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ABSTRACT

Phenolic compounds are presents in environmental fields due to their drainage of the
waste water to the superficial waters. They are generated in the production of pesticides,
drugs, dyes, plastics and by the petrochemical industries. These compounds are highly
toxic and consequently, in order to minimize their hazardous effects it is important to
use sensitive and fast techniques for detection and quantitative estimation in
environmental samples. Because that, they have been included in the national and
international legislations who fix maximum values allowed of phenols in water by using
reference methods. The aim of this work is to develop and validate a new analytical
methodology based on the use of biosensors to improve the control of toxic residues
presents in environmental samples. For this, an amperometric tyrosinase biosensor has
been constructed in our laboratory to evaluate the concentration of phenols in superficial
waters of the Province of Santa Fe. The enzyme tyrosinase was immobilized on the
electrode by means the entrapment of the enzyme with Nafion, being the amount of
deposited enzyme 100 Ul by electrode.

Amperometric experiments were carried out using an electrochemical analyzer. A
conventional three electrode system was employed with the enzyme electrode as a
working electrode, a platinum wire as the counter electrode, and the Ag|AgCl electrode
as a reference electrode. All experiments were performed at the temperature of 30°C, at
working potential of -0.100 V in the electrochemical cell containing phosphate buffer at
pH=6.80, under constant stirring with magnetic bar.

The matrix effect and the presence of interferences were evaluated of each one of
samples, and the recovery was studied with a standard addition assay. Five evaluated
samples belonging to localities of the north, and south center of Santa Fe presented

levels of recovery over 120 %, indicating possible presence of phenols.

RESUMEN

Los fenoles ingresan en los ecosistemas a través del drenaje de las aguas residuales a las
aguas superficiales, como efecto de la produccién y uso de plaguicidas y como resultado
de procesos naturales. La determinacion de estos compuestos tiene importancia
analitica, debido a su toxicidad tanto para seres humanos como para el medio ambiente,

y en las legislaciones nacionales e internacionales se fijan valores maximos permitidos
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de fenoles en agua obtenidos utilizando métodos de referencia. El objetivo de este
trabajo es desarrollar y validar nuevas metodologias analiticas basadas en el uso de
biosensores, para mejorar el control de residuos toxicos presentes en matrices
ambientales. Para esto, se utilizd un biosensor amperométrico de tirosinasa construido y
optimizado en nuestro laboratorio para evaluar el nivel de contaminacion por fenoles
totales en aguas superficiales de la Provincia de Santa Fe. La inmovilizacién de la
enzima sobre el electrodo composite de carbono se llevé a cabo mediante
entrampamiento con Nafion, en una concentracion de 100 Ul de tirosinasa por
electrodo. Este electrodo de trabajo, sumado a uno de referencia Ag|AgCl y uno auxiliar
de hilo de platino, conforman el sistema que conectado a un analizador electroquimico
permitié la obtencién de las mediciones correspondientes. Las medidas amperométricas
se llevaron a cabo a pH 6.80 en una celda de medicion con previa incubacién a 30°C a
un potencial de trabajo de -0.100 V, bajo agitacién constante. Se evalud el efecto matriz
y la presencia de interferencias de cada una de las muestras, como asi también se
estudié la recuperacion obtenida en un ensayo de adicion estdndar. Cinco de siete
muestras evaluadas pertenecientes a localidades del norte, este y centro sur de la
provincia de Santa Fe, presentaron niveles de recuperacion por encima de 120 %,

indicando la posible presencia de fenoles.

INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son compuestos derivados del benceno y contienen
uno o mas grupos hidroxilos unidos directamente al anillo aromatico. Todos ellos
comparten la estructura basica del fenol (Vermerris & Nicholson, 2006). Son
relativamente raros en plantas y su presencia en el medio ambiente es consecuencia de
la actividad de las industrias quimicas, petroleras, petroquimicas y farmaceéuticas. Estos
compuestos penetran en los ecosistemas como resultado del drenaje de las aguas
residuales municipales e industriales a las aguas superficiales. Por otra parte, la

presencia de estos fenoles en el medio ambiente se deriva de la produccion y el uso de
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numerosos plaguicidas, como asi también de biocidas fenolicos y pesticidas. Algunos
fenoles se forman como resultado de procesos naturales, como la formacién de fenol y
p-cresol durante la descomposicidon de materia organica o la sintesis de fenoles clorados

por los hongos y las plantas (Michalowicz & Duda, 2006).

Dada la toxicidad de estos compuestos sobre organismos vivos, las legislaciones
nacionales e internacionales fijan valores maximos permitidos de fenoles en aguas. Los
valores permitidos son variados y dependen del uso y del tipo de agua que se esta
evaluando. Los reglamentos y recomendaciones para proteger la salud publica pueden
ser impuestos por ley y en Estados Unidos la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA),
la Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA) y la Administracién de
Alimentos y Drogas (FDA) son ejemplos de agencias federales que desarrollan
reglamentos para sustancias tdxicas. Las recomendaciones proveen instrucciones
valiosas para proteger la salud publica, pero no pueden ser impuestos por ley. La
Agencia para Sustancias Toxicas y El Registro de Enfermedades (ATSDR) y el Instituto
Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH) son dos agencias federales de
Estados Unidos que desarrollan recomendaciones para sustancias toxicas. La EPA ha
determinado que la exposicién (no consumo) a una concentracion de fenol de 6 mg L™
en el agua potable durante un periodo de hasta 10 dias no causara efectos adversos en un
nifio. También ha determinado que la exposicién (no consumo) de por vida a 2 mg L™
de fenol en el agua potable no causard efectos adversos. Por otro lado, la FDA ha
determinado que la concentracion de fenol en el agua potable para consumo no debe

exceder 0.001 mg L™ (ASTDR, 2008).



VIl Congreso de Medio Ambiente /AUGM

Los métodos analiticos cominmente utilizados para la determinacién de compuestos
fenolicos simples, son métodos espectrofotométricos basados en colorimetria. El
método de referencia en la Comunidad Europea y adoptado por nuestro pais para el
analisis de fenoles en agua es un método colorimétrico basado en el acoplamiento
oxidativo de fenoles con 4-aminoantipirina en solucion alcalina en presencia de
ferricianuro de potasio, con el cual se obtiene un producto de reaccién coloreado. No es
posible usar este método para diferenciar los fenoles, sino que se miden fenoles totales.
El limite de deteccién oscila entre 0.006 y 1.000 mg L', dependiendo de las

condiciones del medio. (APHA, 1998).

Por otra parte, se han desarrollado ciertos métodos cromatograficos que permiten la
identificacién de los compuestos fenolicos presentes en muestras de agua. Estos
métodos presentan la ventaja de ser muy sensibles y selectivos. Sin embargo, no
permiten la determinacion en campo, demandan mucho tiempo, y también requieren de
personal entrenado para llevar a cabo el analisis. Los costos para este tipo de técnicas
son elevados; es por ello, que es de interés para muchos grupos de trabajo, desarrollar
métodos que no s6lo sean sensibles y selectivos, sino que permitan la determinacion in

situ y, por consiguiente, la disminucion de los costos.

Los métodos electroquimicos constituyen una alternativa prometedora para el analisis
de compuestos fendlicos, ya que son sustancias electroactivas facilmente oxidables.
Estos métodos analiticos tienen costos reducidos, son robustos, demandan cortos
tiempos de analisis y presentan muy buena reproducibilidad. Sin embargo, algunas
técnicas electroquimicas, como la amperometria, no permiten la identificacion de los

compuestos individuales, sino que determinan contenido total de compuestos fenolicos.



