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Resdmen:

En aste trabsjo 3o presenta el estudio
cronocoulombimétrica porar el sistema:
electrolito soporte {H,PO-HPO Y
loxigeno/enzima, para Iss condiciones de
pH=7.0 y 7.8. En este estudio se demuestra
Ia adsorcién de los diferentes cumpnneniu del

i en di HPO.".
y enzima (.

do hidrs
dismutasa).

a2y sup

Lo adsorcién tanto de oxigeno como de
enzima se confima por estudics de
tensametria.

Posteriorments  se realiza  wuna
Imacién de la de tocidad

Abstract:

Chronocoulomatric studies are
presented in this work for the system:
support electrolyte (H,PO"-HPO, 2}

Joxygenjenzyme fixing pH in values 7.0 and
7.8 as reactional medla. ln This studies
adsorption of the different components of the
systemn are shown: HPO, 2", oxygen, hydrogen
peroxyde and enzims {catalase and
dismutase-superoxide},

Tensametric studies are presented to
confirm oxygen and enzyme adsorption.

In a sacund nun of the work It is

i d the ditional™ kinetic of
the  enzyme catalase by mesas of classic
polawnruphy and  linear voltammatry
ses. The kinetic constant found is

“condicionat™ de la enzima catalass; por medio
de estudios de polarografia clasica vy
vohamparometrla Ilnnnl Esta constants de

] por un ef control
de ias condiclones de medida para minimizar,
&n lo posible, los efectos adsortivos.

"

Parz e! estudio de la

corachterlzed by o rigourous control of
electrochemical measurements 1o minimize
adsorptive effects.

As to the dismutase-superoxide, they
were only performed experimesnts of iinear
voltammalrv to make a gross stimation of the

ditional” kinetic since

dismutnu s6lo  se levaron a cabo

da vol rfa lineal y se

reallzd una as:imnclén muy gruesa del valor de

= de i ya

que los fendmenos adsortivos son tan

intensos, que no permiten un estudic m4s
completo.

effects are too strong to pretend pu?ormu a
further complete study.



CAPITULO I:

INTRODUCCION



1.0__Introduccién,

£l interds de fos cientificos hacio o
investigacion multidisciplinario es cade dio uno
necesidad mayor. el estudio de los procesos
quimicos que se llevan ¢ cabo en el inlerior de las
seres vivos es de los ospectos mos imporlontes,
sin dudo la codena respiralorio ocupa un lugor
preponderonte. La respirocion es fundamental para
la obtencion de energia.

£l oxigeno es una molécula esencial pora fa
vida'2, yo que su reduccibn produce energia pora
que se lleven o cobo los precesos wiloles. El

ismo exaclo de lo reduccion del oxigeno ha
sido ompliomente estudiodo; no hay evidencia de
que existon elapos de reduccion de cuolro o dos
eleclrones como fo sugieren algunas expresiones
1edoxd. Las clapos de reduccian son: de oxigeno
o 07 HO. HO;7 v HO. Los dos primeros
inlermediarios en exceso son toxicos y por o
lonto deben ser efiminodos-S. El meconismo
medionte el cual son desechados de 1o célula
considera lgs reacciones de dismutocion de 0, y
lI,OI, los cuoles son favorecidas por lo gccion de
enzimos;  superdxido-dismutaso y calalasa, enlre
oltgs. Lo calalusa oclta sobre [ molécule de
Hy0, Transtormandola en Hy0 y O,.

Es necesorio o total comprension de fao
descomposicitn  de  los  ogenles  iéwicos o
prolectores, pero debido o lo iapidez de ko
descomposicitn, esludiorla salo es posible con
|écnicos especidmente  apropiades. la
eleclroquimica enolitica es una  de fos
melodofogias con propiedodes de  sistemo de
moniloreo, medide y coracterizocion copaz de

N '3

prop ung mayor

ko el coso del esludio enzimilico es

o conocer perfectemente do  interfose

electrodo disolucion para lo tolat comprension de

los eventos y poro decidir si fos resullados que se
prelenden cblener son validos,

En esle trobojo se prelende poner en
evidencia los procesos de adsorcién, que se
presenton en mediciones con enzimos y la
influencio que eslos procesos licnen en la
deferminocion de conslontes de reoccitn de
dismulacion  colotizodo por lo  presencio de
enzimas.

Pora lograr estes objelivos, en primer lugor
se esludio ef sislema 0,/enzimo colaloso/solucion
omorliguadore de fosfatos pH=7.0, utilizondo los
\écnicos de cronocoutombimelria de pulso inverso,
Il i i it i lingal,

pelerog P
todas ellos ¢on diferentes liempos ventano,

t esludio de lo superéxido-dismutasa, s
levo o cobo o un pH=78 y comprende los
mismas {écnicas exceplo o o polarografio por
lener coroclerislicas que no nos permilieron
Irabajar con elle.



CAPITULO 00:
ESTUDIO ELECTROQUIMICO DE

LA ENZIMA CATALASA



2.0 ESTUDIO
ELECTROQUIMICO DE LA
ENZIMA CATALASA.

2.1 Antecedentes.

£l mecanismo de gccion de lo cololosa porg
le descomposicitn del peroxido de hidrogeno es
por via cololitice o peroxidoliva. En  ombos
meconismos el P!II’HEI pose es la formacién de un
complejo primario enlre el "101 y el hiesro () del
grupo prostélico'¥,  Reaccion  de  complejo
primario:

Pre-01 + K0, === PFe-00H + HyO
coldlose compkejo pritnaria

£l valor de vida medio pera el complejo
mwimario es de oproximadomenle 8 milisegundos y
el valor de lo conslante cindlice de velocidad es
de 3E+7 [limol-'s*!] segin dulos publicados por
Chance'?,

a) [ complejo primorio lC’ﬂCchnU con ung

importanle’ sealor que lo enzima se inhibe por:
elevado conceniracion de sustroto, degradocion de
niicleos hemilicos y liempos largos de medicion.

Lo catolaso se encuentra en ol inletior de
Ios célulos aerobios y estd formada por uno
estructurg de cualro sub-unidodes’ de grupos
prosiélicos?. Contiene nicleos melélicas de hierro;
algunos lipos de calaloso conlienen edemas Cu y
Mn en porcentaje muy pequeno®™. Seqin esludios
de Sumner & Gralén'? o coeficienle de difusign de
lo caldlosa es de 4J0-7 cm?/s y o peso
moleculor es oprovimedamenle de 240,000 g/mol.
Tonford & Lovrien!! delerminoron, en 1962, lo
nalurolezg de la enzima: globular, compacla y
escasumente solvolada; cen un rodie de Slekes de
52 arnslrongs. Debido g sy gran lamao, presenta
bojo  solublidad en e eleckolito  soporle
eproximadamente de 0.208 micromolar.

Para delermingr el meconismo de reaccion y
aclivdod de fo cotalosa, se requicren condiciones
especioles de medido'®™. Por su gron rapidez,
mediano  desaclivacion y bojo  solubilidad, es
necesario conlor  con melodologics  apropiadas
paig ello. Se han ulilzado, enlre olros, lo
especlrofotomelria de barido rapido (stopped-
Hou) rcsonuncia rodiolisis  de  pulsos  y

sequnde molécula de Hy0; en fo
calalilico seqin:

Pre-O0H + W, === Pre-Od + M0 +
0,

b) Si lo descomposicien se efeclud par o
acibn de un donodor hipolélico de hidrageno
inlerno de la opo-proleing, o par la de un

o leclroguimica onclilic es
il yo que {anto el suslrelo como el produclo de
la descomposician son electrooctivos.

Ngunos  qulores™5328  calcularon,  por
métodos  eleclroquimicos, lo  conslonle  de
dismulacién de perdrido en presencia de colalosa.

Kouleck)-“ propone  uno  ecugcion  con
funcional enlre lo  relocion  de

donador exlerno, la reaccidn es p
Pre-00H + AH, === PFe-OH + HO + A

La reaccion calglilico debe ser siempre mas
rapido que la pemxidul‘wn Paro osequrarse de
esto, es necesario {rabojor con concentraciones de
suslralo iguol o moayores que 10-% M, [s

carrienle coflilica y de lo comienle limite de
difusin, con ¢ parémelro v =k{Enz]l, poro un
sistema reaccionol £C™ {reaccitn electroquimica~
reacribn quimica cotalifice). Esta relacion foma en
cuenla la difusion esférica y o crecimiento de fo
qalo en polerogralic.



Koulecky y Brdicka? proponen una ecuacion
pora delerminar fo lonle de dismulacion de

2.1 Antecodentes

Soveant J. M. & Vionello £35 proponen una

perdxido por cololosa, Se basa en la consideracion
de formacidn de uno copa de reaccion, toma en
cuenlo el crecimienlo de lo gola de mercurio y
semitegeneracion de oxigeno. Fl inlervalo de [Enz}
que ulifizan es de: 0-6.63¢10-5M, y of volor de
conslante que repoilon de: 1.7¢107,

Rigo A, y Roliio G2 uliizon ¢l modelo de
Koulecky & Ordicka ¢ inlroducen un agenle con
propiedades superficioles muy intensas como lo es
la lrifenilfesfing TPPO, con el fin de “eslobifizar" o
inlerlgse.

presion pora colcular la constonle de tegecion
para un imo de dismulocion cotolizade para
un  sistemo  eleclroquimico  répido,  por
vollemperometria lingal.

En esta porle del ftrobojo, se propone
estudior en primer lugor, lo doble capa porg
I istencio  de

p a

interfociales;  sequndo, deducir las  mejores
condiciones de medido pora esludios con los ofras
técnices  electroonalilicas y tercero caleulor fa
conslanle de velocidad de dismulecién cqlalizada
por la accion de lo cololaso ulifizando olgunes
modelos  propueslos  en  las  publicnciones
onferiores.

40



2.2 Cronocoulombimetria de
pulso inverso,

2.2.1 Margo tetrico.

En fos erperimenlos de cranoculombimelrio
de pulso inverso {CC} se impone una perturbacion
de polenciol como g que se mueslra en o figura
22000, E volor de polenciot inicial (E) es
conslante en ledos fos experimentos, mientros que
el polencial findl {E} es varioble. Esle potencial
(€;) se impone duranle un liempo (), después del
cual se cambia el polencial del eleclrodo o ([i)-
lo figura 2.2.0.1b presenlo o respueslo
coroclerislica pora un proceso fimilodo por le
dilusign.

£
]
]
o T 2y t
0)
a8
— 00
Lé
o 03
o +
o 100 200 00
Tanpe tnemg)
b}

M 2211 of Pogromo de potencil irpueslo
en on expeanenls de LC 8 Respuesta coraclenstiéa
Pore vy proceso kndade por dirsEn ¥ o5 o Lenpo de
W G=rovbmbis  [oloks pory o puko

o

Lo expresion que rige €l experimento de
cronocoulombimelric es conocide como ecuacitn
de Collrell integrada pore o pulso direclo ¢
inverso para una especie electroocliva®!:

"2
0,105 1) = {H‘:il’ﬁ—i} #1104 + nFAT,

(2214)

paa o pulso inverso lo expresidn es lo
siguiente:

Q(,,,,.{{l,[ﬂﬁgiﬁz}\(znﬁ:ﬁn ]}.e

+Q,, + aynFAT, {2212)

donde I' y I'y: son los excesos superficioles de
especies odsorbidas en el pulso directo e inverso
respectivamenle (Anexo B.2); Oy es lo corga
ufiizads en lo  doble copo: a=cle=0.97,
og=cte=~0069, Q.=0{r);

0=+ (-1 -7 guy

los demas simbolos lienen €l significado habilual.
(véose Simbologia al inicio de este trabojo).

En code una de los expresiones anleriores
(22.1.1) y (22.1.2); exislen lérminos que son
independienles del liempo y ofros que no lo son.
Con el objelo de seporar los conlribuciones de
procesos  dilusionales e interfocicles en coda
pulso; se realizen represenlociones de Qg vs tV2 y
qQ, »is ©. (Parg omplior un poco més revise Anexo
B.2).

La ordenado ol origen de cada recla es igual
a nFATy + 0y y oonfAy + Qg pora el pulso
drecle e  inverso  respeclivamenle, que
simbofizaremos por by y b, respectivomente. La



pendiente de code una de los reclos serd my y
m,. Lo corqa de ulifizado en excesos suparficioles:
oFAT ;. lo simbolizoremas como Qg ;.

A (7) pequenos esta lincarided no es exatlo,
yo que lo contribuciones adsorlivas y difusionales
ne s¢ pueden dilerencior,

2.2.2 Nelerminncion de_condicienes de medida,

Para realizar un estudio
cronocoulombimélrico es necesorio primero definit
el intervalo de polencia! en que seré reclizodo:
inicial {E), finol {E¢} y liempo dol pulso directo
(). Bl trazo de vollomperogramas lineales previos
es muy imporlante pora definir dichos polenciales.
lo figuro 2.2.2.1.0 mueslrg el progroma de
potencial ulifizedo para electuar experimentos de
vollamperomeliio fnea! en régimen de dilusion
pure.

En I figura 2.22.1b se presento lo
respueslo tipica de diche programa de polenciol
por el cleclrofito soporle (buffer de fosfolos
pH=7.0, 0.1M; representado como ES) saturado
con oxigeno 0.206 mM en un cleclrodo de gola de
mercurio suspendida (EGSM). Velocidad de berrido
de polencigh 40 mV/s. Lo concentration de
oxigeno, sin conveccion, se delerming con un
eleclrodo selectivo de Clork,

) dominio de electroactividad en o solucién buffer
se encuenlro oproximodamenle” entre 150 y -
1600mY, o potenciol de corienle nula es de
100mV con respeclo ol eleclrodo de referncic.

En la figura 2.2.2.1.b se observa la oporicion
de dos picos de reduccibn perfectamente
separados entre i, £l primer proceso corresponde
a lo reduccion de oxigeno o perdrido de
hidrbgeno® con polencial de pico (E,) de
~250mV; el segundo, de perdxido de hidrogeno o
agua {E,=-12{0 mV ) se encuenlra cerco de To
borreco cotddica. Lo coniente de pico pare las
dos reducciones es cercona a 0.6 pA.

En lo primera reduccisn se produce H,0,,
sustralo, que en presencio de lo enzima calcloso,
genera un meconismo de dismulocion Se reolizo fa
evaluocion del preceso de dismulocian, en lo
primera reduccitn, por dos razones:

J, de Jests Garcio

-esta perfeclamente definido ¢l pico caladico o
cualquier velocidod de barrido de polencial.
-sencillez  de  liotomiento el mecanismo
eleclroquimico acoplado o une reaccion catolitice
(€C), comparodo con (EC'E). Por lo lonto, los
vafores de £ y £ que se impondron en
cronocolombimetrio  de  pulso inverso  (CC),
eslordn cercanos o lo zong de o primerg
reduccion (0 o ~400mV).

3
Bt
Ei
[*] t
a}
-18% 10 -680 ]
al
03
= -0
2
H
- -1
18
ElmViAgAg
b)

g 2227 o) Progroma de polecial inpoesto of
chetods de goly suspendily oe mereend (TESHE

4 Respoest ool sstemo bufler de Losiolos 014
pH=7 y Oy a soluracion.

Pais  corgclerizor  perfeclamente el
comportomienlo  del sislemo se realizoron los
siquienles experimentes:



(1) —trazo de cronocoutogramas con pulso de —
50, -100, 150, heslo -400 my/Ag-AgCl
para cada valor de 7 (10, 20, 30, 40, B0 y
150 milisequndos) para una disclucion que
sblo contiene al £S en presencic de N,
Linearizacion de lodos las curvas como en lo
liqurg 2.2.3.1.b Oblencion por regresion lineal
de los volores de ordenoda of origen y
pendiente de cada uno de fos reclas.
Tabulacitn de valores.

*(2) Con ¢l cbjelo de delerminar i ¢ oxigeno
lambién se odsoibe en lo interfose; se
reahizd o mismo setic de experimentos de
{1} para una disolucion de ES solwrado con
oxigeno.

(3} para codo concentracion de enzima s oplice
el mismo procedimiento que (1) y en
ousercin de 0y [[n2]=0.3, 06, 09, 1.2,
1.5, 1.8, 24, 30, 3.6, 4.2, 4.8y 54 (1)

*(4) Pora conocer la respuesta del ES con
oxigeno o salwrgcidn  y  pora  coda
concentracian de enzima se procedid de
manera similar o (1), con codo uno de fos
concenlraciones de enzima ciladas en (3).

«{5) Para esludiar de mancra direclo at peravido
de hidrbgeno, se realizaron los experimentos
como en (1), en presencio de 10, con
concenlraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8mM
(solo poro =10 y 150ms)

2.2.% Lompodamicato del elecliolit soporte.

