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1. - INTRODUCCION

El tiabendazol (TBZ) es un fungicida que pertenece a la familia del
benzimidazol. Se trata de un compuesto de gran importancia en agricultura, donde
el uso de este tipo de sustancias esta muy extendido.

Debido a los efectos nocivos que ejerce sobre la salud humana y el
medioambiente, es de gran interés su deteccion en frutas, verduras y aguas. Por
ello, es esencial el desarrollo de métodos analiticos simples, rapidos y sensibles
para su deteccion.

Las técnicas analiticas convencionales empleadas en la deteccion de TBZ
resultan efectivas y precisas, aunque requieren un elevado coste de
instrumentacion y de tiempo de andlisis. Los sensores electroquimicos pueden
considerarse como una alternativa interesante en el analisis de TBZ debido a sus
caracteristicas, entre las que se incluyen su facilidad de uso, su portabilidad y su
capacidad para realizar analisis in situ.

El uso de electrodos serigrafiados (SPEs) como transductores para la
construccion de sensores electroquimicos ofrece, ademas, grandes ventajas debido
a su caracter desechable y gran versatilidad, que reside en la amplia gama de
posibles métodos de modificacion de la superficie, entre los que se encuentran la
incorporacién de mediadores redox o nanoparticulas metalicas. Esto ultimo, por lo
general, mejora notablemente la sensibilidad del sensor desechable debido a sus
excelentes propiedades cataliticas.

En este trabajo se ha desarrollado un método electroquimico simple y
rapido para la determinacion del TBZ en muestras de agua mediante
voltamperometria de onda cuadrada (SWV), utilizando SPEs. En una primera
etapa del trabajo se ha llevado a cabo la optimizacion de los pardmetros
experimentales, con el objetivo de conseguir medidas precisas, sensibles y
selectivas de TBZ con electrodos serigrafiados de carbono (SPCEs).
Seguidamente, con el fin de probar la eficacia del sensor optimizado, se han
analizado muestras de agua de rio enriquecidas con TBZ.

En una segunda etapa, se ha probado la posibilidad de utilizar SPCEs
modificados mediante diferentes procedimientos, para conseguir una mejora de la
capacidad de deteccion del sensor en distintos tipos de muestras. Asi, se han
realizado experiencias con SPCEs modificados con nanoparticulas de oro
(AuNPs-SPCEs) y con sistemas electrodicos serigrafiados basados en electrodos
de trabajo de carbono platinizado (SPCpEs). También se ha llevado a cabo el
estudio de la respuesta voltamperométrica de TBZ en SPCEs modificados con
mediadores redox como el hexacianoferrato (II) de potasio (SPCgnEs) y el
tetratiafulvaleno (SPCrrpEs).

Determinacion de TBZ con electrodos serigrafiados 3
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2.— FUNDAMENTO TEORICO
2.1. —BENzZIMIDAZOL

El benzimidazol (Figura 1), es una clase de fungicida utilizado como
pesticida de amplio espectro contra insectos, hongos y malas hierbas en una
amplia variedad de cultivos de frutas y verduras [1].

N
N
H
Figura 1.- Estructura quimica del benzimidazol.

Los beneficios generados por la utilizacion de fungicidas derivados del
benzimidazol en agricultura son numerosos, aunque su uso masivo en los tltimos
afios ha llevado a una gran acumulacion de los mismos en el medioambiente,
contaminando las aguas naturales. Este hecho no puede ser ignorado debido a sus
posibles efectos nocivos en la salud. Asi, la Directiva Europea del Marco del
Agua ha establecido un nivel de concentracion méaximo de 0.1 mg/L de
compuestos de benzimidazol en las aguas naturales, y una concentracion total de
todos los plaguicidas de 0.5 mg/L [1, 2].

2.2.— TIABENDAZOL

Uno de los derivados del benzimidazol frecuentemente empleado como
fungicida es el TBZ. El TBZ, [2-(4-tiazolil) benzimidazol], (Figura 2), se
introdujo en 1960 inicialmente como farmaco vermifugo en medicina y
veterinaria, debido a su capacidad para eliminar lombrices intestinales en seres
humanos y mamiferos en general, aunque dependiendo de la dosis suministrada,
esta sustancia puede causar efectos adversos como dolor abdominal, nauseas,
mareos y otras dolencias cognitivas [3].

Figura 2.- Estructura quimica del TBZ.
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Posteriormente se utilizd6 como fungicida en agricultura, principalmente
para controlar los hongos formados después de la cosecha de frutas y verduras,
ademds de como parasiticida y conservante de alimentos, formando parte de las
ceras que se aplican sobre la piel de diferentes frutas [3].