VIl Congreso de Medio Ambiente /AUGM

Los biosensores son sensores quimicos que acoplan un transductor electroquimico con
una molécula de reconocimiento biocatalitico (Alegret, et al., 2006). En este trabajo se
utilizé un biosensor de tirosinasa, en el cual la molécula de reconocimiento es la enzima

tirosinasa que actla con su funcion polifenoloxidasa.

La tirosinasa, como se observa en la Figura 1, cataliza la hidroxilacion de monofenoles
a o-difenoles en presencia de oxigeno, y ademas cataliza la oxidacién de o-difenoles a
o-quinonas (Ameer & Adeloju, 2009). Estas o-quinonas pueden ser

electroquimicamente reducidas a catecol sin ningun mediador sobre la superficie

electrodica.
OH a) OH OH b) o]
OH OH
Tyr Tyr
0O, O,

Figura 1. Reaccién de la Tyr frente a monofenoles, con produccién de catecol (a.) y con
produccion de o-quinona (b).
Figure 1. Schematic reaction of the hydroxylation of monophenols and

dehydrogenation of o-diphenols to o-quinones by tyrosinase.

La determinacion del sustrato mediante el biosensor enzimatico presentado en la Figura
2, se lleva a cabo midiendo la reduccién electroquimica de las quinonas producidas
enzimaticamente, y generadas en la reaccion (producto de la oxidacion de fenoles). La
o-quinona producida es reducida por el electrodo, regenerando el fenol original.
Finalmente, la enzima es oxidada por el oxigeno a su forma nativa con produccién de
agua formando, asi, un ciclo de amplificacion bio-electrocatalitico (Sapelnikova, et al. ,

2003).
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Figura 2. Reaccidn global del biosensor de Tirosinasa para la deteccion de fenoles.
Figure 2. Principle of amperometric phenol detection by nafion-modified tyrosinase

Graphite Epoxi Composite electrode.

Las curtiembres son un ejemplo de industrias con alto potencial de impacto ambiental y
sobre la seguridad laboral. Esto es asi, principalmente, por el uso de compuestos
quimicos para el curtido, solventes, pigmentos, etc, entre otros elementos que suelen ser

toxicos y persistentes en el ambiente (Labunska et al, 2000).

En este trabajo se utilizé un biosensor de tirosinasa construido y optimizado en nuestro
laboratorio con el cual se determinaron compuestos fendlicos en muestras de agua
tomadas en distintas localidades de la Provincia de Santa Fe. Estas zonas fueron
elegidas para el muestreo ya que, en cada una de ellas, se encuentran empresas
dedicadas al curtido de cuero, las cuales utilizan, en su proceso, alguno de los

compuestos fenolicos estudiados.
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METODOLOGIA

Instrumentacion y equipamiento

Las medidas electroquimicas se llevaron a cabo con un analizador electroguimico
modelo Epsilon® BioAnalytical System (USA) conectado a un ordenador DELL® y

controlado desde el software BASI Epsilon EC 2.13.77.

Las mediciones se realizaron en una celda electroquimica con un sistema de tres
electrodos compuesto por un electrodo de referencia Ag|AgCl, un electrodo auxiliar de
hilo de platino y un electrodo de trabajo de composite grafito epoxi modificado con la

enzima.

Los programas informaticos utilizados para la obtencion de datos como asi también para
el procesamiento de los mismos fueron BASI Epsilon EC 2.13.77 de BioAnalytical
Systems, Inc., OriginPro® 8 SRO de OriginLab Corporation, SPSS® Statistics 18 de
IBM Company, MatLab® 7.8.0 R2009a de The MathWorks, Inc., Statgraphic® Plus de

Statical Graphics Corp., Desing-Expert® 7.0.0. de Stat-Ease, Inc.

