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Resumen.

Este trabaijo presa2nta el desarrollo de un sensor
electroenzimitico para la determinacidn de gqlucosa empleando la

enzima glucosa-oxidasa (E.C. 1.1.3.4.) de #@ispergillus niger.

Esta enzima lleva a cabo la reaccidn que convierte a la glucosa
en acido glucdnico y percgxido de hidrdgeno. En 12 reaccidn. la enzima
consume ox{geno:

glucosa
oxidasa
CH @ #0 #H 0 ~~—==~mwm—rican= + C H O +H 0
6 12 6 2 2 6 12 7 2 2

Con la enzima inmovilizada covalentemente en una diminuta malla
de nylon y un electrodo galvdnico de 03, se diseid un sistema de
medicién de glucosa (electrodo enzimitico). Este sistema fue
caracterizado en términos de sus principales parametros de
funcionamiento para su probable uso en casos espec{ficos. Se
realizaron experimentos de optimizacidn para la activacidn del
soporte wusado en la inmovilizacidn de la enzima. El soporte
consistic en mallas de nylon, para el cual se logrg  desarrollar wun

proceso de activacidn acorde a sus caracterfsticas fflsicas y

qufmicas.

En las pruebas de uso dal sistema se requirid, ademds de la
malla de nylon con la enzima inmovilizada, de una membrana de acetato
de celulosa con el fin de i1ncrementar el rango lineal. Para el caso
fueron probadas diferentes membranas de acetato de celulnsa y la mds
convenients resultd ser la de tubss de didlisis benzotlados.
Logrdndose ampliar 21 rango lineal de 0-50¢ mg/1 a uno de 0-300 marl.

La temperarura de operacidn a la gue se logra la mejor respuesta del



sistema fué de 37°C. En los aspectos de la selec:idn de la membranz vy
de la temperatura de operacidn, se observo que =21 rango lineal es
inversamente  proporcional a la sensibilidad del electrodo
enzimitico. Finalmente se logro un  compromiso  entre  ambos

2
parametros.

Las curvas estandar alcanzaron una correlacidn lineal de hasta
0.9998, usando mallas de nylon en las que se loard inmovilizar, con
el proceso descrito en el trabaso, un promedio de 350 mg de proteina
por gramo de nylon. Estos valores son sensiblemente mds altos en
comparacidn con aquellos reportados cuando se inmoviliza la enzima en
otras formas de nylon (especialmente tubos). Se debe mencionar que la
presentacién ffsica del nylon en malla permite la medicidn directa

con 2l sistema electrodo-malla-membrana.

Con el fin de aumentar el rango lineal del electrodo enzimdtico
se realizaron experimantos co-inmovilizando glucosa oxidasa vy
catalasa, tratando de mantener un nivel alto de ox{geno disuelto
disponible en el sistema , ya que este Gltimo es uno de los sustratos
de la 9lucosa oxidasa. Sin embargo, aun cuando se logra aumentar la
cantidad de enzima inmovilizada vy el rango lineal, se observaron

disminuciones considerables en la sensibilidad.

Del andlisis comparativo con un método convenciocnal rara la
medicidn de muesiras de glucosa, se encontrd que el uso del electrodo

enzimitico es tan apropiado como el mdtodo canvencional.

Finalmante se determind que la estabilidad del electrodo
enzimdtico se conserva sin cambio durante mis de 1S dfas habiendo

re:'izado mds de 20U determinaciones. Este hecks permite concluir que



los electrodos enzimdfticos como =1 que se desarrnlld en este trabasc,

He
i

constituyen una :lternativa de medicidn altamente especifica, rapida,
de facil aplicacidn y posiblemente con costos menores que los ae  los
métodos convencienales para la determinacidn de glucosa. FPor otra

parte el dispositivo desarrollado posee caracter{sticas que lo hacen

competitivo con los 1nstrumentos existentes comercialmante.
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CAPITULD 1

Introduccidn.

La deteccidn y cuantificacidn de determinadas sustancias es una
de las claves para la adecuada interpretacion del comportamiento
integro de wun sistema. Por esta razdn, de la precisidn y rdpidez
logradas en una determinacidn, pueden depender por eiemplo, la
produccidn dptima de un antibidtico en wuna fermentacidn, o el
diagndstico adecuado de la enfermedad de wun organismo. En esle
sentido, todos los laboratorios requieren de métodos adecuados de
cuantificacidn y deteccidn de sustancias , ya sea que se trate de la
determinacidn, monitoreo o diagndstico en laboratorios de

investigacidn bdsica, industrial o clfnicos, respectivamente.

Las técnicas mis empleadas tienen sus principios en los métodos
tritrimétricos. colorimétricos y bioensayos. Sin embargo, en la
mayorfa de los casos, se requiere que las metodologfas usadas sean de
alta especificidad, de respuesta rdpida y de gran presicidn. Para el
caso de ctertas sustancias estas caracter{sticas dificilmente pueden
cumplirse con los métodos mencionados ya que algunos no  son
suficienterante especificos, presentan basa presicidn y altas

interferencias.

Recientemente se han implementado los mdtodos electroauimicos,
los cuales han marcado la pauta para Qque, en combinacidn con
materiales bioldgicos se desarrnollen técnicas mucho mds simsles. Los
materi1ales broldgicos aque se han utilizado incluyen entre otros a

nrganelos. anticuerens v a las enzimas, lo cual garantiza una gran



especificidad. Estas técnicas casi siempre presentan tiempos age
raspuesta cortos. Esle hecho ha dado un gran impulse 2l desarrollo ae
toda una lfnea tecnoldgica 1importante para =estimar y monitorear
algunas sustancias de interes bioldgico, con &l obietivo 11nal de

conocer y controlar los procesos bioldgicos mismos.

Resultado de este avance ha sido la reciente aplicacicn de los
sensores enzim{ticos o electrodos enzimiticos, los cuales tiener como
distintivo el hecho de combinar la alta especificidad de una enzima
con la simplicidad de wuso de los sensores alectrogufmicas
convencionales. Tales dispositivos son sensibles a los cambios
fisicoquimicos que ocurren al reaccinonar la enzima situada en la
vecindad del sensor electroquimico. La respuasta es proporcional al
consumo de un sustrato o la generacidn de un producto presente en un

medio determinado.

Cabe mencionar que esle avance ha sidoe eosible gracias al
desarrollo paralelo de tédcnicas con las que es posible Limitar 2 las
enzimas en un$ region de wun espaclo determinadn. Es decir, a las
técnicas de inmovilizacidn. De esta forma se evitaron en gran medida
las eprincirales limitaciones al uso de =nzimas como reactivos
analfticos, permitiends su reutilizacidn y por lo tants abatiendo los

costos involucrados en el andlisis.

En la dltima década se han reportadc una gran cantidad ge

dispositivos electroenzimiticos para la determinacidn de un =l

O

v 240
nimero de moleculas bioldgiczs i1meortantes. Entre 2llas, por su

importancia bioldgica, clfnica o industrizl, destaca 1z g9lucosa, 51z

molécula es unz de las que ha cresentado ms, »r 1nterds ern 21

[™]

de disepositives para su medicidn.



En =ste trabaio se presenta el deszrrallo de un disposttive pars
medicidn de glucosa basado en la reaccidn de la snzima glucosa
ox1dasa inmovilizada en mallas de nylon colocadas en la superficie

sensible de un electrods galvdnico para w«{geno disuelte.

La primera etapa del trabaio fue la seleccidn del soporte para
la enzima glucosa oxidasa y posteriormente el desarrollo age wuna
metodologie para su 1nmovilizacidn. En esta misma etapa se realizaron
experimentos con wuna protefna de prueba (albimina) con el fin de
seleccionar 2l soporte con meiores caracteristicas para el proceso de
1nmovilizacidn. La enzima utilizada en =l trabajo fue de origen
comercial (Si1gma) ¥ las condiciones finales del método de
inmovilizacidn se establecieron en base a los trabaios reportados

para inmovilizacidn de glucosa oxidasa en tubos de nylon.

Una vez seleccionado el soporte y l2 metodologfa de
inmovilizacidn, en una segunda etapa se construyd el dispositivo
electroenzimitico sensible a glucosa. Esto se logro colocando las
mallas de nylon con la enzima 1nmovilizada en la vecindad de wun
electrodo para 0; disuelto. Con este electrodo enzimdtico se
realizaron los experimentos necesarios para detarminar los valores de
1os pardmetros aue mis importan en cuanto a su erobable uso en €asos

aspociticos.

Una wvez establecida la temperatura de operacidn, los primeros
resultados mostraron la necesidad de mesorar dos de  sus principales
pardmetros v Qque son inversamente proporcionales s2ntre ellos: el
rango lineal y la sensibilidad. Par: alin se proharon diferentes
membranas de didlisis como resistenciz difusional 7 se logro un

sistema con un compromise adecuads enlr: ambos  ecardmetros. Con  ase



mismo obsetivo se realizo una coltnmovilizacion de glucosa oxidasa y
catalasa. Se loard aumentar el rangc lineal, pero se abserve’ perciga

considerable en la sensibilidad de medicidn.

Una wvez establecido =21 wuso de la re2sistencia agi1fusional, que
consistid de una membrana de didlisis benzoilada, se sstugid la
estabilidad operacional del sistema. Se encontrs que durante 15 afas
el sistema opera sin cambios notables en la sensibilidag del

electrodo enzimitico.

Finalmente, este dispositive fue comparado con un métods
convencional de medicidn de glucosa el cual utiliza la misma enzima
pero en forma soluble. Un plano general de la estrategia seguida en

el trabajo experimental se observa en la figura 1.1.



Glucosa oxidasa soluble}————————w Eurvas e respuesta]

— l Curvas de calibracidn
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catalasa.

Comparacidn con un

método convencional

Figura 1.1.- Cuadro esquematico de La estrategia sequida para La rnealizacibn de este thabajo.



CAPITULG 2

Antecedentes.

2.1.~Electrodos bioldgicos.

En la actualidad los qulmicos analiticos y clinicos han
incrementado su interés por los electrodos bioldgicos. Ello se debe,
entre otras cosas, a su gran versatilidad y relativa facilidad de uso
en comparacidn con otras tdcnicas analiticas (Corcoran y Kkechnitz,

19855,

En la literatura, para nombrar estos dispositivos se han usado,
entre otros términos, las palabras biosensores, electrodos bioldgicos
vy bioelectrodos. El teérmino original los define comoc "electrodos con
membranas blocataliticas " o " sensores bioelectroquimicos * (Gronow,

1964.,.

Un electrodo bioldgico es un dispositivo por medio del cual es
posible 12 deteccidn de compuestos especificos a traves de una sedal
eléctrica. Este tipo de instrumentos son el resultado de Ila
interaccidn entre alguno o algunos de los diversos catalizadores
broldgicos v los diferentes transductores existentes. En el disefio de
un electrodo bioldgico el transductor es un dispositivo slectrico que
responde a cambios en los parametros fisicogqufmicos, asociados con la
interaccidn del birocatalizador v su sustrato (figura 2.1:.Esto hz
permitido la combinacidn de la simplicidad y seguridad de las
reacciones 2lectroquimicas, con la alta especificidad de las
rearsi1ones enzimaticas e inmunoldgloas. que pueden ser usadas para la
determinactdn de un nimero elevado J2 sustancias. De esta forma es

postble la determinacidn de sustratos., sroducts. inhibidcres
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Fig 2.1 Diseiio bdsico de un electrodo biologico




cataliticos ¥ aun la actividad de las mismas enzimas.

(Galindo, .1986; Sheller, et al , 1983).

En la construccidn de los electrodos bioldgicos se han empleado,
enzimas ya sea solubles o bien en forma i1nmovilizada, microorganismos
con una determinada actividad metabdlica o enzimdtica, anticuerpos,
tejidos animales o vegetales, organelos o bien combinaciones con dos
o mds de estos elementos bioldgicos (Galindo, 1986; Guilbault, 1980;

Susuki, y Karube, 1981; Gronow, 1984). Un resumen se presenta en la

tabla 2.1.
2.2.~ Sensores electroguimicos.

Este tipo de sensores se divide en dos grandes categorias
potenciométricos y amperométricos. En el primero de ellos, wuna
membrana o superficie sensible a un 18n determinado, se comporta como
una bateria generando una diferencia de potencial. Este Ultimo es una
funcidn logarftmica de la concentracidn del compuesto analizado y se
mide en relacidn al potencial de un electrodo de referencia inerte,

tal como lo son el de calomel o el de plata-cloruro de plata.

En estos sensores las mediciones se realizan en el equilibrio,
es decir, cuando no existe fluJo de corriente. Esta caracterfstica
5e atribuye perincipalmente al hecho de que las membranas sensibles

Fue utilizan son muy poco conductoras d2 corriente.

Los ejemplos mds conocidos de los sensores potenciométricos 1o
constituyen los denominados =lectrodos 1dn-selectivos como lo son

aquellos para medir eH, nCDa. RH5y diversos cationes.

En 2] otro gruro de sensores electroquimicos se ubican  los



Tabla

B 1 [ [4 A T A L 1 z A )] )] R
ENZIMAS M I CROORGCARNRTISMNMOS:
Alcohol a Cefalosporinas d L-Metionina a Acido acético c,d L-Histidina c
Acetil-colina a L-Cistefna a Monocaminas d Acido f8rmico b Metano b,c
Acido acético a Colesterol a  NaOH a Acido nicotfnico d NAD c
Acido ascérbico b Colina a Nitrato a Acido nitroacético b Nistatina 4
Acido fSrmico a Creatinina a Nitrito a Acido nitriloacético c Piruvato <
Acido glutimico a Fosfato a Oxalato a Amonio b,c Nitrato b,c
Actdo l&ctico a FosfolIpidos d Penicilina a L-Arginina b,c Poblacién microbiana d
Amigdalina a Glucosa a Proteinas b L-Aspartato b,c AzGcares totales 3
L-Aminoficidos a Glutamina 8  Sacarosa a DBO c Acido Grico c
D-AminoScidos a Glutamato a Sulfato a Cisteina b,c Vitamina B) d
AMP a L-Histidina a Tiosulfato a Colesterol b,c L-Tirosina c
L-Asparagina a H20, a L-Tirosina a Etanol c L-Serina b,c
L-Arginina a Lipidos neutros d Urea a Glucosa c
Acido succfnico a L-Lisina a L<Glutamato c
Butiril tHocolina a Maltosa a CGlutamina b,c
B 1 (4] c A ; A L 19 4 A 1 (] R
ANTICUERPOS TEJIDOS ORCANELOS HIBRIDOS (enzimas + microorganismos)
Antfgeno lipfdico de Animal: Adenosina b NAD b
Wassermann Glucosa e Sulfito b Fenilalanina b
(s1fil4s) d
1RG d Vegetal:
n d Dopamina f
Gonadotropina [ 3

a)Guilbaul T, 1980
b)Aston y Turner, 1984
c)Corcoran y Rechnitez,

1985

d)Susuk{ y Karube, 1981

e)Ho y Wu,

1984

f)Sidwell y Rechnitz, 1985

g)Alizava et al, 1979

277 Algunoo.compuebtoA que han 8.Ldo neporntados como posibles de sen
deteaminados mediante efectrodos biclbgicos



sensores amperométricos. En estos se aplica un voltaie entre el
electrodo de trabaso y el electrodo de referencia provocando
reacciones de transferencia de electrones (redox). Las reacciones de
oxido-reduccidn producen un fluio neto de corriente, cuya maanitud es
proporcional a la concentracidn del material electroactivoe presente

en la solucidn problema.

El ejemplo meior conocido de wun sensor amperométrico lo
constituye el electrodo de Clark para deteccidn de pOg(Higgins, et al
1985). Los electrodos disponibles comercialmente en la actualidad
son principalmente de cuatro tipos. aguellos que detectzan cationes,
aniones, gases y los electrodos de platino que miden la generacidn de
corriente. Los electrodos selectivos para iones asi como los de COp y
NH4 utilizan el princieio potenciométrico; mientras que los de
platino, 0 v H, 0p destacan entre los que wusan el principio

amperométrico.

Existen otros tipos de sensores gue no son  proplamente
electrodos. entre ellos se encuentran los opticos y termométrices. En
el primer caso la interaccidn entre el biccatalizador y el sustrato o
producto desconocido oroduce cambios en las propiedades opticas del
sistema. Dependiendo del dispositivo usado y de la reaccidn producida
el cambio Je las propiedides odpticas se mide por absorbancia,

refraczidn o luminicencia.