La Agencia de Proteccion Medioambiental estadounidense (EPA), ha
englobado al TBZ dentro de la categoria 4 de toxicidad, en la que el rango 1 se
corresponde con la sustancia mas toxica y el 4 la menos toxica. Este valor ha sido
otorgado teniendo en cuenta su baja toxicidad cutdnea. Sin embargo, los residuos
que deja en animales o plantas comestibles representan una gran amenaza para la
salud humana a través de la cadena alimentaria, ya que el TBZ se absorbe
rapidamente por via digestiva y sus metabolitos se distribuyen por todo el
organismo donde pueden causar efectos nocivos, hecho que ha provocado que
otros organismos oficiales lo hayan clasificado como un compuesto de elevada
toxicidad [4].

Entre los efectos nocivos del TBZ, se encuentra la alteraciéon en las
hormonas tiroideas, por lo que se considera también agente carcindgeno en dosis
altas [4]. Ademas, el TBZ se ha relacionado con enfermedades hepaticas y, en
estudios con animales se han encontrado dolencias en el rifidén asi como problemas
teratogénicos y reproductivos a dosis elevadas [3].

El uso extensivo de TBZ en frutas y verduras puede afectar a la calidad de
los recursos medioambientales, por ejemplo a las aguas subterrdneas y aguas
superficiales. En este tipo de muestras, la determinacion de residuos de TBZ es
dificil, no solo por los bajos niveles en los que se encuentra presente, sino por la
complejidad de la matriz. Por todo esto, es de gran importancia el desarrollo de un
método simple, rapido y seguro para su determinacion [4, 5].

2.2.1. — Determinacion analitica de tiabendazol

El analisis de TBZ se ha llevado a cabo mediante diferentes métodos, entre
los que se encuentran la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) [6],
la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) [7], la
fluorescencia [8] y la espectroscopia Raman [4]. Sin embargo, estos métodos
presentan varios inconvenientes como elevado coste instrumental, procedimientos
de laboratorio sofisticados, necesidad de personal cualificado, tiempo de analisis
alto y complejos pretratamientos de las muestras, lo que limita su aplicacion en la
deteccion de TBZ en muestras reales.

Las técnicas electroquimicas se presentan como una interesante alternativa
de anélisis debido a que carecen de las limitaciones descritas anteriormente para
otros métodos de analisis. Sin embargo, son muy pocos los métodos
electroquimicos que existen descritos en bibliografia para la determinacion de
TBZ.

El primer método electroquimico desarrollado para la determinacion de
TBZ, utiliza un electrodo de gota de mercurio como electrodo de trabajo

empleando polarografia diferencial de impulsos (DPP) como técnica

Determinacion de TBZ con electrodos serigrafiados 5




Marta Melgosa Pefia TFM

electroquimica. El método desarrollado se basa en la oxidacion del mercurio y la
posterior formacion del complejo mercurio(ll)-tiabendazol. Este método presenta
buenos resultados en términos de limite de deteccion de acuerdo con el criterio
3sp/m (2.5 puM), siendo m la pendiente de la curva de calibracion y s, la
desviacion estandar de 10 medidas de TBZ al valor mas bajo de concentracion
utilizado para construir la curva de calibrado. Ademas, ha sido aplicado con éxito
en la determinacion de TBZ en diversas frutas [9].

El electrodo de mercurio ha sido también utilizado para el desarrollo de un
método de analisis de TBZ mediante voltamperometria de redisolucion adsortiva
basado en la reduccion del complejo formado entre TBZ y Ni(Il). El limite de
deteccion obtenido resulta 100 veces menor que el descrito en el anterior trabajo
aunque no ha sido empleado en el analisis de muestras reales [10].

La utilizacion de electrodos de mercurio, aunque proporciona métodos de
elevada sensibilidad, es cada vez mas reducida debido a las propiedades toxicas de
este elemento. Entre los electrodos empleados para la determinacion de TBZ se
encuentra el electrodo de carbono vitrificado (GCE). Asi, este electrodo ha sido
utilizado para la determinacion de TBZ mediante analisis por inyeccion en flujo
con deteccion amperométrica empleando diferentes electrolitos de soporte
(disolucion 0.1 M de KOH y en mezclas metanol-agua y acetonitrilo-agua en
presencia de NaClO,). Los mejores resultados en cuanto a limite deteccion se
obtuvieron en KOH con valores de 0.21 uM, siguiendo el criterio 3s,/m, aunque el
método no fue aplicado en el analisis de TBZ en muestras reales. En este mismo
trabajo se estudiaron también diferentes fungicidas mediante SWV en diferentes
medios. En el caso del TBZ se obtuvieron picos voltamperométricos bien
definidos a un potencial proximo a +1.5 V vs Ag/AgCIl/KCI (3 M), en una mezcla
70:30 de metanol:agua en presencia de NaClO4 como electrolito de soporte,
aunque no se aportan datos ni de precision ni de sensibilidad [11].

