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RESUMEN

El deterioro de la calidad del agua de mar debido a la contaminacion es un tema muy
importante en la actualidad ya que ha aumentado con el paso de los afios. EI mayor aporte
de residuos que desembocan en los mares y océanos se genera a partir de actividades
terrestres como el desarrollo urbano, las actividades agricolas, el turismo, etc. Para poder
monitorear los niveles de contaminacion marina es necesario el desarrollo de dispositivos
sensores que permitan el control de especies contaminantes como metales pesados,
compuestos organoclorados, hidrocarburos aromaticos, toxinas, etc. Por esta razon, en el
presente estudio se han realizado ensayos para desarrollar un biosensor electroquimico
capaz de medir la concentracién de fosfato en el agua de mar. Para ello se ha escogido
una reaccién bioquimica que se cataliza por la enzima Fosfatasa alcalina (ALP), la cual
es inhibida por el fosfato. El sustrato de la reaccion es 4-Aminofenil fosfato (PAP), que
en presencia de agua se hidroliza y genera como producto 4-Aminofenol (PAF). El
producto de la reaccion es electroactivo y cuando se oxida genera para-quinonaimina.

Se han utilizado electrodos serigrafiados de carbono en todos los ensayos para aplicar
las técnicas voltamperomeétricas. De este modo se ha comprobado que tanto en medio
acuoso como en agua de mar sintética el PAF presenta respuesta electroquimica, la ALP
posee actividad catalizadora y que el fosfato inhibe la ALP. Por otra parte, se ha
encapsulado la proteina ALP en una matriz de silice a través del método de Sol-Gel y se
ha obtenido respuesta catalizadora en la reaccion de hidrdlisis de PAP a PAF, de modo
que se puede desarrollar un sensor que detecte fosfato utilizando este método.

Se ha escogido el fosfato como especie contaminante debido a que, en los océanos, el
fosforo tiene una gran importancia como nutriente primario para organismos
fotosintéticos y para autotrofos. Pero si este se encuentra en cantidades excesivas, induce
el crecimiento desmesurado de algas y otros organismos provocando la eutrofizacion de
las aguas. Cuando estas algas y otros vegetales mueren, al ser descompuestos por los
microorganismos, se agota el oxigeno y se hace imposible la vida de otros seres vivos.

Palabras clave: biosensor electroquimico, fosfato, fosfatasa alcalina, agua de mar,

voltamperometria.



ABSTRACT

The deterioration in the quality of seawater due to pollution is a very important issue
today, as it has increased over the years. The greatest contribution of waste that flows into
the seas and oceans is generated from terrestrial activities such as urban development,
agricultural activities, tourism, etc. In order to monitor the levels of marine pollution, it
IS necessary to develop sensor devices that allow the control of contaminating species
such as heavy metals, organochlorine compounds, aromatic hydrocarbons, toxins, etc. For
this reason, in the present study, tests have been carried out to develop an electrochemical
biosensor capable of detecting the phosphate concentration in seawater. For this, a
biochemical reaction has been chosen that is catalyzed by the enzyme Alkaline
Phosphatase (ALP), which is inhibited by phosphate. The substrate of the reaction is 4-
Aminophenyl phosphate (PAP), which in the presence of water is hydrolyzed and
generated as a product 4-Aminophenol (PAF). The product of the reaction is electroactive
and when oxidized it generates para-quinoneimine.

Screen-printed carbon electrodes have been used in all tests and applied to the detection
by voltammetric techniques. In this way, it has been found that in aqueous buffered
medium and in synthetic seawater the PAF has an electrochemical response, the ALP has
catalytic activity and the phosphate inhibits the ALP. On the other hand, the ALP protein
has been encapsulated in a silica matrix through the Sol-Gel method and a catalytic
response has been obtained in the hydrolysis reaction of PAP to PAF, so that a sensor that
detects phosphate can be developed using this method.

Phosphate has been chosen as a contaminating specie because, in the oceans, phosphorus
has a great importance as a primary nutrient for photosynthetic organisms and for
autotrophs. But if it is found in excessive amounts, it induces the excessive growth of
algae and other organisms causing the eutrophication of the waters. When these algae and
other plants die due to decomposition by microorganisms, the oxygen is exhausted and
the life of other organisms becomes impossible.

Key words: electrochemical biosensor, phosphate, alkaline phosphatase, seawater,

voltammetry.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, el control de la calidad de las aguas en el medio marino es un tema de
elevado interés tanto en el &mbito cientifico como politico y socioecondémico. Para poder
estudiar y determinar los distintos contaminantes primero es necesario identificar su
naturaleza, fuentes, distribucion, concentracion, persistencia y absorcion en el medio.

La mayor parte del deterioro de la calidad de las aguas es debida a la contaminacion
marina que proviene de los residuos aportados a través de actividades terrestres como el
desarrollo urbano, la manufactura, el transporte, la produccion de energia, las actividades
agricolas, el turismo, etc. (Kathijotes, 2011). Estos contaminantes son transportados por
filtraciones, aguas subterréneas, escorrentia de los rios, incluso por el viento, hasta llegar
a las zonas costeras donde desembocan en los mares. Por esta razon, la mayor
concentracion de contaminantes se sitGa en el litoral y, una vez alli, son desplazados por
corrientes marinas y eolicas hasta zonas de mar adentro (Escobar, 2002).

Con el fin de realizar una monitorizacion de la contaminacion marina es necesario el
desarrollo de dispositivos sensores que permitan el control de especies contaminantes
como metales pesados, compuestos organoclorados, hidrocarburos aromaticos, toxinas,
etc. Hoy en dia se han utilizado sensores en oceanografia para temperatura,
conductividad, profundidad y turbidez, pero es el momento que la medicion de los
parametros quimicos y bioldgicos mejore (Kroger et al., 2002).

Un sensor quimico se puede definir como un dispositivo que transforma la informacion
quimica en una sefial analitica atil. Se compone de dos partes: un receptor, se encarga de
reconocer el analito (sustancia objetivo) y traduce este acoplamiento en una informacion
de tipo quimico; y un transductor, que se encarga de convertir la informacién quimica

procedente del receptor en una sefial analitica (Figura 1).

Muestra Receptor Transductor Seiial eléctrica

0

Figura 1. Esquema general de un sensor quimico (Kréger et al., 2002).



Esta configuracion tan simple de reconocimiento y transduccién es la que ha permitido
el disefio de una instrumentacion con caracteristicas practicas e innovadoras en el campo
del analisis quimico. El aspecto fundamental de este disefio es la generacion de una sefial
suficientemente intensa entre el analito y un receptor selectivo de éste (Gomez y Alegret,
1997).

Los sensores quimicos pueden clasificarse en varias categorias segun la funcion del
elemento transductor, en: oOpticos, electroquimicos, eléctricos, piezoeléctricos,
calorimétricos, magnéticos, termomeétricos, etc.