En lo figurg 2.2.3.1 se mueslra lo respuesta
coraclerislica para: cleclsolito soporfe (ES); con
liempo de pulso (v} de $50 milisequndos, pulso de
polenciol vorisble y en ausencio de oxigenc. Lo
superficie de la gola en lodos los expetimentos es
de 8.70-3cml,

Se puede hoter o siguiente observocion
imporiante: procticomente  lodes ks curvas
experimenlales oblenidas para Qvs "y Qrvs ©
son linedles. Si of eleclrolito soporle no se teduce
er eso ona de polencial, enlonces, algung
especie en concenlracion muy pequedo s¢ reduce
y se oxdo y ésta porece esld fimiloda por
difusion.

2.2 Cronocou!. de catolaso

y 2251 of Cronocovkgramos pers pubo
dieclo ¢ #venso de £5 (os/olos (pH=70 O 14l pobso
bk y 150 s ALESR I 1% S IS0
(i, macradss en & fyuie. &) breadisocin o pulse
dieclo de & divbede de ekclolo  soporde y
frearizocatn ool pulo krversp de kb mismg diokiin,

Puesto que es impraclice presentar fodos los
cronocoulogromas y reclos derivodas de ellos,
para pulso direclo e inverso, sblo se presenton los
valores de nPAT =0y, y oFARy= Oy, 5. ); de las
pendientes  (m, y my). Los coelicientes de
cortelacitn lineal pora coda uno de las rectos {r
y ;) no se onoton, solo se indico en qué reclos
1<0.99, En la loblo 2.2.3.1 se onolan los valores
de fos respectives pendienles y  excesos
superficioles del pulso direclo e inverso pora cado
ung de los liness rectos. Es muy inleresonle
mencionar que efeclivamente paro v pequenos, el
volor de 1 es inferior 0 0.99 esto se debe o que



los efectos copacilivos y odsorlivos son mas
importonles que los difusionales; por lo que los
ecuaciones  2.2.1.1 22.1.2 oo describen
exoclomente los fenomenos que ocurren en el
eleclrodo.
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Apurtir de lo tablo 2.2.3.1 y de lo fiquia
2.2.2.1 se encuenlia que:

®si £>-250mV lo reduceion de oxigeno se
encuenlra limilodo por fa cinélica de lransferencio
electronica y por lo tanlo los pendientes de lo
toblo, para todos x, son diferentes; yo que no se
cumple lo ley de Cotlrell.

scudndo E<~250mV o reduccion  eslg
limilado por la difusion, Jos valores de pendiente
parg los dos AE mds colddicos de la lobla, son
cosi conslonles a cuolquier volor de = ya que
cumplen con lo fey de Cotlrell.

De eslo comporacién, se puede concluir que
o oxigeno no fué eliminado lololmenle de lo
disolucién y por lo ltonlo grocios a ello se pudo
oblener respueslo en CC para ES. En ledos los
casos, de la tabla 2.2.3.1, se puede observor que,
parg ung-ALee fifo, nfALy y nFAT, son diferentes;
eslo indica la presencia de  fendmenos de
adsorcién de los especies electroactivas.

Los excesos supetficiales para el pulso
ditecto o diferenles = se mueslran en lo figura
2.2.3.2.0. Se cbserva que conforme ef liempo de
pulso gumenlo, ef colculo de exceso superficiol
varig en menor conlidod enlre codo pulso. Eslo
podria indicar que ¢ 7 pequefos ne se pueden
aplicar comeclamenle los ecuaciones 2.2.1.1 y
2.2.1.2 como yo se menciond anleriormente. E

-exceso supeificiol de ocuerdo a esto ecuociones

cotresponde g s especies electrouctivos, en esle

caso o 0,.:La figura 2.3.2.2.0 mueslro que nFAT,

cumenlo con (iAEI , lendiendo @ un volor

constonte conforme [, se hace mos catodico. Se

puede decir que exisle la probabilidod de que se

hoyo solurado o inlerfose de 0, adsorbido
" )

Joblr 22 A1 Fendiénles y ercesos supeniok

g ks deos reclos oblenddios en o puko dieclo o
oo de (ol b serke o eppevinenlos reoliodis.
lados s dolos oqur presenlados soq bices ceclos y
lnen vn wbr de cocliwnle de corckodn magor ¢
A% cobubdo ¢ porli df 80T ob lodas bos penles
obfendas ea code eronpcookgrome. los dofes que
eslon molcodos eon ostersee (1) presenton r mencres
o 0199, -8 £19; polenciies replaos o Ag-Aplt

P

Es positle calcular lo corgo debido a o
doble capo Oy por diferencic enlre los ordencdas
ol origen. Le fiqure 2.3.2.2b presenla los curvas
de Oy vs AL Se obsetvo que fedos ellas
preseatan un minimo opreximodamenle o -
200mV; que podria deberse o dos cousas:

1} En este valor de polenciol se fleva o cabo
ta transferencia electronica (figura 2.2.2,1), Esta
lronsferencia provocario que la eslruclura de o
doble capa se modifique de manero imporlante. La



observacitn de esle fenbmeno nos cerlifice que el
chlculo para Oy es correcto.

- 400

Et Viag-AgCl

b)

I 22F2  Lomporfomanto die £X. o dbves oo
2Ry Lokulooks g pordy da b o 211, a dleenles
. yobves der. B/ Rapreseolockin de ko corge oe dobke
c0p0 Gy pore ef £5 a dierenles v = 10 20 S0 14 89
o [0 ms, los cuoks estdn morcodes en b fgur.

2) £1 minimo presenlado en fo curvs de Oy
es caracleristico pora fendmenos de gdsorcion de
especies corgades no electroactivas; lo anlerior
viene ¢ corroborar lo odsorcion de lo especie
HPO,2-; observado por Zobel & Parsons™,

De la mismo figura 2.2.3.2.b se observa algo
muy inleresanle: conforme el tiempo de pulso
direclo es mayor, la diferencia enlre cado curva
tombién se incremento. Lo anlerior se podrio
explicor, por el hecho siquienle: el cdleulo de Qg

2.2 Cronocoul, de colalose

se redliza por medio de los ordenados of origen
del pulso direclo e inverso, El liempé de pulso es
importonte; yo que pora liempos moyores, los
combios sen mas imporlontes en la interfgse; es
decit 1o conlidod odsmbido de HPOZ- se
incremento. Lo diferencio en los curves de eslo
figuro, se hoce mas imporlonle conforme AE se
hace mas calédico.

2.2.4, Comporlomiente de ES en presencia de
0,

Lo figwo 2241 presenle los  cunvos
cronocoulombimétiicos  tipicos  oblenidos o
dilerentes volores de pulso de potencial y a un
valor lijo de =150ms paro ES40,. En lodos los
casos onglizades, O vs 17 y 0, vs © porg o
pulse direcle e inverso, respeclivamenle, son
lineales, Solo se discuten los pendientes my y m,,
si como los ordenados o origen by y b,
obtenidas en cado coso.

iy 2241 Lronocoulgromos poro pubo dieclo
& Jrerso de b gsobiedn de argens o solvrocdin en
lostalos (pH=00 O 1) pubo varble y 150 ms.

ALB0 12 150 200 K TS0 y Am, que
se enceentran marcads en k fgur,

En la figuro 2.2.4.2 se presentan fa variacion
de my y my para el pulso direclo e inverso o 7
=10, 80 y 150ms. E5 importante hacer nofar que
fa pendienle del pulso inverso es cercana @ cero y



cosi conslante en lodos los valores de AE: lo que
demueslro que no se oxidd la especie producide
en lo supetficie elechrddica (lig 2.2.4.1). Este
ptoceso es lenlo (en nuestias condiciones de
medida).

Nolese que lo pendienle casi no oumentd
para AE>150mV; indicando que practicomenle no
axisle - reoccidn eleciroquimica. Paro
J50mY>AE>150mY lo pendiente se i la de

J. de Jesiss Garcig

inverso, o un mismo [, indico que el oxigeno y su
producle  de  reduccion  se  odsorben
especificomenle, Se cree que lo especie 0, se
adsorbe con mayor intensidad que el H,0,

De los leblas 2.2.3.0 y de 2.24.1 {puro 7
=150ms) se puede observar Jo siquiente:

om, para £540,>E9; que es evidenle yo que
e 0, no se elimnd y por lo lonlo su

monerg  evidenle, indicando que el proceso
elctroquimico, en eslo zono de petencial, no se
encuenlra en el gradienle méximo de difusion; y
por dllimo cosi se manluvo conslonte después de
350mV, ya que se cumple la ecuacion do Cottrelt
integrada (maximo geadienle de difusion).

Parg ol estudio de los excesos supesficioles
se anolizan los dalos oblenidos en +=150 ms, ya
que la confidad de punlos experimenloles es
muyor.

ray  m  EAr om, Ay
v Wg‘” P “;,Em o

» - n 1 0 mn
i " Rty ? 51
o150 ] i 13 m
000 1% m L He
0r t ) ® L.
0300 L [Lr] I gt
0% % 1509 ki %7
0500 5z i3 3 136}

Rbtr 2247 whees de pendénle y ordbeod
fhacanecksn/ pore pobo divclo ¢ wso g dieronles
nves e AL, =150 ims y misaxis condiines que &
B LIl

En lo tablo 2.24.1 se presenlan los valoses
de m y b pora ambos pulses ¢ 130 ms. los
volores de nFAPy y nfAry se calcutoron a padir de
by y b, (Tabla 2.2.4.1) y los valores de O, de lo
fiqura 2.2.3,2.b. Lo diferencia  enlre los valores
ablcnidos para nFAP enfre ¢! pulso direclo e

ion es mayor.

em, para [S+0, ¢s cosi conslonle debido o
que la oxidacion de perixido de hidrogeno es
lenlg.

enalAD, @ para ESH#0,KES; que se podiia
deber o lo desorcion de especies del disolvenle
(HPO2-) por la presencia de oxigeno, en ¢l Plono
Inlerne de Helimholtz (PIH).

s nfAT, : para [5603>ES; debido ol aumento
en lo concentracién en la interfase de H,0,.

PEND. ES+02

Coul/eeg~1/2
)

. 0y [T} 3] - 7Y
PULSO [-V/Ag-AQCH

fg 2242 Onus lpeus 4 un proceso
Hsonaf o &te so presenlon bs robiar o prndinte
My ¥ My poro A reducckin de orfleso o dieenies
1ubres der =18 80y 130 ms.

Se puede concluir que lo presencio de
oxigeno modifica lo interfuse electrodo/diselucion
y que lo presencia de éste se verfica en los
tesullados oblenidos.



2.25. Comportomiento de lo cololosa en

[n ¢l coso de cotaloso en ES, en ousencia y
plesenclu de 0, tombien se oblienen  los
variociones linegles de Q vs 17 y O, vs ©. Sdlo
se gnolizan los  excesos superhcmles y k
pendienle.

Lo figure 2.25.1 mueslio fos curvas de
exceso superficiol vs lomano de pulso ¢ diferenles
concenlrociones de enzima (U, 1.2 y 54 M), Se
observa que nfFAT, y nFAT, se modifican por lo
presencia de ko enmnu que mdncu {o odsorcidn de
lo cotoloso. [xiste wna disminucion en oFAR
conforme [Enz] cumento, y es mas evidenle para
el pulso directo (nFAKY,).

2.2 Cronocoul, de cotalasa

perdxido de hidrogeno, los volores de los
constanles de las reclos de  vs {2y de O, vs
©, lumbien se modifican. £l valor de o pendlenlc
m, . of igudl que m,, cosi se quinluplice por
efeclo de lo coldfisis. Pora m, es logico; Sin
embergo para m,, no, Una pesible explicacion es
que el complejo lormado con Enz-0, se oxide a
este volor de potenciol.

nFA T\ 0 3go

1500

0.8 1.2 54 .0.25 '5°°§

PULSO VIAg-AgC)

2500
2000
1800
=
%’ 1000

/g 2251 Erceso swperdeal AT y W/AY 5 de
b enpira colohsa a: 88 12 P54 ok

226. Compodomienla de lo disolucion de
ES40,4F,

Lo figure 2.2.6.1.0 muestra lo variocion de
m, y m, para el oxigeno en gusencio y presencia
de cataloso. En ellos se evidenciu ef incremenlo
de pendienles my y m; en funcién de la cantided
de  cololose presenlc Se comprobd que o
presencia de enzima en una disolucion salumdu

ods L =1 b2s EALY o08
RSO Virg Aath
nFA 1 0
" “00Q
= %
3
oFA 2 1254
2000
PULED (Vidg-AolD
£ 2261 o) Vobees de pendinle @y y my por
& redloccin de orgene o dWerenles concentiocknes de

coloobsoftazf=0, 12y 54 okl
&) Wolores do AHAT, y 2EAT , g o5 mEmos
NILEA/DEO0ES.

En la ligure 2.2.6.1b se presenta una serie
de medlcmnes de nfAD, y + nfAT, a diferenles
y valotes de pulso. Se observa

con oxigeno modifica lo velocidad de t io
de corgo yo que coldliza lo dismulocion de

que los volores de exceso superficial paro €S+0,



son myy porecidos cuondo no existe enzima en
solucion. Cuando se ogreqa enzima, se modificon
de manera imporlonte, De lo figure 2.25.1 y de
2.2.6.1.5; se deduce que lo adsorcion de especies
es lovorecida cuondo el oxigeno se encuenlra en
disolucidn.

22.]. Comportomnienta del 4,0, en ES.

Para comprober si el perdxide de hidrégeno,
se adsorbe ol eleclrado se realizd Yo misma serie
de experimenlos elecluados anleriormenle con
enzima. kos concenlraciones son  diferenles
comparados con et imento en que hay
enzima, Paio los estudios de cronocoulombimelrio
de ES+H,0,; los representaciones de Q vs /2 y 0,
vs © son lincos reclas, solo se onolizan los
excesos superficioles y los perdientes del pulso
directo e inverso.

Los resultados demuestran que no  hoy
reaceign  cleclroquimica del H,0, pero si hoy
adsorcion. Lo tebla 2.2.7.1 mueslea fos valores de
exceso superficiol.

' ons oms 150
R AN L N R £ R

(1] 1% 1w " 9 (L33
%8 285 m

010 64 513 5 451 509 feid
00 1158 [13) 5 L) 635 06

e 1248 Ll (1) 60 m
0300 1640 121 k1] o3 ur i
0358 1865 1256 nn il 9 m
0400 1957 ai ) % b5 109 [

lable 2271 Kalores de exceses superlcikes pore
b mdween y ondacdn de s espacks adsorbiias
espacdicomenle of shclode (ESIHOL ==18 8
150ms. -

J. de Jesis Garcio

A parlie de los resullados del esludio
cronocoulomeétrico de las disoluciones de S,
£S+0,, EStEnz, ES+H0; y de ES+0p+Enz se
puede decir que hay un clore {endmeno de
adsorcion de los componenles de nueslte sistema
que provoca cambios en Yo inferfose. Siendo el
coso del electrolilo soporle la moyor ndsorcion,

Con el fin de corroborar To odsorcion de
enzima  se  decidid  realizor  mediciones
tensométricos, Le odsorcion puede modificar de
manere importante los registros de corrienle de
reduccion del oxigeno.



2.3 Tensametria.

2.3.1, Marco fedrico,

Con el proposito de confitmar lo existencia
de fendmenos de adsorcion en lo inlerlose
eleclmdo/disulucibn, moslrodos en los
experimentos de CC; se efecluoron  diversos
experimenlos lensomélricos. Lo lensomeliia es
una lécnica con corocteristicas y venlano de
tiempo  diferenles: que nos permile obtener
informacion complementario.

E
Et
v
sl 112
i
Ll
a}
800 ~300 200
“"p.o8
0.2 l
£ mViAg AGl
b}
g 201 F ) Progroma cle polenci inpuesta
porg experimentos g fensomelre.