Un trabajo mas reciente describe la determinacion de TBZ mediante
voltamperometria diferencial de impulsos (DPV) empleando un GCE modificado
con nanotubos de carbono funcionalizados con grupos carboxilo (MWCNT-
COOH/GCE). La determinacion se llevé a cabo en tampon fosfato pH 6,
obteniéndose un limite de deteccion para el TBZ de 0.3 puM, siguiendo el criterio
3sy/m, con un valor de desviacion estandar relativa (RSD) del 4.2 %. El método
propuesto fue ademas aplicado satisfactoriamente en la determinacién de TBZ en
muestras reales mediante adicion estandar, concretamente en frutas [5].

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, puede decirse que las
técnicas electroquimicas pueden emplearse con éxito en la determinacion de TBZ.
Las claras ventajas que estas técnicas presentan con respecto a los métodos
tradicionales pueden verse incrementadas mediante la utilizacion de SPEs.

2.3. — ELECTRODOS SERIGRAFIADOS
La sustitucion de los electrodos solidos convencionales por SPEs ha
incrementado las posibilidades de las técnicas electroanaliticas en el campo del

analisis.
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Sus numerosas ventajas, entre las que se incluyen su sencillo proceso de
fabricacion, su bajo coste, su reducido tamafo, sus caracteristicas desechables, su
portabilidad (lo cual permite un andlisis in situ de las muestras) y la posibilidad de
produccion en masa, han reforzado el uso de este tipo de electrodos. Por otra
parte, los SPEs evitan algunos problemas comunes relacionados con los
electrodos solidos tradicionales, como son los inevitables procesos de limpieza
[12].

El proceso de serigrafiado es un método de impresion directa que consiste
basicamente en la deposicion de tintas capa a capa sobre un sustrato utilizando
una pantalla o tamiz, de tal manera que las tintas pasan a través de las zonas no
obturadas de ésta, quedando impresas sobre el sustrato y definiendo asi la
geometria del sensor. Para llevar a cabo este proceso de impresion la tinta se
deposita inicialmente sobre la pantalla. A continuacidn se hace pasar una rasqueta
que extiende la tinta por la pantalla cubriendo los diferentes motivos disefiados en
¢sta. La tinta pasa a través de los poros no obturados de la pantalla, quedando
depositada en el sustrato con la forma correspondiente.

La combinacién sucesiva de diferentes pantallas y distintas tintas es
empleada normalmente para la fabricacion de los distintos electrodos (trabajo,
referencia y contraelectrodo) mostrados en la figura 3.

Electrodo de referencia
Ag/AgCl SPE

Electrodo auxiliar
de carbono

Electrodo de trabajo

Figura 3.- Imagen de los SPEs empleados en este trabajo.

Una vez impresas las tintas sobre el soporte es necesario someterlas a un
proceso de curado o endurecimiento mediante un proceso térmico, que
dependiendo del material aglutinante, puede llegar a alcanzar los 1000 °C. En el
caso de las tintas basadas en resinas, como las utilizadas en la fabricacion de los
dispositivos utilizados en este trabajo, la temperatura de curado requerida es
menor, entre 80 °Cy 120 °C [13, 14].

Una de las ventajas de los SPEs es que pueden ser modificados facilmente

con diferentes materiales para ser adaptados adecuadamente a las caracteristicas
del problema analitico concreto planteado.

Determinacion de TBZ con electrodos serigrafiados 7
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2.3.1. — Electrodos serigrafiados modificados

El disefio de materiales nanométricos ha adquirido gran importancia en los
ultimos afios debido a sus multiples aplicaciones en varios campos. Entre estos
materiales, son de gran interés las nanoparticulas metalicas ya que, debido a su
reducido tamafio, exhiben importantes propiedades fisicas y eléctricas que las
hacen muy utiles para la construccion de sensores electroquimicos mas sensibles
[15]. Por ejemplo, la modificacion de la superficie del electrodo con
nanoparticulas metdlicas incrementa el area superficial efectiva, mejora el
transporte de masa, y en algunos casos, las propiedades cataliticas de las
nanoparticulas pueden reducir el potencial de trabajo o incluso mejorar la
reversibilidad de algunos procesos redox [16]. Por ello, la modificacion de SPEs
con nanoparticulas metalicas incrementa el buen rendimiento de este tipo de
electrodos desechables.