Entre los dispositivos sensores mas habituales destacan los sensores electroquimicos
(Kissinger, 2005). Su principal ventaja frente a otro tipo de dispositivos es que el proceso
de obtencion (receptor) y transformacién de la informacion quimica (transductor) en una
sefial analitica medible se produce en el mismo electrodo (Yogeswaran y Chen, 2008),
pues las reacciones cataliticas tienen lugar en la interfase electrodo-disolucion. Entre las
principales caracteristicas de estos dispositivos destacan su sensibilidad y selectividad;
simplicidad experimental y bajo coste (Gonzalez y Costa, 2010). El tipo de sefial
determinara el tipo de sensor electroquimico; por ejemplo, una intensidad de corriente es
propia de un sensor amperométrico, mientras que un potencial lo es de un sensor
potenciométrico, asi como un cambio de conductividad es propia de un sensor
conductimétrico (Stradiotto et al., 2003).

Los sensores electroquimicos amperomeétricos son los utilizados con mayor frecuencia
en analisis quimico. Este tipo de dispositivos se basa en la aplicacion de un potencial fijo
sobre un electrodo de trabajo, respecto a un electrodo de referencia. Un tercer electrodo,
denominado auxiliar, es necesario en la mayoria de los casos para completar la celda
electroquimica (Pérez, 2014). Este tipo de sensor proporciona una corriente eléctrica que
es proporcional a la concentracion del analito que se est4 estudiando. Estos son los més
utilizados y versatiles (Retama et al., 2003).

Para este tipo de aplicacién es usual emplear electrodos serigrafiados de carbono
(Screen-Printed Carbon Electrodes, SPCE) que, en un sensor, hacen la funcién de
transductor. Este tipo de electrodos presentan ciertas ventajas para utilizarlos en un
sensor, ya que la sefial producida consiste en una sefial eléctrica que puede ser tratada
posteriormente de manera sencilla con ordenadores, ademas, se compone por un circuito
eléctrico que puede ser facilmente miniaturizado, su costo es modesto y, posee una

disposicion unica de electrodo de trabajo, auxiliar y de referencia en un espacio pequefio.



Por otra parte, sus caracteristicas desechables permiten la reutilizacion repetida del mismo
electrodo después de un andlisis sucesivo (Honeychurch y Hart, 2003).

La voltamperometria ciclica (CV) es una de las técnicas electroguimicas mas versatiles
para el estudio de especies electroactivas, por esta razén su uso se ha extendido en
diferentes campos, actualmente se utiliza para investigaciones en quimica inorgénica,
orgénica, bioquimica, etc. (Flores, 1995). Los voltamperogramas que se obtienen son
caracteristicos y dan informacion inequivoca de las propiedades electroquimicas
individuales de los sistemas redox y sobre la cinética de las reacciones heterogéneas de
transferencia de electrones y las reacciones quimicas acopladas (Heinze, 1984).

Dentro del ambito de los sensores, se encuentran los biosensores. Un biosensor puede
definirse como un dispositivo que contiene un elemento bioldgico, como parte receptora,
y ademas esta en contacto con un sistema transductor adecuado que convierte la sefial
bioguimica en una sefial eléctrica que se puede cuantificar. El elemento transductor es
capaz de transformar o convertir la sefial bioquimica en una sefial de salida.

Un aspecto critico en el desarrollo de un biosensor electroquimico es la inmovilizacion

de la proteina, ya que la disposicion de esta sobre la superficie del electrodo es crucial en
la transferencia electrénica (Nikolelis et al., 2013). El tiempo de vida Gtil de un biosensor
depende de la estabilidad del material inmovilizado.
En los Gltimos afios, ha habido un interés considerable en aplicar enzimas inmovilizadas
a ensayos especificos (Jia et al., 2002). Para ello se utilizan varios métodos como la
adsorcién fisica, adsorcién quimica y encapsulacién o atrapamiento. La retencion fisica
tiene lugar gracias a las interacciones de Van der Waals, uniones débiles, de tal manera
que el elemento no esta fijo, sino que puede moverse por la interfase. La union quimica
se produce porque se forma un enlace quimico (i6nico o covalente) entre el adsorbato y
el adsorbente; éste es un enlace fuerte. En la encapsulacion o atrapamiento se produce la
incorporacion de (bio)moléculas en una matriz adecuada. En el presente estudio, se
realiza una inmovilizacion de la enzima mediante el método de encapsulamiento en una
matriz de silice por el método Sol-Gel, el cual serd explicado mas adelante.

En el medio marino se han desarrollado biosensores como los descritos por Kréger y
Law (2015) capaces de detectar ciertos contaminantes como las toxinas algales, los
disruptores endocrinos, los nitratos y nitritos, los &cidos nucleicos, los pesticidas, los
fosfatos, los hidrocarburos aromaticos policiclicos y los metales. También se han
desarrollado biosensores electroguimicos para detectar la concentracion de carbono

organico en agua de mar como el propuesto por Liang Cheng (2014).



Muchos autores han desarrollado biosensores electroquimicos en el medio marino para
detectar el acido okadaico (OA) que es una toxina lipofilica marina producida por
dinoflagelados téxicos, que pueden acumularse en las glandulas digestivas de mariscos
cuando se alimentan de este tipo de microalgas. Esta toxina causa problemas
gastrointestinales como néuseas, vomitos y dolor abdominal en seres humanos, cuando
pasan a formar parte de su alimentacion (Molinero-Abad et al., 2019). Se puede afirmar
que, en la actualidad, el desarrollo de sensores en el medio marino esta avanzando debido
al importante problema de contaminacion marina.

Para la fabricacion de biosensores se utilizan mas comunmente enzimas debido a su
bajo coste, disponibilidad en el mercado y facil manipulacion (Carnicero, 2015).

El presente estudio se basa en una reaccién bioquimica formada por un sustrato, una
enzimay un producto. Desde el punto de vista quimico, las enzimas son macromoléculas
formados de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, y azufre combinados, que poseen
ciertas caracteristicas especificas. Las enzimas son catalizadores de naturaleza proteica
altamente especificas que aumentan notablemente la velocidad a la que tienen lugar los
procesos fisioldgicos, producidos por los organismos vivos (Boyer, 2000). En una
reaccion catalizada por un enzima, la sustancia sobre la que actGa la enzima se llama
sustrato.

Un ejemplo de enzima es la fosfatasa alcalina, la cual es una enzima hidrolasa capaz
de catalizar la hidrolisis de un enlace quimico. Su actividad principal es llevar a cabo la
desfosforilacion de determinadas moléculas a pH alcalino. La fosfatasa alcalina esta
presente en casi todas las formas de vida desde algas, bacterias y protozoos hasta plantas
y animales superiores, pero también como una enzima libre en aguas naturales y
sedimentos (Jansson et al., 1988).

En el caso de los sensores electroquimicos, para llevar a cabo la deteccion es necesario
que el producto enzimatico sea electroactivo o genere un cambio en las propiedades
eléctricas del medio (Herrasti y Rodriguez, 2014). En los ensayos descritos a
continuacion, se ha utilizado como enzima la Fosfatasa alcalina (ALP) que cataliza la
reaccion del sustrato 4-Aminofenil fosfato (PAP) cuando se hidroliza y genera como
producto 4-Aminofenol (PAF), el cual puede ser detectado amperométrica y
voltamperometricamente (Navarro et al., 2011). La reaccion producida es la siguiente:



NH; MNH-

ALP

OPOQ,N-H}_ OH

La gran mayoria de las sustancias que pueden modular la actividad enzimatica de la
ALP son xenobidticos, compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es inexistente
o infrecuente, al ser sintetizados por el ser humano en el laboratorio. Entre ellos
destacarian, por su elevada toxicidad en altas concentraciones, pesticidas y plaguicidas
quimicos, cuyo uso en la agricultura es desmesurado a nivel mundial desde hace décadas,
y se encuentra en aumento constante, debido a la elevada demanda de alimentos por la
masificacion de la poblacién (Lozano, 2015).