&) Conves lemsometnias paro ekclioke soporle en
presenesr o enring colobso ffazf= 34 nil lempo de
prevonceniscin 1) wrehe=t] G 80 y 5. lempo
ol reposo cooslonle de 55 ef solemo de elclrodos:
£ piotiro: R Ap-ApClp £T: EUSH 1, o5 do Ora¥'

E! principla de lo tensomeliia es el de
concenlrar especies con actividad  superficial,
durgnte  un  tiempo I, (liempo  de
preconcentracion), mediante lo  opficacion  de
polencial €y en régimen convective pore luego
defeclar su presencia en lo interfose. Yo que lo
vollemperomeliio  fines! nos ayudo en  esle
objelivo, cs necesario la existencio de un tiempa
de reposo |, pora oleanzer lo condicion no
conveclivo. En el anexo B4 se explica lo manera
como se realizon los experimentos de {ensametria
de monera mos delollode. Lo fiquro 2.3.1.1.0
muestro el programo de polenciol aplicodo a lo
interfose  eleclrodo-disolucion  (EGSM-[S). La
ligura 2.3.1.1.b mueslro fo respuesta lensomélrica
pora ES+Enz o 1, voriable. El Lap mas anddico
positle es de OmV yo que corresponde o un
polenciol muy cercano ol limite de oxidocion,

2.3.2 Condicinnes de medida.

Para poner de monifiesto lo cdsorcion de
enzima en la inlerfose se realizaron los siquienles
experiencios:

e (1) En una disolucion de ES , se oplico el
programa dc  polencie! moslrado en o
figurg 2.3.1.1.0, Se reolizd el esludio a fo
lorgo de todo el dominio de electicactividad
{oprox. 0 0 —1400mV) con decrementos de
100mV, por fo que [ es igual o: 0, ~100,
=200, . .y —1300. Poro coda £, se
hicieron diferenies tiempos de concentracion
ty: 0, 30, 60 y 90 sequndos. El liempo de
reposo fué de 155 conslenle. Entre code
medicion se renovd lo golo de mercurio
(muy importante).

e (2) Todo lo anlerior se llevo o cabo en uno
disolicitn de celolosa 5.4nM en ES; ésto
concentrocion es del orden que se utilizd en
cronocoulombimelric  y  de  la  que
posteriormenle, se uso en vollamperometric
y polarografic.



233 Comporiomicnio de lo cololgso
(EStEnz).

En lo figug 2334b se muesla wn
it de curvos | élricas para £ =0mV
pma [Enz]=54nM y diferenles valores de| ty. En
ellos se obscrva el incremenlo de lo corricnle de
pica en funcion de l,. Ef pico oblenido en los
curvas lensamélricas no puede clribuirse @ un
proceso " difusionol yo que lo concenlracion de
calalese es muy bajo 5.40M, y por lonle,
imposible que se delecle un pico difusional, Csle
pico de corrienfe se debe o un simple proceso
difusional debido g lo calgloso, ya que eslo no
presenta  electrogclivide en  los  condiciones
operalorios, ademds de que se encueniro en uno
muy pequeda concentracion (5.4nM).

En lo teblo 2.3.3.1 se presenton los valores
de corrienle de pico de odsorcion o diferenles
volores dc potenciol aplicado. Se enconlm que. lo
prec lrocion es mas imp
cerconos o OmV, si mismo, se incrementa con ¢,
El orden de incremenlo en | es ¢f siguienle para
By 0>-100>-200 y >-}d’0mV en los demds
polcnclules es casi nulg, .

200

EmViAg-Ag?

J. de Jesis Gorcio

El pico oblenido en los experimentos de
lensametiia de [S+Enz, indudablemenle, es ung
consecuencio de la modificacion de fo interfuse;
silo follo definit ¢ que lipo de fenomeno y
especie  comesponde. Exislen dos leorios que
cxplican las posibles sucesos que se levan en lo
interfose electrodica:

* [} proceso de odsorcion de la enzimo se
evidencio en la seccion 2.2.5 (figura 2.2.5.1); por
lo tanlo, la corricnle defecleda se debe o una
modificacion de la copacitoncig diferencial de la
inlerfose  Hy/fselucion, debide o combio de
especics  quimicas  edsorbidos  especificomente
{curvas Iensamétricas).

* De los cuperimenlos de VI, se enconlrd
que € dominio de eleclroaciividod se enconlrobo
limpio, es decis, no se deleclobo lo reduccion del
ovgeno cuando  se  burbujes N, De los
experimentos de CC (figuro 2.2.3.1) , se dedujo
que ¢ oxigeno no s¢ crmmo complelomenle y

éle en prestncic de enzimo produce wna
respuesta mayor {fiqure 2.2.6.1). Al imponer ¢ Eqp
dutanle un 1y, se logro lo concentracion fonto dc
lo enzima como del mismo oxigeno, £s plobuble
pensar qué la corriente producida por el oxigeno
se haya incremenlado hosta hacerse visible (figura
233.1). Experimentos posleriores nos  podran
ayudar para enconlrar lo respiesta.
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obelipdos: HA ploting: LR Ay-Aplt y £T- FTSK
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234 Compodamicnto de £540,4Fnz.

Con el fin de comprobar que los valores de
§ de foreduccion de oxigeno se madifican, por
lo adsorcidn de enzimo se realizd lo siquienle:

e fn ung disolucitn de ES que conliene
oxigeno o. soluracion; se trazaron fres
voltomperegramas fineoles desde 150 hasla
-600mV paro  conocer su  respuesla
promedio,

*  Posteriormenle, se ogregd enzimo hasla
tener una concenbracion de 5.4nM. Se
trozaron  fodas los  tensomelries  con
Eqp=150mV y h=155  constonk ks

2.3 Tensamelrio de colaloso

E mV/Ag-AgCl

imporonle hacer aolor que Eg, se fijd en
esle valor por dos rozones: es ¢l polencial o
corrienle nulo (deletminado por
vollamperamelria lineal) y esi mismo, es un
valor muy pidximo ol limite de oxidacion , en
presencia de oxigeno. Pora evidenciar of
aspecto de lronsporte de masa en una
concenlrocion "natural”; la preconcenlracion
{t,=0. 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240 y
300s) se realizo tombien en condiciones de
RONE y sin imposicion de potencial. (ligura
243.13)

s Porg comprobar que lo ogilacion de polencial
es imporlanie en el proceso de adsorcidn; se
realizaron fos mismos experimenlos haociendo
una concenlracion “nolural” de lo enzimo
(figuro 2.4.3.1.i))

®  Findlmenle se redlizd el experimenlo con
agilocion duronte {,, y con imposicion de
potenciol, porn cada uno de ios liempos
indicados. (Figura 2.4.3.1,ii)

Entonces, lo preconcentiocion de la enzimg se
hize:

i) circuito cerrodo sin ogitacion.
ii} circuito abierto con agitacion.
i) circuito cerrodo con ogitacion.

ZALT Loy [msomelates poro B roeoRn de
QIO O JYESERCRT e E0ZITT @ G erenles limpos &
oreconcenleacin (4 0 I8 80 90 y SO 1)) e5 e
Isey coostacle p o wmbr do poleack! o
peconcentrocn de F50mAg-Agltl los conws sé
waboor e ks spuenlss condepnes: &) kol
obido c/bgd. Eharydo eovods /R ) cieedo
cerrodo ¢/opA,

i)

€ mViAo-AgCl

[B]

Lo figura 2.34.1 mueslra los respueslos
tensomélrices en cade uno de los exparimentos
anleriores. £n lodos Jos condiciones de medido se
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observa que la carriente del oxigeno oumenlo y of
£, se hate més catodico conforme 1) umenta. Lo
mognilud de estos combios depende o manera en
que se llevo ia preconcenlracibn:

¢ Por los cambios en lo corrienle en los
curvas de lo figura 2.4.3.14, se concluye que lo
enzimo se udsorbe de manera nolural.

ofn o fligwe 24.3.1i se oprecio lo
gparicion de un pico de adsorcion (pre-pico,) o
OmV; la inlensidod depende de L. Por el valor de
ip de adsorcion se deduce que fa enzima se
concenlra  confrorme {, se incrementa; esto
modifica el volor de io cotrienle de reduccion de
oxigeno.

*De o figurg 2.4.3.1.ii, se cbservo lombién
¢l pica del proceso de desorcion. Como los valores
de i, de oxigeno se monlicnen cost constontes |,
se cree exisle una saluracion de do enzima en lo
interfose.

Para una mejor vision del pre-pico, en lo
figura 2.3.4.2 se mueslea lo zono dé potencial
donde aporece el fendmeno superficiol pora lo
figura 23415 y 2.3.4.1iit. En lodos las curvas se
presenla pico ogudo, coracleristico de fos curvas
tensgmétricas donde se presenle un fentmeno de
desorcion. Este pico de desorcian se le alribuye o
la enzima. Ei pico de los curvos de lo figura
2.3.3.1 (seccion 2.3.3), es poco ogudo y no puede
osignor o un procese de desvicion, sino g un
proceso difusional.

De lo fiqura 2.2.2.1b se encuentro que e!
velor polencial de pico para oxigeno es el mismo
que pora el pico oblenido en la figura 2.3.3.1; por
lo tonto ambas senales proceden de la reduccion
de orxigeno. Si existe un procéso de desorcibn,
dste no ¢s visualizado yo que e fimile de
oxidocidn no fo permite,

De las ebservaciones en este seccion y de la
informacin de CC se deduce que lo desorcion de
la enzima se produce a polencial de OmY y que el
oxigeno , que no fué elimingdo complelomente,
pioduce fo sefial de la fiqura 2.3.3.1.

J. de Jesis Garcia

i o o
3
<3 200
A mVidg-Aga
i)
180 L 180
3
03 1300
EmViAg-Aglt
1)

137 2142 lensometns o modo fosfolos con O
7 solerackkr y enring; pora ks condicbnes de medidy 7}
Yyl de 8 J &) 50y Ik foue se encvenlien
marcados en ks conws) fEnaf=5 4 ol

Se observd que lo confidad de enzimo
coneentrado es imporienle para lo seproducibilided
de los resultados. Por elio se propone que los
estudios de voltermperomelria lineol se lleven a
cabe en condiciones epropiadas de potencial y el
llomodo liempo de repeso seo minimo. y si
esposible no imponer potencigl hosla que el
barrido de polencial s inicie.



2.4 Polarografia clasica.

2.4.1 Motco lefrico,

Después de  hober  elecluodo  los
experimentos  de  cronocoulombimelia y  de
lensemelnu' se pvocedno a disefor les mejores
[ de op en polarogrofia clasica,
para evilr en lo medido de Jo posible lo
adsorcion. La venlana de tiempo en polaroqeafia
clsica es grande yo que esld delerminada por el
liempo de qoleo (1-3s). Debido a que un
polarogroma  comprende la existencio de vorios
golos (eleclrodos nueves); no exisle liempo de
preconcentracion mayer al liempo de goteo, y
como su liempo venlona es distinto; los resultados
oblenidos son {ambién diferentes.

E
Ef
3]
t
o)
T
€
b)
7 24 /2’ Prograne de pa/ﬂ;(&/ Mvdv

mwlﬁdambabmww:&/mﬁ; Sopoita en
prseance A o solurockn._eon solemg o
mm&ﬁ[a(awm,mm&m
que ki rdiein de orzeno se Bt e dos efopas,

El progroma de polencial oplicodo es un
barrido lineal, que se presenta en lo gréfica
24110, Lo figura 24,100 es lo respuesta
coracterislica pora lo reduccibn de oxigeno a
saluracion en £S.

Lo opresion  que  rige un  proceso
eleclroquimico en  condiciones  de  grediente
méximo  (corignte limite  de di(usibn%; pare
polarografio clasice, fud propuesta por Iikovick:

iy = 60Tnm? VDY, {241,0.0)

m es el flujo de mercurio; | es liempo de
goleo; los demds simbofos liene ¢ significado
habifual, Lo ecuacion onterior se corrigio
posleriormenle por eleclos de dilusion esidrica.
Kaulecky enconlrd lo siguienle refacion (2.4.1.2);

LRTIN
iy~ sow.;.."’:“"o"‘ca 1. 39{ L2 )J

f2412)

2.4.2, Condiciones de medida

£l esludio patarografico consistio en lo
oblencion de curvos intensidod-potencial de las
siquienles disoluciones de £S:
e libre de oxigeno.
e en presencio de oxigeno ¢ soluracion
{Anexo A).
* con oxigeno a saturacion y diferenles
concentraciones de calaloso ([Enz)=0, 2,
4,6, 14, 18 y 220M aproximadomenle),
* Lo concentracion de oxigeno 0.206mM se
determind  mediante electrodo  seleclive
de oxigeno  (Clark) en  condiciones
conveclivos.



243, Comportomienlo de ES40),

En lo figura 2.4.1.1.b se presenla el dominio
de efeclroactvidod (DE) y un polaregrama Lipico
de la disolucion de bulfer de fostales (ES) con
oxigeno ¢ saluracian.

De los resultados oblenidos se abservd:

EI-DE no presento reacciones

Jd. de Jesis Garcia

e Un cleclo conlraric produce en I
segunda reduccidn lo calaloso, este efecto
se muestra en lg sequndo columng de fo
tablo' 2.4.4.1.

s Sise realiza lo suma de los corrientes,
se nola una pequeds disminucion desde lo
primera adicign y casi permonece conslonle
{lable 2.4.4.1, lercera columna).

que pudieran inlerferir.

los dos ondos de reduccin de oxigeno,
presenlan i de —100 y -1100, los cudles
ciresponden ol pese de oﬁ,o, y de H0,/H05
Los volores de corrienle limile de difusion (ig) en
ambas es similor y opreximodamente de 2uA.

De lo prmero elopa de reduccion de
oxigeno, experimental, se colculd e wvalor de
coeficiente de difusion poro oxigeno; 8.88¢10-
fomifs (ec. 2.4.1.1); mienlras que el valor del
coeficienle de dilusian, reolizendo lo ileracid
la ecuoritn de lkovick corregida {ec. 2.4.1.2), fué
de 7.13+10-5cm?/s. Lo fleracibn se flevd o cobe
en una calculadora HP madelo FX100 que contiene
un progiomu especial disehado por, eslo casa
comercial, [ coeliciente de difusion pora 0, on
ung disolucian acuosa que conlicne NoOH O.1M.
determinodo por VL y que se reporla en o
fterolura es de: 2.28¢10-%mi/s. Como se
observa hay une diferencia considerable entre los
volores  oblenidos  experimentalmenle con el
1eporlado de lo lilerelurg, debide probablemente o
lg diferencio viscosided enlric o disolucion de
NaOH y de buffer de fosfolos,

2.4.4 Comporlamiento de ES4074Enz,

Lo labla 2.4.4.1 presenlo los volores de
corriente fimile de difusion del‘oxigeno; en funcion
de lg concentracion de calolosa en solucion.

. Del  comporlamiento  polaregrafico  en
ES+0,4Enz se pueden destacor los siguienles
puntos.

= En lo primera redutcion lo (i) se
incrementa con [Enz), los incremenlos no
son directamente proporcionales con [Enz].

U] 0 40, Sumg
w " 3 "
[} 1) [3] 135
H 12 p1 ] 1t
s 11 3] 105
1] 1 27 "
I X1 25 03
w (4] t3 06
ol 2441 takves de cominle knde de

dilusida porg s redwccenes de orgena en presenchr de
calokse o devenles comenloocenes. do somg de
ambes comenles 38 represenls en by cworta cokimne. [o
COKERSIONT Lo 17N o0 [0k KOS Erpenmentos e
constonte & ool 0 Q208 mil

El proceso de dismulocion es el siguiente:
0,4 2¢ 424 --- KD, {n

200, 1 Bz --- 2H0 + O,
r] i A

La reoceion (1) es electroquimice; y la (2),
quimica. Es inleresanle mencionor que el oxigeno
s¢ redute en el electiodo, a perdxido; ¥ se
regenera por la seaccion quimica (2) o uno gren
velocidod. [sle oxigeno se reduce simulténeamenle
con ¢ oxigeno que difunde desde lo copo de
Nemsl, provocando un “exceso” de oxigeno en ia
inlerfose. En lo segunda reduccion, o polenciales
mos negolivos, el peidnido en o interfuse
disminuye yo que lo enzima reacciona con éf,
provocando un “defecto” de perbrido, En el onexo
8.5 se encuenlron los ecuaciones que muestran o
mengcionodo onleriormenle,



2.4 Polareq. de colgloso

Para un fi colallico de di

en dilerentes publicaciones

los cambios de iy y de iy, con [Enz] son
caracleristicos.  Pora ¢l combio global su
comporlomienlo ne es fan evidente.

De los llodas por CC y | frig, lo
posible explicacién o esle fendmeno es lo
siguiente:

* adsorcibn del oxigeno en lo interfose
seccion 2.2.4 (foblo 2.2.4.1).

* odsorcion de enzime seccion  2.2.5
(fiquro 2.25.1)

e efeclo colallico de dismulocion en lo
reduccibn de origeno (figuro 2.2.6.1.0), por
occion de lo cotalosa. Adsorcion en o
interfose  Ho/disolucion  de  ES+0,+Enz,
(figura 2.2.6.1.b). Seccion 2.2.6.

e de lo seccitn 234, figue 23.4.1,
fendmeno de adsorcion-desorcion de enzima y
modificacion de la cotrienle de pico del oxiyeno.

