratorios la técnica ideal para poner de manifiesto tal 

influencia. sino mas bien el estudio de li1z cur·1.'.ls clcctroc.:i.pil.:1rcs 

c~~io estudio sale fuera del dominio de estudio de es ta tesis. 

El patr6n electroquímico encontrado evidencia que la variaci6n 

de la corriente de difusi6n sigue el comportamiento típico de las i­
sotermas de Temkin ( z.'5,, z'd,z.Oi) 



10 seg 

min 

FIG. 4.3.a. Evoluci6n de la corriente de pico 

de adsorci6n previa a la reducción del n 2o 2 a 

diferentes bnrrid0s sucosi~o~. So indica el -

~t de contacto Pt 0 -H 2o 2 para cada familia de 

barridos sucesivos. 
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5 min 

--..;3 min 

min 

min 

# barridos 
sucesivos. 

FIG. 4.3.b Evolución de la corriente límite 

de reducciún tlel ii2 o
2 

d Jlf(:.l'.'C;.tc.::: b~:'.'ri.:!o.::: 

sucesivos. Se indica el 6t de contacto Pt 0 -H 2o 2 
previo a cada familia de barridos sucesivos. 
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4.4. Voltamperometría de barrido J.inenl y cíclica. 

El dominio de clectroactividad encontrado va de 0.3 v/ECS 

hasta -1.6 v/ECS. Se corrobora la lentitud de los sistemas con los 

voltameprogramus de barrido triangular ya que no aparecen los 

rrespondientes picos de oxidaci6n de ~10 y de u 2ol.. 

La disoluci6n de oxígeno a saturación presenta un pico ca -

t6dico que corresponde a 1~ reducci6n de oxígeno a tt 2o 2 , y un pi­

co cat:6dico que corresponde a la rcducci6n de pcr6xido hasta agua. 

Ambas reducciones obdecen a un comport~niento regido por la difu -

si6n ya que la corriente de pico es lineal con lu v 11 2 como lo mue~ 
tra la figur~ 4.4.a. 

En presencia de disolución enzimática la dependencia de la 

corriente de pico con la velocidad de barrido, ip=f(v112 ) sigue -

siendo lineal pero la pcn<liente de las rectas obtenidas se rnodif! 

ca aumentando para la reducci6n del o 2 y disminuyendo para la r~ 

ducci6n del peróxido lo que confirma l.:i existencia de dos mecani~ 

mos acoplados: CE para la retlucci6n de o 2 y CE para la rcducci6n 

del per6xido. Las rectas obtenidas se rúuestran en la figura 4 .4 .. b .. 

La figur.:i 4 . 4 . e muestra la variaci6n de la ip para la prime­

ra reducción ( o 2 ~ H2o 2 ) y para la segunda reducci6n a diferentes 

tiempos de reacción .. Se encuentra que la variaci6n de v0 con res­

pecto u vH 0 es en promedio aproximadwnente 0 .. 31 veces,
2
lo cual -

evidencia qu~ Ja velocidad de aparici6n de oxígeno es mayor que la 

velocidad de conservación de n2o2 total .. 

Finalmente la medición de la cantidad de H2o2 rewanente des­

pués de eliminar el o 2 generado por la acci6n catalítica durante -

un tiempo de reacción arroja un valor de 6 .. lxlo- 7M/min para 3.9 ng 

por ml de dizoluci6n (prot. tot.) 
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FIG .. 4.4 .. a Dependencia de la corriente de pico 

cat6dico de la reducci6n del o 2 (~ ) y del u 2o 2 
(-.-.-} con la velocidad de barrido de potencial. 
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FIG. 4.4.b Dependencia de la corriente de pico 

cat6dico de la reducción de o 2 (~) y del H2o 2 
{ -.-.-) con la veiocidad de barrido de potencial 

en presencia de <lisolución enzimática 3.9 ng/ml 

prot. total .. 
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FIG. 4.4.c Evoluci6n de la corriente de pico de 

reducci6n del o 2 (i 1 ) y del. tt 2o 2 (i 11 > de una 

di::;;ol.uci6r... de H20:.! l. 7xl0-
4M total en presenc.ia 

de 3 .9 ng/ml (prot. tot.) de disol.uci6n enzimá­

tica a diferentes tiempos d~ reacci6n. 