Reactivos

La enzima tirosinasa se presentd de manera liofilizada y fue provista por Sigma-
Aldrich®. El Acido perfluorosulfénico-copolimer PTFE (Nafion®) (Alfa-Aesar) se

utiliz6 directamente, sin dilucion previa. El pirocatecol fue provistos por Sigma-
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Aldrich®. Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Todas las soluciones

fueron preparadas diariamente con agua ultrapura Milli-Q.

Procedimiento experimental

La enzima tirosinasa se disolvié en buffer de fosfatos 0.010 mol L™, pH 7.00,
obteniéndose una solucién de 25 mg mL™ de tirosinasa. Por Gltimo, se fraccionaron y se

conservaron en freezer a -20°C.

Para la construccién de los biosensores de tirosinasa se utilizaron electrodos de grafito
composite-epoxi, estos ultimos construidos segun protocolo descripto anteriormente
(Pividori et al., 2007). La inmovilizacion de la enzima al transductor se llevo a cabo

mediante entrampamiento de la enzima con Nafion.

La soluciéon de inmovilizacion se preparé mezclando, en un eppendorf, cantidades
adecuadas de enzima tirosinasa, &cido perfluorosulfonico-polimero PTFE 5% p/p
(Nafion) y solucion buffer estabilizada. Todos estos pardmetros fueron optimizados

mediante disefio experimental.

Para la inmovilizacion del elemento de bio-reconocimiento al transductor
electroquimico, se sigui6 el siguiente protocolo:
1. Pulido de la superficie del electrodo a utilizar, para obtener una superficie
espejada, perfectamente lisa.
2. Lavado con ultrasonido durante 2 minutos de los electrodos pulidos, para

eliminar restos de polvo que hayan quedado a causa del pulido.
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3. Depésito de 5 pL de la solucion de inmovilizacién sobre la superficie del
transductor, en forma homogénea, cubriendo toda la superficie del mismo,
evitando el contacto con el cuerpo de PVC.

4. Secado a temperatura ambiente, en un lugar seco y libre de polvo, durante un

tiempo no menor a 20 minutos.

Como se muestra en la Figura 3 la inmovilizacion se realiz6 inmediatamente antes de
cada determinacion y, posteriormente se procedid a la renovacion de la superficie de los

electrodos modificados mediante un nuevo pulido, pudiendo asi ser reutilizados.

2
5 pL de solucion 20 minutos a
de inmovilizacién Temperatura Ambiente
Electrodo Deposito de la Biosensor de
GEC solucion de Tirosinasa

inmovilizacion

Figura 3. Representacion esquematica de la secuencia de inmovilizacion de la enzima
sobre transductor GEC.
Figure 3. Schematic representation of GEC material showing the experimental

procedure for a tyrosinase immobilization.

Para la calibracion se utilizd una técnica amperométrica, ya que la intensidad de
corriente producida por la reduccion de la quinona generada, presentd relacion directa

con la cantidad de sustrato presente. Para todas las determinaciones, se utilizo el catecol

10
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como sustrato modelo, por lo que la puesta a punto del método se llevo a cabo con dicho
analito.

Para realizar las medidas amperomeétricas, se agregaron 10.00 mL de solucion buffer de
fosfato de sodio 0.100 mol L™ pH 6.80 y KCI 0.100 mol L™ en una celda electroquimica
con previa incubacion en bafio termostatizado a 30°C. Se sumergieron los tres
electrodos y se aplicd un potencial constante al electrodo de trabajo de -0.100 V, bajo
agitacion constante. El potencial aplicado, permite la reduccién de la o-quinona formada
por la reaccion enzimatica al sustrato correspondiente. Todos estos parametros fueron

optimizados mediante un método de factor a factor.