A parlis de tado lo cilodo enteriormenle, se
puede concluir que exisle una compelencia enlre
los odsorciones de lus especies Oy, HPOZ- y
enzimg; eslo compelencio se pone de manifi eslu

.en los resultados oblenidos. Lo reduccion de
oxigeno requiere una odsorcibn pievia de ésle en
fo interfose. Al ogregor enzima, lo conlided de
oxigeno  adsorbide  disminuye  de  manero
importante, ya que es desplazado porcialmente por
mokculos de enzimo. Como lo conlidad de
origeno  odsorbido  decrece, los  volores  de
corriente lolol son menores, o pesur de que erisle
ka reaccion quimica aoplodo.

De lo anlerior se puede estoblecer que no &5
d d

prwos ¥ que se tomaron como bose, por tenet
condiciones similores, en esle (rabajo.

245.1 Melodo de Koutecky (1)

Koutecky™d esloblece uno  ecuacion que
involucro la refocion de coriente limile de difusion
en presencia y ousencia de coldlisis i e i
respeclivomente; loma en cuenlo el transporte de
tmase por conveccion y el crecimienlo de la galo
de mereurio, La funcnbn completa dcpende de
varios paramel lo un comporl,
os:nléhco, sin cmburqo. si lo relacion * se
encuenlra entre ol infervale 1<(i/ig)<4, To funcitn
es direclomente propotcional a la concenirocion
de enzima:

Fa f_{!_\ k[ Enzlt {2451)
l’JJ
P
18
ad
1
o8
[
o 1 2 3 4
et

facil delerminar una constanle de vel
dismulacibn pora fa calglose, A pesar de ello ef
auler cree en la posibilidod de calcular un valor
de conslante de velocidod “condicionol” pora lo
enzima,

245 (Colelo de lo constonle de
d'smm.-r [ [ .C 1"

 Paro tror fo lanle de velocided de
dismulocion  condicional; sc eplicaron  algunas

1y 2812 Surcah progweste per Koddecky pore ke
evohedn s constonle coloRie. 1=(/l)= tnp

donde k es lo conslonte de dismulacion; 1, liempo
de qofeo y [Enz], concentrocién de enzimo, Los
fimitaciones de esle modelo som: considera lo
regeneracion tolal del reactivo e ignoro los efectos
de odsorcion (En el Anexo BS5 se don los
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d:!evencms enlre un fendmeno calolilico y de
en sus condici iniciales y de

fronlera).

En la grofica 2.45.1 se presenla fa curvo de
Irabajo de la {funcion de Koutecky en lo regibn de
(k[Enz]l}=0-4. Pora cada volor de (ifi)) se
localiza el punto en la curva y se delemina el
valor de 1g cbeiso (2]t} Como se conoce ef
valor de la concenlrocion de enzima y liempo de
goleo, se determina el valor de la constante,

Lo labla 2.4.5.1.1 presenia los volores de
(ifis) v de constaole de dismutocion (k) en
funcion de {Enz]. Se ebserva que lo conslunle

“vorio con lo concentrocion. Se observa o
disminucibn de & conl. [Enz] se i t
Esto desviecion del valor de la constonle, puede
deberse o:

= ¢l modelo propuesle considera  lo
recuperacidn totol del reaclive

e no loma en cuento los lcnbmenos de
adsorcion.

s olo foclor importante, que bien pude
afectar o lo constonte; es el de considerar

J. de Jestis Garcio

B mismo Koutecky™ propone olro relacien
olil para fu evaluocién de lo constanle. Para lleqar
e esle modelo resuelve los  ccugciones
diferencioles opropiodos, lomando en cuento el
crecimiento de lo gola de mercurio; y que of
produclo de despolarizacion (H,O,) regenerg, por
reaccion con la enzimo, lo mitad de canlidad
incial de oxigeno. La ecuacion que el propone s
vélido, slp si el espesor de lo copa de reaccion
es menor que lo capa de difusion,™ Lo capa de
teaccion  corresponde  oproximodomenle o o
distancia a lrgvés de lo cual, las moléculas de
perdxide de hidrbgeno se mueven dentro de su
hempo de vida medio, ontes de recccionar con la
enzima- ll.' r(l/k[Enz]) Lo expresnﬁn (24 2|)
relociono exclust bajo
lo premisa Je uno capo de reaccién pequedo,
produclo de una conslonte de dismutacion
elevoda;

que lo cindlica de reoccion es de primer o 452
pseudo~primer orden y el proceso lenga un
orden diferente.
{tw) [0 )
L, L
? 13 "
5 3 [+]
1 n [13
] ) -]
-3 - si
Tt 24517 Wies G consionte cokviodss *
pors diarenles concenliepves de e,
o POITE oo b funciln 0@ lrobapo o & Igury 2451 )
los nklpdes o b eonsionle son mol de perdnily de & lovckir

LeanSINTOGYS &1 unt SEqun pov med de eazing.

@ A’M«lr // W/;//- Wi-’f /V// = flnef

** Lo bpblesis de Nomsl apone ko vibslenciy de uno capa
tstrona 0 W mferfose slectrddics; bodla donde Began los
especies elechroactivas por comeecidn ¥ ef liansporte o traves de
eha 5z reolts exchisvomenle por diussn,
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En lo figura 2452t se mueslio lo
represenlocion de lo funcion F vs {Enz). Lo
funcidn sigue uno linea reclo en fos condiciones
de medida, con ordenado ol origen de cero. Se
observa que o concenlraciones mayores de 14nM
de enzima, exisle wung desviacion  del

- comporlomiento lineal. Como el modelo considero
Iz reaccion de dismutocién y geometric del
clectrodo la desviacion probablemenle se debe o
fos fendmenos de adsorcion. [ valor de pendienle
permile eveluor la conslonle de dismulocion que
presento un volor de 14.77010% En lo lercern
columna de la labla 2.4.52.1 se presenlan los
valores de lo constanle colculoda punio per punte.
Se observa que exislen diferencias entre cada uno
de les conslantes y, a su vez, con lo calevlada a
partir de la pendienle.

[x] Vu b}
il molfmed
H 106 on
t 113 tas
" 12 1320
s 2 12
n n n
un
lablr 24521 Wobees o conslanle de

dimolacn porg b colokse ¢ deeedes [fnrf
cokubos o porli o & scoocds 2521 en & porte
Blanpr se mysstro 8 vobr de corstonfs oblmits por of
kv de b pesdienia,

2453 Método de Kern & Qrleman.

Kern y Ordemon®® obluvieron una relacion
enlre el incremenlo de y y fa constonle de
dismulocion; lo cudl es muy simple pora
wvelocidodes de collisis y concendraciones de
onigeno bojes, El medelo se bosa en fa formacion
de un volumen de reaccién —formodo por la capa
de regccién  multiplicodo por o superficie
elecliddica- y supone lo exislencia de uno
corriente de difusibn nclural y ofro proveniente de

2.4 Polarog. de calalosa

fa reoccibn quimica ocoploda. La expresion final
de Kern y Orleman es o siguienle:

(h) 4, 42 “y) {74331)
(i)
donde:
2 0.2k

8 {14532)

\
" 60Tam P 2pi

que ¢s apropioda pora procesos donde Jo aclividad
catolilica es grande pero Ja relocion de corrientes
es cercond g la umidad. A eslo ecuacitn se le
horg uno ‘pequeha medificacion pare caleulor ef
volor de lo pendiente:

[ 0. e passy
(%)

Lo fiqura 2.45.3.1 muestra la grafice de [{i/ig)~
1} vs (i), que es una linea recls. con ardenada ol
origen iqual @ (~1). In lo grafica se observa que
si =i, lo ordenada es de cero y o constante
vole ceto. A partii <! velor de la pendiente se
colcula lo magnitud de o conslonte dz lo reoccion
ocoplada, Todos los punles que se represenlan
eston sobre lg recla, que lroe por consecuencia
que el valor de lo conslanle sea el mismo en
lodos los wolores de [Enz). EF walor de fo
constonle para este modelo es de 14.704107 mol
de peréxido {ransfermodos en un sequndo por mol
de coldlosa.

2] L M
. [ odmens.
° 3] 19
H ] 106
3 2] us
" 3] \n
" u 0]
n (4] tn

Dbt ZE3TT dves i Jy (/5 1 & fhonstonte
& ma&vx//ﬂcﬂ# @ derenles  concenlracines o
solon
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Ly 2HLEXS Represenlockln oo b leds o
Orfamon & Aoy pors odemer ko ronsionfs o
SBmailockn.

Como . se abserva, lodos los  modelos
empleodos pora lo evolucien de lo conslonte,
proporcionon e mismo orden de magnitud para la
dismutacion del peroxido colalizado por I occidn
"de lo cotolose. Sin embargo e wolor de lo
constonle es moyor conforme la concenlrocion de
enzima disminuye. Eslo desviocisn puede deberse
a la adsorcidn, Aunque se minimiza, no s¢ eiming
completamenle lg adsercion en esle técnica,

Por las consideraciones indicodos en coda
modelo, podria proponerse que los velocidedes
oblenidas para k, por el mélodo de Koutecky (2)
podrion ser los més cercanos @ fos valores reales.

J. de’ Jesiis Goreig
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2.5 Voltamperometria de
barrido linaal de potencial.

2.5.1. Marco tedrico.

Una vez comprobade lo adsorcién y su posible
alterocion o los volores de comriente, es
fundamental que se seleccione el valor de potenciol
de inicio de batrido y evitar un periodo de tiempo
“quieto”™ enlre codo vollamperograma, eslo evila la
preconcentrocidn. Se lloma  liempo “quielo™ of
liempo que transcurre cuando se cierra el circuilo y
el inicio de barido de potencial. Todos los
vollomperogramas se realizoron en los condiciones
generales de: liempo “quieto” nulo; £=150mV/Ag-
ACl o velocidod de boido de potencial esla
comprendids en el inlervalo de 5-250mV/s (5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 150, 200 y 250).

E
Ef
&
t
a)
0.2 I
1890 -800 A e
/
!
ST ~
3 K 83
. /’
i
i
e
& mving-Agct
. b)
y2ille) de polenci oplech o ks

experamenios de W &) Respuesle fpke e ke rediuceitn
de ariyenc m £3 O T pH=70 SeveZ50m

La grafice 2.5.1.1.0 mueslra el progeama de
polenciol  utilizade en fos  experimenlos de
voltamperomeltio lineal; y lo figuro 25.1.1b o
respuesta tipica cblenida con el programa de
polencial gnlerior, En cslo figura se mueslra lo
forma en que se delerminon qréficamente los
porémelros mas imporlantes de lg curva: polenciol
de pico {Ep) polencie de medio pico (Ep/,)
comiente de pico (iy) y corriente de medio pico

(ipra)-

lo  ecuocion que rige el preceso
electroquimico pora sislemos ropidos, (ué propuesla
por los oulores Rondies & Sevcik pora un sisema
1dpido:

1, « 2.99%10° 24DV 2C, sy

el ptimer léunino es unag conslonle de
proporcionolidad, y v es lo velocidad de barrido de
potencial. Los demds lérminos fienen el significado
habitual.  Pora  procesos lenlos se incluye el
poromelro an, pora ef poso delesminenle de la
tinélica:

1, = 29980 n(a ng ) ADVIIG, (11
P (]

Esto Gilima ccuacidn es 1o que se ulilizara en
esla porle del trabojo, ya que por polarografia se
encontré que lo reduccion del axigeno es lenta.

25.2. Condicines de medida,

£l esludio vollamperométrico se  efectud
imponiendo los  condiciones anterdiores o las
disoluciones:

e ES libre de oxigeno.

* S con oxigeno a soturacion,

* [S solurada de oxigeno o diferentes
concentraciones  de  enzima. (0 coda
concentracibn  se  impusieron  fodas  lo
velocidodes de barrido).
® Se renovd lo superfic de EGSM en cada

experimenlo .
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233, Comportomieplo de £S40p,

De la serie de experimenlos redlizodos se
pueden realizor fos siguienles observaciones:

£l dominio de electioactividad se encuentra
entre 200 y -t200mV: no presenta reocciones
eleclroquimicas deteclobles en la escala de 0-2uA
en ninguno de los velocidades de barrida de
polencial,

-1800

1 uA)

€ mV/Ag-AgCl)

J. de Jesis Corcio

sequnda reduccion el proceso estt Tombién limitado
por la dilusion, entre los volores de 0-0,178

(/.

Stlo'lo primers reduccion se estudiort o
primera reduccion de 0, en W, por las rozones
discutidas previomente en CC.

lp ImizraA.]

-5 0.2 0.4 (X
V12 Vil " 121

B 25X b en fwcin ok 72 pora ks dis
dxcmnes de orgene en 1% prmery reduccahs,

Fure 2501 Fedckdn de oo en 5 o
deventes roberdlodes de bomido: S0 100 150 200 y
ZS0mifs. ks cuoks se encvenlron morradas e b feu,

In o figura 25.3.t se presenlan s dos
etapos de reduccion del oxigeno en S o saluracion
y diferentes velocidedes de bosride de polencial, £l
oxigeno presento dos picos de teduccivn: 0, o H,0,
y de ésle a H,0; o volores de -0200 y -

- 1.600V/Ag-AgCl.

Lo grifica 2.53.2 mueslra los valores d¢ i
en funcion de v//? para lo primera y lo sequnda
reduccién de oxigeno,

En ambos procesos i aumenta con w172, Paro
la primera reduccin, el comporlamicnlo finesl se
encuenlra enlre 0 a 0.445 (V/s)%; el proceso es
difusional ya que cumple con o relacion de Randles
& Sevcik. La ordenada ol origen es diferente de
cero, que puede ser consecuencio de lo odsorcion

idenciada en CC y | Se observo que Jo

SAQUDE 1elceR

Para enconlrar ef valor de an, de la primers
reduccion del oxigeno, se reolizo la represenlacion
de (Enly-(Eoph vs lalv/u? o diterenles
velocidades de bartido. (Em),. es el valor de pico
medio oblenido @ o velocidad de barrido v, y
(3 ),. pora v, A parlir de lo pendiente:
(RWanaF ) -recomendado por Nicholson & Shain-
se dedujo ¢l wlor de ang.

Pora enccnlrar el volor de # se reolizo lo
gifico de b vs exp[(-an,F/RINE,-E7)] o
diferenles valores de v. A parlir det valor de la
pendiente:  0.227nFACo #, se delerming 4
polencial condicionol E* se dedujo o parlir de su
polencial pormal y de los condiciones de trobajo:
pH, fuerza ibnico, lemperalure, ES, concentracitn
de oxigeno. . .

0 +2% === WG,

2%



Lo ecvacion de Nernst pors esle equilibrio ¢s ko
siguienle:

£= [0 + (RT/of) log HO,IIHPFAH,]I
0 =0.63v/ENH.

Como el ES es una solucion de H,PO,"/H,PO-
0,18, pH=7.0 y ¢l intercambio eleclronico implico la
donocion de protanes de ln especie acido, del por
conjugado; el equilibrio globa! es:

O+ 2 === H0,
PO, === HPOZ
0,+ 72+ HPO, === 1,0, + HPOX

La constenle de ocidez poro: | PO;/HPOJ*
liene un valor de 6.9 (luerza ionica de 0.1).
Haciendo los susliluciones perlinentes el volor del
potenciol condicional @ lemperatura ambiente es de
£ =0.270v/ENH.

les  poramelros  cinglicos  calculodos
cxperimentolmente  son:  an,=0.65, dol poso
fmitanle; #53.3030-5cm/s, canslunle de velocidad
estandar helerogénea. Los valores de los mismos
en g fileratura’ (pore NoOH O.IM. y trilenilios(ing
1PPO 0.05%} son de: an,=053 y #=33¢10
Jm/s. Nétese la gren diferencia entre la constunle
# yo que k inlerfose eleclrddico se modifica
dristicomente por lo presencia de TPPD, ya que
combio lo esfera de sololacion del 0, en lo
intesfose, debido a fo intensa odsorcion de TPPOL

2.5.4, Comportamiento de ES+0)+Enz,

Los condcmne< impuesles pora lo rcahzucmn
de los It lriz son los
que pelmalen conlvalar fa adso:cton de enzima a un
nivel minimo posible, determinodas por CC y
lensametria, En lo toble 254.1 se presenlon los
volores de i, paro codo velocidad y algunos
concenlrociones de enzima.