Los sensores opticos presentan alqunis sentajas. como le es al
hecho  de aue no son susceptibles 2 interferencias eléctricas y no
reguieren 21 w50 de electrcdos de vreferencia. Sin embarac. su
princip2l  desventasa 25 que pueden ser susceptibles 3 interierenc.a

por lz luz zmbienta:



k2c1entements se han reportado 193 sensores dpticos Qus  usan
anticusepos  inmovilizados con su respectivo antfgeno. Los camblos
deticos eproducidos por por esta 1nteraccidn son medidos por  la

zbsorbancia de luz en el sistema. (3utherland, et a2l 1584..

Los sensores térmicos se basan 2n la tesria que af:fma que toa:zs
las reacoinnes quimicas pueden ser registradas indirectamente
midiendo el czlor generado por estas . Estos biosensores utilizan un
termistor y pueden aplicarse eficientemente con enzimas. células o

tesidos (Gronow, 1934).

Entre otras alternativas de medicidn s= ha utilizade la
deteccidn de sustancias sin emplear ninguna conductancia 1dnica
aspecifica sino midiendo 21 incremento total en la conductanzia de la

solucidn problema.

Ciertos cristales piezo aldctricos para analfsis de =elementos
traza se han usado para la medicidn de gases volatiles, sin embargo.
no presentan ninguna relevancia 1mportante para que sean considerados

como biosensores (Ho. et al 1980)

Utra importante drea en la cual se ha puesto gran interds es en
la explotacidn de la tecnoclogfz de los semiconductores (ver table
z.2i. Los semicorductorzs que s2 hap empleado scor los transistores de
afecto de campo (FET) y su principal atractive =35 5. potencialidad
para ser miniaturizados e integrados a microcircultos electronicos

tCaras, et al, 19€0..

Gira de las mds recientes novedades ha sido el wsc as  les
s9n50r2s  anparomitricos basados en  ferrocenci. Estos . onpuestos

zztuan come mediidores en la transferencia Jde  elactranes  Ge s



Material
bioldgico
en una matriz

T ctor
o soporte. piny

E, A Dispositivos de absorbancia
o transmitancia de luz.

E Conductimetria

E, EA Transductor o transistores
de efecto de campo.

E, A Fibras dpticas

E, 0, PK Electrodos sensibles a gases

E Electrodos ion-selectivos

E,PK,EK NMR

E,EIA,PK,O Electrodo de oxigeno

E, PK, O Electrodo de pH

E,EIA,A Fotodiodos, peliculas sensibles
a luz

‘PK Cristales piezoeléctricos

E,PK,EK Conductores/semiconductores

E,A,PK Termistores

E=enzimas; A=anticuerpos; EIA=inmunoensayo enzimdtico
PK=células procariotas; EK=celulas eucariotas; O=organelos.

Tabla 2.2.- Afgunos transductonres recientemente usados en La
consthuccidn de electrodos biolbgicos.




enzimas reducidas . Bl Jdi1seT: permite la gensracidn electroquimic: gs
-

toies  ferricizaurs (Fellpyg 0+ que  actuan como oxidantes para las

enzimas inmovilizadas. El 1on ferricianuro gque ha si2o reducide pusde

valver 2 un =stade oss<1dado con l: ayuda de la polaridad a=!

2lectrodo, parmitiendo asi el fluse 42 corriente.

For  otrz parte, se han realizado experimentos exitcsos en &1
desarrolls de inmunosensores aue emplean enzimas y aue s  basan en
los principios de las te€conicas de ELISA (Gronow, 1934; Hattiason. =t

al 1977).

U Jltimo caso de  2quellos sensores aque n2  son propiamente
electrodos, son los que wusan wuna clase especial de enzimas , la
glutamato dehidrogenasa y lactato deshidrogenzsa. Al  igual que las
flavin dehidrogenisas son completamente insensibles a oxfgeno y
pueden ser usadas en aquellos casos #2n los cuales la tensidn del

oxigeno es una limitante (Higgins, et al, 1785i.



2.3.-Electrodos enzimiticos.

2.3.1.- Generalidades.

Los electrodos enzimiticos constituyen el mesor eijemplo de la
aplicacidén de los electrodos bioldgicos. En ellos se wutilizan
transductores tanto amperométricos como potenciométricos. Estos
s2nsores aprovechan las caracter{sticas de las enzimas, permitiendo
disefios con una gran actividad catalitica y altamente sspec{ficas
para un sustrato en particular. En la tabla 2.3 se presentan algunos
de los eiemplos mas conocidos de electrodos enzimdticos tanto

amperométricos como potenciometricos.

El primer reporte en relacidn con los electrodos enzimiticos se
remonta al afo de 1962 en donde Clark y Lyons describen un sistema
electrodo-membrana para el monitoreo continuo de glucosa (ver figura
2.2).Con este sistema los autores median amperométricamente la
concentracidn de glucosa usando la enzima glucosa oxidasa en forma

soluble.

En 1967 Updike y Hicks introducen el término de "Electrodo
enzimitico® , desarrnllando un sensor para glucosa empleando un
electrodo de Oxf{geno cuya membrana recubren con glucosa oxidasa

atrzpada fisicamente en un g2l de poliacrilamida (Figura z.3%).

A rafz de la publicacidn de estos trabajos han aparecido toda
una serie de artf{culos ague tratan scbre el uso de enzimas
inmovilizadas #n cualesquiera de sus formas, lrabaijando en  consunto
con los distintos transductores, principalmente electrogquimicas. Se

puede tener una idea de la cantidad de Llrabaijos reportados oon



6!

Sensor potenciométrico

Sustancia detectada

Sustratos tipicos

pH

Catidn univalente

Membrana de silicdn no activa

Sensor de amonio gaseoso

Yoduro en estado sélido

Cianuro en estado sélido

+
H

NH

» o+

NH

w+ b+

NH

CcN

Penicilinas, glucosa, urea
Urea, L-aminodcidos, D-amino
dcidos, Asparagina,Glutamina
Glutamato,Lactato.

Urea, Fenilalanina.

L-asparagina,creatinina,urea
5°AMP,arginina

L-fenilalanina,glucosa

Amigdalina

Sensor amperométrico
(Especie_electroactiva)

Electrodo sensor

Sustratos tipicos

%2

22
NADH

Pt, Electrodo
de Clark
Pt

Pt,Carbdn vidrioso
Pt

L-aminodcidos,glucosa, acido
urico,alcoholes,dcidos (C0OO )
fosfatos,lactato,diaminas, pe-
roxido, sacarosa

Glucosa,L-aminodcidos,alcohol

Lactato,etanol
Glucosa

Tabla

2.3.- Ejemplos de efectrnodos-enzimdticos potenciométrnicos y amperombtricos.




a) Clark y Lyons, 1962 £y G
A = Electrodo de referencia, B=Electrodo sensor
C = Tubo contenedor, D = Electrolito, E = Agua
G = Membrana permeabie, F = Enzima
Solucidn de electrolito
Malla de nylon impre nada
con pldstico (silicon

- Membrana de pldstico

0 Ring

Orificios para el gel

—

NN

Vidrio

Anodo de Ag {
)

Tubos capilares de vidrio
Catodos de Pt

b) Updike y Hicks, 1967

Fig 2.2 (a) Diseno usado por Clark y Lyons 1962
Fig 2.3 (b) Disedo usado por Updike y Hicks, 1967
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enzimas inmovilizadas en el disefio y construccidn de electrodos

enzimiticos cbservando la tabla Zz.4.

2.3.2.- Ventaias.

El uso de los =elactrodos enzimiaticos y en general de los
electrodos bioldgicos representa una serisz de ventasas sobre ios

métodos rutinarios convencionales de andlisis ,algunas de ellas son;

a) Alta especificidad , consecuencia de que los elamentos
bioldgicos wutilizados son muy espec{ficos. Este es el caso de la
mayor parte de las enzimas que unicamente reconocen un solo sustrato

o los anticuerpos que sélo se ligan selectivamente a un ant{genc.

b) Simplicidad en su uso, esto es debido a que la preparacidn

de la muestra y su manipulacidn es reducida al minimo.

c) Medicidn rapida, por el hecho de ser una medicidn directa

basada en una sefal eléctrica.

d) Uso mfnimo de reactivos , ya que sdlo se requieren para la
calibracidn y mantenimiento de condiciones dptimas y en su caso para

dilucidn de la muestra

e) La medicidn no depende del color de la muestra, lo que

normalmente ocurre en los métodos colorimétricos.

f) Pueden realizarce mediciones en linea, principalmente cuando
se requiere el registro continuo o la automatizacidn de rcierto

proceso .

3 La parte bioldgica o catalitica inmovilizada en un soporte

sdlido puede ser usada repetidas veces.
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Compuesto

Referaencia

Compuesto

Referencia

Alcohol

Acetil colina
Acido acético
Acido ascdrbico
Acido fdrmico
Acido ldéctico
Acido succinico
Amigdalina
L-aminodcidos
D-aminodcidos
AMP
L-asparagina
L-arginina

Butiril tiocolina

Cefalosporinas
L-cisteina
Colesterol
Colina
Creatinina
Fosfato
Fosfolipidos

AP PIIPP»OPIPIIII»IIIIOY Y Y

Glucosa
L-glutamina
Glutamato
L-histidina

H,O
Li%iaos neutros
L-lisina
Maltosa
L-metionina
Monoaminas
NaOH
Nitratos
Nitritos
Oxalatos
Penicilinas
Proteinas
Sacarosa
Sulfato
Tiosulfato
L-tirosina
Urea

PPPEPPOIIIIIOPPIODE DD D

deteaminados usando electrodos enzimdticos

A) .Guilbault,1980; B).~-Aston y Turner,1984; C).-Susuki y Karube,1981.

Tabla 2.4.- Compuestos que han sido nepontados como posibles de Asen




h) Reduccidn de costos por muestra analizada , =sto como

consecuencia de los puntos d , f y g antes mencionados.

Esta serie de ventaias se atribuyen a lns electrodos enzimdticos
principalmente porque combinan la sensibilidad y selectividad de un
m€todo enzimdtico con la alta velocidad de respuesta de los

transductores. (Galindo, 1986; Bautista, 1983).

2.3.3.- Construccidn.

Para construir un electrodo enzimdtico es necesario tomar en

cuenta cuatro aspectos importantes:

a) Seleccidn de la enzima.
b) Obtencioh de la enzima.
c) lnmovilizacidn de la enzima.

e) Montaje de la enzima en el transductor apropiado.

De los puntos antes mencionados se ha considerado de mayor
importancia el que se refiere a la inmovilizacidn de la enzima. Esta
consideracidn se basa en que de la estabilidad de la enzima en la
matriz o soporte para su inmovilizacidn, depende en gran parte su
reutilizacidn. Al mismo tiempo, de los valores de inmovilizacidn
logrados, puede depender la seleccidn del transductor adecuado, segdn
los productos generados o los sustratos consumidos por la 2nzima. Por
otra parte la enzima elegida preferentemente debe tener suficiente
actividad catalitica y un alto gqrado de pureza para no permitir la
interferencia de sustancias extrafas a la gque se requiere analizar

(Guilbault, 1976; Bautista, 1983).
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Da forma general la enzima cataliza una reaccidn que  $19ue  una

secuenciz romo la siguiente;

enzima

A+ B ==-mmmee- “emmeees; C 4 D

El electrodo enzimilico requiere de un sensor que responda a
cualquiera de los reactantes A o 8 o a los productos C o L. Otros
aspectos que se incluyen en la construccidn de electrodos enzimdticos
son, el Ltipo y caracteristicas de los comeonentes electrdnicos s 2l
disefio mecanico para que estos resulten faciles de mantener v

operar.

Los sensores que se requieren para la construccidn de electrodos
enzimdticos algunas veces son el dnico factor limitante, por su

reducida capacidad para medir la reaccidn.

Asumiendo que se cuenta con todos los componentes bdsicos para
la construccidn de wun electrodo enzimitico, existen algunas formas
bdsicas de construccidn de estos electrodes, las cuales g2
esquemaltizan en la figurs 2.4 . Si se disrone d2 membranas planas, !
electrodo sensor debe tener preferentemente el extremo plano, ademas
de requerir J2 disposilivos mecdniceos para fisarlos. En el c230 ue no

sar plans,lz: membrana debe sar 1o suficientemente flexible para 2

adaptadz ron anillos e hals { “6* rings i,
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Elsctrodo
sensor

Biocatohizador

Mambrana

de
Membranas de
didlisis dldiili(l $

Membrang
de

Akl

Tpes | Emerose, N Py S

-

franspo-10dores de X 2 . A -
de enzimec vidne  gembrana erré::enu 0" Ring de
Camara didusis plastico
con enzimo

Fig 24 Formas basicas de construccion de electrodos enzimélicos
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2.3.4.- Tdcnicas de inmovilizacidn.

Un proceso de inmovilizacidn es aquel por medic del cual se
limita a las enzimas en una regidn de un =2spacio determinado. Las
distintas formas en las cuales se ha inmovilizado, tanto enzimas comd
anticuerpos,incluyen metodos fisicos y aqufmicos.(Un resumen se
presenta en la figuraz 2.55. El mftoan usado depende de las
caracter{sticas del soporte y de lo que s$2 va a inmovilizar en
él.Para células u organelos el atracamiento f{sico en matrices
poliméricas es el método mds comunmente wusade. las =enzimas vy
anticuerpos regularmente se enlazan o entrecruzan covalentemente <on
reactivos bifuncionales o multifuncionales (Susuki y Karube, 197%;

Guilbault, 1976,1982; Hartemeir, 1985S; Tramper, 1985).

En el caso de la inmovilizacidn de enzimas, se pusde realizar
por muchos mdtodos, entre ellos : copolimerizacién, atrapamiento en
geles y enlace covalente de la enzima a un soporte o matriz sélida.
La difusividad  de sustratos y productos asi como las dimensiones de

la membrana son de primordial importancia puesto que influyen en las

caracterfsticas de respuesta del electrodo.

Las enzimas pueden ser inmovilizadas de wvarias formas y en
distintos soportes que incluyen la adsorcidn a sopartes inertes o
resinas de inlercambio idnico, atrapamient: e g2les, fibras o
encapsulacidn en microcdesulas, entrecruzamiento con  reactivos
multifuncionales o bifuncionales =en estructuras con un2: geometr{a
definida y enlaces covalentes con <oportes polimericos via grupos

funcionales no esenciales para la actividad bioldgica de las enzimas

26



ENLACES QUIMICOS RETENCION FISICA

con UNA MaTRiZ || enTrRecruzamiento|| ATRAPAMIENTO “ RODEADAS POR

lonica Con " Reactores

udsgrhvu Covalente Puro wotriz Burbujas Encapsula b o
% s g
%/4 © ' " || ie®:
9 A\ : [ 1]
7 0 e: i ]
/‘Z = :e_l

Fig 2.5 Principales formas de inmovilizacion, M=Matriz o soporte
E=Enzima
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Es necesario que el método de inmovilizacidn de i:s enzimas no
altere negativamente el funcionamiento de estas, r2a aque siempre
existe la posibilidad de que se produzcan cambios que conduzcan a un
compor tamiento diferente al observado cuando se encuentran en forma

soluble.

Los métodos de enlace covalente y copolimerizacidn de enzimas a
soportes 38lidas , algunas veces implican que el soporte mismo sea un
componente del detector electrogqufmico. Este es el caso de la
membrana de tefldn de los electrodos de oxfgeno o el bulbo de vidrio
del electrodo de pH. Los métodos de atrapamiento en geles o filtros
son menos costosos y mds simples que los de enlace covalente. En este
dltimo caso, la enzima puede sufrir perdida de actividad en mucho
mayor proporcidn que en el caso de los mélodos de atrapamiento . La
principal desventaia de los mftodos de atrapamiento es que requieren
mayores volumenes de enzima lo que implica membranas mds gruesas vy

que pueden originar problemas difustionales.

Para el método por enlazamiento covalente existe una
clasificacidn que ubica los soportes usados en soportes sintéticos vy
soportes naturales: en los soportes sintéticos se encuentran gran
cantidad de polfmeros que se basan en acrilamidas, dcidos
metacrilicos, estireno y polipdptidos. Por su parte los soportes
naturales incluyen m€todos en los que se wusa agarosa, celulosa,

dextrana, vidrio, almidén etc. (Zaborsky, 1%77s.

2.3.5.- Selaccidn de soportes.