Comenzada la corrida amperomeétrica, se dejé estabilizar la corriente hasta obtener una
linea de base recta; el tiempo de estabilizacion fue de 1 minuto, aproximadamente.
Luego, se afiadi6 a la celda electroquimica una cantidad conocida del compuesto
fendlico, que gener6 un salto en la intensidad de corriente, debido a la reduccion de la o-
quinona producida. Llegado el estado estacionario, donde la intensidad de corriente se
mantiene constante, se realizé6 una nueva adicion de sustrato, dando lugar a otro

incremento en la intensidad de corriente; y asi sucesivamente, hasta la quinta adicion.
Las concentraciones son aditivas, es decir, la corriente generada por la segunda adicion,

por ejemplo, es la generada por una concentracion igual a la suma de las

concentraciones de la primera y segunda adicion.

11
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Tratamiento de Muestras

Las muestras se recolectaron en botellas de vidrio de 1 L de capacidad, color caramelo,
limpias y secas. La toma de muestra fue puntual y una vez recolectada, estas fueron
cerradas, almacenadas y refrigeradas hasta su medicién. Las muestras correspondieron
al rio Las Toscas de la localidad de Las Toscas, Santa Fe y dos puntos diferentes del rio
Salado de la localidad de Sauce Viejo, Santa Fe, agua corriente y agua de pozo de la
localidad de Las Toscas y agua superficial de la localidad de Esperanza, Santa Fe. Estas
localidades fueron elegidas para el muestreo ya que, en cada una de estas localidades, se
encuentran empresas dedicadas al curtido de cuero, las cuales utilizan, en su proceso,
alguno de los compuestos fendlicos estudiados. Todas las muestras fueron

adecuadamente acondicionadas y reguladas a pH 6.8.

Para evaluar si existe efecto matriz y/o presencia de interferencias, se realizd una
comparacion de lineas de regresion, esto es, se evalud la existencia de diferencias
estadisticamente significativas tanto en las pendientes como en las ordenadas al origen
de las curvas de calibrado realizadas en muestras reales y la curva de calibrado realizada
con estandar puro en buffer de trabajo. Esta comparacion se llevo a cabo mediante un

test de hipotesis de comparacion de medias, ANOVA, para ambos pardmetros.

Para el estudio de la recuperacion se adicioné a cada una de las muestras
acondicionadas una cantidad exactamente conocida (valor nominal) del sustrato catecol,

por triplicado y en 3 niveles de concentracion. Se realiz6 la determinacion y el

12
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porcentaje de recuperacion %R, fue calculado siguiendo la formula %R=(c/c;)*100,

donde c.es el valor obtenido y c;es valor nominal.

RESULTADOS

Para la obtencidn de los amperogramas descriptos en la Figura 4, derivados de

la técnica amperométrica, se utilizé una calibracion univariada donde la intensidad de

corriente producida por la reduccion de la quinona generada presentd relacion directa

con la cantidad de sustrato presente. Como las concentraciones son aditivas, la corriente

generada por la segunda adicidn es la generada por una concentracion igual a la suma de

las concentraciones de la primera y segunda respectivamente; y asi sucesivamente.

Concentracion Final:
95 _| 8 pmol L' de sustrato
\
— 7 Concentracién Final:
<3 20 - 6 pymol L' de sustrato
3 ™~
c 4
20 . .
= 15 Concentracion Final:
8 4 pmol L' de sustrato
[0) . e
© N\
g 10
5 Agregado de
D J 2umol L' de
8 usustrato ~_ Diferencia de intensidad
f'c_’- 5 ? de corriente generada por
= 4 pymol L' de sustrato
-
0 T T T N T - T M 1 ¥ T
0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 4. Amperograma obtenido con el biosensor de Tirosinasa a distintas

concentraciones de catecol (adiciones sucesivas de 0 a 8 pmoL L™). Condiciones de

trabajo (ver en texto).

Figure 4. Amperometric responses of a GEC-Tyrosinase biosensor to catechol

(concentration between 0 and 8 umoL L™). Working conditions (see in text).

13
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El método desarrollado para la deteccion de fenoles en agua superficial, fue optimizado
y validado en nuestro laboratorio. Los datos de precision y exactitud se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Datos de precision y exactitud del biosensor de tirosinasa.