2.5 Vollomp. Lineol de colalase

cormente de pica

BB 0 400 0 M 100 1% M 10
U] -

00 M 40 ST 73 B0 A7 100 M 130 59 150
03 A 44 €0 77 EI 1 100 1D WO 185 19
68 4 5t 66 BY 95 93 14 120 150 120 Mg
03 48 S5 72 B3 9% 100 125 A0 170 M0 Mg
12 81 57 74 91 35 % 120 19 150 0O W
15 53 55 75 33 98 M0 120 150 I6H 10 208

& M

0O 10 10 15 12 WD 10 10 10 10 10 g
03 126 110 105 155 104 104 1D 18 158 105 U1}
05 143 128 45 1M 13 14 B0 10 85 08Y B2
09 1M 132 128 120 118 015 20 109 130 103 12
12 U8 143 130 123 120 105 100 W18 LIS 10T 126
15 10 L4 132 127 14 126 120 118 138 1 1

lable 2541 Cominles de pro de redieckin o
oy i y rekocdhn de eoirienle colallica)/Hssinol o
diareoles wlociiades oe bemd do polece! yode
conceliniin de cofabsa Cripeno o soluroedn

A pu'vlir del comportomiento de fa primesa
reduccidn dJe oxigeno con cololosa se pueden
deslecar varios ospeclos:

* se observa que o v=cle, lo comienle de
pico se incrementa con lo {fnz] Pora
w60mV/s, el incremento es continu pora
cudlquier  [Enz}. Cuondo vzGOmV/s, el
incremento sdlo es visible o [Enz] menores.

e poro [Enz)=cle, lo relecion enlre ifi,
disminuye conforme v aumenia.,

® si lg velocidad de barrido de polencial es
de 5 mv/s, lo corrienle de pico aumenla
proporcionalmente con lo tracion de
enzima  hosta un  valor de 15 oM,
posteriormente se monliene casi conslanle,

« lo onterior no sucede con borridos més
thpidos. Lo magnitud de los combios es un
poco irrequlor y depende de lo velocidod de
bairido de polenciol.

s no se delecte of pico del fendmeno
odsofcibn/desorcion asociedo o lo enzima,
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Para concenlraciones fijos de enzimo se
hicieron las represenlaciones de ip vs /2, lodas
presenton  comportamicnlo lineal. Los volores de
pendienle, ordenados y coeficienle de correlacion
de code uno de los rectas, se presenton en lo lobla
2.54.2.

{ex) Pend od 3

L WiV " admens,
% wm 0 ass?
3 15 n4 ot
13 1.4 37 L)
[ m u2 o
12 195 n1 osn
15 n -ns 0889

Tobls 2347  Hkves gde pendinle y ordenodo de
& repeeserlact d= £, 15 V/7 en foncin de ki
conceatnocidn dt colbobse

Se observa un incremento en el valor de lo
pendienle de los curves ip vs v'/2 conforme {Enz]
aumenta. Esto es logico yo que indico un aumento
en lo conlidod de oxigeno en lo interfose
elecliddico  disponible poro reducirse en  coda
velocidod de baraide. Esla pendiente es igual o (de
la ecuacion 2.5.5.2);

perd = 2.99%10%n(a 1y )\ AD'Cy,

de lo que se iafiere que lo concentracion en

la inlerfose se incrementa con [Enz). Lo anterior se

" {foma en cuenta en los condiciones de fronlera que
se don en el anexo B5.

Se ulifiza un modzlo propuesto en fa fileralura
parg encontrar e wvolor de conslonle de
dismulacion, que el aufor oplico pura pora e
perbwido de hidrhgeno colalizado por le enzimo.

J. de Jests Garcio

e Saveanl & Viancllo™ proponen o
eveluacion de lo conslonle de reaccion a porfir de
lo expresion:

(dpu ( 0.4141) ~{‘I%F£3k—‘1vﬂ‘-]-] {551

donde (& Jares e valor fimile de la corriente
cololilice (no depende de v) y se encuentra en un
potencial lo sulicientemente olejodo de E, en
presencia de colaleso (160-300mV hacie Yo reqion
colodica); el subindice A5 significa dismutacion,
tos lmilaciones de este modelo: considera un
sislema cleclroquimico répido y que ko reaccidn
quimica ocoplada ¢s reversible,

£l valor de fo constonle £, se divide enlre la
concenlrocion de colokisa  pora  oblener o
constonte de velocidod: k= £/[Enz]. £l volor de &
nos indico le ropidez en que uno mol de enzima
descompone @ uno mol de perbxido de hidrageno.
Lo figure 2.5.5.1 mueslio el valor de k colculado
para v=cle a diferentes concentraciones de enzima.,
Lo figuro mueslra, lo zora donde exisle menor
varigbifided, pora diferentes v, los curves de k vs
[Enz}.

®/10°8
' A= -201%5
8= 01842
Re 099503
.
a 100 200 300
Vel boye /3]

Fg 2351 dobves de Lonsianle de deminlooidn
wr [l o dierenles rbotodes b barrity de po¥encad
v=58 10 2006 que se morcan en b lgwa

Se observa que el volor no es precisomente
constanle {o pesar def control de los condiciones
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de medido) leniendo uno gran veriocion sobre todo
o concentrociones pequelas de enzimg y ollas
velocidodes. Eslo se debe o2

e los bios enlre un ¥
olro son menos nolorios; por lo tonlo mas
inexaclos.

* la venlana de fiempo es inodecroda pora
lo evoluacion.

e podria deberse principaimenle o los
fenbmenos de adsorcion;

* despreciar los contribuciones de corrienle
copaciliva y caida Shmico, lo que proveca
mediciones inadecuados de i,

® y enconlrames en  un  liempe de
perturbacion poco indicade para ebservar los
combios.

finoimente se presento en lo foblo 2.5.5.1 o
inlervolo de volores de constante de dismulecisn
pora  los lécnicos de  polarografio  y  de
vollomperomelria. .

- Conslanle de dismulacisn (E+7}

ko> K ke
Polarogralio
Ee. 24511 13 -
£c. 245.2.1 2071 - 141
e, 24531 147
Vaitemperomelria lingalee
Ec. 2.5.5.1 900 - 050

Voltomp. Lineal de cololosa

rende, sin embargo el wolor de lo flerolwo
?I.leO’.l.TﬂO’ y 3.0¢107),18260 se encuentiq en
el inlervalo de constonte oblenida pora VL. £l
inlervalo  parg cudlquiera de los mélodos en
polorogralia es mayor por un orden,

Se podria decir que fodos los modelos
proporcionan  volores  de  conslonte  un  poco
elevados. Como ya se menciond esle valor depende
de la lécnica, concentracion de enzimo y fiempo
venlana. Lo posible explicacisn o esle hecho es:

* e ol meélodo propuesto por Koulecky (l)
ne considera lo odsorcidn, ni la semi-
regeneracion de! oxigeno.

* lanlo en ¢ sequndo modelo de Koulecky
coma ¢n el de Kern, loma en consideracién la
semi-regeneracion pero no los fenémenos de
adsorcian.

* en polorografic se considera que el
“envenamicnlo” de lo superficie del eleclrodo
se confrola por lo caida de la gola, pero no
se gliming, Se propene que lo adsorcion de lo
enzima en lo inlefase evile que el 0, se
adsorba con lg mitsma Inlensidad, pero se
podiio concluir que el fenémeno coldlitico es
mayor yo que se observa un incremento en §.
= para VL, los posibles fuenles de error mas
imporlantes som. fo no coreccion de lo
corriente capaciliva y o coida 6hmica, ignoror
lo edsdorcion y fe lealitud del sistema.

Coma padra observurse lus posibles cousos de
desvigcion de la constanle son muchaes, sin
embargo, le constanle no es ton desproporcionada
con respecto o la reporlada en lo erolura. EI
aulor cree que los resullodos oblenidos son
excelenfes dado lo  complejidad del proceso

labs 2317 wobvrs de conslonte die dbmuioots
pare pabmym/b y wodarperomelr decl o lormcds de
& mnhs  constonle (M 2555 e
mm/mmm mxgpoves de 1.5 ol de ennima ealobsa

En esto foblo se observa que los valores de
constunle de d' ﬁmulambn cundxcmnul‘ aoblenidos
vol trio lineal; lienen

vnlures entre 0.5 y 20.71x10%; que es intervolo muy
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CAPITULO HI:
ESTUDIO ELECTROQUIMICO
DE LA ENZIMA

SUPEROXIDO-DISMUTASA



3.0 ESTUDIO ELECTROQUIMICO
DE LA ENZIMA SUPEROXIDO-
DISMUTASA.

3.1 Anlecedenles.

£l oxigeno presenlo vorios inlermediarios en

su reduccion haslo aque; uwno de efios es el

superbxido (0,7}, Los formos de producirse son

especiales, yo que es muy inesloble, entre ellos
« podemos cilor:

+ incidencia de rodiocion gomme 0 UV o
uno disolucion o'cohdlico®, que contengg
oxigeno en ef vacio,

e reduccion de O, por xonling en presencio
de xonling-oridusa en el inlesior de los
célulos.

s regccion  eleciroquimics de O,
solventes aprélicos (DMSQ, DMF, MeCN, Py)
en disolventes prdticos no se forma el 0y,

o disolucién de superéxido de polasio (KO,)
en presencia de  éleres corona® o
criptaloss,

e disolucion direclo  de  supertxido  de
telraetlomonio  (TEAS)Y  en  disolvente
opiblicos.

los primeros esludios? 2 en los cuoles se
enconlroron una serie de compueslos que poscion
aclividad cotalilica pura la dismulacion del rodicol
superduido; lograron que se despeitoro un gron
inlerés (por la imporfoncia que tienen a nivel
celler} en e esludio de melaloproleinos gue
contienen nicleos de Cu. Estes hemocupreinos
presenton lo propiedod de calolizar fo dismutecisn
del radical superdsido, por lo que reciben el
nombie de superbxide dismulgses (SOB). Lo
superdxido~dismutosa S00 (33,000g/mol) es una
de fos hemocupreinas ms imporlantes . De enlre
los SO0 se hen encontrade mocromeléculas que
conlienen niicleas meltlicos; principalmenle de Cu
, ¥ de clgunos olros elementos: Zn (vislodos de
cleroplastos, songre, higado humano); Mg (u!qus,

mitocondrias y beclerios), Fe (bocterios y olros
micro-orgonismos).

Lo regccion de dismulacidn  esponltnea
depende del pH, como consecuencio de los
equitibrios onteriores, En lo lobla labla 3.1.7, se
presentan los valores de censlanle en funcion del
oH.

H k [Imol~15-1]

4 8507 g
»49 1onidd
ccad txted

lobkr X117 Vobres de conslonte o dsmulocitn
esponldnes dol radeo! superdrido en fase ocvesa en
dlevenles ronas de pH

lomado or Bonnsehsen, Chonre & Fleorekl Acte
Chem Svend 1 (1975) 885

Hoy ung conlradiccién entre estos valores y
los repariados por McCord & Fuidovich®¥. yo que
elfos reporfon un valor de conslonle de 8.5¢108,
enlre pH 7 y 8.

El conjunlo de reacciones que se Meven cobo
a nivel celular comprende:

Xanting + Oy - 2rdneceslas | grigy giricos OF
205« 2H* 32, 1,0,4 0,
HO, o O + H* pko=4.88

H0, » HOp « H* pKo=113

En general los mélodos para delerminacion
de oclividod de la enzima SOD se coraclerizan por
producir el suslioto in situ; usendo diferentes
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reactivos y enzimos. los mélodos se dividen
esenciolmente en direclos e indirectos.

e Los indirectos involucron, {recvenlemente,
un reaclivo de color y fo especirofolometria
se ulifiza como sistemo de moniloreo y/0
medido,

e los mélodos  direclos  emplean
inslrumenlos de medicion que  funcionon
como sistemas de coroclerizacion (pueden
ulilizarse lombién como sist. de monitoreo
y/o medido) entre olros: eleclroquimica®®-42,
RMNUEF®, Stopped—(lowi? y RPEAM,

En electroquimica se han relizado olgunos
investigociones inleresunles,

Rige & Viqtine? estudisron la reduccion de
0, en medio boralos pi1=9.9 par polarogrolio
clésica y delerminoron el volor de lo constanie de
dismutacidn ulilizendo una telacibn de cortientes.

Mas larde Rigo & Rolifio* proponen fo
determinacion simullanea de coltalasa y SOB, con
una disolucidn de materiol biolsgico on borato.
utifizando el modelo de Koulecky mencionado en
lo seccivn 2.1

3.1 Antecedenles

Agese £ y coloboradorest™, estudion la
reduccibn de oxigeno en piesencic de SOD,
ulilizondo un eleclrodo giralotio de disco con uno
pelicula de mercurio. en un inlervolo de pH de
7.5-12; [SOD]=30-7-108M. [IPPO]=5+10-M, [n
este tobalje se encuentro que lo velocidad de
dismulacién es maxima enlre pH=7.5-8.4

Yomoguchi S,y colaboradores?,
delerminaron fo presencia de trazos de SOD, y su
aclividod por lo técnica de Vollamperomeliia de
pulso anddico en una disolucion buffer de boralo—
carbonalos pH=11, PPO=2.4010-'M, ¥
EDTA=2+10-*M. La conlidod minima defectotle en
condiciones muy especioles os de 10°1M, .

Todos los esludios de dismulacion, en
presencia de enzimas, no eslan ocompohados de
un ontfisis de adsorcion  en [l inlefose
eleclrodicd. Con el fin de puner en evidencio el
fenameno de adsorcion {que ofeclo grandemente
los mediciones), en esle lrabgjo se reofza un
esludio de Cronocoulembimetiic de pulse inverso
ademis de lensemelri en vorios disoluciones. £n
voltamperomelria lineal se espers estimor ¢l volor
de la conslante de dismulacidn y poner en
cvidencia la exislencia de superdxido. De fos
resultodos que se obtienen se concluird ocerca de
la volidez de los valores de  conslonte
determinados en la literalura.



3.2 Cronocoulombimetria de
pulso Inverso.

3.2.1. Morco tedrico,

Con el fin de conocer si exislen fenamenos
de odsorcidn en fo interfose eleclrodo- disolucibn
de ES (0.1M, pH=7.8), oxigeno y la misma enzima

s¢ p e cf
de pulso inverso, El sistemg de eleclrodos usados
en los cxperimenlos de CC pora S0D fueron los
mismos que en fo seccion 2.2.1. €5 imporlonle
hacer nolor que a dilerencia de eslo seccion el
pH de solucién es de 7.8, mienlras que aquéllo es
de 7.0. Lo simbologia uliizodo, osi como las
caracteristicos de fa lécnice hon sido descritas en
el copilulo onterior (seccién 2.2.1).

Porg estoblecer el valor de potenciol de
inicio y of polencial findl, asi como el tiempo de
pulso, se lrozd el vollomperograma fincal de £5 o
v=50m¥/s

ek
8

-
E {mViAg-AgCl}

£ L2171 Vodomperoprone kol de £8 pH=74
QI Zpene o solwdcin 8 50 mis

En lo figura 3.2.1.1 se peesento lo reduccibn
. de ovigeno o soluracién (0.218mM) en fo
superficie del EGSM. Se observe el pico de b

pimera  reduccion  con  Ep=-0.300V -
oproximadomente~ con respecto al elechiodo de
teferencio; bien delinido y separado de fa barrera
anddica. Se observa que exislencia de una sefal
de pre-pico oproximodamente o -150mV. la
sequndo onda de reduccion del oxigeno esté
conlundida con el limile de reduccion, Tombién, en
eslo porle, se esludio Gricamente la regién de lo
primera reduccién por los mismas razones que se
disculieron en la seccisn 2.2.1.

3.2.2. Congdiciones de medida.
Con ¢ objelo de coracterizor el

comporfomiento de ES, £540,, y £S+0,+Enz; se
1ealizoron varios experimentos en CC:

-

(1) -troz0 de cronocovtogromas con -AE de
50, 100, 150, . . . y 400mV: para coda valor
de 7 (10, 20, 20, 40, 80 y 150 ms).
Represenlacion g dfica, para cada uno de los
cronocoulogromas, de Oy vs /7 y de G, vs
O (fiqure 2.3.0.2 del capilulo anterior).
Obtencion de los valores de my, my, by y by,
por regresion Fineal,

(2} Con el fin de delerminar si el oxigeno
fambién se odsobe en la interfose; se
reglizé io mismo serie de experimenlos de
{1) para ES solurado con oxigeno.

o(3) Por (Himo, pore confirmor fo aclividod

perlicicl, pora diferent toc
de enzimo ([Enz]), se oplicd o mismo
procedimicnio Gue en (1). Lo concentracion
de enzimo fué de: 0.3, 06, 0.9, 1.2, 1.5,
1.8, 2.4, 3.0, 3.6, 4.2, 4.8 y S5.4nM.

o(4) Para conocer fo respuesla del ES+0,4Enz,
se procedio de manera simitar @ (1) con
coda una de los concentraciones de enzima
citadas en (3), en presencia de oxigeno.

3.2.3. Comportamienio de ES.

En Jo fiqura 3.2.3.1. se mueslra la respuesta
lipica de lo reduccion del ES, a dilerenfes
magniludes de pulse de potencial y 7=$50ms. Lo
superficie del ECSM se renové en codo medicion y
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su drea fue proclicomente constonte (4.87€-3
cm?)

