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RESUMEN

Biosensor amperométrico basado en la inmovilizacién de la enzima lacasa en una pelicula
compuesta por nanoparticulas de didxido de titanio (titania) derivadas de la técnica sol-gel, fue
desarrollado. Las nanoparticulas de di6xido de titanio, han sido utilizadas debido a su alta estabilidad
quimica, gran area superficial, es un material inerte, y presenta una buena biocompatibilidad con la
enzima con la cual da lugar a una buena actividad catalitica electroquimica hacia la reduccion de la
benzoquinona producida por la reaccion enzimética. El paso de inmovilizacion de la enzima lacasa
se llevé a cabo mediante el dopaje de la superficie del electrodo de grafito con un composito del sol
de titania con Nafién. Mediante difraccion de rayos X se caracterizaron las nanoparticulas de titanio.
Por otra parte, se compard el rendimiento analitico del biosensor desarrollado mediante
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica para estudiar los cambios en la interface, asi como la
cinética de inmovilizacion de la enzima.

1. INTRODUCCION

La determinaciéon de compuestos fendlicos (CF) es muy importante en alimentos, suelo,
medicina, medio ambiente, y superficie del agua, debido a su actividad antioxidante, toxicidad
inherente y persistencia [1]. Ademas, pueden ser considerados como antioxidante, anti-inflamatorios,
anticancerigenos, y desempefian un papel importante en muchos campos. El marcado interés por
determinar los CF de manera cualitativa y cuantitativa en los alimentos se debe a su capacidad de
formar parte del sistema antioxidante celular, el cual proporciona importantes beneficios para la
salud, entre los cuales se destacan su capacidad para inhibir los procesos oxidativos de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) reduciendo los riesgos de enfermedades cardiovasculares,
protegiendo los tejidos del dafio oxidativo y del envejecimiento celular, asi como por su accion
antiinflamatoria, y por sus propiedades anticancerigenas [1,2].

Un namero de métodos han sido reportados para analizar el contenido de compuestos
fendlicos. Los métodos analiticos tales como cromatografia, quimioluminiscencia, la electroforesis
de zona capilar, y los métodos espectrofotométricos, estan siendo empleados para determinar
polifenoles. Pero estos métodos requerir pasos previos al tratamiento que requieren mucho tiempo,
necesitan operadores expertos, son costos. Por lo cual, hay una demanda en desarrollar un método
analitico facil y sensible para la determinacion de compuestos fendlicos. Debido a la buena
reproducibilidad, la selectividad, alta sensibilidad, las técnicas electroquimicas, especialmente
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biosensores amperométricos, se han considerado como el mejor candidato para la deteccion de
polifenoles [3,4].
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En los ultimos afios ha surgido un especial interés en desarrollar matrices de sol-gel para la
inmovilizacion de la enzima para la construccion de biosensores debido a que estos presentan
buena estabilidad a largo plazo debido a la excelente biocompatibilidad de la pelicula de 6xido de
titanio, es una tecnologia de baja temperatura para la produccion de materiales inorganicos por
hidrélisis y policondensacién de alcoxidos, son baratos y los vidrios inorganicos se pueden adaptar
a cualquier forma o tamafio, ademas, de presentar rigidez fisica, inercia quimica y despreciable
hinchazén [5]. En el presente trabajo un biosensor amperometrico enzimatico basado en la enzima

lacasa, en el cual la lacasa fue inmovilizada en la matriz del sol-gel de 6xido de titanio.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis de éxido de titanio por sol-gel. El precursor isopropoxido de titania fue adicionado a 2-
propanol acidificado con una mezcla de &cidos CHsCOOH y HNOs concentrados, sonicando la
mezcla por 2 hrs. La solucion del precursor fue adicionada lentamente en agua desionizada
lentamente, dejandolo agitar durante 1 hr. El sol preparado se almaceno durante 15 dias antes de
ser utilizado para la preparacion de los biosensores (Kochana y col. 2008).

Preparacion del biosensor. El sol de titania (TiO2) preparado fue agitado con Nafion en proporcion
1:2 (viv), posteriormente se prepar6 una solucion de lacasa (2 mg/mL) en solucién buffer de fosfatos
(pH=6.80, 0.1M) la cual fue mezclada y sonicada con el composito del sol de titania con Nafion, y sin
Nafion, los cuales fueron denominados como (TiO2/NAF/LAC y TiO2/LAC), respectivamente. 23 pL
de las mezclas preparadas fueron depositadas sobre la superficie pretratada de la barra de grafito.
Finalmente los biosensores enzimaticos fabricados se dejaron secar al aire durante toda la noche.
Antes de ser utilizado se lavaron con agua dezionizada. Cuando los electrodos enzimaticos no eran
utilizados fueron almacenados a 4°C.

3. RESULTADOS

Difraccion de Rayos X. A partir del andlisis de difraccién de rayos-X de la muestra realizada por el
método Kochana y col. 2008, se indican las fases cristalinas del 6xido de titanio (Figura 1), los picos
fueron observados a 26= 25.4, 37.8, 46.8, 53.6°, los cuales son los picos caracteristicos de la fase
anatasa del TiO2, la cual es la fase predominante de la muestra, lo cual podemos confirmarlo debido
a la ausencia de los picos caracteristicos de la fase rutilo los cuales estan en el angulo de 26
identificados como: 27, 32, 54, 57°.
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Figura 1.- Espectro de difraccion de difraccion de rayos X de TiO2 en polvo, el cual presenta los picos
de fase anatasa, obtenido por el proceso sol-gel

Medidas de impedancia electroquimica (EIS).

En la Figura 2 se presentan los gréficos de Nyquist de las respuestas obtenidas mediante EIS del
electrodo de grafito y los biosensores de TiO2/NAF/LAC y TiO2/LAC. En donde se observa que el
electrodo de grafito presenta un comportamiento lineal en los espectros de Nyquist (Figura 2 curva
a), que es caracteristico para una etapa limitante del proceso electroquimico. El semicirculo a altas
frecuencias aparece cuando se hace la deposicion del composito TiO2/LAC obteniendo una baja
resistencia a la transferencia de electrones (16.03 Ohm) en la interface del electrodo (Figura 2 Curva
b). Este incremento en la transferencia de electrones sobre la superficie es originado por la
monocapa de TiOz, debido las propiedades semiconductoras de este. Finalmente se puede observar
que la adsorcion de lacasa en la mezcla de TiO2/NAF/LAC (Figura 2 curva c) esta relacionado con
la disminucién del semicirculo, aumentado la transferencia de electrones (9.44 Ohm), debido a la
rapida difusion/migracion de la pelicula TiO2/NAF, en comparacion con la pelicula de TiO2/LAC. Por
otra parte, podemos observar que la adsorcién de la Lacasa sobre el composito TiO2/NAF, se
relaciona la con la disminucidn en el semicirculo, que es indicativo que la Lacasa ha sido inmovilizada
sobre la matriz de titania Kumar y col., 2008; Alarcén y col., 2010; Mayorga-Martinez y col., 2012).

4. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos, el método sol-ge propuesto proporciones un proceso de inmovilizacion
suave para la lacasa, y un microambiente biocompatible alrededor de la enzima, por lo tanto esta
retiene su actividad biolégica. Por otra parte, el biosensor TiO2/NAF/LAC presenta un amplio rango
lineal, bajo limite de deteccion y gran sensibilidad.
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Figura 2. Diagrama de Nyquist para las medidas de Impedancia de los diferentes electrodos.
Transductor de grafito (a); TiO2/NAF/LAC (b) y TiO2/LAC (c).
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