Es posible encontrar en bibliografia numerosos métodos que describen la
sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando distintos procedimientos, como
sintesis quimica mediante reduccion con diversos agentes o métodos
electroquimicos. Estos ultimos proporcionan una alternativa facil y rapida para la
preparacion de nanoparticulas metalicas. En este contexto, la combinacion de
SPEs y posterior electrodeposicion de nanoparticulas permite la produccion de
sensores electroquimicos de una forma muy sencilla [17-19].

Teniendo en cuenta las interesantes propiedades de las nanoparticulas
metalicas y de los SPEs, en este trabajo, se propuso la modificacion de SPCEs con
AuNPs (AuNPs-SPCEs) con el fin de aumentar la sensibilidad de los sensores
desechables.

Otra posible modificacion de los SPEs consiste en la incorporacion a la
tinta, utilizada en el serigrafiado del electrodo de trabajo, de mediadores redox.

Asi, en este trabajo se han probado también SPCEs modificados con dos
mediadores diferentes: SPCrrgEs y SPCremEs.

3.—OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo de investigacion ha sido desarrollar un
método electroquimico sensible para la determinacién de TBZ en muestras
acuosas, basado en la utilizacién de electrodos desechables.

4. - EXPERIMENTAL

4.1. — REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se utilizd agua
Mili Q (Millipore, Bedford, USA) para preparar todas las disoluciones.

8 Determinacion de TBZ con electrodos serigrafiados
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Como electrolito de soporte en las medidas voltamperométricas se empled
una disolucion 0.1 M de fosfato (KH,PO4, Panreac, Barcelona, Espana) y 0.1 M
de KCl (Merck, Darmstadt, Alemania). Para ajustar los valores de pH de las
disoluciones se utiliz6 una disolucién 2.0 M de NaOH (J.T. Baker, Deventer,
Paises Bajos).

Las disoluciones de TBZ fueron preparadas en metanol (BDH Prolabo,
Francia).

Las disoluciones 0.1 mM de Au(Ill) fueron preparadas disolviendo la
cantidad apropiada HAuCls-3H,O (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) en
H,S04 0.5 M (Merck, Darmstadt, Alemania).

4.2. - EQUIPOS

Las medidas electroquimicas se realizaron con un potenciostato
PalmSens® (PalmSens® Instruments BV, Houten, Paises Bajos).

Las disoluciones de pH fueron medidas con un pHmetro Crison Model
2002 (Barcelona, Spain).

Los dispositivos serigrafiados (Figura 3) utilizados en este trabajo constan
de un electrodo de referencia serigrafiado de Ag/AgCl (Ag/AgCl SPE) y un
electrodo serigrafiado auxiliar de carbono. Como electrodo de trabajo se
emplearon SPCEs, AuNPs-SPCEs, SPCrcnEs, SPCrrrEs y SPCpEs.

4.3. — PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.3.1. — Medidas voltamperométricas

Las medidas de SWV fueron realizadas a temperatura ambiente en una
celda electroquimica que contenia 5 mL de electrolito soporte. El barrido de
potenciales fue realizado de 0 a +1.8 V vs Ag/AgCl SPE, empleando una
frecuencia de 10 Hz, un Egp de 25 mV y un Epuse de 8 mV.

4.3.2. — Preparacion de SPCEs modificados con AuNPs

La modificacion de los SPCEs con AuNPs se llevo a cabo mediante la
deposicion de 100 pL. de HAuCly 0.1 mM, preparado en H,SO4 0.5 M sobre el
sistema de electrodos serigrafiados. A continuacion, se aplicé un potencial de

+0.18 V vs Ag/AgCl SPE durante 15 s.

Los AuNPs-SPCEs fueron finalmente lavados con agua-Milli-Q.

Determinacion de TBZ con electrodos serigrafiados 9
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5. —RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. — DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE TIABENDAZOL CON SPCEs

Inicialmente, se evaluo la respuesta electroquimica de TBZ mediante SWV
empleando SPCEs.

En la figura 4 se muestra el voltamperograma obtenido en una disolucioén
de TBZ de concentracion 150 uM. En dicha figura puede observarse la presencia
de un pico de oxidacion a un potencial proximo a +1.15 V vs Ag/AgCl SPE,
relacionado con la oxidacion del &tomo de azufre presente en la molécula [20].