Una de las consideraciones bdsicas en la i1namovilizacidn de unz
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anzims *

e

1z szleccidn del soports adecuado. En este procsso se daben

tomar 2r cusnta los sigulentaes factores:tJerkss ¢ Balf, 13720

i Fropiegades mesanicas,como lo son su rfgidez y durabilida¢ para
sopertar :gitacidn mecanica y compre2sicdn en <as0 de que 2l sistema lo

requiera.

bi) Formz ffsica, ec¢ decir su presentiacidn pudienda ser aranulos.

esferas, tubos, malla: membranas 2tc..

c) Resistencia al ataque aqufmice y microbiara.

d) Capacidad de 1{interaccidn con agua, =s decir su grado ae

hidroffcidad..

e) Permeabilidad, es decir la capacidad del soporte para parmitir !z

difusidn de sustratos y productos a travds del mismo.

f) Precio v disponibilidad.
2.3.6.- Nylon

Los nylons son una familia de polimeros lineal2s que consisten
de un ensamblaje repetitivo Jde arupos metilero unidos por enlaces
amida secundirios clasificados de acuerds  al ndmerc de atemos g2

zarbons  preszntes en sus unidades monowmdricas. Por ec2mple, =1 nylen

¢ es llamado asi debide 2 3.2 en su preparac:in 52 usa @i compueste
cap-otactama aue tiens & ftomos de carbano, como lo mueestra iz figurs
2.6,
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/CHE\

c=0

CH2 \
NH

CH /
\ ____—CHz

CHg
CgHNO
Peso molecular 113.6 g/g Mol
CAPROLACTAMA

Fig 2.6 Molecula principal usada en la preparacion del
Nylon 6
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Las princimpales ventasas que presenta 2l nylen como soporte para
la 1inmovilizacidn de enzimas se encuentran listadas =n la tabla 2.3.
Algunos sistemas de enzimas i1nmovilizadas se han r2pirtade  ssands
nylon coms soporte . Chang, en 1964 y 1771 reporta la inmovilizazidn
de enzimas por microencapsulacidn wusando membrana: permeables de
nylon 610. Otros Lrabaios (Edelman et al, 1971) reportan la
inmovilizacidn de wvarios antlgenos por adsorcidn, usando
monofilamentos de nylon por medio del antrecruzamiento con

carbodiimida.

La mayorfa de los sistemas de enzimas inmovilizadas usando nylon
como soporte se han realizado por el mftodo de enlazamlento
covalente. El nylon es es un polfmero de alto peso molecular y por su
naturaleza ,con pocos grupos terminales libres. Por esta razdn, la
mayorfa de las veces tiene que ser previamente tratado para generar
rentros reactivos que potencialmente sean capaces de interaccidnar
covalentemente con las enzimas. Estos pretratamientos tlenen sus
bases en tres puntos esenciales; el primero de ellos es el hecho de
que los componentes de los enlaces amida secundarios del nylon
tesencialment2 grupos amino alifdticos y carboxflicos) son los
principalmente reactivos. Consecuentemente el nylon puede ser
sometido a wn tratamiento para romper algunos de los enlaces amida
secundarios generando la liberacidn de sus componentes amfnicos y

carbtox{licos.

For oltra parte se sabe que los grupos reactives pueden ser
introducidos en el nylon y para ello se usan métodos gque involucran
1a s-alquilacidn de los enlaces amida se2cundarios con grupos

potencialmente reactivos. Este mstodo praduce wuna sal 1midada del

3



a) Muy fiAcil de conseguir

b) Amplia gama de formas fisicas
b.1.- Peliculas
b.2.- Membranas
b.3.- Mallas
b.4.- Fibras
b.5.- Tubos

c) Relativamente hidrofilicos
d) Mecinicamente fuertes

e) No biodegradables.

Tabla 2.5.- Principales ventajas del uso def nylon como
soponte para La inmovilizacibn de enzimas.
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nylon y no produce la depolimerizacidn del mismo.

En un tercer caso, los centros reactivos son g3enerados usando
procesos que implican inicialmente la hidrdlisis parcial del aylen.
Los enlaces peptidicos rotos en este proceso son recenstituido: por
condensacidn, con reacciones que involucran la participacidn de los
grupos amino y carbox{licos liberados, con aldehidos e isocianuros.
Lz mayoria de estos métodos producen un nylon intacto que contiene
grupos reaclivos derivados de 12 n-sustitucidn de algunos de los

enlaces amida secundarios.

Eiemplos de estos tratamientos han sido descritos por Goldtein,
et al en 1974, en base 2l reporte de Uai (1%962), los autores
describen cuatro formas de condensacidn entre aminos, carbox{los,
1socianuros y aldehidos para la formacich de amidas n-sustituidas. En
este caso utilizan polvos de nylon para inmovilizar tripsina y
pepsina. El mismo afio Inman y Hornby vreportan la preparacidn de
algunos sistemas para inmovilizar covalentemente la glucosa oxidasa,
amilogluccsidasa, invertasa y B-galactosidasa en tubos de nylon para

la determinacidn de disacaridos.

La inmovilizacidn de enzimas en nylon por aenlace covalente,
tacluye tres eténas separadas; (1) la depolimerizacidn parcial del
nylon ocor rompimientos de enlaces amida secundarios , (2) activacidn
de cada uno de los grupos amino y carboxllo liberados en la primera
etapa. (3) la mezcla con la enzima pira que reaccione con el derivado
de nylon activado en la sequnda etapa (figura 2.7). Estns procs=sos
han sido usados por Hornby y Filippusan en 1970, activando los grupos
reactivo en tubos de nylon por hidrdlisis dcida. Horwvat y Solomon en

1572, reportan la inmovilizacidn de tripsina y uricasa en tubos de
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nylon activando los grupos amino.

Sundaran y Hornby (1970, inmovilizan wureasa utilizando los
grupns amino del hidrdlizado previo de tubos de nylon. En este caso
los 9rupos fueron expuestos y hechos reaccionar con un exceso del
agente bifuncidnal glutaraldehido (GTA) y la ureasa se enlazo con los
grupos aldehfdo libres del nylon. Un proceso semeiante al de Sundaran
y Hornby fue utilfzado por Bunting, (1274) para la i1nmovilizacion de

asparaginasa a tubos de nylon.

El entrecruzamiento con glutaraldehido fue usado por Inman vy
Hornby en 1972 para activar tubos, polvo y membranas de nylon. En

estas formas las enzimas glucosa oxidasa y ureasa fueron adsorbidas

en los poros y luego entrecruzadas con glutaraldehido.

Aunque estos procesos no son los dnicos que existen para la
activacidn de nylon, al menos si son generalmente los mas wusados en
los reportes de la literatura. En general se ha reportado que existen
métodos para inmovilizar enzimas en tubos, en membranas, vy en
pulverizados de nylon. En esta tesis se utiliza una de las formas de
nylon que en la literatura solo se ha usado para la deteccicdh de
insulina por medio de un inmunoelectrodo . Hattiasson, et al 1%77.
Este 1nmunoelectrodo wutiliza una drea de 3 x 7 cm. Todavia no se ha
reportado en la literatura el uso de mallas de nylon como soporte

enzimitico para su uso en electrodos enzimiticos especificamente.
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2.4.- Nedicidn de glucosa.

2.4.1.- Mdtodos convencionales.

Generalidades.

La glucosa es un carbohidrato que pertenece a 10s monosacaridos
11amados tambien azdcares simples. Quimicamente los monosacdridos
tienen la formula general (CH 0)n y se trata de aldeh{dos y cetonas
polihidroxilados y sus derivados. Su determinacicn con los métodos
clisicos de quimica orgdnica ha presentado problemas debido a que no
se pueden detectar pequefias cantidades de glucosa a partir de
muestras complelas de materiales btoldgicos. Esto llevo al desarrollo
de técnicas colorimétricas mds sensibles y espec{ficas que pueden

detectar microgramos de un azdcar determinado .

Algunas de estas tecnicas se basan en el calentamiento de 1las
soluciones acuosas del azdcar con un dcido fuerte para convertirlo en
furfural o en cualquiera de sus derivados. Posteriormente,
adicionando un elemento organico tal como el indol, orcinol,
difenilamina o carbazol se produce un color que puede ser

" P LA
correlacionado con la concentracion del azucar.

Existen también técnicas basadas en ndtodos reductivos ; los
cuales casi se han descartado, debido a su muy poca especificidad. De
2stos m3tados el que an la actualidad se mantiene, es ia modificaclan

de Hoffman al método de Hagedom-Jensen y que se aplica en

autnanalizadores (Gerbig, 1986).

kectlentemente se han logrado avances en  la determinacidn  de

-
azirares, con 2] emples de los métados que utilizan snzimas solubles.



Estos metodos presentan algunas ventaias sobre los métodos yuimicos,
antre las que se =ncuentran: 1) Son mucho mas especificas, 2) pueden
usarse para monilorear rezcciones en las cuales al azdcsr =g liberado
por alaun erocesn binldgico y ) la determinactdn d21 azdear se susae

realizar en presencia de protainas.

Aclualmente se astan usando los sensores bioldgicos aprovechando
las téenicas de inmovilizacidn en 1os cuales la deteccidn de glucosa

tiene un gran interes.
2.4.2.- Hétodos colorimétricos (sromogdnicos)

La mayorfa de westos métodos ulilizan 2l color formade en unz
reaccidn posterior al tratamiento dcido de los azdcares. Los métodos
usados presentan valores razonablemente validos para tener una idea
de la concentracidn de un determinado azdcar. Estos métodos. en base
al color, pueden ser cualitativos o cuantitativos, los cualitativos
se usan cuando se requiere conocer la presencia de wun azdcar
especi{fico en wuna mez2cla de reaccion. Los metodos cualitativos
tambien son de gran utilidad en la identificacidn sistemdtica de un

compuestn desconocido.

Los métodos cuantitativos se wsan cuando lns azdcares son
conocidos y se requiere una rigurosa determinacidn en muestras que no
existan sustanciaz extrafas que interfieran 2n la lecturz del azfcar
medido. Bajo estas ceondiciones, wusando los blancos apropiadns, se
logran lecturas cue son seauras y representativas del azdcar presente

en un: muzstra,
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Debido a la existencia de wuna gran cantidad de azd:ares los
métodos colorimitricos se han disedads para o1 analisis de hexosas.
tetrosas, icidos uronices., hexosaminas v desoxilazicarses. En ests
caso, por ser la glucesa una hexosa unicamente se hara mencidn de les
métados colorimétricos para ustas moléculas. &1 andlisis d2  hexosas
se ha dividido en aldohexcsas y cetohexnsas , debido 3 que no exlsten
prozedimientos colorimétricos simples qus determinen aldohexosa en

presencia de cetohexosas.

Los métodos cualitativos para medir colerimétricamente
aldozzicares emmlean las recciones con naftol, triptdtano vy
aminoguanidina (Dishe, 1929; Shetler, et al, 1948; Tauber, 1953). Los
métodos cuantitativos para determinar aldohexosas en presencia de
cetohexosas., se basan principalmente en el método de Dische que

utiliza icido sulfdrico~cisteina.

Para 21 anilisis colorimdtrico de cetohexosas existen varios
métodos entre =21lcs el de Roe (1934) (resorcinol), reacclones de
cisteina-carbazol reportado por Dische y Borenfreund en 1951,
raacciones  corn difenilaianina usados por Rothenfusser en 1999 ¥
modificado por Dische en 1929, reaccicnes cor indnl empl2ados por
Uechuizen (197G y Flelg en 1980. Existen los métodos que determinan
F:x0%33 totales antre ellos los que wusan reacciones con carbazol
iGrir ¢ MHood., 1939, con antrona (Seott y Melvin, 1953, método de
arsennl-molitdato (Helson, 1944 y el método de Park v Johnsan aque

amsl2s ferrictanurs (1749) (Ashwall, 19750,

1 métads aue 2un se utiliza con muchz frecusncia es el mitaan
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de la o-toluidina, debido orincipalmente a que su realizacion 25 muy
simple. Los wvalore: obtenidos son muy reproduciblas y el coiar
formado 2s estable por un buen tiempo. Ademds presanta una linzalidads
adecuada que permite la medicidn de valores muy altos de gluscss. La
principal desventasa represanta el hecho de tener que calantar las
mu2stras que en presaencia de polidextrinis s8 produes Cigrta turbine:
que conduce 2 la oblencidn de valors: falsament: aumentadns (Gerbig,

198n 1.

2.4.3.~ Hétodos enzimaticos

Ultimamente en algunos laboratorios se han estado implementando
los métodos enzimfticos para la determinacidn de glucesa, los cuales
usan generalmente la enzima glucosa oxidasa an forma soluble. Este es
el caso de los métodos llamados GOD-PERID, GOD-PAP comercializados

por las casas Merck y Slgma.

Estos mitodos por utilizar la enzima soluble presentan la
desventaia de su alto coste y en algunos c2s0s son interferidas por
sustancias asenas a2 la glucosz que mueden  inhibir o 2ctivar 2 13

aNzZima.

Una «clasificacidn muy general de las determinacicnes de 3lucc:.
con la enzima glucnsa oxidasa podria darse en cuatro  grupos:  métado
dal alectrodo de oxf{gens, calorimetrico. flurromsts fen ¥
electroaufmicos. & cintinuacidn se describen los senzores comunments
s3adas par: determinacidn  de glucosa en donde zlgunos de los mas

racientes ctilizan 1. 2anzima en farma inmoviiizada.,
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Z.5.- Hétodons con diseosilives slectroquimicss

2.5.1.-Sensares basadons an cambios de pH.

El artfculo original de Clark y Lyons (1762) reporta el disedas
de un electrodo enzimatico para determinacion de glucosa. En este
diseno, la glucosa oxidasa es retenida entre membranas de cuprofan en
contacto con un electrodo de pH. El incremento de idnes hidrdgeno es
resultado de la reaccidn de la enzima y es relactonade con la
concentracidn de glucosa, bajo ciertas condiciones de temperatura, eH

inicial y capacidad amortiguadora de la muestra.

Nilsson, et iL' (1973) demostrd que la glucosa podfa ser medida
de esta forma en concentraciones por abaJjo de | mH, sin embargo la
respuesta no fue lineal. El hecho de que los electrodos
polenciométricos tengan alta impedancia los hace particularmente
susceptibles al ruido eldctrico, por olra parte dependen fuertements
de wun potencial de referencia confiable. Esto explica en parte, el

que los electrodos de pH no sean muy 3decuades par: la determinacidn

de glucosa.

Electrodos de pH alternos pueden incorporarse a los slectrodos
bioldgicos para determinacich de glucosa, Caras y Janata (1960)
demos trave la posibilidad del uso de un tranzistor 2nzimdtico, esto
es , wusando wun transistor de efecte de campo (FET: para detectar
cambios de pH relacionados con la az:ion de la P-lactamasa sobre
panicilinas. Una configuracidn similar podria usarsa para medi
glucosa empleando las enzimas apropiradas. Un problemz serio ae los
FETs es aque no ha sido posible la construcziidn de un electrodn de

referencia conveniente para 2y caso (Kuisl » SNlei-. 13320
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Dobson et al., en 1976 sugieren mezclas de Sxidos conductores
con sensores de pH. Estos Oxidos generalmente son estables en medios
acuosos y pueden constituir transductores adecuados para construlr
biosensores. Los métodos tradicionales para determinacidn del pH
usando indicadores coloridos pueden ser usados con el empleo de  las
fibras opticas o semiconductores basados en sistemas dpticos. Las
fibras Jplicas en sensores solo han sido disedadas para wusos
fisioldgicos (Peterson et al., 1980). Estan constituldos por dos
fibras delicas, una fuente de luz y un detector al final de wuna de
ellas y wun colorante sensible al pH, como el roJjo fenol al final de
la otra. La luz de la limpara de tugsteno s transmite por una fibra
hasta el colorante y regresa por la segunda hasta un tubo
fotomultiplicador. La inmovilizacidn de una enzima como la glucosa
oxidasa en la vecindad del colorante puede convertir el disefo en un
biosensor. En 1983, Lowe at 31:, describieron un SENSOYF
optoelectrdnico empleando glucosa oxidasa co-inmovilizada con el
vaerde de bromocresol. La membrana estuvo en contacto con el 1fquido
de la «celda y el dispositivo completo ensandwichado entre un diodo
emisor de luz (LED) y un fotodiodo con un amplificador 1integral. La
:alida del fotodiodo es directamente proporcional a la concentrazich

de glucosa por arriba de 70 mM.
2.5.z.-Sensores basados en la deteccidn de Hplp.