[-3]
- e Ry v-v.A|
3 .
(=]
o
g J2A!  Respuesle conclensice &1 bs

mperinenlas oo LU de b redoreidn de orgere o
Sofwmckn, en £35S pH=78 O1M V= 50 miss

.
A iquol que.en el capiluke anlerior se
linegrizaron  todos los  cronocoulogramas  parg
separar los componenles de corocler difusiondl y
superficigl. De los valores de ordenada para el
pulso direclo e inverso (b, y by} se caluld lo
carga gastade en lo doble copo Q. Es imporlente
hocer notar que pora que exislon lineas reclos es
necesario que exisla uno especie electrooctiva
para que siqa la ecuacion de Collrell integrodo.
Asi como en el copllulo anletior; se cree que o
. oxigeno lompoco fué eliminado completamente, y
gracios o ello es posible evgluar lante m y b de
los pulsos direclo ¢ inverso pora el ES.

En la figuro 3.2.3.2.0 y b se presenton los
volores de pendiente directa e inverso para ES en
funcion del pulso de potencial, In los curws se
muesira un pico muy ccenluado, cuyo wolor
maximo se encuenlro alrededor de ~250mV . Esle
es mas evidente en el pulso direclo y tempos de
pulso pequedos. Es prabable que se deba a:

® la concenlracion de o especie 0,
oumenta un poco en pH =78 cen sespeclo
a pH=7.0 y es posible que quede O, en uno

J: de Jesirs Gorcia

coniidad moyor {razén por fo cuol los

pendientes de @ vs (/7 deben ser mayores)

e se observa en la figure 3.2.1.1 una sedal
pre-pico, osocisde o lo sehal de reduccion de
oxigeno, olibuida @ une fuerle odsorcibn. y que
se observa también en CC.

1000
&
5 s
F n_/"\\
o
04 02 4]
EtmViAa-AaCl
8)
200
q
£
3 1200
G
L4
04 02 o
Ef ViAg-AgCl
b

1 J2120) Wkves de pendiente do Jy recle O
15 2 g derentes (émpos de aouucadn 8) Vobres e
pondienle de b kieorwackln dof pibo awerso o wlves
der =W IR0 J0 AB) g A [Shs

D+l valor de pendiente inversa no se observa
la oxidacidn de lo especie odsorbida, sin emborgo
numénicomente  es  moyor. Cosa  que es
conlrodictoria, ya que el proceso de oxidacitn es
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muy lento. Lo explicocion mbs coherente s que
exislo un combio considerable de lo comiente
debido @ los fendmenos adsortivos,

3.2 Cronocoubomb, de SOD

¢l volor de los excesos superficiales para el pulso
directa e inverso, muestran lo odsorcion de o
especie electroactiva adsorbido. A pesar de que
los dotos de Qg son muy diferenles, los de nFAr,
no o som esle implica que g reoccién
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Los wolores de nfAr, fueron colculados o
partir de los valores de Qg y de los valores de
ordenada ol origen b, y b, . En la figura 3.2.83b
se representan los valores de “exceso superficial”.
Para los experimentos de S (olgunos autores le
llaman experimentos de extrusitn); la diferencia cn

eleclroguimica de lo epecie adsoibido combio de
manera sustoncial lo estructura de lo inlerfase. Se
observa que f magnilud de lo odsorcion cumenlg
con lg mognilud de af, Segtin lo forma de los
curvas, se cree que exisle ung soluracion de lg
inferfase yo que no cumente el valor de exceso
superdicial con af.

3.2.4, Comporlamiento de ES+02,

De la disolucion ES con oxigeno o saluracion
se aprecia lo siguienle:

£n lo fiqura 3.2.4.1 se mueslron los cusvos
de pendientes m; y m, vs AL o diferenles valores
de 7. [n lo grafica 3.2.4.1.0 se observa que los
curvas de my presenlan un comportarmicnto poco
uniforme, yo que o v pequedos presentan un
méximo en aproximadamenle ~250mV (el valor de
polencial y lo respuesta en general es lo misma
que pore la figura 3.231.3; que viene o
corroborgr que electivomente exislen lrozas de
origeno ¢n £S). Se observo uno “ondg" incomplela
de reduccion yo que no se dlcanza ¢ deleclor lo
meseta, debido o:

o ¢l pH modifico el volor de potenciel de

reduccion

e la couso mas imparlonle es ef fenbmena
de adsoreidn que modifico el valor de polenciol de
reduccion (AL debio de oborcor hosto 600mV
minimo).

En el coso de m, lodos los curvas
prezentan lo misma tendencio (3.2.4.1.b) solo que
la pendienle es un poco moyoer comparada con lo
seccion onlerior, donde lo concenlracion de
oxigeno ¢s menor. Aqui no se observa el “pico”
inlenso de odsorcién,
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3.2 Cronocoutomb. de S0D
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En lo figura 3.24.2 se presenton los valores

+ de exceso superficiol pora Est0, en funcion de

AE o 7 vorigble. los curvas presenton uno

. lendencio muy iequios y diferenle o lo figwe
3.2.3.3b:

* poro AL<200mV el término  ofAT,
. aumenta
* cuando AF>200mY, disminuye.

ol

£l valor de cambio draslico de se

> de saluracion observado en lo seccibn
anterior. Existe un volor de polencial donde el
exceso superficial es nuo y dependa de -, Se
concluye que la presencia de origene modifice de
manera evidenle los condiciones de ls inferfase,
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3.23. Compordomienlo de ES+Enz,

Para ung disolucibn donde se burbujed
niltbgeno se frazaron los coulogramas respeclivos,
de los cudles se fmcarizaron  obleniéndose
efeclivamenle lineas rectos. Los figures 3.2.5.10 y
b muestran los pendientes de o finearizocion de
ambos pulsos para diferentes concentraciones de
enzima. En lo figura 3.2.5.1.0 se observa que el
incremento de pendienle, se encuenlra clrededor
de =150 o -200mV. [ "pico” se incremenla
conforme [En2] oumenlo. Las posibles causas de
csle  fenomeno pueden ser:  collisis  de
dismulacion det oxigeno en lo solucion
yfo adsorcion inlensa de los componente de la
disolueidn. La pendienle pora el pulso, inverso es
procicomenle  la mismo  porg  lfodes o

encuenlra enlre =150 g -200mV, precisamenle en
la 20na de lo aparicion del pre—pice de adsorcion.
Para [540,, por lo lonlo no se presenta el

trociones de enzima.

34



3.2 Cronocoulomb, de SOD
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32,6, Comportamiento de ES+Q04Enz,

Por dllimo se estudiv la disolucion que
conliene oxigeno o salurccion, en presencia de
SOD. De fa representociobn de Q vs 12y de O, vs
6 se obluvieron lineas reclos de los cudles solo
se estudi los valores de pendienle y ordenoda

b}

£ J28L  Pendinles do by breos rclas do b
funcdin Oy 17y 0, 5O T =155
L) 4 0 8 IS5y o Stk

la figwa 32,52 muestro los valores de
WAL pare la enzimo o r=150ms y diferenles
concentraciones de enzimo. Lo interfose sulte
nuevamenle combios draslicos: hay en priimer
logor una zong de defecto y finglmenle ung
pequefo zona de exceso superficiol, Exisle un
polenciol de exceso superficiol nulo  que se
encuenlre gproximedomenle o -300mv. Por fos
combios drésticos en los valores de excaso
superficial, se corrobora lo aclividod superliciol de
Ta enzime,

para ol pulfiso direclo e inmverso.

[n los grofices de o figura 3.2.6.1 se
presentan los volores de pendiente m, y m,. Lo
curvg inferior es aquelia donde Jo enzimo no esla
presenfe. El walor de o pendienle se we
incrementoda pora fas curvgs  superiores que
muesiran de monero evidente como lo enzimo
produce un "exceso™ de oxigeno en lg inferfose.
Se observa que sble pora valores de AE<-200, se
produce esle incremenlo, que e en la zong donde
se encuenira el proceso difusional del oxigeno. No
se lienc ung onda bien definido. Los volores de m,

ne se modifican enlre si, ni con respeclo a
£S+Enz.
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3.2 Cronocoulomb. de S0D
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Lo figura 3.2.6.2 mueslra el volor de corgo
superficiol paro el proceso de dismulacin a lres
diferenles concenltociones de enzima y un valor
fijo de liempo de pulso (150ms). Nuevamenie lo
interfase sufre modificociones, que se observan
por la forma de los curvas. Lo interfase posa de
un excese ¢ un defecto y e potencial de exceso
nule ¢s cercone o -300mV El
comportomicalo es similar a £S40,, ounque fo
magnilud es menor pura £S5 +0,4Enz,

Se puede concluir que la adsorcion de o
especie que produce un pre—pico eslé asociada
con la presencie de oxigeno en solucion {en el
siquiente capilulo se demostrard). La odsorcion es
ton intensa que mediflica de monero cvidente lo
corgo de lo doble copa. €l proceso de odsorcian
pora el 02 es mds inlenso que of de fo SOD yo
que el comportamiento de exceso superficiol de
los rqums 3252 y 3262 & o mismo. Lo
presencia de colalose produce un desplazamienta
de lo canlidod odsorbida de Oy y e oumenlo de
pendiente para el proceso de difusional.

Pulse Viag-hAgCl

/&1?‘/ ercoso syperded de s especks que
se encvention adsbies of ckclade y gue s rediicen:
dsodiknies de earine o diereates concenliocanes; @
by Stk

Pueslo que se han demostrado Jos efeclos
de cado una de las especies en la interfose, se
propone redlizar cxperimenlos de tensomelric con
¢l fin de corroborar ha adsorcisn de la enzima SO0
¢n diferenles condiciones de {robojo.



3.3 Tensametria.

3.3.1 Marco ledrico.

En eslo seccion no se reolizaron
prect traci de 500 en elecliolilo sopurte
{ya que la contidad de enzimo era muy limiloda).
Can el objelo de corraboror odsarcian de enzima,
oxigeno y fo posible existencia de un fenbmeno de
odsorcion/desorcion,  cuondo  ambos  estdn
presentes, se redizaron esludios lensomélricos en
diferentes condiciones.

3.3.2 Condiciones_de medida.

Todos los condiciones operalorics, e eslo
seceion, fueron similates o los reolizodas en los
experimentos {ensamétricos con  calalose. Lus
{ensometrios se trazaron, a qroso modo, de la
siguiente monera:

« Paro conocer el volor promedio de
comienle de pico y su reproducibilidd; se
lrozoron 3 vollomperogrames  de una
disolucion  de  ES+0,, o solurocion. Los
polencidles de inicio y finat furon de 150 y
“§00 mV repeclivamente. Ei potenciel de
inicio corresponde al valor méximo permilido
por ¢l limite de oxidacion def mercurio. En el
potencial final se encuentra ¢l sislemy, en
condiciones de marimo grodiente difusional
(corriente limilada por difusion).

o Posteriormente s¢ ogregd 500 hosta
alcanzor una  concentracion de D4 oM
aproximadomenle; que es To concentracion
maxima con que se trobaj.

e Se lrazaron tensomelrios con £o=130mV
y 1;=155 conslonles. €} liempo h?vuriable)
fué de: 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240 y
300sequndos. E) significado de Ly b ¥ 1 5€
ha disculide en la seccion 2,31

» 1la monera de reolizor las lensamelrias
en  condiciones  conveclivas  y  de
preconcentracion fueron fos siquientes:

« i) circuite  ctergdo  sin - ogilacien
{lensametria modificado).

e i) cicilo obierlo con  egilacion
{lensamelrio modilicada).

o §i) cicuite cerrado con aglocion
{tensomelrig notma).

33,1 Comporlomiento de ES+0p4+Enz.

Lo fiqua 3.3.3.9  muestro las  curvas
lensamétricas oblenidas en los condiciones que se
enumeraron en lo seccion 3.3.2. Se observo en los
\tes condiciones de medido, Yo existencia de dos
senales. £l pico mayor que oparece @ -250 mV,
coresponde o lo reduccion de oxigeno. Lo
cortiente de pico (i) vs VW sique la ley de
Randles Sevcik {véose fo figura 3.4.3 de la
siguienle  secein). Lo sefal pre-pico que se
encuenlia ol pie de lo reduccion de Oy se
encuentro o - 108mY (figure 3.3.3.1). Lo carrienle
del pico de moyor intensidod disminuye y el
polencial de pico se hace mas calodico conforme
o tiempo de preconcentracion qumenta, Lo forma
y mogniled de cslos cambios dependen de lo
forma en que se 1eqlizo la preconcentracion.

o Por lo aparicin del pre-pico en uusencia
de enrime, se concluye que dste, esld
relocionodo con el oxigeno (figura 3.4.2.1 de
lo siquiente seccion).

o De lo figua 3.3.3.1i, se cbserva que hay
una adsorcion nolwral de lo enzimg, Qque
madifico las corrienle de pico y pre-pico
(sobre lodo del primeto).

e Cuondo se cierca el circuito, figuro
3.3.3.10, exste un vumento en la corriente
de pre-pice conforme aunenta t lo
contrario ocutre para el pico de reduccion.

» Ung consloncia en fos dos corrientes se
observa pora los curvas de lo figuro
3.33.10w lo que significa posible saluracion
de lo interfose por fenomenos de adsorcion,

En fo lablo 3.3.3.1 se muesiran los valores
de corriente de o seaal pre-pico y de lo corriente
de pico de reduccion de oxigeno en los fres
condiciones de medido. Aparlir de fos valores dela
lobla se observo:
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e pora los condiciones i) el intervalo de
corriente pre-pico es de 0.223-0.256pA,
mienlras que para el de pico es de 0.897-
0.794pA respectivomente. Lo magnitud de
los cambios en coda una de lfos corrientes
es pequeha cuondo hay uno concenlratibn
nalural,

= cuondo fas condiciones son @), o
inlervalo de cortienle pre-pico (ipm) es de
0.258-0.371pA, mientros que pora e de
pico cs de 0.862-0.7594A respectivomenle.
1os cambios en las corrienles son graduales
conforme §; oumenla.

e en condiciones son @), cl infervalo de
(ipoas) €5 de 0.247-0.33Buh, mienlras que
para (i) es de 0.823-0652uA En esto
parte se ebserva un combio gronde pora los
dos corrienles o 1) pequedos, pero cuonde 1,
cumento, lienden osinloticamente o un volor
conslanle lonto lo i4, como §.

Se concluye en esla porle que lo adsorcibn
fonlo de lo enzime como del oxigeno se
incremento con ogilacibn & imponiendo potencial.
se fleqo a una =aturacion de lo inlerlase que no
permite que iy, Sigo oumentando. Con los
evidencios onleriores de infensa odsorcion del
oxigeno y de SOD se procede o reclizar
experimenlos_ de vollamperometria lineal.



3.4 Voltamperometria de barrido
lineal de potencial.

141 Marco tearico,

A pesor de no poder reolizar  los
experimenlos de polarografia clasice por follo de
enzima SOD se procedia o realizar mediciones en
. £l significado de £, iy, inadss £p ¥ Eppy s€ hon
discufido en seceiones onleriares,

En lo figwa 3421 se presenlo el
vollornperogromo oblenido pura lo disolucion de O,
0.218mM sobre EGSM cn medio fosfatos pH=7.8.
0.IM. En el vollomperogroma se observan dos
sefgles: un pico que dporece o un valor
optoximodo de polencial de -300mV (pico 1} y
olra sedol o un volor de pelencial de -100mV
{vico H). Si se reoliza ¢l barsido con cgilacion e
las mismas condiciones se observa que el pica |
se modiica, el pico Il practicamenie no combia,
se podrio decir que ef pico | esta conlroiudo por
fo dilusion y lo especic es soluble. £ pico il
posiblemenle no esta conliolads por difusion,

~J

E (mVipg-AgQl}

My IA27  Bofemperogramg corcleniiico pora
U, 0 sotvaridn: D218l £3 p8=7.8 QMM y r=50
mifs

3.4.2, Condiciones de medida.

« Ung serie de vollomperngromas se lrazan
o dilerentes velocidedes de  barrido  de
potencial enlre  5-250mV/scq con el
propbsito de estudiar la evolucion de gmbas
sefales,

* puo codo wno de los  wvelocidades
onlerfores s¢ agrego enzima fol que en
disolucion o [£nz] sea de: 0.3, 0.6, 0.9, 1.2,
15,18, 24,30, 36, 4.2, 48 y 5.40M.

3.4.3. Comperlomiento de [S+0),

{o fiqura 3.4.3.1 mcesira ef comportomicnto
de lo seduccion del origeno o diferentes
velocidodes de baorrido.

O

1{eh)

E ImV7ao-AgtH

M JL220) Aediucedn o orggens o Herenles
yelrises de bormilo ob polencirl £5 pit=78 O i

Se observa que los dos picos oumenlan en
magnitud con la velocidod de barrido. Sin emborgo
el qumento refotivo de el pico Il es mayor.