Discusi6n general. 

De los experimentos realizados con di:::;oluciones de n 2 o 2 .sin 

oxígeno y en presencia de una cantidad fija de disoluci6n enzimá­

tica bajo agitaci6n a diversos tiempos de reacción, se obtiene la 

siguiente inforrnaci6n: 

a) Aparecen dos ondas de reducción o dos picos 

de rcduccl6n correspondientes al o 2 que ap~ 

rece en soluci6n por acción de lu. enzima 1 y 

la reducción del n2o 2 remanente no cataliz~ 

do más la cantidad de peróxido que se genera 

al electrodo por la rcducci6n del o 2 previa~ 

mente producido en solución. 

b) La evoluci6n de anillos valores de corriente 

de reducción p.:ira ca<1.:l tiempo de reacción 

marca la velocidad del proceso global, i.e. 

la cantidad de o 2 producido y detectado al 

electrodo y l.a cantidad total. de u 2o 2 dctec 

tada. 

c} La rel.aci6n de velocidades de producci6n de 

oxígeno y de conservación de n 2 o
2 

es consta!l 
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te si se determinar con una ventana de tiem­

po, tk, que iguala a la velocidad de catálisis. 

d) La medici6n de iH
202 

después de eliminar el 

oxígeno generado lleva a conocer la cantidad 

de H2o
2 

catalizada por unidad de tiempo por 

cantidad de disoluci6n en~imática. 

En las secciones posteriores se pretende aclarar tales puntos. 



Si se considera a la concentraCi6n analítica de peróxido corr.o 

Ca, se puede expresar la concentraci6n de oxígeno producido on tér­

minos de "x" (frácci6n bismutada en soluci6n por catálisis de la di 
soluci6n enzimática: 

==¡¡¡== + 

eq. Co(l-x) ~ Co co 

Por otro lado cuando en soluci6n existe una cantidad dada de 

o 2 y §ste se redu.ce al electrodo se generan dos señales de corriente 

de reducción debidas al oxigeno que se reduce en una primera etapa y 

una segunda señal que se produce por reducción del u 2o 2 generado al -

electrodo de la primera reducci6n. Los valores de corriente límite o 

de pico dependen del número de electrones intercambiados que en·estos 

casos es igual a 2e- para ambas reducciones, de la constante de tran~ 

ferencia de masa que es diferente para ambas reducciones ya que el -

coeficiente de difusión es diferente p<:i.ro. cnclü especies, y de Co: 

2H 20 + o 2 + 2e H202 + 20H 
iº2 

(2)m
02

co 

ª2º2 + 2e - 20H 
iH202 ( 2) rnH

202 
Co. 

donde Co es la concentraci6n analítica pero en este c~s~ de o2 inicial, 

mes la constante de transferencia de masa. Dado que rn no es la misma 

la altura de las ondas o de los picos de reducci6n· no es la misma pero 

para un mi&mo Co la relación de alturas es constante: 

donde des la re1aci6n de alturas. Se encuentra que para la polarogra­

fia clásica esta re1aci6n e~ de d = 1.5, mientras que para la polaro-

grafía diferencial de pulsos es de 

rometría es igual a 1.0 < d < 1. 4 

d = 2 .1 veces y para la volt.ampc-

Si la información anterior se combina pa:::-a analizar la evolución 

de las curvas para el peróxido en presencia de enzima en el tiempo se 
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puede encontrar una relaci6n entre l~s alturas relativas y la canti­

dad de peróxido que se forma por la reacci6n química homogonea para 

cada tiempo de reacci6n: 