En el articulo propuesto por Zhou et al. (2000) se ha estudiado los efectos de cuatro
complejos de oxodiperoxovanadato (V) que inhiben la actividad de la fosfatasa alcalina
contenida en Carcinus maenas (cangrejo verde).

Otro inhibidor de la fosfatasa alcalina es el ion fosfato, el cual es un inhibidor
competitivo (Cernbella et al., 1984), se une al sitio activo e impide su union al sustrato,
en este caso al 4-Aminofenil fosfato, lo cual dificulta la formacion del 4-Aminofenol.

Se han realizado una gran variedad de ensayos para desarrollar un biosensor capaz de
detectar fosfato en el medio marino.

La electroquimica ofrece una amplia gama de posibilidades para lograr una excelente
determinacion de fosfato en agua de mar ya que este posee las siguientes caracteristicas:
una vida util larga, una alta precision, un limite bajo de deteccion, un tiempo réapido de
respuesta, y una buena reproducibilidad (Jonca et al., 2011).

En los océanos existe una gran cantidad de nutrientes, entre ellos se encuentra el
fésforo, el cual tiene propiedades Unicas que lo califican por su funcién como un
componente esencial del material genético de todos los organismos, y un participante en
muchos mecanismos de transformacion de energia (Westheimer, 1987). Ademas, el
fésforo tiene una gran importancia como nutriente primario para los organismos
fotosintéticos y para los autotrofos. En las aguas profundas de los océanos, casi todo el
fésforo disuelto se presenta como fosfato inorganico simple, mientras que en aguas

superficiales aparece como fésforo combinado con materia organica disuelta. Su rango



de concentracion es muy amplio, desde 0 uM hasta 3 uM, siendo menor en la superficie
debido al transporte por organismos y sus detritus hacia la profundidad, donde la
concentracion es superior (Pilson, 2012). Si se encuentran en cantidad excesiva inducen
el crecimiento desmesurado de algas y otros organismos provocando la eutrofizacion de
las aguas. Cuando estas algas y otros vegetales mueren, al ser descompuestos por los
microorganismos, se agota el oxigeno y se hace imposible la vida de otros seres vivos
(Ordofiez, 2017). Esto puede provocar muchos efectos negativos como la muerte de
muchos corales ya que un exceso de fosfato inhibe su calcificacion (Walker y Ormond,
1982).

En los ensayos realizados se ha utilizado el método de encapsulamiento de la proteina

en una matriz de silice por el método Sol-Gel. Este método presenta sencillez y facilidad
a la hora de la inmovilizar los compuestos, protegiendo tanto la estructura como la
funcionalidad de la proteina sin que se modifiquen sus propiedades (Lan et al., 1999).
Esta técnica se utiliza en biosensores Opticos y electroquimicos, fases estacionarias para
cromatografia de afinidad, etc. (Jin y Brennan, 2002).
El proceso sol-gel se lleva a cabo en dos etapas. La primera etapa es la hidrdlisis, en la
cual se mezclan los precursores de silice empleando un catalizador (&cido o basico). Esta
etapa lleva a una disolucién coloidal metaestable conocida como sol. Y, la segunda etapa
es la condensacion del sol mediante el aumento del pH y la agregacion de coloides,
produciéndose un gel.

La finalidad del presente estudio es aplicar técnicas electroquimicas para detectar un
nutriente en el medio marino, en este caso el fosfato. Existe una gran variedad de estudios
realizados en medio acuoso, pero en agua de mar son muy escasos, por esta razon se ha
querido estudiar en el agua de mar.

Existen varios objetivos, en primer lugar, comprobar que el producto de la reaccion (PAF)
es electroactivo en medio marino, para que pueda ser utilizada la reaccion en el estudio.
Si es electroactivo, el siguiente objetivo es examinar la actividad catalizadora de la
enzima (ALP) en la reaccion estudiada, y determinar la capacidad de inhibicién que posee
el fosfato frente a la ALP. A partir de estos resultados se podra determinar en estudios
futuros la concentracion de fosfato a partir de su tasa de inhibicion de la ALP en la
reaccion. El ultimo objetivo trata de aumentar la comodidad a la hora de realizar las
medidas una vez desarrollado el sensor, haciéndolo portatil y reutilizable, con lo que se

pretende encapsular la proteina en una matriz de silice por el método de Sol-Gel.



2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Se ha preparado agua de mar sintética con una salinidad de 35 psu, para ello se han
utilizado las siguientes sales: Cloruro sddico (VWR, Prolabo); Sulfato de sodio (Fisher
Scientific); Cloruro potasico (LabKem, Analytical Grade ACS); Bicarbonato sédico
(VWR, Prolabo); Bromuro potasico (Merck, pro analysi); Acido bérico (AnalaR
Normapur); Fluoruro sodico (AnalaR Normapur); Cloruro de magnesio hexahidratado
(Alfa Aesar); Cloruro de calcio dihidratado (AnalaR Normapur) y Cloruro de estroncio
hexahidratado (AnalaR Normapur).

Para la preparacion de las disoluciones que se han analizado electroquimicamente, se
han empleado los siguientes reactivos: Tris (hidroximetil) aminometano 99,9% (Trizma
base; Crystalline, Sigma-Aldrich); 4-Aminofenol hidrocloruro (HPLC, Sigma-Aldrich);
4-Aminofenil fosfato (Electrochemical analysisi, Sigma-Aldrich) y Fosfatasa alcalina de
mucosa intestinal bovina (BioUlItra, Sigma-Aldrich).

Ademas, para los ensayos de inhibicién de la Fosfatasa alcalina con fosfato en agua de
mar sintética, se ha utilizado como fosfato el reactivo di-Sodio hidrogenofosfato
dodecahidrato (Merck, pro analysi).

Para la preparacion de la matriz Sol-Gel de silice, se han utilizado los siguientes
reactivos: Acido clorhidrico 35% (BioReagent, Sigma-Aldrich) y Tetraetil ortosilicato
98% (TEQS; Reagent, Sigma-Aldrich).

2.1.2. Electrodos

Se pueden diferenciar 3 tipos de electrodos: electrodo de trabajo, electrodo auxiliar y
electrodo de referencia. En primer lugar, en un electrodo de trabajo es donde ocurren las
reacciones electroquimicas de interés. Han de tener una superficie muy bien definida y
conviene que sea pequefia (LOopez, 2017). En segundo lugar, en el electrodo auxiliar tiene
lugar la reaccién con una corriente de signo opuesto a la reaccion que ocurre en el
electrodo de trabajo. Este electrodo debe ser inerte y sus propiedades no han de afectar al
comportamiento del electrodo de trabajo. Ademas, es recomendable que tenga un area lo
suficientemente grande para disminuir su densidad de corriente. Por ultimo, un electrodo
de referencia es el que esta conectado al electrodo de trabajo y se encarga de medir la

diferencia de potencial con respecto a éste.
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Para realizar las mediciones electroquimicas se han utilizado electrodos serigrafiados
de carbono desechables (ref. DRP-C110 DropSens), de dimensiones de 3,4 cm de largo,
1 cm de ancho y 0,05 cm de grosor. Este tipo de electrodos son adecuados para trabajar
con microvolimenes de 50 pL (Jiang et al., 2016) o sumergiéndoles en disoluciones.