En lo figura 3432 se muesticn los
registros de corrienle de pico en funcidon de vI72,
£l comporlomienlo parg ef pico Iy Il corresponden
o linegs reclos. ko linea superior represenlo al
pico I; la inferior, e pico N; la inlermedio, la
diferencia enlre ellos. Los dos reducciones podiian
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eslur conlmlados por difusion en ¢l inlervolo de v

b sin embargo, es imparlonte nolar que
cmsle un volor de ordenada al arigen en la linea
superior, 1o gue nos indica que ol proceso difusive
tiene presencia de fendmenos de odsorcion,

viviel®u2

g ILI2  Feprosonlocen de [, v P2 pewy os
o5 procesas de roscckn % ; o rediecisn e 9
(ko Je P /A,*ﬁwy:/;wall

Con el fin de conocer el caracler de los dos
respueslus, se reelizan las groficas de relocion de
pico en funcion-de v y de v/2. los parometios
anlesiores, son imperlontes para  carocterizar
procesos de adsorcion en voltomperomelrio ciclica
¥ lineal; donde existen procesos de adsorcion de
los especics involucrodas en ef procese de
transferencio de clectrones

Lo figure 3.4.3.2 muestre ta variocion de lo
relocion de corrienle del pico pare el procese
S0l T4 (pre-pico, pico 1} y del proceso
difusivo {i,. pico 1) en funcion de v y de v"/2. Lo
figura 3.4.3.2.0 mucslra los valdres de o relocion
del pice de edsorcion en funcibn de v. Se observa
que hay un comportamienlo asinlélico y tiende o
un valor conslante confarme v se incrementa. [l
comporlomiento anlerior es carocterislico pora los
procesos:

® reoccion quimico acoploda
e proceso de adsorcion inlenso

J. de Jesis Garcia

Lo figura 3.4.3.2.b. lo relocion de cosrienie
en funcibn de raiz cuadrado de barrdo de
poiencial, Lo curva muestro que le relocion,
oumento de manerg asintética contarme vM2. La
desviacion del comportamienlo lineal; es propio de:

* un sislema donde exisle adsorcion de la
espacie electrogeliva y su producto, peto
mas intensa paro el sequndo. Lo onlerior
conlirmg fos fesullados de CC.
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J.4.4. Comporlomiento de FS+0,+Enz,

Al realizor los experimentos en presencio de
enzimg; se encvenlra que los dos lenémenos
(adsorcion y colalisis) siquen Yevandose o cobo y
los valores de corrienle se ven modificodos por
[Enz], en los diferenles velocidades de borride. Lo
tepresentacion de iy ¥ de ingg v8 [En2] pura codo
v, nos propercionan sendes facos rectas {lodos
los volores de coeficiente de conelacion son
cercanos a o unidod). Como es imprictico
presenlor lodes las rectas, sélo se mostararan los
volores de pendiente, ordenada ol origen pare
coda v.

Lo loblo 3.4.4.1 presenlo los volotes de
ordenado ol origen y pendienfe; de fo
represenlacion de ip y de iy vs {SOD] para
diferentes velocidades de baride.

b ot
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[} 1] 01 120 04 .3
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Jose A4.2. 1 Volores o pendienla y ordenadzs of
o e lox repeeseniocines de vy [V pers ks
das paos y pors b resle ot ombos. o> 0.95 pors &1
maywiz de ks reclas

= se observa por el volor de fus pendientes
que lo enzima SOD produce un eleclo
cotalilico. Esto es muy importonte yo que
permile  demoslror  lo  exislencio  del
superbxido  gin  en fose ocuoss. El

Voltaamp, Lical de SO0

superéxide s muy ineslable, seqiin Argese!!
y Divisek!, lo velocidad de descomposicion
cotalizada por e disalvenle es de 8¢107, 1o
cual  confirmo  que la  velocidad de
dismulgcion de superdxide provocada por lo
enzima es moyor que lo descomposicion de
superoxido en ogua.

* los ordencdos ot origen de los rectas de
ip se incremenfo. I incremenlo en los
ordenodas es uno muestra que lo enzimo se
adsorbe en lg inferfase.

« ¢ valor de la pendienle pura los reclos
ipdos  lambién  se  incremenlo;  esle
incremento  confiema o mencionado en el
parrafo onletior, "

Tombicr, de manere parclela, se realizaron
los graficos de iy contra v'/7 @ dilerentes valores
de |SOD) obteniéndose lincas reclos en la
moyoria de los cosos con un coelicienle de
correlocion mayor o 098, Lo toble 3.4.22
presenta los valores de pendiente y ardenadn of
origen de las reclas ip vs v'/2,

Pend. y ord. de ks rechos b vav!d7

{500 e froros conceriracones)

150 P *0
£l Y »
(2] 50 215
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198k J1.2.2 Iobres o pendiale y ordbnode of
ogen de ko repesenlocin de B s V7 @ ditrenles
concentiacines de ening,
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Es imporlanle hacer nolar; que fos volores
de pendiente (m) y ordenodo of origen (b)
gumenlon en codo una de las curvas de monero
directa con [SOD]. En el coso de b es lagico se
dé un incremento, yo que se irata de coldlisis
quimica de dismutacion; pero en m, no €3 lon
evidenle, En este coso; el proceso colalilico se ve
favorecifo o v pequehes; cosi no se detecla o v
alles. lo cudl provoca disminucidn de m q
[Enz]=constante. A concentraciones mayores SOD,
la pendienle de Tas reclos iy vs v#2 debieron ser
menores.

Li principa!l problema parg e colculo de lo
conslonle de dismutocion; es la intense adsorcion
que se manifiesta del oxigeno y su prducto de
reduccion. La técnics que puede lencr una posible
vertajo es lo polarogrolio; por su  diferenle
venlong de liempe y lo gion contided de
microclectrodos que uliliza en code banide de
potencicl. El principal problemg de cllo es ko
necesidad de ulilizar concentraciones mayores de
enzimo, cose que impidia o outor, reolizor un
estudio mas complelo.

fn esto parle del trabjo sébo se logeé paner
- de maniliesto el proceso de coldlisis y de
odsorcin por diferentes 1éenicas eleclroquirnicas.
Se comprobé que o supgroide es  un
inlermediorio cn lo reduccion del oxigeno y que
por su gron inestobilidod no se monifiesta en
técnicos tentos como la VL o los v oqui
considerodas. €1 orden de lo velocidod de
dismulacion  de  superéxido, o  diferenles
concenlraciones de enzima, es mayor gue Bei07.
Lo que demueslra que ambas enzimos estudiedos
son exremadamenle répidas.

J. de Jesos Garcio
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4.0 Conclusiones.

En esle frabojo se veclizaron olqunos
colculos ulilizando n=2 paro la primera reduccion
de oxigeno; ounque, de la ferature se conoce que
todus fos tronslerencios elecliGnicos son de un
electron. Eslo es posible yo que existen rescciones
quimicos ocoplodos y el proceso globol puede
visualizarse de manere difcrenle; sobre lodo si la
forma de, pestubar el equilbrio es fenta. Lo
anferior sz oplica ol proceso de reduccion de
oxigeno o perbxido de hididgeno con  técnicas
lentas come la polarografio, ya que la velocidad
de dismulocion del ion superoxido es muy grande.

4.1 Conclusiones del copitulp 1.

* De los resuttodos obienidos en lodos los
experimentos del copilule 1 se  deducen los
siquienles conclusiones:

= ta CC muestro que:

ELES se adsoibe. Véanse by y b, bn la tablo
2.2.3.1, que provoca que nFAL;nFAD,, Lo
anferior  concuerda con los esludios de
Parsons & Zobel” Lo copetiloncio ne es
constanle, como consccuencia del proceso
de odsorcién.

la ‘molécule de  oxigeno s reduce
imevessiblemente, (fg2.2.4.1), en Yo fiqura
2.2.4.2. se observa lo “ondo” de un proceso
difusional. El oxigeno y su produclo son
odsorbidos en et EGSM ya que I‘lvll‘z
{lobla 2.2.4.1),

Lo enzima cololasa no cs electroactiva y se
adsorbe de manera especifico y preferenciol
en EGSM.

" o g lensomelria confirmd lo odsorcicn de
lo enzimo y su dependencia con t, 1 y Eg.

* En  polorografio, lo  constonte  de
dismulocibn cotalizado es voriable en cada
uno de ks modelos ulilizados. Lo velocidod
disminuye con l¢ contidud de cotaloso:

debide o odsorcion del oxigeno y cotaloso.
Se maniliesle une competencia enlre lo
adsorcién y el proceso colalitico.

e [En vollamperomelria  finea! ocure el
mismo {enbmeno de  “compelencia™. Se
controla la adsorcibn intensa, yo seo del O,
y/ 0 su produclo de reduccion.

e 1q velocidad delerminadoparo lo reaccibn
colalizada por lo cotoloso no puede ser
exatio y confioble. A pesar de ello, el volor
oblenido en polarogralic y V. es cercano o
los que se encuenlron publicedos en o
Fletglurs por olros lécnicas.

En ¢l coso de ES pli=7.8, donde se esludio
lo enzitno SOD,

® Por CC se enconlrd que el ES lombién se

adsorbe especificomente. Lo copacilancia no

es constonle, sobre todo a + pequenos (fig

3230y 32.3b).

[ oxigens y su producto de reaccion se

odsotben especificomente de monera inlensa

(figura3.2.4.2)

la cnzima SO0 presenio uno  adsorcien

menar, debido @ su gran volumen {3.25.2).

e [n iensomelic  se  manifiesld  lo
adsorcion  intensa  del  producte  de o
reduccion del oxigeno por lo posicion del
pie-pico. I pre-pico de  odsercion  se
inctemenlo con lo qgilacibn y 4 o v=cle,
(figuea 3.3.3.1).

* Por voltomp Irig s di tico 1o
adsorcion inlenso del 0, y de su pfoduclo de
reduccion  (figuos 3422, 34320 y
34.3.2.b). cotrobarando los resultodos de CC
y dlgunos dotos de fo literatura™,

Debide o lo intenso adsorcien no se pudo
calcular el valor de lo conslante de dismulecidn,
sin emborgo. si fug posible hocer una estimacion
de 'a k y poner en cvidencia lo existencio de

m



superdxido. El valor de lo conslanle es mayor de
Bo10%. El oulor considera que los conslontes
evoluadas  por  fos outores  mencionados

tesi te, deben iderarse dicional
ya que dependen comptelomente de la canlidod de
TPPO en solucisn.

Sugerencigs importanies:

e s necesorio esloblecer nuevas relociones
que tomen en cuenls la adsorcion,

® Es muy imporlonte reclizar esludios de lo
doble copa siempre que se hogo eleclioquimico,
sobre  todo, cugndo  se  ifgbajg  coh
mocromaléeulos orgbnicas para tener certidumbre
en los resullodos.

4.1 Conclusiones
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ANEXO A

A.1 PARTE EXPERIMENTAL

A11 Moterio! v eauipo utiizado.

Lo figura A1 mueslio los dos celdos
empleados poro 1o opficacion  de  diferenles
técnicas electroonoliticos. Cado celda se oisk’
_con cubierlos que permiten 1o introduccion de
eleclrodos y gos.

ESTA TESIS WO mepE
SALIR BE LA BIBLIOTECA

trabajo se abrevio ET o el simbolo . paro
referencia (R 6

y pura los quxtigtes A 6

g AL LT Cotlos utirodos:  of con equo
. BASIY) T favnpuleds mediinle  wledzse por

compuledog)
&) con dos polencirsialos /%P 7y o

modactore pacinol

Un sistemo de fres cleclrodos wlilizaron
todos los equipos eleclidnicos, los electiodas
fueron vaorios, o soher ~ Trobgjo.~ gola

" suspendido {EGSM), goleante (EGMY y de poza de
mercurio (EPM).
~ Awxiliores,~ plotino y grofito.
- Relerencio.~ colomel (ECS, soturado con KCI),
plata-cloruro de ploto {KC! 1MW) y de platina
{cuosi-referencia).
En ¢l cuadro de la figura A)L1.2 se muesiro lo
tolafidad de ellos.

Todos los electrodos  solidos  fueron
adquiridos en diferenles cosos  comerciales;
mientros que ol mercurio, de grado polorografico
(Merck). Poro designor o los elecliodos - de

EGSu,

|

Colomel,  Ag-AgCl  Plating|

1L
"

¢
plating qralilp

g AL2 dierenles lpos o ckelodes:  of
de lroboyo, EGH EFH y EESUE 8) referencir, M-
Hy 1z Ag-AelY yr cowsi-relevencin: Pl-Dokeny o)
aundives, A y C profia

En Yos experimenlos, donde hubo necesidad,
se desplozd del clecirofilo ol oxigeno por
nitrbgenc. £ nilidgeno comercial {en fonque) se
burbujed a-través de una disolucien de eleclrotilo
soporte; ontes de pasur of inlerior de lo celdo de
trebajo. Cuando fué necesaria su presencia se



salurd la disolucion con un flujo de aire. Lo
concenlracion de oxigeno se delerming con un
eleclrodo seleclivo.

£i malerial volumétrico ulilizado en toda lo
pate imental se colibed previ le. Nuevas
y especificas  fueron lodes los puntes eppendor!
que se usaron pard los odiciones de volimenes
pequenos.

£l equipo eleclrénico fué variodo:

« Polenciostalo morco PAR modelo 1744

e Anglizodor Eleclroquimico marco  BAS
modelo 100

- « Polencioslolo marca Metrohm  modelo

Polorecard 626

« Polencioslolo de Fabricacion Nacionol
(Universided de Guangjuato)

® Medidor de oxigeno marco YS! modelo
54A

o Croficodor XY rmarco PAR  modelo
REO150

los esquemas de lrabujo se representon en
fo figwa A1.13 pare los dilerenles lécnicas
eleciroanaliticas.

Para la preparacion de! cleclrolilo soporte y
los reaclivos se ulilizé oguo desionizada. los
reactivos fueron de grodo cnalilico:  KH,PO,,

T NeHPORIZHO y WO, 30% p/v. Fueron
odquiridos de Sigma, la enzima cololose EC
1.11.1.6 (polvos purificodos de higado de bovino)
y superoxido-dismutasa SO0 EC 1.15.1.1 {polvos
liofilzados de rabano). Los enzimas se disolvieron
en eleclolito de fosfolos; que es e medio
recomendedo paro Su disolucian. Se usoran los
enzimgs  inmediolomenle  parg  cvler o
desnoturalizacion y, consetuente, pérdido de
aclividad.

J. de Jesos Garcia

=3 wan:ram ¥ GRASIGAIGA
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1o »(ll.l' Lsquemas ¢ foboi a
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El volumen inicial de electrolilo fué de 13
ml. Pora evilor combios importonles en o
volumen, y por {onlo en los concenlraciones: se
pipelearon lodas los reoctives con micrepipeles y
punlas eppendorf,




ANEXO B

B0 Técai ! o

Lo electroquimica  onolilica es  ung
metedologic muy completa yo que  posee
- diferentes lécnicos. Se  dividen, segin su
respuesto en funcion del liempo, de manera
generol en: eslacioncrios, no  eslocionorios y
pseudo-estacionarias. las estacionorias
presenlan conveccion y superficie electrodica
conslonle; su respuesta no veria con ¢l tiempo.
Se dice presenton un régimen estacionario,
(ROE). Lo wollgperomeltio con disto giratorio y
d:sco onille son técnicos estucionarios. {n fes ro
no exisle ¢ i6n, qunque, lo

-superficie es constanle. La respuesta es funcién
del liempe y en condiciones de régimen no
estacionario,  {RONE). Los cronomélodos  y
vollamperometria lineol y triongular son ejemplos
de ello. Enlre los onterices se encuenlron los
lécnicos  pseudoestacionorios:  donde  exisle
conveceibn pero lo inconslancia de . superficie
provoca que lo respuesto dependa del liempo. Se
dice régimen pscudo-eslacionario (RPE). Todos
_ las polorogrofios presenton eslos carocleristicas.

B.1._Polarografio. clgsica -

le polorografic emplea un eleclrodo  de
Mercuiio, mclnl liquido, que fluye por el inlerior
de un lubo copilar y que coe por accion
grovitaciona! o por medio de un mortite. Es una
lécnica pseuda-eslaciomria debido d
to y de o
supevr cie l:lctllbdlcu En lo figuro B.I.1 se
presenlo el programo de polencie! impuesto,
supetficie de lo qolo y respuesle lipico de
polorograma  de ko disolucion  solurgda  con
oxigeno.