º2 H202 iº2 
2 mo2 

Y. 
:r- Co 

H202 ~ Oll iH202::: 2 rnfl 
0 

{ { 1-xl + 2!. 
2 2 2 

) Co 

ya que ( Ino
2

/mH
202

) "" d y es constante para un técnic:u. duda, entonces 

la relaci6n de velocidades viene dada por~ 

donde vl rcprcsentar!u la velocidad de detecci6n <le o2 al elec~rodo 

y v
11 

la velocidad de detecci.ón de u 2o 2 o.l clcct-rodo. Por supuesto -

que x es funci6n del tiempo de acción enzimática. Cuando el tiempo 

es muy grande, t -r ""' v
02 

== v H
202 

vma:x 

Con respecto a vI y VII varían en magnitud aparente en función 

de la velocidad con que se haga la detecci6n de l~ corriente de re -

ducci6n del oxígeno y del peróxido. Sin embargo si la ventana de tie~ 

por es suficiente paro. detectar con la misma velocidad el oxígeno pr~ 

ducido y l.:i rcducci6n corresponcie:ntc al valor dü x en el estado es­

tacionario entonces la relación de i 0 /iH 0 y en consecuencia la -

relaci6n de velocidades tenderá al val~r nntco y constante de {d/2) . 

De lo contrario tendremos una acwnulaci6n "aparcnte 11 de o 2 o de H2o2 
en la doble capa al electrodo y se detectará un¿¡ proporci6n diferente 

a la estequimetrica esperadai 

(vI/v1 I) ~ (2/d)r (r=relaci6n de vclo~ltl~dc= ~xperirnental) 

de tal manera que si tomamos a v
02 

i::o (Ai
02

/ó.t) y a vu
202 

~ {ó.iH
202

/At) 

se puede evaluar r para cada valor de i madida en cada tiempo de reac­

ci6n. Al evaluar este valor de r para divarsos tiempos ventano. se en-
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cuentra que pueden ocurrir tres situaciones: 

r < d/2 VI < VII 

r = d/2 VI VII V max 

r > d/2 
> VI VII 

La razón por la cual las velocidades de detección varían 

tiene su origen en el hecho de que si una técnica electroquímica 

tiene una ventana de tiempo muy gründe con respecto a la reacción 

química homogenea en solución entonces en las cercanías del elec­

trodo se acumula o 2 proveniente de la cat."il.isis homogeneo por lo 

que el electrodo reduce a la doble capa aparentemente más oxígeno 

del que realmente hay en solución con respecto a la concentración 

analítica. Si la ventana de tiempo es muy grande el electrodo de­

tectará menos oxígeno del catalizado con respecto a la concentra­

ci6n total. Existe un valor de ventana de tiempo que corresponde 

a la velocidad de desaparición •y aparición de oxígeno. 

La figura 4.5.a muestra la variaci6n experimental de ob-

tenida por el cociente de cada corriente límite o de pico con el -

tiempo en minutos en el que se registró tal corriente y después se 

efectua el cociente entre ambas velocidades promedio. De tal fi­

g.ilra se observa que para la polarografía clásica se definen tres 

comportamientos: un tiempo de respuesta, un intervalo de tiempo 

aproximadamente lineal, y una pequeña meseta; para la polarogra~a 

diferencial de pulsos se observa un comportamiento difcr.ente: hay 

una subida del valor de r a tiempos cortos y después tiende a per­

manecer constante. Para esta polarografía los valores de r son mµy 

grandeQ con respecto a la polarografí.a clásica. Para la voltampero­

metría de barrido lineal el comportamiento se acerca a ~quel obseE 

vado por la cinetica enzimática. 

Para determinar el valor de r al que tienden las funciones de 

r=f{t) para t+ w, de la figura 4.5.a se genera la funci6n l/r =f(i/t) 

generando sendas lineas rectas cuya ordenada al origen arroja el valor 

de l/r para tiempo largos de reacción. La figura 4. 5.b muestra las -

rectas obtenidas. 
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FIG. 4.5.a Variación del cociente de 

velocidades promedio de la reducción 

de o2 y H2o2 con el tiempo de reacci6n 

catalítica para tres tecnicas electro­

analíticas: 

vo 1-tampe rome tria 
de barrido lineal 

o .•. •. _ .• polarograí!o cl.S.:oica 

polarografía diferencial 

de pulsos (valores x 10-l) 
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FIG. 4.5.b Vuriaci6n del tnver!io de la relaci6n de velocidades 

de reducción de o 2 y de a 2o 2 con el inverso del tiempo de reaE_ 

ci6n en soluci6n para las diferentes tecnicas electroanaliticas: 