La Figura 2 muestra la estructura de los electrodos que se han utilizado, los cuales se
componen por un electrodo de trabajo (W.E.) circular de 4 mm de diametro, uno auxiliar
(C.E.) y uno de referencia (R.E.), los dos primeros son de carbono, mientras que el de
referencia Ag/AgCI.

Electrodo auxiliar
Electrodo de
Electrodo de
trabajo .
referencia

Conector

C.E. Conector

R.E.
Conector
W.E.

Figura 2. Esquema de un electrodo serigrafiado de carbono DropSens.

2.1.3. Fuentes de corriente y aparatos

Para realizar las mediciones electroquimicas se ha utilizado un potenciostato DropSens
uStat 400, conectado por cable al ordenador y al electrodo introducido en la cubeta que
contiene la disolucion (Figura 3). A través de este sistema se han podido obtener las
medidas electroquimicas estudiadas, las cuales se han registrado mediante el programa
de ordenador DropView (version 2.9).

11



Figura 3. Potenciostato conectado al ordenador y al electrodo

introducido en la cubeta.

Para conectar los electrodos serigrafiados al potenciostato se ha utilizado un cable
DRP-CAST para estudios en disolucién (Figura 3), o bien, un conector DropSens DRP-
DSC (Figura 5).

Figura 4. Electrodo Figura 5. Conector de electrodos DropSens

introducido en la cubeta utilizado para el método de gotas.
con la disolucion.

Para medir el pH de las disoluciones se ha utilizado un pH-metro (CRISON GLP 22).

2.2. Métodos
2.2.1. Preparacion de disoluciones
2.2.1.1. Agua de mar sintética

Se ha preparado agua de mar sintética de salinidad 35 psu. Para su preparacion se han
utilizado diversas sales, cuya masa se ha calculado a partir de los datos recogidos por
Kester et al. (1976).
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Se ha calculada la masa de cada sal que se afiade a 1 L de agua destilada para la
preparacion de agua de mar sintética de 35 psu. Estas cantidades se muestra en la Tabla

1. Se ha preparado un total de 6 L para realizar los experimentos.

Tabla 1. Masa de las sales pesadas afiadidas a 1 L de agua destilada para la preparacion de agua de mar

sintética de 35 psu.

Sales Masa ()
NaCl 24,797
Na2SO4 4,154
KCI 0,702
NaHCOs 0,100
KBr 0,203
H3BO3 0,027
NaF 0,031
MgCl, - 6H,0 10,776
CaClz- 2H.0 1,574
SrClz - 6H20 0,025

Se ha medido el pH del agua de mar sintética, el cual es de 8,02 que se encuentra dentro

del rango de pH del agua de mar natural.

2.2.1.2. Disolucion tampén Tris 50 mM

Se ha preparado una disolucion empleando Trizma base ya que posteriormente se
utiliza en algunos ensayos electroquimicos como medio de la disolucién donde se produce
la reaccion electroguimica.

El pH de esta disolucion ha resultado ser de 9,96.

2.2.2. Preparacion de la matriz de silice por el método Sol-Gel para el encapsulamiento
de la proteina
Se ha preparado una disolucién de acido clorhidrico 35%, de concentracion 0,01 M.
Seguidamente, a partir de los datos recogidos por Gamero-Quijano (2014), se han
mezclado 9,20 mL de TEOS y 5,80 mL de acido clorhidrico 0,01M en un vial. A
continuacion, el vial se ha colocado en un agitador magnético durante dos horas para que

se homogenice la disolucidn, ya que en un inicio se forman dos fases, por encima queda
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el TEOS y por debajo la disolucion de acido clorhidrico. Al agitar la mezcla durante 2

horas se produce la hidrolisis del TEOS produciéndose la siguiente reaccién de hidrdlisis:
Si(EtO)s + H:0 ——» Si(OH)a + EtOH

El etanol generado en la hidrolisis del TEOS es un cosolvente de ambas fases y tras la

misma el vial presenta una sola fase. Finalmente, la disolucion se ha colocado en el

frigorifico para que se conserve.

El siguiente paso ha sido calcular la cantidad de etanol que se ha formado en la

reaccion de la hidrolisis de TEOS en medio &cido, ya que el etanol formado podria
producir la desnaturalizacion de la proteina.
Por cada mol de TEOS hay cuatro moles de etanol generado, por tanto, una masa de 2,3
g de etanol por cada 5 mL de TEOS hidrolizado. Para eliminar este etanol se introduce en
el rotavapor a vacio hasta que se evaporen los 2,30 g calculados de etanol, para ello hay
que ir pesando poco a poco la disolucidn. En el caso de que se evapore mas de la cantidad
calculada, se puede afadir a la disolucion hidrolizada la cantidad de mas pesada de la
disolucion de acido clorhidrico 0,01M. Una vez evaporado el etanol, esta disolucién es la
que se utiliza posteriormente para el encapsulamiento de la proteina.

Seguidamente, se ha preparado la disolucion que contiene la proteina. La disolucion
de Fosfatasa alcalina que se ha estudiado es de concentracion 24 uM en tampon Tris 100
mM. Esta disolucion también se ha introducido en el frigorifico para su conservacion.

Para la formacion del gel se mezcla en una cubeta la disolucién de TEOS hidrolizado
con la disolucion que contiene la fosfatasa alcalina con tamp6n Tris 100 mM. A los treinta
segundos aproximadamente toda la mezcla gelifica por la formacion de la silice. El hecho
de la gelificacion se debe al aumento de pH, por la adicién de Tampdn Tris 100 mM. Para
que se conserven los monolitos, se les ha afiadido 1 mL de Tampdn Tris 100 mM ya que
evita la desecacion del monolito de silice, y finalmente se guarda en el frigorifico.

Posteriormente se han hecho mediciones en las cubetas con el gel (Figura 6).
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Figura 6. Cubetas con la matriz de silice sintetizada por el método Sol-Gel.

2.2.3. Métodos electroquimicos
2.2.3.1. Voltamperometria ciclica

La voltametria o voltamperometria ciclica es una técnica de caracterizacion
electroquimica muy empleada por su sencillez operacional y por la cantidad de
informacion que se puede obtener a partir de un voltagrama o voltamperograma, que es
la representacion de la curva intensidad-potencial. Consiste en la variacién lineal del
potencial con el tiempo a la vez que se registra la intensidad de corriente que circula a
través del electrodo (Gamero, 2014).

Los instrumentos necesarios para emplear esta técnica son un potenciostato, un
generador de sefial y un registrador. En primer lugar, un potenciostato aplica una
diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia, y hace
pasar corriente eléctrica entre el electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar. En segundo
lugar, un generador de sefial esta conectado al potenciostato y al registrador y se encarga
de hacer variar el potencial del electrodo de trabajo desde un valor inicial hasta otro valor
final. Normalmente, esta variacion del potencial con el tiempo es lineal. Por Gltimo, un
registrador se encarga de anotar la variacion del potencial con el tiempo, asi como la
corriente con el tiempo. De esta manera, envia esta informacion al software de adquisicién
de datos que se encarga de reproducir la representacion | vs E o voltamperograma.