4.0 ~
. 3.0 A
<
=2
3
) 2.0 -
(7]
c
)
=
1.0 -
0-0 I T T T 1

0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4
Potencial (V)

Figura 4.- Respuesta voltamperométrica obtenida mediante SWV empleando un

SPCE: === Blanco [TBZ], 150 uM (Electrolito de soporte, pH 6, Potenciales
vs Ag/AgCl SPE)

Con el objetivo de maximizar dicha intensidad de oxidacién como
respuesta analitica para una concentracion dada de TBZ, la primera etapa del
trabajo consistio en la seleccion del electrolito de soporte mas adecuado para
dicho andlisis y su valor de pH.

5.1.1. — Seleccion del electrolito de soporte

En una primera fase del trabajo experimental se llevd a cabo la
determinacion de TBZ mediante SWV con SPCEs empleando los diferentes
medios de analisis descritos en la bibliografia, incluyendo disoluciones de NaClO4
y mezclas metanol:agua. En ninguno de los casos se registraron buenos resultados
desde un punto de vista analitico.

10 Determinacion de TBZ con electrodos serigrafiados
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Por ello, se llevaron a cabo estudios en medio fosfato, concretamente en
disoluciones de KH,PO4 50 mM o 100 mM con KCI 100 mM.

En la figura 5 se muestran los voltamperogramas obtenidos en ambos
medios. Puede observarse como los mejores resultados (valores de intensidad de
oxidaciéon de TBZ mas elevados) se obtuvieron utilizando como electrolito de
soporte una disolucion 100 mM de KH,PO,4 con KC1 100 mM.

30 ~
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1

Intensidad (HA)
S O

W
1

(@)
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= ().] mM TBZ
= ().6 mM TBZ

0.2
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D
S
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N
(e
|
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S
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0.2

0.7 1.2 1.7
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(b)

= Blanco
= (.] mM TBZ
e (.4 mM TBZ

] I
0.7 1.2 1.7
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Figura 5.- Voltamperogramas registrados mediante SWV para adiciones
sucesivas de TBZ, utilizando SPCEs: (a) KH>PO, 50 mM y KCI 100 mM, (b)
KH>PO, 100 mM y KCI 100 mM. (Potenciales vs Ag/AgCIl SPE)
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5.1.2. — Seleccién del pH de trabajo

La respuesta electroquimica de un sensor voltamperométrico se encuentra,
naturalmente, influenciada por el pH de trabajo. Por ello, en una segunda etapa se
llevaron a cabo diferentes experiencias variando el pH del electrolito de soporte
optimizado, con el objetivo de encontrar el valor méas adecuado para dicho
parametro. Dichas experiencias consistieron en el registro de la respuesta
voltamperométrica obtenida para una disolucion de TBZ de concentracion 0.2
mM a valores de pH 5, 6,7, 8 y 9.

Las experiencias realizadas demostraron que la mejor respuesta
voltamperométrica se observaba para el valor de pH 6 (Figura 6).

——pH3
e pH 7

Intensidad (nA)

Potencial (V)

Figura 6.- Voltamperogramas registrados mediante SWV con SPCEs para
diferentes valores de pH en KH,PO, 100 mM y KCI 100 mM para una disolucion
0.2 mM de TBZ (Potenciales vs Ag/AgC!l SPE).

En las condiciones experimentales optimizadas es posible obtener una
respuesta voltamperométrica que aumenta linealmente con la concentracion de
TBZ. En la figura 7 se muestran diferentes voltamperogramas obtenidos mediante
SWYV, en el intervalo de concentraciones comprendido entre 15y 136 pM.
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Intensidad (UA)

_0.5 T T T T T T 1
0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4

Potencial (V)

Figura 7.- Respuesta voltamperométrica obtenida mediante SWV empleando un
SPCE para diferentes adiciones de una disolucion de TBZ (Electrolito de soporte,
pH 6, Potenciales vs Ag/AgC! SPE)

Las variaciones de intensidad de corriente registrada para las diferentes
adiciones de TBZ, permiten construir una curva de calibracién. Para la
construccion de las curvas de calibrado se eligié un método de regresion robusto,
la regresion por Minimos Cuadrados Preponderada (Reweighted Least Squares,
RLS), basada en la regresiéon por minimos cuadrados (Ordinary Least Squares,
OLS) realizada una vez eliminados los puntos andémalos detectados con una
regresion por Minima Mediana de Cuadrados (Least Median Squares, LMS) [11,
21].

En la figura 8 se muestra la curva de calibraciéon obtenida una vez
eliminados los puntos andémalos, donde puede verse como, efectivamente, existe
una relacion lineal entre la sefial registrada y la concentracion de TBZ.