Estos sensores lienen su principio en la reaccidn de ia 3lucosa
oxidas: Cor su sustralo, lo cual eroduce HEUQ. Este compuest:, a su

sz pumte ser reaclivado para liberar una sal de segio Liodine |2

4



atalizada por molibdane utilizando 1odurn de potasio:

,
v
[
i

4]
=]
=]
[
-
O

Hplp ¢ ZKI + 2 H'= 2 Ha0 + Ip+2¢*

Cuando la reac-:icfn se afectua con altas concentraciones de

tiosulfalo de sodio se produce una reaccidn hasta producir iodina:

Ip+ 2NagSp03= 2Nal + NagSy0g

En este caso el descenso en la concentracidn de tiosuliato s»
delermina electroqufmicamente y es proporcional a la concentracidn de

glucosa (Hell y Halloy. 1975).

Halmstad y Pardue reportaron (1961) el anilisis de glucosa con
una reaccidn medida potencioméiricamente. El “2 0p formado en la
reaccidn de oxidacidn. se hace reaccionar con iodo en prescencia de
molibdeno para dar la sal iodina. Los cambios en la concentracidn de
esta sal provocan cambios en 21 voltaje, que son detectados rcon wun
par de electrodos de platino. Los resultados se oblienen en uno o dos
minutos y las concentraciones que puade medir en un volumen de 2 ml.

son de 10 a 1000 mpg/l. con un error de 1A4.

Pardue, (1553, reportz una determinacidn zmperométricz d=
glucosa en 20 ul. de suero, plasm2 v sangre completa con tiempos de
raspuesta de 10 a 100 seg. Este método utiliza la mismz secuencia de
rzacciones que Halmstad y Pardue, pero la velncidad de formacidn de
la sal 25 medida amperomdtricamentz con un electrodo de platine. Este
mismo autor en 1964 desarrolla un mftodo potenciométrico automitizado
usands 2l mismo orincinio pero realizindo las determinaciones an base

a las pendiantes observadis en las curvas de respussta. El rango  que
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puede deteclar es de 5 a S00 ug/1. con un error de 1.5%.

Guilbault et al.. (1963) describen un método electroaufmico
basado en la oxidacidn de la glucosa por la glucosa oxidasa. Usando
dos electrodos de platino con una corrtents fiia de 40 pa. miden el
cambio del potencial en el dnodo provocado sor el Hy0pformads en la

reaccidn. Por este método se detectan de 4.15 a 45 mg. de alucosa en

25 ml. en un tiempo de 3 a S min. con una desviacidn del 1.5%.

Blaedel y Olson en 1964 miden glucosa en un sistema similar en
el cual el HpOpproducido en la reaccidn, es oxidado por ferroctanuro
y medido con un electrodo tubular de platino, en este método se tiene
una respuesta lineal hasta 100 ug./ml. de glucosa, con un error menor

al 1% pudiendose analizar 20 muestras por hora.

El método usado con mayor frecueacia para la deteccidn de
perdxido de hidrdgenc en la medicidn de glucosa es el aue se ha
implementado para medicidn directa de la oxidacidn gquimica ocurrida

" . 4
en la siguiente reaccion:

HpOp= 0+ 2H™+ 2¢”

En general estos métodos presentan ciertas ventaias sobre todo
en los tiameos de respussta, amelitud en los ringos de concentracidn
sin necesidad de dilucidn. Sin embar3o tienen algunas desventasas por
el hechs de emplear la enzima en forma soluble. con la ayuda age las
tfenicas de inmovilizacidn cueden losrirse ventisas adicionales =n 2l
d1sefio 42 dispositives epara 12 medicidn de glucosa v gtrog

compuestos.

43



Clark en 1970 patents un dispositivo basado =n este principlo 2l
cual posterisrmente fue comercizlizade por la compafiia Yellow 3prings
Instruments de USA. La glucosa oxidasa =25 irmovilizada entre dos
membranas y el perdxido de hidrdgeno se mide amperomftricamente a
traves de la oxidacidn de un electrodo de platine polarizado a + 700
mV. Una membrana extzrna de policarbonato se usa para aliminar el
paso de moldculas grandes y mara gensrar un sistemz limitado por
difusion, con las subsecuentes ventasas en la estabilidad y respusstz
lineal ( Hell y Malloy, 1975 ) . Olra membrana de acetato de celulosz
separa la capa enzimftica del electrodo evitando il mismo tiempo el
paso de moléculas mds grandes que el perokido de hidrsgeno, como el
dcido ascdrbico el cual contribuye a la oxidacidn del dnodo. Una
dilucidn 14:1 permite que la concentracidn de alguna sustancia de
interferencia se reduzca hasta l{mites no detectables y se asegura
que la concentracion de oxigeno no sea wuna limitante para la

reaccidn.

En 1972 Guilbaull y Lubrano describen un electrodo enzimditico
similar en el que la gqluccsa oxidasa se inmoviliza 2ntre membranas de
celofdn sobre wun electrod: de platino. En este caso la respuesta
cinética del 2lectrodo permite reducir 2l tiempo de respuestz a  doce

sagundos.

Fogt, _i.iL" 1573 reportan un analizador en linea de glucosa
midiendo el perdxido de Hhidrdgeno electroquimicamentz.  Algunas
traba.os tienen el abyets de desarrollar clectrodaos de glucos:

implantzbles in vive detestando perdxide 42 hidrdgenc entre estos  se

encuentran los 42 Clark , Duggar 119821, Shichiry et al., 1982
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2.5.3.- Sensores basados en electrodo de oxfgenc.

El -onsumo de ox{geno por la enzima glucosa-oxidasa =2n presencia
d2  gqlucosa s2 pusde medir facilmente si se usa ya sea un ele2ctrodo
palaragrdfico o galvdnico de oxfgeno. Clark y Lyons en 1962, sin
conocer el término de elactrodo enzimitico, proponen el primer disefo
de un sensor de glucosa. Ellos sugieren que una capa delgada de
enzima soluble podfa ser adherida a la superficie de un electrodo de
oxfgeno, usando membranas de didlisis para atrapar la enzima .La
glucosa r el oxfgeno pueden difundir al interior de la enzima soluble
y provocar el consumo de oxf{geno en la vecindad de la superficie del
electrodo, lo cual proporciona una medicidn de la concentracidn de
glucosa . Updike y Hicks en 1967 inmovilizan glucosa oxidasa en wun
gel de pollacrilamida (ellos proponen el término electrodo
enzimitico). montando el gel en un electrodo amperométrico de
oxigeno, en su trabaio utilizan un electrodo *blanco® con enzima
completamente desnaturalizada con el obieto de compensar las

fluctuaciones no debidas a la glucosa.

Debido a que el electrodo de oxfgeno del tipo de Clark es
relalivamente insensible a interferencias electrogui{micas, este
método es altamente sensible a los cambios en la tension de ox{geno
debidos a la reaccidn de la enzima. Con el electrodo de oxigenc se
presenta una relacidn directa entre la cantidad de ox{geno consumido
y la concentracidn de glucosa durante 1s oxidacidn. Xeilin y Hartree
(19458, vreportan el andlisis de qglucosa sanguinea basados en =ste

principin.

£l electrodo polaroardfice tipo Clark presenta facilidad de

minzic v las muesiras no requieraen de ningun tratamiento antes de su
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uso, tales como la desproteinizacidn. Este método ademds presenta 1la
ventaia de ser insensible a factores tales como sustancias
reductoras. materiales coloridos,turbidez, etc. y es vrelativamente

rdpido.

Kadish y Hall (1965) reportan la determinacidn polarogrdfica de
glucosa con un electrodo tipo Clark y la enzima glucosa oxidasa (
Beckman Instruments, Fullerton, California, U.S5.4). En este método la
concentracidn de glucosa se determind en relacidn con la cantidad de

ox{geno consumido de una muestra saturada continuamente con ox{geno.

Kaiiahara y Hagihara (1965) describen la  determinacicn
polarogrifica de glucosa en suerc. Utilizan un electrodo de platino
rotatorio equipado con un celda de vidrio disefada para reducir la
entrada de oxfgeno atmosférico a niveles despreciables. La glucosa se
determinz con un error de 0.54 en S min. midiendo la cantidad de

oxfgeno consumido por la enzima, en presencia de catalasa.

Un electrodo de oxfgeno del tipo Clark fue usado por MHakino vy
Konno (1967) para determinar glucosa en sangre ( Yellow Springs
Instruments Co., Yellow Springs, Ohio U.S.A.). En este caso la
hemoglobina se transforma en cianometahemoglobina por incubacidn de
la sangre en una solucidn de ferricianuro y cianuro de potasio para
eliminar la influencia de la hemoglobina sobre 1la medicidn del

ox{geno consumido.

Makim y Warren en 1970 usando un electrodo modificado de oxfgeno
disuelto tipo Clark ( Rank Bros., Bottisham, Cambridge, U.S.A.)
analizaron glucosa en sangre tratada con nitrito de sodio para

convertir a la hemoglobina activa en metahemoglobina sin necesidad de



usar catalasa para romper el Hy 0y, formado. En este caso la

determinacidn de glucosa con SO ul. se lleva a cabo en 2 min.

Todos los métodos anteriormente descritos tienen la desventala
de usar la enzima soluble y por tanto son mas suceptibles a

interferencia por sustancias que presentan oxidacidn espontdnea.

En 1972 Notin et al, reportan un biosensor para glucosa con la
enzima inmovilizada en un gel de poliacrilamida montado sobre wuna
membrana de acetato de celulosa y en la punta de un z2lectrodo de
oxfgeno. Este sensor presenta un rango de respuesta de 0.2-11 mH de

glucosa y tiene buena correlacidn comparado con un método

colorimétrico.

Romette et al., 1979 usando una membrana enzimitica especial con
una solubilidad al oxfgeno mds alta que la de la solucidn acuosa,
logra buena correlacidn con un método convencional de medicidn de

glucosa detectando concentraciones por arriba de 14mM.

Se han descrito elemplos de sensores de glucosa con electrodos
de oxfgeno no sblo usando enzimas sino tambien microorganismos. Sin
embargo, en estos casos se han tenido problemas en la especificidad y
tiempo de recuperacidn del estado de equilibrio del electrodo.
Ademds, se logran ?angos lineales muy cortos, de 0.01 a 0.1 mM

(Karube gt al., 1979).

En otros trabajos se ha intentado el andlisis “in vivo" usando
electrodos enzimiticos, en estos sensores se cuantifica glucosa
midiendo la diferencia entre 1a tensidn de “oxfgeno del electrodo
enzimitico y el electrodo de oxfgeno de referencia. Se han reportado

respuestas lineales hasta por arriba de 8.3 mH de glucosa (Layne et

47



1., 1976; Rondo et al ., 1982).

En algunos otros trabaios recientement2 se ha reportade la
miniaturizacidn del electrodo de oxfgeno por medio de teécnicas de

fotolitografia (Xondo, 2t tal, 1982,.

Los dispositivos electroenzimiticos que se encuantran
disponibles comercialmente existen baio diferentes principios de
medicién. Consecuentemente presentan distintas caracter{sticas de
uso; que son observadas en los principales paramétros Qque se
consideran para su empleo. Una comparacidn de los disposftivos
enzimiticos disponibles a nivel comercial para la medicidn de glucosa

puede observarse en la tabla 2.6.
2.5.4.-5ensores directos.

La deteccidn de los sustratos o productos de la reaccidn de la
glucosa oxidasa también puede hacerse por métodos directos,
potenciométricos o amperométricos. Estos sensores usan la interaccién
directa de la enzima con el sistema electrdnico con lo cual se puede
lograr que el metodo mida directamente la corriente generada en el

consumo de glucesa ( Turner, 1982; Aston y Turner, 1984).

Se ha descrito un sensor que consiste de glucosa oxidasa vy
catalasa inmovilizadas sobre un electrodo de platino. #Asi se mide el
potencial generado por la enzima y se compara con el de un electrodo
*blanco®. Existe wuna relacidn lineal entre la corriente y la
cancentracidn de glucosa que puede ser de hasta 8.3 mM. El mecanismn
no se ha elucidado del todo pero al parecer se debe a la interaccidn
entre el perdxidn de hidrdgeno y la superficie del platino (Uingar et

al., 1979:1983, 1983a).
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CAPITULO 3

Obietivos.

General.

1.- Desarrollo de un dispositivo electrosnzimdtico sensible a

qlucosa.
Particulares.

1. Desarrollar una metodologfa eficaz para la 1nmovilizacidn de
la enzima glucosa oxidasa (E.C.1.1.3.4.) de Aspergillus niger,
en un soporte adecuado y versatil.

2. Demostrar el principio funcional del electrodo enzimitico

empleando un electrodo de ox{aeno = bien uno de peroxido

de hidrdgeno.

3. Establecer las condiciones de oparacidn y las caracter{sticas

de respuesta del sistema.

4. Evaluar el electrodo enzimidtico romo tdenica de medicidn de

qlucosa, en relacidn a un método convencianal.

50



Matariales vy Mdtodos.
4.1.-Hatariales.

4.1.1.- Reactivos.

Durante el desarrollo de la parte experimental se

reactivos:

Nombre comercial

fcido bdrico

4cido clorhidrico
Albdmina

Carbonato de sodio

Etilendiamina

Fosfato de potasin dibdsico

CAPITULO 4

Fosfato de potasio monobdsico

Glucosa
Glutaraldehido iGTa)
Hidroxido de sodio

Kil para glucosa

Hembranas de diilisis banzeiladas

tcorte da 20000
Hembranas de didlisis:
(corte BOOH y aspesor de
1Sl y espasar de

corte

corts BO0G y espesor de

B

um,

um .,
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Procedencta

J.T. Baker

J.T. Baker
Sigma Chemical, (A-790s)
J.T. Baker

J.T. Baker

J.T. Baker

J.T. Baker
Sigma. Chemical (6-53%50)
E. Herck

J.T. Baker

(510-81)

519ma Chemical

Sigmi Chemical (D-7384,

Spactrapor
Spectrapar

Specteapo

emplearon loe siguisnrtes



Polietilenimina (PEL)

Reactivo de Fenol Felin Ciocalteau

Sulfato de cobre /

Tartrato de sodio y potasio

4.1.2.- Equipo.

Sigma Chemical (F-3143)

Sigma Chemiz3l, Héxico

(F=5252)
J.T. Baker
J.T. Bakes

El equira que se utilizd para el dasarrollo experimental se encuentra en

la lista zi1guiente:

Equnpo

Agitador magnético (parrilla)

fgitador mecdnico de rotacidn vertical

Balinza analftica

Baf> de incubacidn con agitacidn

Color fmetra

Zont:olador de temperatura

. -
cenometr s

Electrado d= nx{aenc disuelto +Clark.

Madidor de ox{9e2nc disuslto

Hediior d2 el (ootane i dmetro)
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Especificacidn

Corning Stirrer PC-353
U.N.A.H. (CEINGEBL)

Bosh, §-2000

New Brunswick Sci.Co.lnc.
mode lc 6-29

Spectronic 20, Baush 4
Lomt, Co.

tolora Hesstechnic GHEH.
Hanhart 1012 0101

New Brunswick Sei.Co.lrc.
H-1016-53%0

Centro de Instrumantos
D.N.A.K.

Corning,Co. Modelo 129



“.1.3.0- Bazims:.

Se usaron l2: siguientes enzimas:

Enzima. Procedenciz.
Catalasz de Asperaillus niger Sigma Chamical £-351%
Catalasa de higado bovino. Sigma Chemical C-1id

Glucosa-oxidasa (GOX) Tipo V

de Aspergillus riger. Jigma Chemical (-29500

Glucosa-oxidasa-Perdiidassz Sigma Chemical kit=-S10-4

4.1.4.-30portas.

Los soportes usados en este trabadeo fueron los stgulentes:

Soporte procedencia

N:lenm 1A tipo A Celanese Hesicana, §.4.

Helon 15y tipo B Celanese Hexicana, S.A.

Nylon 159 (serigrafiz: PROBST de Mewico, §5.4.