Lo corienle producida por  recccion
electroquimica es proporcional o fa concentracion
de especic eleclroaclive. Lo forma, tumafo y
valor de potencia! en que aparecen es funcion

de: especie, electrofilo, temperal
nomero de eleclrones, velocidad de llunslerencm
de eleclrones... entre olros. La ecuocitn que rige
lo variacion de corrienle mite de difusion iy en
funcion de la concenlracion C,', correspande @ lo
ley de Pkovic™;

1x 607TnD 2Vl

Koulecky redliza  comrecciones-de  fa
ccuacion onlerior- por eleclo de esfericidad y
piopuso lo siquienle relacion®t:

ye sl D121ty
i« 607Dy Cl 'K |

14 A
I3
. _/ )
I
i
© (3 +
b)
a) p
.4
c)
mars a/mmmaﬂbmlmul 8} pei?
o sipalee o pola &) Pokvogromy o £S5 o

losialos (=70 AU} sofursds con  orgeno
[OA=0215mdl  Sifema o ebclmodbs (Reobmel
AR e lempe de polew 1 segondl, o
lemperaus embanle:

5




Ecuacibn que se utilizd poro caleulor el
. coeficiente de difusitn de los especies en esle
Irabojo, €1 volor de K=39 seqin dalos en lo
literalura, Ver en lo seccion de simbalugio los
unidodes de coda lémino; Oy, Cp m, ¥ boy
represenlon ¢ coeficienle  de  difusion
concenlracion de lu especie electroactiva, fujo de
mercurio y tiempo de goleo respectivamente.

8.2 Cronocoulombimetrio de pulso
inversossa

Es una lécnico no eslociongria. En ella se
aplica un"pulso de polencial durgnte un tiempo 7
(o} que se Homo liempo de odquisicion o de
pulso directo) pora luego. invertitse por un
periodo de tiempo semejonle. Lo respuesio
oblenida es lo cantidod de corga que posa @
Iravés del sistemo durenle la periurbacion. La fig
B.2.1.0 muestro el programo de polenciol ol que
se somete la inlerfose Hg/electrolilo duronle los
expetimenlos de cronocoulombimetria de pulso
inverso, Generalmenle el polenciol de inicio (E)
corresponde al polencial de coriente, molo; el
potencial finot (y), o} polencial dande ¢ proceso
clectroquimico esla fimitodo por 1o velocidad de
difusion de especie eleclroacliva,

Si existe reaccion  electroquimica, la
ecuacion que rige la variocion de canlidod de
cargo (Q)-que pasa por el sislema- en funtion
del liempo, corresponde o lo ley de Collrell
integrado. Duranle ¢l pulse direclo:

ey
Q05 8¢x) = {—Z—"EA%—CE-] *'2 o Oy« nFAry
L

donde Iy es ¢ exceso superficiol de
especie odsorbidn en un proceso de teduccion;
pof  definicibn, el exceso superficial es ke
diferencio del nomero de moles de unc especic
enlre o inlerfose y ef seno de lo disolucion por
wnidad de area: T,=[(n,~n*)/A]. Oy es lo
carga ulilizeda en lo doble copa y los demas
simbolos lienen ¢l significado habitval.. Lo figura
A2.5b mueslra un cronccoulograma lipico de

Anexo B.2 Cronccoulemb,

pulso inverso, oblenido con el progroma de
polencia! de lo figura A2.1.0.

Con el fin de foctlilor & célculo del oporle
por exceso superficiol z doble copa se oncliza lo
varigcion de Oy con V2, Esta varicibn sique ung
linea recla con ordencda ol origen iqual a Oy4
nFAL,. Con ol volor de Q. oblenido por andlisis
de eleclrolito soporle solo, se puede coleulor el
volor de T'y. pora los demds disoluciones. Se
define en esle trabajo Og.+ nFAT =0y, Lo
figura B.2.1.c mueslra lo linearizacion poro el
pulso directo.

Del andlisis def valor de lo pendiente se
puede deducir st exisle reaccién electroquimico y
se observo que depende de lo concentracin y
coeficiente difusional. Se espera que lo pendienle
se incremente con ¢l lomofo de gpulso de
potencia! hosta Hegor ol condiciones limites, a
partir de ghi se montiena conslonte.
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reactive y el produclo se odsorben (pero lo

especie reducloro en menor intensidud):
l 2.0%) -[[u[ﬂ"—;"-‘-'ln[ 355:—‘.’;3”-:; + Qg+ AHFAT,
donde Ty es elexceso superficial de

especie odsorbida  en el pulso  invesso;
9 u1—c\e =097, o,=cle=-0.069 {los valores de los
I onteriores  fueron  colculados

iebncumente y verificedos  de  monero
experimentol por sus oulores™); Q=Cfr); y of
porbmelro leto, @=r V2 4 (lg )2 11 7
03
Oc lo mismo monera se linearizo lo
respuesta. representando la variocion de @, con
©O. lo odenade ol origen corresponde o

Qytonfily que definisemos como Oy, ¥ que
""'"‘“’""" es muy imporlante para evaluar fos excesos

b) superficiales. En 1o figura B.2.1.c se presenlq lo
lineavizocion del pulso inverso.

Q(MC)

De lo comporacion de los valores de
ordenados ‘ol origen y con oyuda de experimentos
R de "erbwsion” es posible evoluar lonlo Py como
l:", [} Eﬁ-’crenlea‘va.lores de polcnc'ml.y por lg:
extrugibn ~ consiste  en reglizor  los
cronocoulpgromoes  de  elecliolilo  soporle
conocer b mognitud de corge ulilizoda en fo
a2 doble copa. Como yo mencioramos lg pendiente
se puede considerar como un criterio exislencia
de  ‘Yomslerencia  eleclronica de lo  especie

0.0
o
5

Mg Gmm"T

e) electroacliva. Duranle este robajo conhnuumcnlc
N se hace referencia de los indicodores: p y
Fa A2l o) B e polencial inpuest ordenado ol origen oblenidos de lo finegrizecibn
o eb%rada ,,}, s ,g;’,,-w/ﬂ ,Z. e los cronocoulogremas.
: 2

{4
_ - &) (o lpka oblenéis con of programa de
polenid ¢ dvodrocihn del pubo diele e inerso.

Se indica o conlinuacion lo ecuacion, pore
el puiso inverso, de lo reduccion; donde el
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B.3 Voltamperomatria de barrido
lineal de potencial.

Denlro de ks léenicas no eslocionorios se
encuentra 1o voltamperometrio de barride linedl de
polencie! (ML), En esta técnica lo vorioble mas
imporlante es lo velocidod de barrido de polenciol.
En fo figuo B.3.1. se muesira el lipo de
perlutbacion y lo respuesta coracleristica obtenide
por efeclo de lat programa de perturbacion.

E

&

=]

t
o)
1m0
E [mViAg-AgTH f\)
Fip BAL ) Progrome de potancid uliodo en
¥ &/, 8} nol. g

ik Wonperogromd lpEo
o aleiko  soporle ﬂ//!),‘/lm/‘l an p=})
Soturody con Oy

El polencio! inicial de barrido de polencial {E}),
es frecuentemente el polencial de corrienle nula. £l
polencial final (E) se selecciona de lol monera que
se encyenlre, después del mdximo, en la reqion
donde 1o cotriente sea practicomenle constonle; yo
que el procesoe estd limilodo por difusion y fo
corriente yo no depende de lu velocidad de barrido,

Los pordmetros mas importonles de la curva
1/E, medibles, se muestian en o fiqura onlerior y
son: § b, (, y [v /it polencial de inicio, final, de
pico y de pico medio respectivamente; iy, iy
cariene de pico y de medio pico.

Rondles y Sevcik®' propusieron o siguiente
relocibn enlre o corriente de  pico y  olros
parémelros, como lo son: concentracion y velocidod
de barrido, pora uh sistema rapido:

1, = (2.99+10°) 2’2 4D\ 2],

v

parg un sislema  elecloguimico lento o
expresion anlerior se convierle en:

i, « (2.99%10%)ntan,)'” AD'2V2C,

Reinmulh®! corrigio la ecwacion ankerior por
electo de eslericidod en el electiodo de qulo
suspendido de mercurio, obleniéndo:

i, = i,{ plana) + 7.25+10° '[-"5‘;&)

Existen loblos en diferenles publicociones pera
realizer Yo correccion de cortienle de pico’'3,

Con o fin de evoluor la ransferencia
electronico, se hon  efecluodo  esludios muy
complelos por worios autores, en los cuoles se
relaciona L, ip con lo velocidad de barrido de
potencidl, Nicholsan & ShainS'88301 fyeron los
primeros en sislemalizer fos relociones de Eu e
con v & v/ con el fin de coraclerizar los procesas
electroquirnicos donde exislen reacciones quimicas
acopladas.

Mas torde Savéont y
coloboradores® RIS propusicron el uso de
zonos de predominio de estado para lo mejor
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comprensian y sistemolizacion de los procesos
eleclrodicos de ocuerdo o sus tiempos ventano. [n
los ding de zona de predomonio de eslado se
qrafica; log K vs log A, conslante de equiiitrio y
parametro  adimensional de cinélica homogénea
(especnlzcu paro coda reaccion quimica ocoplodo)

respectivamente.
Lo voltemperometria y  los  ecuaciones
dlfelcncmlcs pueden ser muy sencilos o muy
diendo de los objelivos que se

deseen olanzar.

B.4 Tensametrla’7,

Lo Tensomelid es wuna léenica  muy
importante pora poner de monifiesto el efeclo de lo
adsorcion de olguna especie electroactive y/o no
electroactva™B, [s oltetna y complementaiio o lo
cronoculembimelria, ombos son no estocionarios.
Los expenmenlos de lensarneltia se realizon en los

en lo disclucien  de
eleclroll!o gopom: s¢ llevo o cabo wuno
‘concenlrogion  de  especies  conlenidos en €l
medionte o imposicion de petencial. £l potenciol
aplicado (,,) modifico lo tension superficiol de lo
inlerfose y con ello o posible odsorcion de
componentes de lo disolucion. Pare osequrorse de
que lo canlided de especie adsotbida solo dependo
de lo tension superdiciol y no de lo velocidod con
que llega la interfase, se agilo lo disolucidn duranle
“un periodo  de  lienpo  {t,), Homode de
preconcentrocion, Con el interés de que stlo se
monifiesten los procesos de ‘superficie , se
interrumpe lo egitocion para Hlegar o condiciones de
RONE (anexo Bg. Duronle el tiefnpo de reposo (1)
se manliene el polencial Ey,. Se reclizo un borrida
de polencial de Eyy baslo lo barrera colddica
despuds del tiempo 1=1 4+,

En esle lrobojo lo velocidod de borride de
polencial fud de 50 mV/s en lodes los
experimenlos de lensametrio. Lo figura B.4.1.0
muestro el programa de polenciol impuesto en los

J. de Jesis Gorcia

experiencias { étricos. La gola debe
en coda ensoyo.

Nolese que exislen dos tiempos muy
impartenles:
~tiempo de preconcenlrocitn (t,) que puede ser
varioble, con agitociéin e impusicion de potencial.
~tiempo de reposo (L), cn esle coso fjo, de 15s
sin ogilacion y con impasicion de potenciol.

Ef

EmViag-AgCl

b)

AL o) Pogume de pilenckd apleode pore
estudes lensoméinos, Iy lempo o preconceninociin §
{empo o(‘/w.m ,r.'rapllm é}anrp'/mwﬂm
porz i lYexmpas de Lo 8
80y &) 120 5. Cancenlrocin o colokso /0"1( &
consionle de 135 Bufler de fosiolos Q1 pif=70 s
arggenc, vel die ot de pol S0 mb/s.

El objeto del tiempo de preconcentracion es
concenlror o fa especie que se odsorbe a un valor
porliculor de polencial y con ello evoloer su
activided superficiol, £} liempe de reposo, permite
ol sistema olcanzar To condicibn no convectiva, £n
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la figura B.4.1.b se muesiron curvos lipicas como
respuesla de preconcentracion, en lo inlerfase, de
enzima calolgso a dilerenles valores de |, (fosfalos
0:1M, pH=7.0).

Lo respueslo lensamétrica es similor a lo de
vollemperomelric lineal, yo que se sealizan en
condiciones no eslocionarias; eon lo salvedad de
que se feafiza ung preconcenlracion de especies en
la interfose electrodico. Un andlisis de Ip (corrienle
de pico de adsorcitn) en funcion de Co, t y b,
proporciong informacion cualifoliva valiosa paro ef
entendimieno de lo interfose Hg/disolucion,

Anexo B4
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B.5 Ecuaciones diferenciales
del proceso de dismutacién.

€ autor no dedujo los ecuaciones sélo se
limito a presentarlos de lo manera mas entendible
posible yo que fueron publicades en la diteralura.
Lo mayorio de los ecuaciones presentodas pora
coleulor lg velocidad de reaccién proceden de fos
condiciones de franteta estoblecidos aquiz sin
embargo, la forma fingl dcpcndc dc cudu lccmco
de medide y de sus pard

3G _ _p 3G __i®

Dy—== 16)
) 2 3r " nFA f

si s¢ hace ki lrgnsformacion;

¥ =2C,+C, ®

Los reacciones eleclraguimices y quimica de
dismulacion, en esle lrobojo, respectivomente son:

O+ne =R

4
2R=0+Z
1 especie no eleclioocliva

£l problema del wvalor limile pura un
meconismo de sequndo orden, regencrocion de lo
miled del reactivo y con difusion eslérica semi~
infinitg {ECSM) es la siguienie:

aC, _ IB’ 29GC, 1, kC 2
at D[ar rar] 2 o

G _  [27C 239G 2
—D[ar T ar —kC g @

ar
t=0rzrn:C,=C, ()
Cp=0 [£%)
1>0r=C, =0 {te)

4

difusion:

To iqu&ldod de los coelicienles de
Dy=D,=D 5
ef problema del valor limite es convertido en:

w _fov 2w
at ar rar

3 Cx fa’c, 22 )

9t Dlar rirjl_kc‘!l (5)
t=0rzrny=2C, L]
Cy =0 L]
1> 0 =1y = Cy fiosl
L. -[M]=,JL -
. ar ar nFAD
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Lo solucién pora lo concentracion de y por el
mélodo de lranslormada de Loplace proposciona:

(2¢5-

(v )'_,. "\

V.
nFADY? )

Dln
j'd(u)l$=(=;=.="== D7D ———J(: ) J|d..

(“)

E(x)=exp(xPerfc  (x)

erfefydenola ¢ complemento de la {uncion error.
Si fo reaccibn quimico de sequndo orden es muy
topide se estoblece un estado estacionorio. En
compensacion con la difusibn y reoccibn quimica.
Lo ecuacitn {2) paro R en los condiciones de
fronlera es:

a'c
D#:kc : n
t=0;r2n:C, =0 )
aC, (1)
>0r=rp—t e
o dr nFAD 0

Lo ecuocion {12) puede integrorse para producir
una cipresion del flujo de R que con los
ecvaciones (15) y (16), nos proporcionon o
concenlracion de R en o superficie:
2/3
] [\O]

@) =[5 T2

de las ecuaciones (5), {11) y (15), se oblienc i
concenliacion de 0, en k inlerfase:

(Cn),..,"
3 1 i) 1
% L16Dk] UnFal ~ 2774D"7

Anexo BS

s

Si la condicion {4e) se eplico a (16} se encuenlro
ala siguienle ecuacion inlegral no linea! para lo
cortiente limite

G —u)[

fe}

||' 3 .} Ill[ i .‘ZIJ 1 .
12DkCy 5 | WFAC, J 2aFACG YD
jl(unﬁ “ J: p |du.

[}

esla ccugcibn  se convierle en  odimensional
haciendo Yos siquienles sustituciones

V=kC ‘;u (15)
i (T) = nFAC ,',Jn‘DkC 2T
T=kC 3t a0

(21 o o
e (V){TTJ_T- N~ oﬁ[eﬂ]}dv-

)

172
] [t}

=1[_D
e= [kc

™~
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pa plecliode de golo suspendido de mercurio
Finolmente se obliene fo siguiente expresion: (ECSM). .

i _xT"omn o ) .
iy 1+J—Q o = Da{a c:‘a‘z.acol‘kc’f "
at Lotk ary
Las ecuaciones (1) y (2) en polarogralio 2
pare dismulacian son los siguientes: Cy D,{ 2 (;‘K L 2,90 ‘I - kCy .
ar L roor

€, 123C, 2r aCo) ki

o 1 0 LAPSAY/ ) . —R {1

x L 3r ar 2 )

. para un sleclrode goleonle de mercurio (EGH).
" o 2 127G 2r,2 (:21 e -

ar 'fll ] 1' d

fodos los expresiones se modifican, yo que las

condiciones de fronlero (1) y (2) combiaron.

2

G _plite ﬂ'acﬂ.‘-kc

Si se considera wno reaccion cotolitico los at "ll PYCNT ari * AR

. ecugciones (1) y (2) se convierlen en:
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