5.1.3. — Precision y capacidad de deteccion

Para caracterizar un procedimiento analitico y asegurar su calidad es
importante establecer su precision y su capacidad de deteccion.

La precision es el grado de concordancia entre los resultados de ensayos
independientes obtenidos en unas condiciones bien definidas. Asi pues, evalua la
dispersion de los resultados que se obtienen al realizar réplicas de medidas sobre
una misma muestra. Se expresa estadisticamente a través de la desviacion estdndar
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en términos relativos, ya que mientras la desviacion estdndar en términos
absolutos aumenta con la concentracion, la desviacion estandar relativa (RSD)
disminuye, es decir, se estabiliza a concentraciones elevadas [22].

2.0 - 1=0.015-C+0.192
R2=10.998

Intensidad (HA)

0.0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentracion (uUM)

Figura 8.- Curva de calibrado obtenida mediante SWV con SPCEs en el intervalo
de concentraciones de TBZ comprendido entre 15y 136 uM. (Electrolito de
soporte, pH 6)

Es recomendable distinguir entre unas condiciones de minima variacion de
los factores de influencia y unas condiciones de maxima variacién de los mismos
sobre la precision, lo que se conoce como condiciones de repetibilidad y de
reproducibilidad.

Las condiciones de repetibilidad son aquellas en las que las medidas se
realizan aplicando el mismo método a un mismo material, con los mismos equipos
y reactivos, el mismo operador y en un intervalo corto de tiempo, generalmente
una sesion de trabajo.

Cuando las medidas se obtienen con el mismo método, sobre las mismas
muestras, pero con reactivos, equipos, condiciones ambientales y operadores
distintos se habla de condiciones de reproducibilidad [22].

En este caso, el factor mas influyente en el procedimiento desarrollado
para distinguir entre ambos indices es el electrodo serigrafiado utilizado para
realizar las medidas voltamperométricas.

Inicialmente, se comprobd la reproducibilidad del procedimiento
desarrollado para el método optimizado. Para la estimacion de este parametro, se
realizaron tres calibrados de TBZ en las condiciones optimizadas en las etapas
anteriores utilizando diferentes SPCEs. En todos los casos se hicieron adiciones
de 50 pL de TBZ de concentracion 1.5 mM. En la figura 9 se muestran las
diferentes curvas de calibracion obtenidas, una vez eliminados los puntos
anomalos.
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Una vez construidas las curvas de calibracion, la reproducibilidad del
método fue calculada en términos del valor de RSD asociado a las pendientes de
dichas rectas. El valor obtenido para dicho pardmetro fue de 4.0 %.

2.5 1
| =0.014-C + 0.428

2.0 4 R2 = 0.997
<
=
= 15 I=0.015-C + 0.192
s R2 =0.998
)
§ 1.0 -
=

| =0.014-C +0.198
051 & R2=0.992
0.0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracion (uUM)

Figura 9.- Curvas de calibracion construidas mediante SWV con SPCEs en el
intervalo de concentraciones de TBZ comprendido entre 15y 136 uM para la
estimacion de la reproducibilidad del método (Electrolito de soporte, pH 6)

El calculo de la repetibilidad se llevo a cabo mediante la construccion de
diferentes curvas de calibrado utilizando el mismo SPCE, en las condiciones
optimas de las variables experimentales. En esta ocasién no se obtuvieron buenos
resultados puesto que no fue posible la reutilizacion del electrodo, sin embargo,
este resultado carece de importancia teniendo en cuenta el caracter desechable de
los electrodos utilizados.

Se analiz6 finalmente la capacidad de deteccion del procedimiento
analitico, definida como la concentracion o la cantidad de analito derivada de la
medida mas pequefia y que puede detectarse con una certeza razonable. A menor
ruido y mayor sensibilidad del método, mayor sera también la capacidad de
discriminacion entre el blanco y las muestras o patrones a baja concentracion [22].
Se han de evitar dos tipos de errores [18, 23]:

v' Los falsos positivos (a), denominados errores de tipo a, que consisten en
dictaminar la presencia de analito cuando en realidad la muestra no lo
contiene. Se trata de un error de tipo L.

v’ Los falsos negativos (B), denominados errores de tipo B, en los que se

determina que no hay analito cuando en realidad la muestra lo contiene. Se
trata de un error de tipo II.
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La capacidad de deteccion del procedimiento analitico desarrollado para la
determinacion de TBZ fue caracterizado teniendo en cuenta una probabilidad de
falso positivo (a) y falso negativo (B) de 0.05, para lo que se utilizo el programa
DETARCHI [24]. Para el calculo de dicho pardmetro de calidad se utilizaron tres
regresiones lineales. El valor de capacidad de deteccion obtenido fue 6.7 = 0.8
uM, sin embargo este valor fue menor que el valor del primer estandar utilizado
para construir las curvas de calibrado 15 uM. Por lo tanto, desde un punto de vista
analitico, este ultimo valor se estim6 como capacidad de deteccion del método
desarrollado [25].