1 -Tacaieas znalftizas.
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Se uso 2! método de Lowry 2t al (1951}, parz2 cuantificar la
cantidad de eénzima inmovilizada como protef{nz tctal. Este =e no 32
los mftndos mEs sensibles para medir protefna. S: basa =n =i colar

dasarrallads por 21 raactive 42 Folin en una mezcla 2 la que se ha

dado un tratamients 2lc2lino. L coloraidn final ee =i rzsudtade o

il

una reaccidn d:2 Biuret. de la prateina (er este casa la enzim: Lo
el ion CJ en alcali s una reduccidn final del reactive fosfotungtico
fosfomolibdico por el triptofaro y la tirnsina de la protefna.

Procedimiento . (De acuerdo a Bautista, 1983).

Freviamente se deben preparar las siguientes soluciones:

Solucidn A= 2 % de NaglOsy con Na OH al 0.1 N.

Solucidn B= Cu S04 - S Hzﬂ al 1%

Solucidn C= KNaCqHy0, . 4 Hp0 2l 1%

Reactivo D= Solucidn € + $olucidn B ,  1:1

keactivo E= | ml. del reactivo D con SO ml. de la solucidn A,

s1 se prepara al momento no necesita docantarse.

faactivo de Ealie- Se diluye con agua Jestilada en  wuna

L
relaiian
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En tubocs de ensaye d2 10 < 1S mm. se toman de las muestras
groblema 0.5 ml. y se diluyen 1:10 con agua destilada, de anhf se
toman alicuotas de 1 ml por durlicado ¢ se colocz2n en nuevos tubos de
ensaye. Posteriormente s2 afaden S ml del reactivo E y se desan
reposar 10 minutos, enseguida se anaden 0.5 ml del reactivo de Folin
y s2 mantienen en reposo durante 30 minutos, Desoues las muestras
sor leidas a 590 nm contra un blanco de rezctivos. La curva d4:
~alibracidn se hace partiendo de una soluctdn de | masml de  albdmina

para tener <concentraciones de 20,40,60,80 y 100 pg/ml aforando con

2qua destilada.

Una curva t{pica se presenta en la figqura 3.1. El coeficients do

corralacidn lineal no es menor de 0.99.
4.2.1.2.-Hedicion de glucosa.

El método convencional usado para medir 3lucosa y comparar sus
resaltzdas con 2l electrado enzimitics, fue el método de la enzima
glurosa dx14:s2 soluble de Sigma (X1t Si9ma S10-A). Este proceso so
basa en lis reasciones sigulentes:

1. Gl ssa = & Hzﬁ + g --E’~~‘: Acido glucdhice ¢ 2 Hg ug

- 32&2 + Dianisidinz  ===e-e- 2 O-dranisiding ovidada

Lz colaracidr cafe o5 medida 2 350 nm. y =3 proporcional a 12

#
concentracion d2 glucas:.

Frocedimiento « En base al instructivo del kit de Sigma
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Absorbancia a 590 nm

0.5
L]

0.4 —

L ]
0.3
r=0.99

0.2 —

0.1
T [ | |

20 40 50 B0 100 150 200

Aibdmina (pg/ml)

Fig 3.7 Curva tipica de proteina (método de Lowry)
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[. Freparar solucidn &.

- - A
1.- Adicionar el contenido de una capsula 2 100 ml. d2 agua

destilada y colocar en frasco ambar.

O - B &
2.- hgitar homogensamente ; almacenar, ya s2a antr2 O C y 47 C,
con lo zuzl la praparacidn es estable por un mes, an I

congelador a - 20° € es astable por lo menos & meses.

I1. Preparar solucidn B .

Freparacidn de O-dianisina dihidroclorada Sigma stock S10-50.
En un vial conteniendo S0 mg. de O-dianisidina aaregar 20 ml.
de agua destilada. Esta solucidn es estable por tres meses en

refrigeracidn.

I11. Preparacidn de solucion C.

& 100 ml. de la solucidn A, agregar 1.4 ml. del reactivo colorido

(Solucién C).

En tubos de ensaye de 10 ml. usando pipetas seroldgicas, colocar
para el blanco 0.5 ml. de agua. Para el estandar usar 0.5 ml. de la
sclucidn estandar previamente diluida 1:19 con agua destilada ( El
estandar contiene 100 mg./dl). Para cada unz de las muestras
problemas tomar .5 ml. y llevarlos a tubos de ensaye agregar 2 ml.
de lz szlucidn enzimftica €. Hezclar = incubar durante 35 min, a 37

C, finalmente leer a2 450 nm.
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El cdlcals 4= la concentracidn da glucosa en ma/dl. se efactua
con la ecuacidn siguiante-
lzctura de la prueba
mg/dl de glucosa = ----smmssmssesseoeeeee oy |00

lectura del astandar

4.2.2.- Procedimizntos 2xperimentalas,

4.2.2.1.~Inmovilizactidn.

Una vez establecido el soporte y la forma f{sicz en que se
utilizarfa (malla de nylon), se procedic a la adecuacidn de la
técnica de inmovilizacidn El procedimiento final wsado para la
activacidn e inmovilizacidn es original de este trabaio pero tiene
sus bases en el proceso que se emplea para la activacidn de tubos de

nylon reportado por Salleh (1982).

La técnica de inmovilizacioh adaptada a las condiciones
fisicoquimicas del soporte usade en este trabaio consistid en los
pasns experimentales que se describen a2 continuacidn. En primer
lunar. las mallas de nylen fueron cortadas on forma circulsr con an
radio de zproximadamente O.n om. ad3 una de las mallas asi  cortadas
se coleocaron en wun matraz Erlenmeyer de 125 ml. En cada matraz se
adicionarcn S ml. de HZl 1| H y se mantuvieron en a2gitacidn por S min.
y 2 temperatura ambiente, cuidando que las mallis no se adhirieran 2
la wvaredes del matraz su2sto que s2 ivita su contacts con el deida.
Transcurridio el tiemp> de tratemiento, cada malla se lavo con  agua
destilada wusande un:z piceta. Posteriormente se adicionaraon en czda

matraz 8 ml de alutaraldehido al 15.5 . ern z2mortiavador de boratcs
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0.74 H., pH 9. En seguida se colocan en un baino de incubacicn, &n el
cual se mantuvieron durante 15 min , an agitacidn a 200 rem y a 90°C.
A su término las mallas son lavadas con agua destilada hasta eliminar
el exceso de glutaraldenfdo. A cada matraz con su respectiva malla,
se adicionan 10 ml de una solucidn de polietilenimina al 10 % en agua
destilada y se mantienen durante 2 horas en agitacidn a 37°C.Las
mallas se lavan con agua y son tratadas nuevamente con glutaraldehido
al S % en amortiguador de boratos 0.2 H a pH de 8.5 durante |15
minutos y a 90°C. Transcurrido este lapso, las mallas son lavadas
con amortiguador de boratos 0.25 H a pH de 8.5 y son enfrentadas con

la enzima glucosa oxidasa.

El enfrentamiento se realiza colocando las mallas en un tubo de
ensaye conteniendo 2.4 ml de amortiguador de boratos 0.2 M, pH de 8.5
y agregando 0.6 ml de la enzima solubilizada previamente en
amortiguador de boratos 0.2 H pH de 8.5 de tal forma que la
concentracidn final de la enzima sea de 1| mg/ml. Esta ultimaz mezcla
determina la relacidn de 1:1.3 de enzima/soporte (p/p). El
enfrentamiento se lleva a cabo durante 18 horas a 4°C, montando cada
uno de los tubos en un agitador de rotacidn vertical como se observa
en la figura 9.2. Durante el enfrentamiento fue necesario agregar el
sustrato en el amortiguador para proteger a la enzima, esta
proteccidn se debe a que la enzima mantiene su sitio catalitico con
el sustrato y avita la inmovilizacidn en este sitio. La concentracion
usada fue de 1.056 mH de glucosa, tomando en cuenta ¢l tiempo de
enfrentamiento '18 horas) y la actividad de la enzima. De tal forma
que esta mantenga su sitio aclivo ocupado durante todo el tiempo de
enfrantzmiento. Con esta concentracidn tan baja, las condiciones del

enfrentamiento no sufren alleracidn. Transcurrido el tiempo d=
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Fig 4.2 Dispositivo usado para el enfrentamiento enzima/soporte
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enfrentamiento para 2liminar el exceso d= enzima no enlazada, las
mallas son lavadas con amoriiguador de boratos 6.2 M, pH 8.5 .
Posteriormente se almacenan en tubos de ensaye: con 3 ml q:2
amor tiguador de boratos pH 8.5 y se mantienen en refrigerzzidn hasta

su utilizacidn.
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4.2.2.2.- Operacidn del sistema del electrodo enzimatico.

El sistema de medicidn del electrodo enzimdtico para glucosa se
observa en las figuras 4.3 y 4.4. La parte fundamental, que es el
biocatalizador, lo constituye una malla de nylon con la enzima
glucosa oxidasa immovilizada covalentemente. El  transductor
electroquimico usado en este caso fue un electrodo de Og tipo Clark.
Esl; electrodo enzimitico es conectado a un sistema de reglstro o
medidor de Opdisuelto, el cual proporciona una lectura en corriente
{(pA). Puesto que la enzima requiere de una temperatura adecuada para

su funcionamiento, se empleo un sistema de control de temperatura

(thermomix) el cual se calibré a 37°C.

Como se observa en la figura 4.4, la malla de nylon es colocada
en contacto con la superficie sensible del electrodo de oxfgeno Junto
zon la membrana de tubos de diflisis benzoilados, la cual se coloca
en la parte mas externa, ambas son aseguradas con un anillo de hule y

un adaptador de teflon construido especialmente para el sistema.

En wvasos de precipltados de 100 ml se colocaron 29 ml de un
amortiguador de fosfatos 0.1 H a pH de 7 . El sistema requiere d2 wun
agitador magnéiico graduable en r.p.m., para asegurar una agitacidn
adecuada. En cada medicidn se fijo la velocidad en aproximadamente
35 r.e.m. equivalente al ndmero 3 en la perilla. Para mentener
siemprs las mismas condiciones, el electrodo enzimitico se mantenia
stempre 2 wuna distancia ronstante del magneto, cuyoc diametro fue de

5.7 cm. Yer detalles en la figura 4.4.
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Amortiguador para

la enzima

Controlador_de

temperatura

gl

>
L

Sensor electroquimico (Oz)

Sistema de
registro

|

6_0:]

R

Control de agitacidn

)
1
i

Bafio de agua como medio para

mantener la temperatura

Fig 4.3 Sistema de medicion del electrodo enzimdtico
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Sensor de

02 disuelto

= ———

Adaptador al sensor_____ |

Malla de Nylon co
de Oz disuelto —— nrima Inmavilizoda

enzima inmovilizada

Membrana de didlisis
- Empaque de hule O'Ring

Amortiguador de medicidn

m———— Agitador magnético

T

Fig 4.4 Sistema de montaje de las membranas de didlisis y de
la malla de Nylon al sensor de Oz para /a construccion
del electrodo enzimdtico
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4.2.2.3.- Curvas de respussta a 3lucosa.

Estas curvas fueron daterminadas probando diferentes
concentraciores de glucosa an el electrado enzimitico. Las muestras
conocidas se prepararon pesando la glucosa en la balanza_anai{tlca Y
diluyenda cada concentracidn en 19 ml. de amortiauader de fosfatos
J2.1 H, pH de 7.0, De 23tz manera, al tomzr | ml., y colocarlo en 1los
2% ml. del mism. amortiguador dispuestos par: lz medicion.
corresponderria a 25, S0, 100, 150, 206G, 250, 200 y 350 m3sl. Las
curvas de resounesta se construyeron midiends la corriente de salida
del electrodo contra 2! tiempc (Entre 1 y 4 minutas, medidos con un
croncmetro). A partir de estas curvas se construyeron las curvas
estandar de calibracidh, considerando ya sea al valor de la pendiente
entre dos puntos preestablecidos en el tiemec o bien el wvalor del
equilibrio cuando la corriente de salida es constante respecto al

tiempo, ver figura 4.5 (a) y 4.5 (b).
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Fig 4.5 Curvas de respuesta y curvas de calibracion considerando /a
pendiente entre dos puntos después de un minuto de reaccion (A)

y el valor del equilibrio de reaccion cuande /a corriente de
salida es constante (B)
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CAPITULD S.

fesultados y discusidn.

S.1.-Experimentos preliminares de activacidn del soporta.

El primer obijetivo del trabajo fue el desarrollo de un metcdo de
inmovilizacidn eficaz para la enzima glucosa oxi1das: (E.C.1.1.3.4..

de #spergillus niger sobre mallas de nylon.

Tomando =n cuenta que los trabajos d= inmovilizacidh de ect:
enzima se han realizado en su mayorfa 2n tubus de nylon y en 23te
caso se trata de mallas, se hicleron experimentos con el cbietivo de

contar con un procesoc adecuado de inmovilizacidn mara aste soporte.

Salleh ¢1582). describe un método de inmovilizacidh de la enzima
glucosa oxidasa sobre la superficie interna de tubos de= nylon. Este
tratamiento requiere del agente bifuncional glutaralden{do y de
paslietilenimina. Las condiciones usadas para el (tratamiente de los
tubos de nylon mediante el método de Salleh incluye las siguientes:

'~ tratamiento con glutaraldehfdo al 18.5% =en amortiguador de
beoites a pH <.0, dorante 1S minutos a 0% C. Posteriormente, wun
tratam::ntn con poli2tilenimina al 10 % en agua durante 2 horas.
2222 32 eile un tratamiento con glutaraldehfdo al S % en
amsv i guador d: baratos 0.25 M durante 15 minutos a temperatura
ambiinte y finzlmente 2l enfrentamiento con la enzima, llevado a czbo

du-ante 3 horas a 4°C.

Estas condicinnes fueron inicialmente probadas y optimizadas en

dos mall:s de nylon comercial (Nylom @& ¢ Bi. En estas mallas s=
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" 5 ¥ # ”, n
Facieron varizzicoes 42 ans 0 mas  paramelros  involuctrados e

0d

proceso de  activacidn., la figura S.1 muestra la estrateglia 1nizi:l

sequida para su activacidn.

antes de lluvar 2 cabo inmovilizaciones con la enzima se probo
una protefna de menor wcosto . la albdmina , con el fin de ns
desperdiciar enzima en estos primeroas 2nsayos. Debido al hecho d2  no
contar  aun con la polietilemiming, esta fue sustituida temporalments

por etilendiamina.

Los resultados de estos experimentos iniciales se presentan er
la figura 5.2 Como se pu2de observar, 2] nylon A con los tratamientos
de glutaraldehfdo y glutaraldeh{do mas atilendiamina a %9
presentd mejores caracter{sticas como soporte, que el nylon B. E!
tratamiento en que se wutilizéd wunicamente wun tratamiento con
glutaraldehf{dc, fue realizado con el fin de observar las
caracterfsticas de inmovilizacidn obtenidas y tratar de eficientar el
proceso, para evitar el empleo de la etilendiamina o en su caso de lz
poliztilenimine . Resultados nosteriores indicaron la necesidad de
estos compuestos para lograr wuna mayor cantidad de enzimsz

inmovilizada en las mallas de nylon.

Con 21 aylon tipo & se lagrd inmovilizar ¢%.6 mg de proteina por
grame d2  wuslor, mientris que en el caso 4el nylea B, el valor mi,
21t fue de 33.4 mg de proteina por gramo de nylon. Lo anterior se

s2de dabir erincivalmsnt: 2 las diferencias en el tamafio de la malla
dz w<ada una de las mallas mrobadas. La malla de nylon & presenta un
srr2aly de hilaos mis cerrado sus al wylon B, es decir que, opiJo 1=
mismz unida? de peio &n &l tipo 4 se rpuede disponey de mayor irea de

colace tomparzde coe o2l oaylor B Estz pu2dz ser la causa principal a=
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Lavado de mallas
con agua destilada

Nylon

Tratamiento con
glutaraldehido al
18.5%

9p°C, 200 r.p.m,

|

Tratamiento con
glutaraldehido al
18.5%

90°C, 200 r.p.m.

Tratamiento con
Etilendiamina
2 horas,T.ambiente

T.ambiente
=25°C 90°C

Tratamiento con
glutaraldehi{do al
5 %
T. ambiente.

L———-—-ﬂﬂ ENFRENTAMTIENTO

Figuna 5.1.- Estrategia <nicial seguida en La basqueda de
una técnica adecuada de <{mmovilfizacidn en
mallas de nylon.
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que 2n el aylee bipo B 3% iogve un S0 % mdfs de eootefes vooovilizada.
M

A partie G estos resultade:s  se gesechs 2 nelon Eopara los

gxparimentos cosleriores,
S.2.-Hidrdlisis parcial dal nylon.