En una experiencia de voltamperometria ciclica, un generador de sefiales hace variar,
a través de un potenciostato, el potencial del electrodo de trabajo (W.E.) desde un valor
inicial E; hasta otro final E1, y después, invierte el barrido hasta E», de modo que vuelve
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al potencial inicial dando lugar a la obtencion de diversos voltamperogramas ciclicos
(Figura 7).

I Eﬁ E‘]

Figura 7. Voltamperograma representado en funcion del tiempo, y voltamperograma ciclico.

2.2.3.2. Voltamperometria de barrido lineal

La voltamperometria de barrido lineal es un método electroquimico por el cual se mide
la corriente con un electrodo de trabajo, mientras se hace un barrido lineal del potencial
entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia. La oxidacion y la reduccion
del analito son registrados como un pico en la sefal, en el potencial al cual la especie
comienza a oxidarse o reducirse.

Con este método ocurre lo mismo que en la voltamperometria ciclica representada en
la Figura 7, pero de un potencial inicial E;j pasa hasta un potencial final E; sin invertirse
el proceso, de modo que no se producen ciclos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion electroquimica de 4-Aminofenol

Para comprobar que el producto de la reaccién de estudio tiene una respuesta
electroquimica tanto en medio marino como en medio acuoso de tampon Tris, se han
preparado dos disoluciones, una de 4-Aminofenol hidroclorhidrico (PAF) de
concentracion 0,5 mM en agua de mar sintética y otra igual, pero en medio acuoso de
tampon Tris 50 mM.

La figura 8 muestra un voltamperograma ciclico estabilizado de la disolucion
preparada de PAF 0,5 mM en Tampon Tris 50 mM. Se observa en el barrido en sentido
positivo la aparicion de una corriente positiva desde 0,0V relacionada con la oxidacion

del PAF a para-quinonaimina, segun la reaccién recogida por Salavagione et al. (2004):
NH, NH

|

= @ + 2H" + 2¢e
I
o)

Aparece un pico de oxidacion en 0,09V con una corriente de 16,43 pA. Cuando se invierte

OH

el barrido aparece un pico de reduccion a -0,12V con una corriente de -16,5 pA,

correspondiente al contraproceso observado anteriormente.

Corriente (LA)

N =R N
o o < o »n o o o
1 1 1 1 1 1 1 1

Ny
)

-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
Potencial (V) vs Ag/AgCI

Figura 8. Voltamperograma ciclico estabilizado con velocidad de barrido de 100 mVs, de una
disolucion de PAF 0,5 mM en Tampdn Tris 50 mM.

La figura 9 muestra un voltamperograma de barrido lineal de la disolucion preparada

de PAF 0,5 mM en tampo6n Tris 50 mM, representado por una linea continua, vy, de la
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disolucién preparada de Tampdn Tris 50 mM, representado por una linea discontinua. En
la disolucién que contiene PAF, se observa en sentido positivo la aparicion de una
corriente positiva desde 0,0V relacionada con la oxidacion del PAF. En esta aparece un
pico de oxidacion en 0,09V con una corriente de 17,43 pA. Mientras que, en la disolucion
de tampon Tris, se observa que no hay ningun pico de oxidacion ya que la disolucion no

contiene ninguna especie con actividad electroquimica.

20
15+

104

Corriente (LA)

'10 T T T T T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

Potencial (V) vs Ag/AgClI

Figura 9. Voltamperograma de barrido lineal con velocidad de barrido de 100 mVs™, de una disolucién
de PAF 0,5 mM en tampdn Tris 50mM.

La figura 10 muestra un voltamperograma de barrido lineal de la disolucién preparada
de PAF 0,5 mM en agua de mar sintética, representado por una linea continua, y, de la
disolucion preparada de agua de mar, representado por una linea discontinua. En la
disolucion que contiene PAF, se observa en sentido positivo la aparicion de una corriente
positiva desde 0,0V relacionada con la oxidacion del PAF. En esta aparece un pico de
oxidacion en 0,15V con una corriente de 20,67 pA. Mientras que, en la disolucion de agua
de mar, se observa que no hay ningun pico de oxidacion ya que la disolucién no contiene
ninguna especie con actividad electroquimica.

Se puede afirmar que el PAF tiene respuesta electroquimica en ambos medios y que la
corriente en su pico de oxidacion es un poco mayor en agua de mar que en medio acuoso,

pero no se aprecian diferencias importantes.
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Potencial (V) vs Ag/AgClI

Figura 10. Voltamperograma de barrido lineal con velocidad de barrido de 100 mVs, de una disolucidn

de PAF 0,5 mM en agua de mar sintética.

Como ya se ha comprobado que el PAF responde electroquimicamente en ambos
medios de estudio, el siguiente paso ha sido realizar la recta de calibrado del PAF
representando la corriente (en uA) frente a la concentracion de PAF (en uM). Esto se ha
representado tanto en medio acuoso como en medio marino.

La figura 11 muestra la recta de calibrado del PAF 0,5 mM en una disolucion de
tampdn Tris 50 mM. Se puede observar como a medida que aumenta el volumen de PAF,
aumenta la intensidad de la disolucion, es decir, la concentracion de PAF es directamente
proporcional a la intensidad. Se ha realizado un ajuste lineal de los puntos representados
con un valor de pendiente m= (3,7 + 0,4) x102 A/M y un valor de R? de 0,91.

Corriente (nA)
o

0 100 200 300 400 500
[PAF] (uM)

Figura 11. Recta de calibrado del PAF en una disolucion de Tampon Tris 50 mM obtenida a partir de la
voltamperometria de barrido lineal. Las condiciones experimentales son como las indicadas en la figura
10.
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La figura 12 muestra la recta de calibrado del PAF 0,5 mM en una disolucion de agua
de mar sintética. Se puede observar al igual que en la figura 11 que, a medida que aumenta
el volumen de PAF, aumenta la intensidad de la disolucion. Se ha realizado un ajuste
lineal de los puntos representados con un valor de pendiente m= (3,6 + 0,2) x102 A/M y
un valor de R? de 0,97.

12 -

10 4

Corriente (HA)

0 50 100 150 200 250 300
[PAF] (uM)

Figura 12. Recta de calibrado del PAF en una disolucion de agua de mar obtenida a partir de la
voltamperometria de barrido lineal. Las condiciones experimentales son como las indicadas en la figura
10.

No se observan diferencias significativas entre las pendientes del ajuste lineal en la
disolucién de PAF 0,5 mM en medio acuoso Yy en agua de mar sintética. De modo que se
puede afirmar que el PAF presenta una respuesta electroguimica muy similar en ambos

medios.

4.2. Cinética de formacién de 4-Aminofenol

Para determinar que concentracion de la enzima ALP es la mas adecuada para estudiar
la formacién del PAF, se han realizado varios ensayos electroquimicos. Para ello se ha
preparado una disolucién de 4-Aminofenil fosfato (PAP) de concentracion 10 mM. Como
esta disolucion se oxida facilmente, se ha realizado diariamente. Ademaés, se han
preparado distintas disoluciones de ALP con un rango de concentracion entre 0,6 y 60
uM. Esta disolucion se introduce en el frigorifico para su conservacion.