5.1.4. — Determinacion de TBZ en una muestra de agua de rio

El desarrollo de un método analitico puede resultar de escaso interés si no
se demuestra su eficacia en la resolucion de problemas reales. Por esta razon, una
vez determinadas las condiciones experimentales Optimas, la capacidad de
deteccion y la precision del método, se procedid al andlisis de TBZ en una
muestra real, concretamente en agua de rio enriquecida con TBZ. Asi, se realizo el
analisis de una muestra de agua de rio procedente del Arlanzon (Burgos)
enriquecida con TBZ hasta una concentracion de 150 uM.

Para llevar a cabo esta determinacion se construyeron mediante adicion
estandar tres curvas de calibrado que condujeron, una vez eliminados los puntos
anoémalos, a un valor de 147 = 5 uM. Este resultado confirma la validez del
método desarrollado.

5.2. — DETERMINACION DE TIABENDAZOL CON SPCES MODIFICADOS

La siguiente etapa del trabajo experimental consistido en el estudio de la
respuesta voltamperométrica del TBZ en SPCEs modificados. En primer lugar se
utilizaron AuNPs-SPCEs, segtn el proceso de modificacion descrito en la seccion
4.3.2. Desafortunadamente no se obtuvieron buenos resultados para este tipo de
electrodos modificados, ya que la oxidacioén del oro se produce a potenciales mas
bajos que la sefial obtenida de TBZ (Figura 10), por lo que los resultados no
fueron concluyentes.

Seguidamente, se estudioé la posibilidad de medir TBZ con SPCpEs. Con
este tipo de sensores, no se registro respuesta voltamperométrica de oxidacion
alguna para poder llevar a cabo la determinacion de TBZ (Figura 11).

Finalmente, se realizaron diferentes experiencias con electrodos
modificados con mediadores redox: SPCremEs (Figura 12) y SPCrreEs (Figura
13). Unicamente, los electrodos modificados con TTF condujeron a resultados
satisfactorios, registrandose un pico a un potencial proximo a + 1.15 V vs
Ag/AgCl SPE cuya intensidad aumenta con la concentracion de TBZ. Las
experiencias realizadas con este tipo de electrodos se describen con mayor detalle
en las secciones siguientes.
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Figura 10.- Medidas voltamperométricas obtenidas mediante SWV empleando un
AuNPs-SPCE en el intervalo de concentraciones de TBZ comprendido entre 12 y
97 uM (Electrolito de soporte, pH 6, Potenciales vs Ag/AgCI SPE)
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Figura 11.- Medidas voltamperométricas obtenidas mediante SWV empleando un
SPCp,E en el intervalo de concentraciones de TBZ comprendido entre 20y 140
uM (Electrolito de soporte, pH 6; Potenciales vs Ag/AgCl SPE)
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Figura 12.- Medidas voltamperométricas obtenidas mediante SWV empleando un
SPCremE en el intervalo de concentraciones de TBZ comprendido entre 20y 100
uM (Electrolito de soporte, pH 6; Potenciales vs Ag/AgCI SPE)
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Figura 13.- Medidas voltamperométricas obtenidas mediante SWV empleando un
SPCrrpE para diferentes concentraciones de TBZ (Electrolito de soporte, pH 6;
Potenciales vs Ag/AgCl SPE)
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5.2.1. — Determinacion de tiabendazol con SPC+trEs

Con el fin de mejorar los resultados obtenidos en la determinacion de TBZ
con SPCEs, se registraron distintos calibrados con SPCrrrEs en las condiciones
experimentales optimizadas en las etapas anteriores del trabajo.

Inicialmente, se registraron las intensidades obtenidas en funcion de las
diferentes adiciones de TBZ y se observd la relacion lineal existente entre la sefial
medida y la concentracion de TBZ en el intervalo de concentraciones
comprendido entre 1.8 y 13 uM.

Seguidamente, para asegurar la calidad del método puesto a punto se
determind su precision en términos de reproducibilidad y repetibilidad, asi como
su capacidad de deteccion.