Cen el obiety de exponer mayor czntidad de sruepo:s funciorales
reactives disponibles del aylon para la inmovilizazidn de 2nzimas. se
intento una hidrdlisis con HCl de acuerdo : lo reportado (lnman 7
Hornby . 1974: Hornby y Goldstein, 1975). Con esta hase s=
establecieron las condiciones mds adecuadas para un lavade con HCL de

las mallas de nylon.

Las concentraciones reportadas estan en un rango de 3.5 a 4.6 N
de  HCI. Los primeros experimentas se realizardn con estas
concentraciones y como resultado s2 obluvo una completa hidrélisis de
las mallas . Estos resultados obligaron a realizir experimentos
variando las concentraciones de HCl, asi como los tiempos de
exposicidn para =l tratamiento del mwlon A, de acuerdo al disefio

mostrade en la figura 5.3

En la inmovilizacidr inicial. el nyler A mostr: que pueds
acoplar hzsta #4.6 mg de protefnz por grame de nylen en  aguellos
trztamieatos =2n que se uso glutaraldenfde (GTA) y GTA + EDA a +2°C.
Ea los azuperimsatos siquierctes, con 2l aylon A, g2 probaron
concartraciones de 1, 2 y 3 M de HLl a2 diferentes tie~pos 4=
exposicid~. 3e chtuvierss lao: res.ltzdos que .5 eresectzn ap la
figura 5.4, En este caso 2] lzszdo <on 21 HOD 1 M durante 175 mie s
alcanzd un valor mdxinn de inmovilizacidn de 91,4 mg de protein: por

gramo  de nylon lo que 3tqnificJ un 57 % mds de proteins atoplada
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Activacidn de malla de nylon A con
glutaraldehido al 18.5 %, etilendiamina
al 10% y glutaraldehido al 5 % a 90°C
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—

Figura 5.3 .- Disedo seguido en La budsqueda de La concen -
thacibn y tiempo Optimos def Lavado previo
de Las mallas de nylon Lipo A.
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Fig 5.9 Resultados observados de los distintos lavados de las mallas
de Nylon tipo A
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respects a las condiciones inicisiles. & partir de :stos  r23ultados,
se decidia’ mantener la concenlrzcidn de HC1 fr:a (¢ My » sz
efezt.aron experimenios para eficientar 2l tiempo de exFosicidn. En
'a figura 5.5 32 observa que a los S min. de exposicidn al Sgada. 58
obtiene el maximo de protefna inmovilizada y el nylon ro sufre
depclimer1zacidén  apreciable. Los wvalores mis bajos e presentan a
1os 10 minutss, aunque a los 1S minutos se lcgra una inmovilizacidn
similar 2 la obtenida a los S minutos, las czaracter{sticas f{sicas de
las mallas se wven alteradas puesto que comlienza a ser visible la
depulimerizacidn del nylon. Por esta razdn se tomd el tiempo de S

minutos de lavado con HCl, como el meior para su tratamiento.

Con estos resultados se llead a establecer =1 primer disefio del
proceso de i1nmovilizacidn: lavado previo de las mallas <on HC1L 1 H
durante S5 minutos, tratamiento de glutaraldenido al 18.5 % en
amortiguader de boratos 0.74 M, pH 9.0 , durante 1S minutos a2 %0° C,
tratamiento con etilendiamina 2l 10 % en :gua durante 2 horas a 37°¢c
y finalmente un tralamiznto cun glutaraldenfdo al 3 % en amortiguader
de boratos 5.25 M, pKE 8.5, durante 15 minutos a $0°¢C. tfigura 5.6).
€1 e:t= eroceso inicial  se wsa etilendiamina en sustitucidn de la
roliztilenyimyir: “uya ventasa on 2] proceso 25 13 de proporcionar  un
z.meals :- a2l arza de enlace de 13 enzim2 por ramificicidn del

comelzlo glutzraldenido-2tilendiamina enlazado al sceorte.
5.3.- loamovilizacidn de glucosa ovidasa.

Siguizr+, en el astzblecimiante de un mdtode adscusds parz

w

iamsuilizacidn en mallas de nylon tips A, una vez disponible la

eoliztilenininz. se sustituyo a la etilandiamina y s2 imiciaron  los

17
o
T
1
1
o
ur
LG

Jul ya s2 uso la enzime <2lucoss ovidas: en lugar 2=
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Fig 5.5 Resultados observados en la optimizacion del tiempo de lavado
de /as mallas de Nylon
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|[Falias de nylon A]

Tratamientc de lavado con HCL
1 M, 5 min.

lavado

Tratamiento con glutaraldehido
al 18.5% en amortiguador de
boratos 0.74 M, pH 9.0 a 90°C
15 min.

%
Tratamiento con etilendiamina
al 10% en agua.

Lavado

Tratamiento con glutaraldehldo
al 5% en amortiguador de boratos
0.25 M, pH B.5 por 15 min. a
90°C.

IEnfrentamiento con la enzimé]

Figuza 5.6 Proceso <{nicialmente probado para £a inmov{lL
zaciéfn empleande etilendiamina e inmevilizan~
de albumina.
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la albdmina. Como resultzdo 52 logrd desarrollar una téenica de
inmovilizacidn para mallas de nylon tieo A mostrad: en la figura 5.7.
Esta técnica, como puede verse. sélo difiere de lz2 inicialmente usada
en estz lrabajo por el uso de la polietilenimina como elemento gde
entrecruzamiento can el glutaraldehido para lograr mayor superficiz

de enlace disponible a la glucosa oxidasa.

Con el método de inmovilizacidn 2stablecido para mallas de nylon
tien A se inmovilizd la glucosa oxidasa obteniendose los resultados
que ilustra la tabla S.1. En promedio se lograron 80 mg de enzima por
gramo de nylon tipo A. 16 mg menos que en el caso de inmovilizar
albdmina. Este fenomeno se debe muy probablemente a que son moléculas

diferentes.

En una Gltima etapa del desarrollo de la metodologfa de
inmovilizacidn se hicieron pruebas en un tipo de nylon wuti{lizado en
trabaios de serigrafia (Nylon 1350). Este otro tipo de nylon se
decidic wusar por las ventaias que representa en cuanto a la
superficie de enlace disponible para la enzima debido
fundamenlalmente al ndmern de hilos por centimétro cuadrado que en el

v

caso del nylon 150 =25 sensiblemente mayor al del nylon A, ver fotc i

Con &l nylon 1SC se lograron entre otras ventaias; el poder usar
un menor tamafio de malla sin alterar el sistema debido a2 que la
superficie sensible del electrodo de ox{geno es cubierta totalmente
por la malla enzimdtica. Las mallas fueron de 12 mm de didmetro y wun

peso de 4.4 mg. En este caso aun cuando es menor tamaho de malla
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{Mallas de Nylon.|
, 1
iTratamiento con HCL 1M, 5 min.]
|

lLavado con agua destilada]

l

Tratamiento con Glutaraldehido
al 18.5 % en boratos 0.74M, pH 9
a 90°c, 15 min.

ILavado con agua destilada 1

Tratamiento con Polietilenimina
al 10% en agua.

] Lavado l
{ _

Tratamiento con glutaraldehido
al 5% en boratos 0.25M, pH 8.5
15 min. a 90°c

;

Lavado con amortiguador 0.2 M
pH B.5 en boratos.

i

rgnfrentamiento con la enzimaJ

Figura 5.7.- Proceso usade como el mds adecuado para La
inmovilizacifn empleando polietilenimina
glutanaldehido.
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comparada con las mallas i1nirtales usadas en este trabaso de 2 x 2 cm
se logra mayor irea de enlace y por tanto mas enzima 1nmovilizada.
Evitandose =l uso de enzima no util en una malle 4e mayor tamano, 23
decir aaquella que no puede estar en contacto con toda 1la superficie
sensible del eleclirodo de oxigeno. Cuando se usaron mallas de nylon
mis grandes 2 x 2 cm la superficie sensible del electrodo, presenta
una zona no util, *"3drea de desperdicio®, constituida por aquella
malla que no esta en contacto directo con 2l irea sensible del sensor

de oxfgeno disuelto. En relacidn con otros soportes, esta 3raea =2

g

significativamente menor, puesto qu2 en el unico reporte que amplea
mallas de nylon para 21 desarrollo de un inmunosensor para {insulina
(Mattiason et al, 1977), el drea que requieren es de 3 x 7 cm. Cuando

se han usado tubos de nylon la minima longitud usada ha sido de 3 m.

En wuna serie de experimentos en el enfrentamiento en los cuales
se probaron concentraciones de enzima que nos proporcionan las
relaciones 1:4, 1:3 y 1:1.3 de enzima/soporte, se observd que con la
relacidn 1:1.3 g/9 se lograron resultados con los cuales se evitd al
maximo el desecho de enzima soluble no inmovilizada, sin alterar los

valores alcanzados como adecuados en el proceso de inmovilizacidn.

En resumen. el nylon 150 pudy ser usade 2n menor tamano » en
forma circular con un diamétro de 12 mm. y un peso de 4.5 mg. Ep
ralacion al tamaho, peso y concentracidn de enzima usada en =2l

5 r 2 ,
enfrentamiento, se observo que la relacidn enzima-soporte que ofrecic

me jores resultados fue la de 1:1.3. g/49.

Como 52 puede observar 2n la tabla S.1 v en la figura 5.% con 21
nylon 150 58 loqr& aumentar los niveles de 3lucnsa nxidasa

inmovilizada hasta Llres veces raspacto al aylen tipn A. Hientraz aqua
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en 2! nylen tipo A se legraron inmovilizar B3:8.5 mg d2 enzima por
gramo de nylon, en 2l nylon 130 se alcanzo 2 tnmovilizar 385%10.8 mg
de enzima por gramo de nylon. Con 2stos resultados se lagrd cubrir =l
primer obsetivo particular de esta tesis, teniends finalmente la
metodologia para la activacidn e inmovilizacidn en mallas de nylan
que se describe en la figura 5.8. Las mallas construidas en estas

condiciones se probaron an 21 sistema de madicidn.

En la primer:z etapa del proceso de inmovilizacidn se produce una
depolimerizacidn parcial del nylon, por rompimiento de los enlaces
amida secundarins del nylon lograda por la iccion de HCL. Este
rompimiento produce grupos alifdticos amino y carboxilicos, estos
grupos 5@ activan al reaccionar con el agente bifuncional
glutaraldehido en condiciones alcalinas. Con este complejo entre el
nylen ¢y el glutaralden{ds se tiene un sistema que puede enlazar
enzimas covalentemente, sin embargo para aumentar el drea de enlace
se emplea un tratamiento con polietilenimina. Este tratamiento
produce un desequilibrio favorable a los grupos amino disponibles
para 2l enlace de la enzima, por lo cual un nuevo tratamiento con una
solucidn  ligera de glutaraldehfdo, ademis de loar:ar una proporcion
equivalante entr2 1nos grupos amino y carboxilu, proporciona un
compleso dado por soporte glutaraldeh{dn + polistilenimina+
jlutaraldehido el cual forma una especie de *cadena” que a su ve:
aumenta el 4r2a de enlace de la enzima. Lo anterior se ilustra

ss3quematicamente en la figura 5.9

©.3.-4ctividad de la enzima inmovilizada.

Una vez establecido el metodo de inmovilizacion, las mallas

i.2ron  adaptada:z al sensor de oxf{genc disuelto . Las concentraciones
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Nylon Glutaraldehido Polietilenimina Glutaroldehido

Fig 5.9 Esquematizacion del/ complejo Nylon+Glutaraldehido
+PE |+ Glutaraldehido



de 3lucnse probadas se establecieron de  3cusrdo cor los rniveles
normales de glucosa an sangre, es dacir70-110 mg./dl. o bien de

A0=120 mardl. «Mingard, 2t al, 1%32:.

Los primeros resultades se ilustran en 12 figqura S.10 y S5.11, se
nbserv: gue, como se esperaba, £l consumo d2  oxiqeno es mayor 2
medida nuze 13 concentracidh de glucnsa s 1ncremanta. Este hetho so
debe 2 gue el o+{g..0 se <ansume estequiomét-icamente propercicnal a2

la concentracidn 4zl otro sustrato la glucesa.

En estas figuraz tambien se pusde ver que 13 respuest: mpusde ser
determinada cindticamente o bien en 2l equilibria, siendo 21 tienpr
menor de 1 min. aproximadaments para la respuesta cindtic: y de 2

minutos para raealizarla en el equilibrio.

En la figura S5.10 puede observarse como se consume el axiaznn
por la rsaccidn ,reflejado en  las caidas de pendiente para cada
corcantracidn  de  iustrato probadi. A parlir de estas curvas oo
respussla 2 construyen las curvas de calibracidn. En este ciso  al
construir la curva de calibracidn se establecid que su rango lineal
de sersibilidad es muy «coets en funcidn de que solo :lcanza a2
detectar valores de O 2 S0 m3/l.0fig, S.1.,.Este fendmenn se debs 2
que 2l rango lineal es un par3dmetrs influosnciado imeartantemente por
la walocidad con la que la enzim: reacciona con 2] sustrato. Alaunos
autoeas como Clavk, (1970); Mell v Maloy (1575, hin repartade aste
problema y logran reducirls usando una membran: aextern:z, cara limitar
la raspussta dal  sensor por la velocidad de difusidn 22l sustratc.
Una esausmalizaci/n d21 problema observads y de 30 soiocide g2

sgauamatiza 2n Yz figureas T.12.
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Fig 5.0 Curvas de respuesta del electrodo-enzimatico (*)= 25
(e) =50, (v) =700, (8) =150 mg/!
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Fig 5.11 Curva de calibracion para la medicion de glucosa mediante
el electrodo-enzimdtico
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e asta farma se muestra Qque la <azima 3lu

inmovilizada en las mallas d¢ nylon presenta actividad =atalftica
25 sens:ible 3 l2 glucosa. (Czbs mencionir que a2n a2stoc avpzrirantos
se udicionn’ una muestrz  "blanco® aque no contenfe aluces: pera
observar la posible respusstz del electrodo. Se corrobord que no o=

presanta consumo de ox{geno.
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5.5.- Hembranas de didlisis y rango lineal.

Los primeros resultados indicaron que 2l rango lineal era2 muy
corto, da G- S50 mi.l | Este es ung 2videncia indirecta de que gl
fendmeno es controlado por la velocidad de reaccidn enzimftica (Clark
1970; Mell y Maloy ., 1975), en estas condiciones =21 elactrode
enzimitico ao seria funcional. CGome ya 32 ha mancionado en la
literatur: este fendmenc se ha resuelto con el use de membranas de

diferantes materiales como elementos de resistencia a la difustdn

iHz1l y Maloy. 1975,.

Clark en su patente para la construccidn de wun dispcsitivo de
medicidn de glucosa (Yellow Springs Instruments U.S.A.) utiliza una
membrana de policarbonato para asi lograr evitar el paso de moléculas
grandes y al mismo liempo limitar la respuesta por difusidn  (Clark,
17703. De acuerdo con 1o anterior, en 2ste trabaio se realizaron
pruebas con membranas de diilisis de distintos espesores y tamafos de
Foro para raesoclver el problema del rango  lineal, Fueron probadas
cuatro membr anzs, las cuales se adaptaron al sistema A2 =edicidn y se

hicieron experimentos para determinar sus caracter{sticas.