Table 1. Results obtained in the accuracy and precision assays of Tyrosinase biosensor.

Precision Exactitud
Repetibilidad Precision intermedia* Recuperacion
Niveles de Niveles de
concentracién % Dia % concentracién %

(umol L™ (umol L™

5 9.41 1 8.62 0.5 1027

10 8.28 2 7.87 2.0 108 + 13

20 7.46 3 6.25 3.5 104 £ 10

4 8.76

*ANOVA t(n-1)=9 y p para a=0.05, fueron 0.603 y 0.617, respectivamente. Se aceptd
Ho, indicando que no existié diferencia estadisticamente significativa en las medidas
realizadas en distintos dias.

Cada curva de calibrado se llevé a cabo mediante el agregado de 1 umol L™ de catecol,
en 5 adiciones, es decir, el rango de las curvas de calibrado fue de 1 -5 pmol L™ de

catecol.

Para todas las muestras se realizaron triplicados de las curvas de calibrado. En la Figura

5 se muestran las curvas de calibrado obtenidas.

14
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Rio Las Toscas
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Figura 5. Curvas de calibrado de catecol en buffer y en las distintas matrices

analizadas, utilizando el biosensor de tirosinasa.

Figure 5. Dose-responses curves of tyrosinase biosensor for catechol in buffer and

different matrices assayed.

El test de hipotesis de comparacion de medias, ANOVA, para pendiente y ordenada al
origen de las curvas de calibrado realizadas en muestras reales y buffer de trabajo se
describen en la Tabla 2. La comparacién de las lineas de regresion se realizd para

valores de F,.3=3 y p para 0=0.01.

15
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Tabla 2. ANOVA de los valores obtenidos de la comparacion de medias para la

ordenada al origen y pendiente.

Table 2. Results of statistical analysis of ANOVA to compare the intercepts and slopes

of calibration graphs for pure standard and analyte in sample matrix.

Par evaluado Ordenada Pendiente Significancia *
(Buffer vs Muestra agua de) Fs Po.o1 Fs Po.o1
Rio Las Toscas 110.10 <0.0001 26.26 <0.0001 S
Rio El Salado (muestra 1) 0.14 0.7091 0.06 0.8079 NS
] 342.8
Rio El Salado (muestra 2) 8 <0.0001 132.46 <0.0001 S
corriente Las Toscas 81.45 <0.0001 31.64 <0.0001 S
298.3
Pozo Las Toscas 8 <0.0001 119.47 <0.0001 S
ficie de E 109.9
superiicie de Esperanza <0.0001 4831  <0.0001 S
(muestra 1) 3
superficie de Esperanza 112.8
0 <0.0001 56.99 <0.0001 S

(muestra 2)

! S=significativo; NS= No significativo

Todas las muestras estudiadas, a excepcion de la muestra de agua de rio El Salado

(muestra 1), mostraron tanto efecto matriz como interferencia, ya que los dos

parametros comparados mostraron diferencias estadisticamente significativa.

Los resultados obtenidos en el ensayo de recuperacion mediante adicién estandar se

describen en la Tabla 3.

16



VIl Congreso de Medio Ambiente /AUGM

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion (%R) de catecol en distintas muestras de agua.

Table 3. Recovery values (%R) obtained to catechol in different samples of water.