Los experimentos se han realizado en cubetas con un volumen total de 3 mL, en ellas
se realiza una mezcla de PAP, ALP y agua de mar o tampon Tris 50 mM. En todos los

ensayos se mantiene la misma concentracion de PAP, es decir, 10 mM. Lo unico que
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cambia es la concentracion de ALP, y el medio en el que se realiza el ensayo (medio
acuoso con tampdn Tris 50 mM o medio con agua de mar sintética).

La figura 13 muestra un voltamperograma de barrido lineal de una disolucion que
contiene PAP 10 mM y ALP 6 uM en una cubeta enrasada hasta 3 mL con tampon Tris
50 mM, representado por una curva continua, frente a una curva discontinua de una
disolucién que contiene Unicamente tampon Tris 50 mM. EI gréfico representa la
corriente (en pA) al ir formandose el PAF, frente el potencial (en V). En la curva
continua, se observa en sentido positivo la aparicion de una corriente positiva desde 0,0V
relacionada con la oxidacién del PAF a para-quinonaimina. Esta curva se ha medido a los
a los 16 minutos tras producirse la mezcla y se ha obtenido un pico de oxidacion maximo
en una corriente de 21,42 pA. Mientras que, en la curva discontinua, que solo contiene
tampon se observa una tendencia lineal, sin pico de oxidacion ya que esta no contiene el

PAF que es la especie electroactiva.

2514
20+
15 1

10 1

Corriente (uA)

-5 T T T T T 1
-06 -04 -0.2 0,0 0,2 0,4 0,6

Potencial (V) vs Ag/AgCI

Figura 13. Voltamperograma de barrido lineal con velocidad de barrido de 100 mVs?, de una disolucion

de PAP 10 mM y ALP 6 uM en tamp6n Tris 50 mM frente a otro Gnicamente con tampdn Tris 50 mM.

Para estudiar la formacion del PAF, se ha estudiado el crecimiento de la corriente
frente al tiempo. Paraello, se han realizado una serie de voltamperogramas en un intervalo
de tiempo medido en segundos. A partir de los voltamperogramas se ha podido obtener
la intensidad del pico de oxidacién del PAF a cada instante medido, de modo que se han
generado representaciones de corriente (en pA) frente a tiempo (en s).

La figura 14 representa la intensidad, 1 (en pA) frente al tiempo, t (en s), de una
disolucién que contiene PAP 10 mM y ALP 6 uM en una cubeta enrasada hasta 3 mL con

Tampon Tris 50 mM.

22



En esta figura se puede observar que al inicio (entre t= 0 y t= 200 s) la intensidad del pico
crece linealmente con el tiempo. Al cabo de los 200 segundos se observa un crecimiento
mas lento de esta intensidad. Al cabo de 600 segundos se obtiene un valor de intensidad
practicamente constante. Esto se debe a que tras este instante todo el PAP presente en la
disolucion ha sido transformado en PAF. Por tanto, la corriente medida al cabo del
experimento (1= 18,875 pA) corresponde a una concentracion de PAF de 10 mM.

La parte lineal al inicio de la grafica se puede ajustar a una recta con pendiente m= 0,07

+ 0,01 pA/s, la cual se relaciona con la actividad de la proteina.

Intensidad (LA)
o = & S
[ ]
[ ]
[ ]

o
1

0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (s)

Figura 14. Representacion de la intensidad («A) frente al tiempo (s) de una disolucion de PAP 10 mMy
ALP 6 uM en tampon Tris 50 mM obtenida a partir de la voltamperometria de barrido lineal. El resto de

condiciones experimentales son como las indicadas en la figura 13.

Con el fin de analizar estos datos y poder comparar entre distintos experimentos, la
corriente medida fue normalizada a la corriente del maximo (Inorm), de modo que Inorm=

I/lmax. Por otra parte, el ajuste lineal en el periodo de crecimiento mas rapido tiene una
pendiente (m) que se puede relacionar con la velocidad de hidrolisis del PAP a PAF, de
modo que m= Inorm/t (en s).

La figura 15 representa la intensidad normalizada frente al tiempo (en s), de una
disolucion que contiene PAP 10 mM y ALP 6 uM en una cubeta enrasada hasta 3 mL con
tampon Tris 50 mM.

Se observa un crecimiento muy rapido que viene representado por un ajuste lineal de
pendiente m= (3,7 £ 0,7) x103 s entre 0 y 200 segundos. Al cabo de 700 segundos todo
el PAP se ha hidrolizado a PAF.
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Figura 15. Representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo (s) de una disolucién de PAP
10 mMy ALP 6 uM en tampdn Tris 50 mM obtenida a partir de la voltamperometria de barrido lineal. El

resto de condiciones experimentales son como las indicadas en la figura 13.

La figura 16 muestra la representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo
(en s), de una disolucion que contiene PAP 10 mM y ALP 0,6 uM en una cubeta enrasada
hasta 3 mL con tamp6n Tris 50 mM.

En esta figura se puede observar al inicio un periodo de crecimiento mas rapido cuya
pendiente tiene un valor de m= (2,4 + 0,4) x107 s** hasta t= 300 s, y otro de estabilizacion
de la curva. En este caso, se ha disminuido la concentracion de enzima catalizadora ALP
hasta 0,6 uM, con lo que el crecimiento de la intensidad es mucho méas lento. Como la
concentracion de ALP es baja, la hidrolisis de PAP a PAF se produce mas lentamente,
hasta que Ilega un momento en el que la intensidad se va estabilizando, es decir, ya todo
el PAP se ha hidrolizado a PAF, lo cual se puede observar aproximadamente a los 17

minutos, produciéndose la méxima intensidad a los 23 minutos.
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Figura 16. Representacion de la intensidad frente al tiempo (s) de una disolucién de PAP 10 mM y ALP

0,6 uM en tampdn Tris 50 mM.

Para estudiar la velocidad de formacién del PAF en medio acuoso de tampon Tris 50
mM, se han realizado ensayos con distintas concentraciones de ALP afiadida a las
disoluciones, entre un rango de 0,6 y 60 uM. La figura 17 muestra la velocidad de
formacion del PAF (en 107 s%) que se relaciona con las pendientes de las graficas que
representan la intensidad normalizada frente al tiempo (en s). Se puede observar que a
medida que aumenta la concentracion de ALP afadida, la velocidad de formacion del
PAF es mas rapida, es decir, es directamente proporcional a la concentracion de ALP
(Sumnicht, 2013), y por este motivo, la reaccidn de hidrélisis de PAP a PAF se acelera.
La distribucion de los puntos se ajusta linealmente por una recta con un R?de 0,94 y una
pendiente m= (0,27 + 0,03) x103s/uM.

m (102 s

[ALP] (uM)

Figura 17. Representacion de la velocidad de formacion del PAF (en 10-3s?) frente a la concentracion de

ALP (en uM) afiadida a las disoluciones estudiadas en medio acuoso de tampdn Tris 50 mM.
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4.3. Cinética de formacién de 4-Aminofenol en agua de mar sintética

Se han realizado los mismos ensayos en medio acuoso de Tampon Tris 50 mM que en
agua de mar sintética, para comprobar la efectividad del método electroquimico utilizado,
observar si existe alguna diferencia entre ambos medios, y estudiar la velocidad de
formacion del PAF a distintas concentraciones de ALP en medio marino.