Las membranas probadas en estos experimento:  fueron  las
si1guientes: tubos de diilisis benzoilados (TDBV <on un corte de 2000
¢ 2%e2sar 0o espacificadn; membranas de d1alists coan un corte de 8000
y espesor de ¥ um (HDB5): membranas de didlisis con zorte de 1000 ¥y
un ec<o2sor de & um (MDL1%,: membranis 42 didlisis con un certe de 80UG
+ 2spesor de 5 um (HDE8). La temperatura de medicidn fue seleccionada
entra dns pruebas, una a 25°C (temperatura ambie~te’ y la otrz 2 37°C
qu2 se reporla zomo la dptima par3 el fu-mcionamisnte de la enzim:

yGibsen ! 2l 1964 Si1gm3, 1585). Como <o observa en lz figura 5 1% 2

g0
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como resistencia difusional se emplearon tubos de didlisis
benzorfados
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25%7, las curvas de calibracion dieron come rzsultzde unorange lineal
da deteccidn muy corto,0-150 ma/l. mientras que 2 37°C =i rengo
lineal de deteccidn minimo fue de 0-300 mgsl. Esto puede debers: 2l
¢cambio  inu cuantificade en este trabda.oir de  las condiciones de
operaridn dptimzs de pH + temperatur: despuds de  su  1amovilizacicr.
En cuante 2 l: temperatura se e2sperab: qu: gr3ilas a que la
cancentracian Ze ox«fgenc disuelto @s mayor 3 tempecaturas bajas no
t bhier: eroblema  al usar al sistema 3 25°C. Sin embarga, pu2sto gqu2
12 zctividad se expresa en un range muy corto. se puede establecer
aue la temperatura no es adecuada para lz expresidn dptima de la
actividad enzimdlica. Ne hay avidencias d2 que la zoncantracidn  de
o>fgeno inhiba la accidn de la glucosa oxidasa, elemento que apoya el
punto anterior puesto que, aun cuando a 25°C se tiene alta
solubilidad de ox{geno en el amortiguador de medicidn,no  hay
asnragidn  adecuada de la actividad de la enzima inmovilizada, por lo
cual se establece que puede ser debido a que 25°C no sea una
temperar.ra adecuada de operacidn de la enzima inmovilizada. En el
case de 37°C, se observa un rango lineal mis amplic lo cual puede ser
funcion directa de gue la temperatura de operacidn sea mds adecuada

par: l1 enzima inmovilizada.

Los niveles de oxfgeno disuelto gue mostraron cuando el
2lectrodo enzimitico se mantenia sin sustrato a una temparatura de 37°
L se observan en la figura S.14 2 .Se puede ver como i1lgunas
mambr:nas  presentan niveles mayorss de o<{geno disuelto que otras
+HE1S w5 MDE%.. esto es importante ror la disponibilidad de oxfg9ana

para 1. enzima aue ouada proporciconay cada una de allas.
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Fig 5.14aNiveles basales de oxigeno en el electrodo enzimdtico en funcion
de /a membrana usada como resistencia difusional. T DB. tubos
de didlisis benzoilados, MDES.” Membrana de didlisis (poro 8000
espesor Sum) MDIE. Membrana de didlisis (poro /000, espesor
8um) MD8E8. Membrana de didlisis (poro 8000, espesor 8um)
éen fodos /os casos /a temperatura se controlo” en 37°C
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Er la fiarz S04 B 25 mazsteza 102 nivelss basales de co-rients

e
e

en el zlectrody 4 -.{genc que se puaden daetactar cuznos al electrodo
die  wefaens sricamente  fiene  adaptada a3 membrana de 4iflisis, es

decir, i:n la mallz de nylon con enzima inmovilizzdz, !n 2riiisis 2

i

estos  rosultadeos tratands de establecer la posible relacich antrz el
tamafo de peoru v eseesor con la concentracien de oxfgeno que puede
desar difundir librement: cada una de las membranas ( medida como
corriente en pa . evidencid que mxiste una relacidn entre el espesor
y la concentracién de ox{geno, de tal forma que a menor especor mayor
difusicn de oxigenc en el sistema como se puede observar en la figura
S.14 c. En este caso TOE con =zspeser de 6 1 presenta la mayor
cantidad ﬁe oxfgeno en el nivel basal (glucosa cero) disponible para
la reaccidn de la glucosa oxidasa. MDIS y MD8S con un espesor de B M
cuando se midieron sus difusividades de ox{geno sin malla de nylon
presentan menor concentracidn de ox{geno difundido que TDB pero mayor
que MIB% que tiene un espesor de 9 u. Cuando el sistema presentaba
la malla de nylon enzimdtica mis la membrana de didlists , MDLB vy
HD88 piresentaron difusividades de oxfgeno un poco mayores que TDB,
sin embargo en la caracterizacidn TDE presentd meicres

caracter{sticas en cuanto 2 rango lineal de deteccidn y tismpn d2

i
recuperacion.
S.6.- Curvas de raspuesta y curvas de calibracidn.

De  acuerdo al sistema de montaie y medicidn con 21 electrodo
enzimitico para cada un: de las membranas da diflists, se obtuvieran
las curvas de respussta detarmindndose 2 partir de estas sus curvas
de calibracion a 1 y 2 4 minutos despuss de la reaccidn al  adicionzr

el anustrato a diferentas concenlraciones.
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Fig 514b Niveles basales de oxigeno en el sistema sin malla
de nylon enzimdtica
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®=£lectrodo de oxigeno mds membrana de didlisis
e =flectrodo de oxigeno mds la malla enzimdtica

mds membrana de didlisis



El =ndlisis d: las curvas de respuesta evidencld que las
lecturas 2 1 min. son representativas de las concentraciones
probzadas, por lo tanto, aunque se realizd la medicidn también 2 4
min., los datos mostrados en las figuras posteriores se obtuvieron

con la determinacidn a un minuto.

En las figuras S.15 y S.ls, se observan las r2seusstas gel
elactrodo enzimdtico medidas al minuto, usando TDB. En la figura S.18
se puede ver que la respuesta medida cinéticamente al minuto es
representativa de la concentracidn usada. Se observa tambi€n que el
rango lineal es de ¢ hasta 300 mg/l de glucosa. La curva de
calibracidn para los tubos de didlisis benzoilados alcanzé un
coeficiente de correlacidn lineal de 0,999 para el rango lineal hasta

250 mg/1 y de 0.998 hasta 300 mg/1.

En las figuras S.17, S5.18, S5.19, 5.20, 5.21, y S5.22 se muestran
las curvas de respuesta y de calibracion para las membranas MDLG,

HOI89 y MD8E.

Cuando se usaron las membranas MD18 se observo’ que =1 rango
lineal de deteccidn tomando la lectura a 1 minuto es de 0 a 250 mg/l;
en el casn de que la medida se haga en 2l equilibrio, es decir a los
4 minutos, el rango resulta mucho menor, alcanzando sdlo a medir
hasta 150 mgs1l, en este caso el valor de correlacion lineal de la
curva estandar fue de 0.997, Este fenomano se explica por el hecho de
que esla membrana aun cuando presenta un corte menor de P.H.(1000),es
mds gruesa que TDB. Por asta razdén la difusidn del sustrato (Ox{genc’
puede ser mds lenta provocands que a1 medida que la concentracidn de
3lucesa  aumenta se  vaya consumisznde en mayor proporcidn el ox{genc

gispontble en la reaccién, de tal forma que no e3 posthle toma
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Fig 5.15 Curvas de respuesta del electrodo enzimdtico empleando
tubos benzoilados como resistencra difusional.
Las concentraciones de glucosa fueron en mg/l. (®) 25
(=) 50, (8)]00, (°)150, (*) 200, (°)250. La
temperatura se controlo en 37 °C
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Fig 5.6 Curva de calibracion para la medicion de glucosa, mediante
e/ electrodo enzimdtico empleando membranas TOE
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Fig 5.17 Curvas de respuesta del electrodo enzimdtico empleando
membranas de didlisis (poro 1000 espesor 8 um)
Las concentraciones de glucosa fueron en mg/l (®)25
(8) 50, (8)]100, (°)150, (+)200, (°)250
Temperatura 37 °C
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Fig 5.8 Curvas de calibracion para la medicion de glucosa, mediante
el electrodo enzimdtico empleando membranas MDI18
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Fig 5.19 Curvas de respuestas del electrodo enzimdtico empleando
membranas de didlisis (poro 8000, espesor Sum).
Las concentraciones de glucosa fueron en mg/l. (®) 25,
()50, (8)]100, (°)150, (+)Z200, (o) 250.
Temperatura 37°C
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Fig 5.2] Curvas de respuesta del electrodo enzimdtico empleando mem-
branas de didlisis (poro 8000, espesor 8um).
Las concentraciones de glucosa fueron en mg/l. (®) 25,
(8) 50, (8)]00, (°)150, (+) 200, (°)250 Temperatura 37°C
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Fig 5.22b Curvas ae calibracion para la medicion de glucosa, mediante
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I'ne datns rorresponden a /as lecturas realizadas rranscurriendo
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lecturas en el equilibria (4 min, por arriba de 130 masl por la
limitacidn de oxfgeno. En este caso debido 2 que el consume de

oxigeno no &3 total despuds de transcurrids un minuts de rezccid

o
0
u

posible estiblacer dos puntos de 13 pendientsz mdxima ; lograr que el
range lineal pueda ampliarse hasta 250 mg/1 que sigue siendo menor

que 21 rango a2 presentan lo: TDB.

Cor. el wsv de las membranzs HORY, 22 observa en primera
instancia qu= 21 rango lineal 2 | minuto €5 de & - 200 mg/l. su
coeficiente de correlacidn alcanza 0.%98, aste hacho puede ser debido
2 que esta membrana adn cuando tiene un corte de 3000 su aspesor 2s
mayor y por tanto se aumenta su capacidad de limitar la difusidn del
sustrato (oxfgeno). En el caso anterior HD18 se tenfa un espesor
menor y se ofrecia un poro de menor tamafio, la unica explicacion del
porque MDIS muestra mayor rango lineal de deteccidn que MD8Y es
debido a la diferencia de espesores que se observa en las figuras

5.14 b y S.14 c.

Las membranas MD88 cuando se tiene =1 sistema de malla de nylon
mas membrana de didlisis, presentan un nivel basal de ox{geno alto,
sin embargo al igual que las MDB? el rango lin2al detactadeo 25 sclo
hastz 200 mg/l, <¢on wuna curva de calibracidn que presentz un
relativamente bajo coeficiente de correlacidn lineal (0,995s. En 2sle
caso timbien se puede peasar en la influsnciz qus tizne 2] aspesor de
la membrana en 2l rango lineal ohsarvado, en relacich 3l tamado de
pora lo mi<mo que MDIB? lz membrana MD8% prasenla un poro mayor  que
puede no sor adscuads para limitar 13 reaccidn del sustrato. Por otra
parte puede establecsrse 2l considerar 13 difusidn del cxfgers s

antiends que 2staz difundizndose al mismo tieamen la glucosz: que en
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25ts -aso tambien 2: fuacidn d=1 corte de cada membranz. 3 medida que
el corte es menor se observan meyores caracterf{sticas 9= sensibilidad

en las  membranas, existiendo wuna 9que logrd satisfacer wuna

ey

caractar

stica importante (en usle caso los TDB,.Esta =25 que la
membrana debs dedar Qifundir 2l oxigeno y la glucosa para que pueda
llevarse a cabo la reaccidn percs en concentracionss tales que ra2
permitan que la respuesta del electrodo enzimdtico sea2 contrelada por
la «-inftica de la enzima 1nmovilizada, sino que sez fun:cidn del

espesor y tamzfio del poro usados como resistencia difusional.

g . P
S5.7.-Tiempos de recuseracion.

Habiendo efectuado una evaluacidn del comportamiento de las
membranas de didlisis entre las cuales se eligirfa una, no sdlo tenfa
que tomarse2 en cuent2 el rango lineal ofrecido por cada membrana,
sin3y tambien debfa considerarse el tiempo de recuperacidn de cada un:
de 2llas. Es decir. =1 tiempo minime en el cual el elactrado
enzimdticn, despues de ser lavado para asegurar la eliminacidn de
residuos de sustrato que pudieran haber quedado en la membrana, =2%ta
en disposicidn de  recibir wnz raeva muestra. Bsto redunda en Lz
cantidad de mues'ras que el electrodo puede recibir par unidad ae
tiempo. Los tiempos d2 racuperacidn foercon caleulados a partir 32 la

segunda parte de las curvas de respuesta para cada membrana deszcues

Loe resultados de esas wprusbas :e rezumen eon l: figura .30

fomo puede varse, los ‘i2mpos 48 raccperacion etz en un ranas GuE
va desde & haztz 3 0 S minutos. Laz membirasis qus mosttoaria wr
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Fig 523 Curvas de recupéracion de corriente basal en funcion de la
barrera difusional utilizada. Concentracion de glucosa hasta

e/ momento de lavado. 150mg/l (#)MD8ES, (8)MD]8,
(+)MO88, (°) TDB. Temperatura 37°C
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tiempo de recuperacidn fueron la MD8S y TDE ambz: <con dos minutoe.
las membranas D82 y MD18 tienen tiempos de recuper::idn casi de 4 &

de S5 min.
S.8.- Seleccion de la membrana.

Una vez que se ten{a caracterizado 2l electrodo enzimitico er lo
que respecta 2 rango lineal de deteccidn, correlacidn, linealidad a2
la curva estandar, sensibilidad, niveles bisales de oxfgeno y tiempos
de recuperacidn, para cada una de las membranas probadas como
resistencia difusional, se construyd la tabla 5.2, donde se resumen
las caracteristicas que sirvieron para la seleccidn definitiva de 1z

membrana mds apropiada.

Evaluando las caracter{sticas enmarcadas en 1a tabla 5.2 se
ancontrd que las dos meioras membrainas aue podian s2r usadas fueron
MD8% y TDB. Sin embargo, sara continuar con los saparimantos  fuercn
seleccinados finalmente tubos d: didlisis benzoilados como la
membrana con mesores caracter{sticas para ser usada 2n el electrado
enzimitico, =n base al mesor r:ngc lineal. Ademis los TDB presentan

- . -
una correlacion aceet:ble y tiempo d2 racuperacion <orto.

Observando 1: table 5.2, podemas decir que el zlectrado
znzimdtico ‘tiene como principales zaricterfstizas las siguientes: un
~zn32 lineal desdz «cerc hasta 300 ma/l gqus comparado con  log
toitrumentss gque ya  @xisten comercialmente se encuentra en valores
similares, considerands gque ec<to: 1nslrumentoas reguiersn de  una
dilecior parz leer concaentriziones muy altas presentando un rangs

norrmal de lectura de O - 500 mgrdl.iGuilbault, 1784; Sheller et 2l

£
I

[

En r2lacidn 2 los tizmpos de respussta er los iastrument s
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o~
00 W
- O
o v w
variable |29 2 MEMBRANA
Q <A
A U E
[l MDB89 MD88 MD18 TDB
Rango de 1 0.200 0.250 0.250 0.300
deteccidn
(g/l). 4 0.200 0.150 0.150 0.300
Linearidad 1 0.999 0.998 0.997 0.998
(correlacidn) 4 0.999 0.996 0.997 0.998
Sensibilidad 1 4.6 5.8 5.0 3.8
{pendiente)
x 10 uA/mgl 4 4.6 9.9 8.8 4.5
Ordenada al 1 5.8 5.8 -17.1 3.8
origen
PA x 107 4 4.9 9.9 8.8 6.8
Corriente 0.94 1.6 1.7 O 5
basal o + & + *
HA X 107 1.4 4.5 2.2 o % |
Tiempo de
recuperacién 2 4 4 1
(minutos) .

Tabfa 5.2.- Tabfa resumen en fLa gue se consignan fLas
principales caracterfsticas de cada una de Las
membranas probadas como resdistencla difusional,
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comerciales ccmo se presenta en la tabla 2.6 va desde 40 seg. hasta %
minutos maximo . En 2ste trabaio se logra wur tiempe de respuesta
menor de 1 min. con tiempos de recuper:cidn maximos de 2 min. lo ruz!
permite cerca d= 20 andlisis por hora. Esta Jltimo valor esta dertro
de un rangc ateptable si se compara <on los datos de la tabla zZ.e.

Aungque todavia se podria buscar la membrana ideal.

5.9~ Coinmovilizacidn de la enzima glucosa oxidasa con

catalasa.

Como ya se ha dicho,l2 respuesta del =electrods enzimitico fus
muy rdeida sir la presencia de wuna resistencta difusional al
sustrato. Consecuentemente se observg que el oxfgeno disuelto an el
amortiquador de medicidn era consumido totalmente y es posible que el
rango lineal estuviera limitado por oxfgeno. Una forma de atacar este
problema, es reciclando oxfgeno con 1la enzima catalasa, la cual

transforma el HyOpen Opy agua.

Con esa ldea se realizaron experimentos de coinmovilizacidn con
la glucosa oxidasa y catalasa. La reaccidn de la glucosa oxidasa
sobre 1z glucosa produce Holp, €l cual, en este sistema puede ser
dearadads eor la catalzsa y 9arantizar 13 oresencia de suficienta2
cantided de oxfaeno en el medio. Adamiz 3e =aliminaria 2! efecto
dearadante del HpOp . El résullado 2sperade 25 wna awrliznidn del
rango lineal. Debido principaimente a gua la 2nzima a2 esta  limitada
[ =Lls la conc-en!ram-Sn de oxfgeno Y puage Eor tantue SR1gar

Teneentracionas mayores de glucoss.