Concentracion . .
Concentracion predicha

Tipo de muestra adicionada (umol L) %R
(umol L™ H
del ri 0.5 0.6+0.3 119 + 63
Agua del rio 2.0 2.5+0.4 122 + 20
Las Toscas
35 43+04 123+ 10
Agua del rio 0.5 0.8+0.2 155+ 45
El Salado 2.0 3+1 155 + 56
(muestra 1) 35 48+0.6 142 + 17
Agua del rio 0.5 05+0.1 99 + 33
El Salado 2.0 20+0.7 101 + 37
(muestra 1) 35 3.2+0.9 91 + 27
A abl 0.5 0.7+£0.3 137 £ 69
gua potable 2.0 1.9+03 98 + 32
Las Toscas
3.5 4+1 130 £ 55
A de P 05 0.69 £ 0.09 139+ 19
gua de Fozo 2.0 25405 124 + 28
Las Toscas
35 43+0.9 124 + 27
Agua superficial 0.5 0.7+0.1 148 + 25
de Esperanza 2.0 3£1 163 £ 55
(muestra 1) 35 4+1 137 + 35
Agua superficial 0.5 0.9+0.3 180 + 62
de Esperanza 2.0 43+09 216 £ 42
(muestra 2) 35 6.65+ 0.6 190 + 18

Para los 3 niveles de concentracion, se realizd un test t de hipotesis, prueba t de
comparacién de una media de las unidades de muestreo de cada sitio con un valor de

referencia o nominal. En este caso, los valores nominales fueron 0.5, 2y 3.5.
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Para la recuperacion de 0.5 pmol L™, se encontraron diferencias significativas frente al
valor nominal en las muestras 2, 5, 6 y 7 (p<0.05). En cambio, para la recuperacién de 2
y 3.5 umol L™, no se encontrg diferencia significativas frente al valor nominal para la
muestra 5, pero, si para la muestra 1. Esto podria indicar la presencia compuestos
fenolicos en la muestra, ya que los porcentajes estan por arriba del valor maximo del
rango establecido para recuperacion. Excepto para la muestra 1, las tres restantes
presentaron efecto matriz y presencia de interferencia positiva, lo que indica que el
aumento en la recuperacion pudo estar dado también por alguna interferencia en la

muestra.

El tiempo total que se necesito para evaluar la presencia de fenoles simples en muestras
de agua fue de 5 minutos, que representa el tiempo necesario para estabilizar la sefial

generada por el derivado fendlico presente en la muestra.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que los electrodos composite grafito-

epoxi (GEC) constituyen sensores robustos que pueden ser utilizados para la

construccion de biosensores enzimaticos.

Se logré disefiar y desarrollar un biosensor de tirosinasa para la deteccion de fenoles

simples en aguas residuales, sin pérdida de actividad de la enzima y con una precision

adecuada.
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Se consiguié optimizar una metodologia cuantitativa sencilla, rapida y eficaz basada en
amperometria para la deteccion de fenoles simples en agua residuales, con un tiempo
total de ensayo de 5 minutos. Si bien esta técnica sélo cuantifica contenido fendlico
total, resulta de gran utilidad para el control de estos contaminantes, por ejemplo en

efluentes industriales.

El método amperométrico desarrollado presentd un LOD (entre 10 y 40 pg L™, segtn el
analito ensayado) que, si bien no son tan bajos como se requiere para aguas potables de
consumo (1 pg L™), se encuentran por debajo de los limites establecidos para aguas

residuales y potables de no consumo (6-10 mg L™?).

Los ensayos realizados en muestras reales de agua resultaron Utiles para la
determinacion de compuestos fenolicos en este tipo de matrices. Para el método
amperomeétrico se observé efecto matriz o interferencias, pero debe considerarse que las
muestras fueron analizadas sin pre-tratamiento, y que las mismas pueden ser corregidas

mediante una calibracién por el método de adicion estandar.

Para la recuperacion de 0.5 pmol L™, se encontraron diferencias significativas frente al
valor nominal en las muestras 2, 5, 6 y 7 (p<0.05). En cambio, para la recuperacién de 2
y 3.5 umol L™, no se encontré diferencia estadisticamente significativas frente al valor
nominal para la muestra 5, pero, si para la muestra 1. Esto podria indicar la presencia
compuestos fendlicos en la muestra, ya que los porcentajes estan por encima del valor

méaximo del rango establecido para recuperacion (115%).
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