Paraello, se ha preparado una disolucion de 4-Aminofenil fosfato (PAP) de concentracion
10 mM en agua de mar sintética. Y se han realizado ensayos con un rango de
concentracion de ALP entre 6 y 60 uM.

La figura 18 muestra la representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo
(en's), de una disolucion que contiene PAP 10 mM y ALP 6 uM en una cubeta enrasada
hasta 3 mL con agua de mar sintética.

Se puede observar que el ajuste lineal hace referencia al maximo crecimiento de la
intensidad, el cual se produce durante los 4 primeros minutos desde el instante en que se
mezcla la disolucion y presenta una velocidad de formacién de PAF con un valor m= (4,4
+ 0,7) x107° s, A partir de este momento se puede observar que la intensidad deja de
crecer y empieza a mantenerse estable, lo que significa que la hidrolisis de PAP a PAF
esta terminando. Ademas, el instante en que la intensidad es maxima se produce en este
caso a los 17 minutos. La velocidad de formacién del PAF en agua de mar es un poco
mayor que en medio acuoso de tampon Tris cuya velocidad de formacion es m= (3,7 +
0,7) x103 s,

1,04 LI

0,8' ... hd

0,6

Intensidad normalizada

0,2 -

0,014 /e

0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (s)

Figura 18. Representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo (en s) de una disolucion de
PAP 10 mM y ALP 6 uM en agua de mar sintética.
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Para estudiar la velocidad de formacion del PAF en medio marino se han realizado
ensayos con distintas concentraciones de ALP. La figura 19 muestra la velocidad de
formacion del PAF (en 103s) frente al tiempo (en s). Este estudio se ha realizado con un
rango de concentraciones de ALP entre 6 y 60 uM. Se puede observar que a medida que
aumenta la concentracion de ALP que se afiade, la velocidad de formacién del PAF es
mas rapida, es decir, esta es directamente proporcional a la concentracion de ALP.

En comparacion con un medio acuoso de tampon Tris, en medio marino la distribucion
de los puntos no es lineal. Se puede observar como en un inicio, la velocidad de formacion
del PAF es mas répida a bajas concentraciones de ALP en agua de mar que en medio
acuoso de tampon Tris 50 mM, mientras que con una concentracion de 60 uM de ALP,
la velocidad de formacion del PAF pierde la linealidad, esto puede deberse algln proceso
de inhibicion de la proteina a causa de la alta salinidad del medio.

Se puede afirmar que la ALP muestra una respuesta catalitica sobre la reaccion de
hidrdlisis de PAP a PAF, tanto en medio acuoso como en medio marino.

20
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Figura 19. Representacion de la velocidad de formacion del PAF (en 10-3s?) frente a la concentracion de

ALP (en uM) afadida a las disoluciones estudiadas en agua de mar sintética.

Se puede afirmar que no existen diferencias significativas entre la velocidad de
formacion de PAF en agua de mar sintética y en medio acuoso para concentraciones de
ALP menores de 30 uM. La ALP cataliza la reaccion de formacion del PAF en ambos
medios del mismo modo, es decir, que la presencia de sales disueltas en el agua de mar
no genera dificultades a la hora de producirse la hidrolisis, al menos en concentraciones

bajas de proteina.
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4.4. Ensayos de inhibicion con fosfato en agua de mar sintética

Como el fosfato es un inhibidor de la fosfatasa alcalina, se han realizado ensayos con
adicion de fosfato a distintas concentraciones en la disolucion de agua de mar sintética,
para estudiar el efecto de la inhibicién sobre el catalizador de la reaccion y poder
desarrollar un sensor de fosfato basado en este proceso de inhibicion. El rango de
concentraciones de fosfato que se ha utilizado se encuentra entre 0 y 3 uM, ya que es la
concentracion mas comuan en el medio marino.

Por una parte, la concentracion de sustrato PAP es de 10 mM, es decir, la misma que
en los ensayos anteriores. En estos ensayos se ha utilizado Unicamente la concentracion
de ALP de 6 uM ya que es la que ha dado buenos resultados en ambos medios. Por dltimo,
se ha enrasado en la cubeta hasta 3 mL con agua de mar con distintas concentraciones de
fosfato en cada prueba, estas han sido de 0,3 uM, 1 uM, 2 uM y 3 uM.

La figura 20 muestra la representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo
(en s), de una disolucién que contiene PAP 10 mM y ALP 6 uM en una cubeta enrasada
hasta 3 mL con agua de mar sintética con fosfato 0,3 uM. Se puede observar que a los 3
primeros minutos se produce el maximo crecimiento de intensidad, con una velocidad de
formacion del PAF de valor m= (3,8 + 0,9) X102 s%, y que, a partir de este momento los
valores de intensidad se van estabilizando de modo que ya se ha producido la formacion
del PAF. Ademas, la hidrolisis del PAP se produce més lentamente que en caso de la
misma disolucién sin fosfato (Figura 18) cuya velocidad de formacion del PAF es de (4,4
+0,7) x10% s, esto es debido a que, en dos disoluciones con las mismas condiciones, la

que contiene fosfato crece mas lentamente.

Intensidad normalizada

0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (s)

Figura 20. Representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo (en s) de una disolucién de
PAP 10 mMy ALP 6 uM en agua de mar sintética con fosfato 0,3 uM.
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La figura 21 muestra la representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo (en s),
de una disolucién que contiene PAP 10 mM y ALP 6 uM en una cubeta enrasada hasta 3
mL con agua de mar sintética con fosfato 2 uM. EI maximo crecimiento de intensidad se
da en un intervalo de 7 minutos, es decir, es mucho mas lento que en la figura 20, y esto
es debido a que la concentracién de fosfato en este ensayo es superior. A partir de ese
instante se estabiliza la intensidad de modo que el PAF ya se ha formado. Ademas, la
velocidad de formacion del PAF que tiene un valor m= (2,4 + 0,1) x103 s en agua de
mar sintética con fosfato de concentracion 2 uM, es mas lenta que a una concentracion

de fosfato de 0,3 uM cuya velocidad de formacion es de m= (3,8 + 0,9) x103 s,
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Figura 21. Representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo (en s) de una disolucién de
PAP 10 mMy ALP 6 uM en agua de mar sintética con fosfato 2 uM.

La figura 22 representa la velocidad de formacion del PAF, m (en 103s?) frente a la
concentracion de fosfato, [PO+*] (en uM), que se ha afiadido a las disoluciones. Se puede
observar que en un rango de concentracion de fosfato entre 0 y 1 uM la velocidad de
formacion del PAF disminuye linealmente a medida que se aumenta la concentracion de
fosfato. En el rango de concentracion entre 1y 3 uM la velocidad de formacion del PAF
se mantiene mas constante, con lo que el rango de mayor interés es de 0 a 1 uM ya que la
ALP tiene una mayor sensibilidad en presencia del fosfato. Con esto se puede observar
gue a medida que aumenta la concentracion de fosfato en la disolucién, la velocidad de
formacion del PAF disminuye, lo cual es debido a que el fosfato inorganico es un
inhibidor competitivo de la actividad de ALP en agua de mar (Orhanovi y Pavela-vran
2000).
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Figura 22. Representacion de la velocidad de formacion del PAF (en 103s1) frente a la concentracion de

fosfato en agua de mar afiadido a las disoluciones.