Las resultados de la cornmovilizacidn se observan =n la tablz

E' primer aspecto i~teresants de estos ~2sultados es el aumento

Ll
il
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en la cantidad de protefnz snmovilizada por  grams de nylon. Este

fendmeno epuede explicarse por 2] hecho del cambio del soiumsn en el
enfrartzmients. Neormalments parz la immovilizasifn de 13 31lucosa
o<1dasa se Jisponen 3 ma totales de anzima #n un veluman total 28
ml. En los expsrimentos de co-inmovilizacidr se usaron ur total ds 4
ml en el wvolumen de  enfrentariento que contenfan * mg de glucos:
cxidas2 y | mg d= catzlasa. En ambos caseos, el drea diseanible paraz
el enlace fue similer. Aunque  en los dos  cxperimentos iz
concentracidn de protefna en el enfrantamiento fue la misma, en él
caso del sistema glucos: oxidasa catalasa, la relacidn protefan:
enfrentada total/soporte, fue mayor. De 2sta manera., se esperari:
que el perfil de concentracidn de protefna a lo largo del tiempo de

inmovilizacidn fuera en promedio mayor al caso en el que se

inmovilizd exclusivamente la glucosa oxidasa.

Este fendmeno puede aprovecharse para desarrollar un método con
el fin de inmovilizar mayor cantidad de enzima, aunque desde lueqgo,
con el precio de la utilizacidn de mas enzima. Sin embargo podr{a
pensarse en una concentracidn posterior por ultrafiltracidn, lo gue

eliminarfa su posible desventaia.

En las figuras 5.24 y 5.25 se presentan las curvas de repuyesiz y
de calibracidn utilizando el sistema glu:osa oxidasa-calalasa y la
membrana de didlisis. Se observa que tal como se habiz supuesto, el
rango lineal de deteccion se logrd aumentar hasta 400 mg/l de
glucosa. Sin embargo, el aumento en 2l rango linea! lleva concigr  un

decremento an la sensibilidad del electrodo enzimitice.

El aumento en el ranso lingal de deteccion se debe

principalmente a 13 presencia de l2 c¢atalasza 26 11 malla de nylon.
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a) Glucosa oxidasa b) Glucosa oxidasa—catalasa

2.5

w
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Tiempo (minutos)

Fig 524 Curvas de respuesta observadas usando glucosa-oxidasa (a)
¥ glucosa oxidasa - catalasa (b)
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Esto es poraue el Hp0zque se produce en la reaccidn es degradado y
convertido en Ogy agua. El oxfgeno reciclado es aprovechado por la
glucnsz oxidasa para la reaccidn con la glucosa. El decremento en la
sensibilidad puede deberse a dos c¢osas; por un lado a gue la
concentracidn de catalasa no alcance a eliminar todo el Hy0pproducido
y aque por esta razdn a mayores concentraciones de glucosa la
dispersidn de datos tambien es mayor. Por otro lado tambieh puede
deberse a que la velocidad de reciclaie de ox{geno sea tal, que las
concentraciones de glucosa sean consumidas muy rapidamente pero que
la mayor disponibilidad de oxigeno rasultante elimine a la respuesta

real observada del oxfgeno que esta utilizando la enzima.

Las anteriores aseveraciones son solo hipdtesis para explicar el
fendmeno, sin emBargo, para dar una conclusidn definitiva a este
respecto hubieran sido necesarios, al menos los siguientes
axperimentos:

a) Dptimizacion de las condiciones de inmovl{izactd% con las dos
enzimas. Es decir, proporciones entre ambas, concentracidn de
proteina, tiempo, pH y temperatura de la solucidn de
enfrentamiento, entre otras.

to evaluactdn g2 la estabilidad operacional del electrodo ; ya gque
se esperaria aque con la presencia de la catalasa, la vida util de
la membrana enzimitica se incrementar{a, por la eliminacidn del

perdxida, el cual es bien conocido como degradante de enzimas.

El uso de la catalasa se Jjustificaria en ciertas aplicaciones
, A -
donde fuera mas 1importante un amplio rango lineal (y probablemente

una vida dtil mas larga), aue una alta sensibilidad. En vista de que

17



los puntos anteriores s2 encontrabar fuera del alcance de lz presenta
tesis se decidio continuar los experimentos sin 2l uso de la

catalasa.

5.10.-Comparacion del método del electrodo enzimitico con un método

convencional.

Uno de los principales obielivos de este trabajo fue que el
electrodo enzimitico desarrcllade pudiera ser utilizado como método
de cuantificacidn de glucosa indistintamente de aquellos métodos de

andlisis usados normalmente para la determinacidn de glucosa.

Para este proposito se realizaron experimentos con el equipo de
glucosa oxidasa - peroxidasa solubles de Sigma. Con este método s=2
analizaron muestras en un rango que fue desde 10 hasta 100 mg/dl. Las
mismas muestras fueron determinadas simultaneamente con el electrodn

enzimitico.

Los resultados de ambos métodos se presentan en la figura S.2».
La correlacidn entre el electrodo enzimitico y el kit de Sigma fue de
0.99, lo cual indica que ambos métodos son equivalentass para la
determinacidn de glucosa y que el valor que se obtenga con cualauiera

de ellos representa el mismo margen de arror enr la determinacidn.

En 2stas condicinnes, la principal wventasa con el electrodo

enzimitico se refiere al tiempo de la determinacidn (3 minutos como

miximos, ademis de que la enzima no -2 desecha sine que as

reutilizable para la lectura de nuevas muestras.

S.11.-Estabilidad operacional.



Electrodo enzimdtico vs Enzima soluble ( sigma-510A)
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Filg 5.26 Correlacion obtenida del enfrentamiento de/ método de
enzima soluble (sigma 510), con el electrodo enzimdtico
desarrollado en este trabajo. E/ andlisis de ambos se
llevd a cabo a 37°C
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La =estabilidad de wun electrodo enzimdtico en geaeral msta
determinada por la actividad total de l: enzimz y por la valocidad de
inactivacidn de la misma. Ello en parts, es una funcid™ de  las
condiciones de omperacidn. La estabilidad del electrodo enzimiticc en
realidad no es otra cosa que la estabilidad de 12 enzima en lz mzila

de nylon montada en el electrodn.

Con el obseto de observar la variacidn existente en la
sensibilidad del sistema de medicidn, se realizaron mediziones
diariamente durante 15 dias. Durante ese per{odo, la malla de nylon
con la glucosa oxidasa inmovilizada, se mantuveo acoplada al electrodo
de oxigeno. Este esludio consistid en el andlisis de 2l menos 10
muestras de glucosa por dia que permitieran la construccion de curvas

de calibracidn.

Los resultados, esquematizados en la figura 5.27 indicaron gque
no hubo wvariacidn en cuanto 2 los tiempos de respuesta, aue
continuaron siende de un minule © menos. Tampero se observo una
perdida en la capacidad de recuperacidn de! electrodo =2nzimdtico.
Ella indica gque la estabilidad de 1la enzima glucosa oridasa
inmovilizada en mallas de nylon es de al menos IS dias, con ua2

raspuesta salisfactoria.

Farz 21 caso de la determinzcidn de glucosa, los instrumentos
comerciales aus usan membranas enzimdticas reportan la estabilidad age

1as mismas en :a rango de | semana hasta un mes on  operacidn.

m

medidar de YTellow Serings Instruments reporta wna estabilidad de 300
medicicnes Je gluscsa por membrana sue se ralizan aproximadamenle en
uaa  s-man2. GHM-G! roporta 3 o dseman:ic y la Roche hastz & semanas

ver  tabl: Z.-s 2n  haza a ezt>  podemos 2stablecer Tems
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Estabilidad operacional
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Fig 5.27 Estabilidad operacional del electrodo enzimdtico
evaluada durante /5 dias en opéeracion
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satisfacrtorics 1SC ensayos en 15 dlas can |2 2n2ima gl oxidasa

inmovilizada en 12 malla de nylon.
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CAPITULG 6.

Conclusiones.

En relacidn con la2 inmovilizacidn se pueden establecer
sigutlentes conclusiones:
- El tratamiento del nylon con HCl, asi como el uso de
polietilenimina presentan ventaias en el proceso de

activacidn con glutaralden{de en condiciones alcalinas.

- Las mailas de nylor 150 proporcionan un soporte con ventasas
en la inmovilizacidn en comparacidn con los nylon comerciales,
teniendo ademds caracterf{sticas de flexibilidad adecuadas para

su montase en el electrodo enzimdtico.

- Con la metodologfa de inmovilizacidn desarrollada se pudieron
alcanzar valores de inmovilizacidn hasta de 400 mg de enzima

por gramo de nylon,

Electrodo enzimilico.
= Es<le electrodc presenta un rango lineal similar 21 de las
instrumentos comerciales ya existentes para la deteccidn de

glucosa.

- La temperatura en 1z cual orers resultd ser parz 2ste casn de

o i 8

- El rango lineal s2 1ncrementa sensiblements con una

determinada resistencia difusional.
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- En est2 trabaio se pudo a2stablecer que 21 =spesor 42 las membranas
es el parametro 42 mayer influencia para laarar un sistems <ontralado

por difusidn.

- La resistencia difusional mds adecuada para el electrodo

enz:imftico fueron los tubos de didlisis benzoilados ' TDB).

- La determinacidn de glucosz puede ser obtenida en menos <2 1

min. aunque puede ser realizada después de 4 min.

- El tiempo de recuperacidn entre cada lectura es de 2 min.

- La co-1nmovilizacidn glucosa oxidasa~ catalasa aumenta el range
lineal hasta 400 mg/l, sin embargo este aumento llevz consigo
una peridida en la sensibilidad.

I la comparacidn con un método convencional se encontrd que
2] zlectrodo enzimiticn puede ser usido indistintamente de
aquel con las ventajas que este ofrece respecto : simplicidad,

ti1emes iz indlisis v eosiblemente costaor.

- BEste z2lectrois eregante ona estabilidad operizionil que

3=ranti1za sy ase continuo durante al menos 15 dias(150
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CaPITULL 7

Eecomendaciones.

3} Farz la medjor caracterizacidn de este tipo de sensores se
recamiandz realizar un estudio cindtico del comportamiento de 12
anzima en forma soluble 2 inmovilizada, esto ayudarfs a la me.or
comprensidn de los parametros observados en la  caracterizacidn,  En
cuznto 2 la estabilidad se recomienda realizar el estudio hasta
obsarvar las perdidas de sansibilidad en las mallas puesto que en

este trabaio no fue sosible rzalizarle

b) Es recumendable que se esludien a fondoc los problemas
relacionados a los fendmemos de difusidn que estan involucrados en el

disefio, construccinn y aplicacidn de aste tipo de dispositivos.

c) Un estudio de las posibles interferencilas que puedan afectar

las mediciones.

d) En este traba:o se montd ur: tdonica alternativa no incluioz
en el texto para la fabricacidn de membranas de 2cetato de <celulws2
per radis de 1z cuzl se tiene lz serspective de rezlizae 12 busqueda

r

de una membrana mis delgada y con meitre: caractesfsticas para

zimentar 1 adrere de anflisis por koraz.

21 Caracterizacidn del funcionamiento de las mallas enzimdticis

an un detector de perdxido de hidrdgeno v evaluar las wventzia

e
-

desventasas con respacte 3l sensor de ov{annc.

f1 5¢ recamiends nz afinzzidn en 1ot zspeclos del ues de la

A
i
'
o

.

.
&
A

3
=
3
“
—
r
@
o
(1Y
]
-]

glucnz: avidzsza o hien
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disuelta en el amortiguador d2 medicich.

3, Prueba del sensor en medios compleios (Sangre. Bebidas

h) Usa de una malla de nylon mis cerrada, la cual posiblements

contribuyz 1l proceso de control por difusidn.

1) lIntegracidn de los aseectos mecirico zl2ctrofizcs par:
parmitir automatizacicr de la dilucidn, lavado., cdlculo de 1z

concentracidn etc.

st keduccidr del tamafio de muestra a wsar sin decremento 2n la

presicidn.

L) Comparacidn estricta con los electrodos comerciales.

1) Aprobacidn del sensor para su wuso en anilisis «<linicos =

industriales.

~. Finalwente la prueba de la versatilidad del sistema con a2l

usn de clras enzimas, olros sustratos etc.
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ANEXO 1
Preparacion de amortiguadores y soluciches.
Amortiguadores.

Todas las cantidades pesadas para cada amortlguador i

calcularon en base a la molartidad y voluman deseados.

A) Amortiguador de boratos ¢.74 H., pH=9.0

Para preparar un litro y medio aproximadamentes se procede de la
forma siguiente:
Acido.- Se pesaron 45.7 g. de Haﬂo3 tdcido bdrico), se colocaron en un matraz
aforado de 1000 ml. y se aforan con agua destilada.
Base.- Se pesaron 29.4 g9. de NaOH (hidrdxido de sodio), se colocaron en un

matraz aforado de 1000 ml. se aforan con agua destilada.
Ajuste del pH.

Para llevar la solucidn amortiguadora al pH deseado, en un vaso
de precipitado de 2 litros se coloca el dcido, en este vaso se z2grega
un agitador magnético para mantener agitada la solucidn durante el
aiuste. Enseguida con el electrodo de pH en el acido, se adiciona

lzntamente la base hasta alcanzar el valor deseado.

B) Amortiguador de boratos al 0.2 H, pH= 8.5.

Para preparar un litro y medio aproximadamente se procede de (a

ferma sigulente.
Acido.- Se pesan 12.36 g de H=BB3 tatido boricol, se colocan en matraz

aforado de 1000 ml y se aforan con agua destilada.
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Base.- 2 pesan 8 g de NaoH (hidrdxido de sodic., se calocan en matraz

aforado d2 100G ml v se afora en agua destilada.
Ajuste del pH.

Para llevar la solucidn al pH deseadn, en un vzso de precipitado
de 2 1ts. se coloca el dcido, en este vasas se agrega un agitador
magnético para mantener agitada la solucidn durante al ajustz. Con &l
electrodo de pH inmerso en esta solucidn, se adiciona lentamante ia

base hasta alcanzar el valor deseado.
C) Amortiguador de boratos 0.25 H, pH=£.5

Fara preparar un litro y medic aproximadamente. Acido. Se pesan
15.46 g de acido bérico y se aforan en matraz aforado de 1000 ml con
agua destilada. Base.- Se pesan 10 g. de hidrdkido de sodio y se

afora en matraz de 1000 ml. con agua destilada.

El ajuste se realiza de la misma forma que en A y B.

D) Amortiguador de fosfatos .1 H , pH=7.0

Para preparar un litro.

Fosfato de potasio monobasico.

Se pesan 4.8 9., se colocan en matraz aforado de SGO ml. v se

aforan con 2g5ua destilada.
Fosfato de potasio dibdsico.

Se pesan 5.7 g., 2 colocan en matraz aferado de SO0 ml v se

aforan con agua destilada.
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Parz asustar el pH, se coloca el fosfato d2 potazio dibdsice en

un vaso de precieitado de un litro <o un agitador magnético en 2l
/

cual se adiciona lentaments el fosfato de potasio monobisizo hasta

llegar al pH de 7.0.
Soluciones.
1) Glutaraldeh{do al 18.5 % en amortiguador A.

Para preparar esta solucion se construyd una tabla a partir de
la cual segqun el volumen requerido, se mezclaron el glutarzider{aa y

el amortiguador h.

Volumenes Volumen requeridn (ml).

a mezclar. 40 S0 80 D)
(ml)

Glutaraldeh{do 25.5 37 5%.2 ek 6

al 25% en agua.

Amor t1guador A 15.4 13 20.5 23.4

129



11) Glutaraldeh{do al S% en amortiguador C.

Para preparar esta solucion, se construyd una tatla z partir de

la cual segun el volumen requerido se hiciercon las mezclas.

Volumenes Volumen requerido (ml)

a mezclar 40 S0 80 S0
tml )

Glutaraldenido

2l 25% en agua 8 10 16 18

Amortiguador C. 32 40 54 72

Il1.- Polietilenimina al 10% en agua.

El wvolumen usado en =este caso fue de SU ml para el cual se
colocaron 10 ml de polietilentmina (al 50% en solucidn acuosz) en una

erobeta de SO ml hasta completar el volumen.
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