Para la estimacion de la reproducibilidad, se realizaron tres calibrados de
TBZ utilizando diferentes SPCtrrEs. En todos los casos se hicieron adiciones de
90 uL de una disolucion de TBZ de concentracion 0.1 mM. En la figura 14 se
muestran las curvas de calibracion obtenidas una vez eliminados los puntos
anomalos.
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=

1=1.71C-1.96
R2=0.99
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Concentracion (UM)

Figura 14.- Curvas de calibracion construidas mediante SWV con SPCrrrEs en el
intervalo de concentraciones de TBZ comprendido entre 1.8 y 13 uM. para la
estimacion de la reproducibilidad del método (Electrolito de soporte, pH 6)

Una vez construidas las rectas de calibracion, la reproducibilidad del
método fue calculada en términos del valor de RSD asociado a las pendientes de
dichas rectas. El valor obtenido para dicho parametro fue de 6.2 %.
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El calculo de la repetibilidad se llevo a cabo siguiendo el mismo
procedimiento, pero empleando el mismo SPCrrgE. Los malos resultados
obtenidos indican que no es posible la reutilizacion del electrodo para realizar
multiples calibrados, sin embargo, este resultado carece de importancia teniendo
en cuenta el caracter desechable de los electrodos utilizados.

El procedimiento analitico desarrollado para la determinacion de TBZ
utilizando SPCrrpEs fue finalmente caracterizado mediante el célculo de su
capacidad de deteccion, teniendo en cuenta la probabilidad de falso positivo (o =
0.05) y falso negativo (B = 0.05), para lo que se utiliz6 el programa DETARCHI
[24]. Para el calculo de dicho parametro de calidad se utilizaron tres regresiones
lineales. El valor de capacidad de deteccion obtenido fue 1.6 + 0.5 uM. Sin
embargo este valor fue menor que el valor del primer estandar utilizado para
construir las curvas de calibrado 1.8 puM. Por lo tanto, desde un punto de vista

analitico, este ultimo valor se estim6 como capacidad de deteccion del método
desarrollado [25].

Puede verse que el valor de capacidad de deteccion obtenido con el empleo
de SPCrrrEs es aproximadamente 10 veces menor que el estimado con SPCEs.

5.3.2. — Determinacion de TBZ en una muestra de agua de rio

Finalmente, para demostrar la eficiencia del método desarrollado
empleando SPCrrrEs, se procedi6 a la realizacion del andlisis de una muestra de
agua de rio (agua del rio Arlanzon, Burgos) enriquecida con una concentracion
100 uM de TBZ.

El andlisis de la muestra se llevd a cabo mediante adicion estdndar
registrandose voltamperogramas como los mostrados en la figura 15, a partir de
los que se construyeron curvas de calibrado mediante regresion robusta como la
mostrada en la figura 16.

El valor obtenido para la muestra de rio enriquecida fue de 108 + 9 uM

(para n=3), valor similar al teodrico, lo que indica la validez del método
desarrollado para la determinacién de TBZ en muestras reales.
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Figura 15.- Medidas voltamperométricas obtenidas mediante SWV empleando un
SPCrrrE para la determinacion de TBZ en agua de rio: (Tampon fosfato, pH 6;
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Figura 16.- Puntos experimentales y recta de calibrado obtenidos mediante
adicion estandar para la determinacion de la concentracion de TBZ en una

muestra de agua de rio.
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6. — CONCLUSIONES

Los resultados de las experiencias realizadas en el presente trabajo pueden

resumirse en las siguientes conclusiones:

22

El TBZ presenta un pico de oxidaciéon a +1.15 V vs Ag/AgCl SPE que
puede ser utilizado para la determinacién de este compuesto mediante
SWYV empleando SPCEs y SPCrrrEs.

La reproducibilidad del método basado en el empleo de SPCEs en
términos de RSD de las pendientes asociadas a las rectas de calibracion,
en el intervalo de concentracion 15 a 136 uM, es de 4.0 % (n=3).

La reproducibilidad del método basado en el empleo de SPCrrrEs en
términos de RSD de las pendientes asociadas a las rectas de calibracion,
en el intervalo de concentracion 1.8 a 13 uM, es de 6.3 % (n=3).

La capacidad de deteccion obtenida para el TBZ en las condiciones
optimas de las variables experimentales es de 15 pM para SPCEs.

La modificaciéon del electrodo de trabajo con el mediador TTF
proporciona una mayor sensibilidad a los dispositivos desarrollados

(capacidad de deteccion 1.8 uM).

Los sencillos métodos desarrollados en este trabajo resultan adecuados
para la determinacion electroquimica de TBZ en muestras reales.
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