4.5. Desarrollo de un sensor: encapsulamiento de la Fosfatasa Alcalina

Para aumentar la comodidad a la hora de tomar muestras en el agua del mar y de
realizar las medidas, se ha encapsulado la enzima ALP en una matriz de silice por el
método de Sol-Gel explicado anteriormente. Seguidamente, se han realizado el mismo
tipo de ensayos estudiados anteriormente, pero con la proteina encapsulada dentro de esta
matriz.

Para comprobar que el fosfato inhibe la ALP estando encapsulada, se han realizado
ensayos en agua de mar sin fosfato y con fosfato de concentracion 2 uM ya que
anteriormente se ha obtenido una buena respuesta.

La figura 23 representa la intensidad normalizada frente al tiempo (en s), de una
disolucion compuesta de PAP 10 mM y de ALP 6 uM encapsulada en una matriz de silice
por el método de Sol-Gel, en una cubeta enrasada hasta 3 mL con agua de mar sintética
sin fosfato. Se puede observar que la tendencia es distinta a la de los ensayos que tienen
la ALP en disolucién. En un inicio, se puede distinguir un crecimiento en la intensidad
que dura unos 2 minutos, y que posteriormente, la curva toma otra tendencia totalmente
distinta donde el crecimiento de la intensidad es mas lento y se ajusta linealmente con un
valor de m= (6,53+ 0,13) x10*s. La mayor velocidad observada al inicio se debe a la
reaccion de PAP catalizada por la ALP que se encuentra en las zonas externas de monolito
de silice. La formacion total del PAF tarda 23 minutos en este caso, pero tarda 4 minutos
en empezar a estabilizarse la formacion del PAF que cuando la proteina esta en

disolucion.
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Figura 23. Representacidn de la intensidad normalizada frente al tiempo (en s) de una disolucién de
PAP 10 mM y ALP 6 uM encapsulada en una matriz silice por el método Sol-Gel, en agua de mar

sintética sin fosfato.

Por otra parte, se puede afirmar que la cinética de formacion del PAF cuando la
proteina estd encapsulada es mas lenta que en disolucién. Esto es debido a que el PAP
tiene que penetrar a través de los poros del monolito de silice para reaccionar con la
proteina encapsulada. Esta proteina encapsulada es posible que tenga menor actividad en
la reaccion de hidrolisis que cuando se encuentra libre en disolucion.

Ademas, el PAF generado en la hidrdlisis del PAF debe difundir a través de los poros
del material para entrar en contacto con el electrodo y este proceso también puede estar
impedido por la presencia del monolito. Todos estos efectos pueden hacer que la
formacion y deteccion del producto sea mas lenta que en disolucién (Dunny Zink, 1997).

La figura 24 representa la intensidad normalizada frente al tiempo (en s), de una
disolucion compuesta por PAP 10 mM y ALP 6 uM encapsulada en la matriz de silice
por el método Sol-Gel, en una cubeta enrasada hasta 3 mL con agua de mar sintética con
fosfato de concentracion 2 pM.

Se puede observar que al igual que en la figura 23 aparece una tendencia inicial hasta
los 120 segundos con un crecimiento de intensidad mas rapido similar a la que se observé
en el experimento anterior y causado por la reaccion del sustrato en con la enzima ubicada
en las zonas externas del monolito. A partir de este instante, la tendencia de crecimiento
es menor y gqueda representada por un ajuste lineal cuya pendiente tiene un valor de m=
(5,3 +0,2) x10* s’1. En comparacion con la misma disolucion sin fosfato (Figura 23) se
puede observar que el crecimiento de la intensidad en esta figura es menor. Esto es debido
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a la adicién de fosfato que ralentiza el proceso de formacion del PAF, ya que inhibe a la
proteina fosfatasa alcalina que cataliza la reaccion.

Por tanto, se puede afirmar que la ALP presenta actividad catalizadora en la reaccion
de hidrolisis de PAP a PAF cuando se encapsula en la matriz de silice, con lo que si se
puede desarrollar un biosensor electroquimico para detectar fosfato en medio marino

utilizando este método de encapsulamiento de proteina.
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Figura 24. Representacion de la intensidad normalizada frente al tiempo (en s) de una disolucion de
PAP 10 mM y ALP 6 uM encapsulada en una matriz de silice por el método Sol-Gel, en agua de mar

sintética con fosfato 2 uM.

5. CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un prototipo de sensor electroquimico para detectar fosfato en
agua de mar a través de la inhibicion de la enzima Fosfatasa alcalina.

2. El producto de la reaccion estudiada (4-aminofenol) presenta actividad
electroquimica muy similar tanto en medio acuoso tamponado como medio marino.

3. La fosfatasa alcalina cataliza la hidrdlisis del sustrato (4-Aminofenil fosfato) de la
reaccién estudiada. En medio marino la hidroélisis se produce mas rapidamente con una
baja concentracion de la enzima catalizadora que en medio acuoso tamponado. En agua
de mar la actividad de la enzima si inhibe parcialmente a concentraciones mayores de 30
uM.

4. El ion fosfato inhibe la actividad catalizadora de la Fosfatasa alcalina. El rango de
concentracion de fosfato en el que la Fosfatasa alcalina presenta mayor sensibilidad a la

presencia del fosfato es inferior a 1 uM. A mayores concentraciones la velocidad de
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formacion del producto se encuentra también inhibida, pero es insensible a un aumento
de la concentracion de fosfato.

5. Cuando se encapsula la proteina en una matriz de silice a partir del método Sol-Gel,
la hidrolisis del sustrato y la deteccidn del producto se produce mas lentamente que en
disolucion.

6. La Fosfatasa alcalina presenta actividad catalizadora en la reaccion estudiada
cuando se encapsula en la matriz de silice. La actividad de la proteina encapsulada es
inhibida por la presencia de fosfato en disolucion con lo que se puede desarrollar un

biosensor electroquimico para detectar fosfato en medio marino utilizando este método.

1. A prototype electrochemical sensor has been developed to detect phosphate in
seawater through the inhibition of the alkaline phosphatase enzyme.

2. The product of the reaction studied (4-aminophenol) has very similar
electrochemical activity in buffered aqueous medium and marine medium.

3. The alkaline phosphatase catalyses the hydrolysis of the substrate (4-Aminophenyl
phosphate) of the reaction studied. In a marine environment, hydrolysis occurs faster with
a low concentration of the catalytic enzyme than in a buffered aqueous medium. In
seawater, the activity of the enzyme does partially inhibit at concentrations greater than
30 uM.

4. The phosphate ion inhibits the catalytic activity of alkaline phosphatase. The range
of phosphate concentration in which alkaline phosphatase is most sensitive to the
presence of phosphate is less than 1 uM. At higher concentrations the rate of product
formation is also inhibited, but it is insensitive to an increase in phosphate concentration.

5. When the protein is encapsulated in a silica matrix from the Sol-Gel method,
hydrolysis of the substrate and detection of the product occurs more slowly than in
solution.

6. Alkaline Phosphatase presents catalytic activity in the studied reaction when it is
encapsulated in the silica matrix. The activity of the encapsulated protein is inhibited by
the presence of phosphate in solution, whereby an electrochemical biosensor can be
developed to detect phosphate in a marine environment using this method.
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