(1) voltamperometria de barrido lineal 

( 2) pol.arografía diferencial de pulsos 

(3) polarografía clásica (valore~ xlo- 2 ) 



De las graíicas anteriores se puede obtener el valor de r para 

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

polarograf!a clásica d/2 o. 75 r >» o. 72 tv 3 s 

polarograffa di feren-

cial de pulsos d/2 1.1 r 2.5 t 
V 

1 s 

vol tamperometría 

barrido lineal d/2 0.5 r o .64 tv 0.6 s 

Se puede observar que a medida que decrece la ventana de tiem­

po la relación r tiende al cociente de d/2 por lo que se aproxima -

el tiempo de detecci6n al tiempo de catálisis enzimática. Es conve­

niente recordar que las ventanas de tiempo Uepeuden del t.icmpo de 

goteo en el caso de la polarografía y de la velocidad de barrido de 

potencial. De la ~übla anterior se observa que aumentar la velocidad 

de barrido de potenci.al lleva a un tiempo ven tan a mas pequeño y en -

consecuencia la medición de r para diferentes valores de velocidad 

de barrido de potenc~al debe llevar al tiempo tk y en consecuencia 

a la medición de la constante cinGtica real de la catálisis cnzimá~ 

ti ca. 

Por otro lado se observa que la velocidad de catálisis sobrepasa 

a la velocidad de detecci6n aún al menor tiempo ventana usado (0 .. 6 s) 

por lo que la velocidad relativa de aparición de oxígeno se ve incre­

mentada .. En efecto si se grafica i~ 1=f (t-1se obtienen valores de -

velocidad promedio a tiempos muy larªos .diferentes para cada tecnica: 

POLAROGRAFIA CLASICA 1.5 X 10-·'1 M/rnin 

POLAROGRAFIA DIF .. PUL. 20.3 " 
10- 4 M/min 

VOLTAMPEROMETRIA DE 
10- 4 BARRIDO LINEAL 1.6 X M/min 

Ahora bien si se compara con la velocidad de descornposici6n de 

H2o2 se obtienen valores mas pequeños: 

POLAROGRAFIA DIF. PUL. 2.3 X lo-6 M/min {pág. 66) 

VOLTAMPEROMETRIA 6.7 X 10-6 M/min (pág. 69) 

ESTA Tf.SlS W3' ~.~r.aE 

$AU~ t ~- ~ flt lA f11Lir..lil n.~c~ 
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Se puede observar que 1.a velocidad <le aparici6n de o
2 

detectada 

es aproximadamente 100 veces mayor que la vcloci rlad de consumo de 

tt
2
o

2 
lo que evidencia que la velocidad de cat5licis homogéneo es mu­

cho mayor que el tiempo ventana relativo a la dcb'!cci6n. 

Sin duda la elección del tiempo u.decuado llc·v'iH·ti. no solo a la 

velocidad de catálisis correcta sino t<:ur.bién a 12 cv,lluuci6n del VE!, 

lor de la constante de veloc:i.dad respectiva. 

5.0 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

En general de este tr..-ibajo se kJUüdc concluir :::ruc: 

- El perfil de las curvas intensidad-potenci~l ~videncian 

la rcacci6n cütalítica ae bismutaci6n del H 2o 2 . 

- De tal perfil es posible diseñar rncdi::.~o rcnccionales -

electroquímicos asi corno la mejor opc:r:ición clectroan~ 

l!tica para evidenciar y calcular los parámetros invo­

lucrados en la cin~t.icu enzimática de lZl f'Cn.;l.I cln~ asi 

corno su actividad cnzinútica. 

Las evidencias aqui presentadas sugieren qu0 es posible de­

terminar electroanal!ticamente la constante dü ':elocidad de deseo!!! 

posición del u 2o 2 por acción enzimática si se e.,:;~udia 1a evolución 

de los voltarnperogramas de barrido lineal en n~g.5..men de difusión -

pura si se controla el tiempo ventana por imposición selectiva del 

barrido lineal de potencial. Tales evidencins rl..::bcn ser probadas -

haciendo uso de enzima pura de actividad conos~~~ lo cual abre camino 

a un posterior estudiu ma.~ LlcLullaUo. 
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