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Presentación. 

El trabaio experimental realizado en la presente tesis fue 

llevado a cabo en el Centro de Investigación sobre lngenterfa 

Genética y Blotecnolog(a <CE!NGEBll y en el Centro de Instrumentos 

<Cll . ambos de la UMAH. 

Forma Parte de un proyecto global de colaboraci6n CE!NGEBI-Cl 

denominado "Desarrollo de un prototipo de ~edidor electroenzlmJtlco 

para la cuantlflcac\6n ráptda y sencilla de compuestos de lnteres 

industrial y clínico•. El cual es Patrocinado por el CONACYT mediante 

el donativo PUQ/GF/NAL/85/2744 . 

La responsabilidad académica estuvo a cargo del H.en C. Enrtque 

Gal indo. investigador del Departamento de Biotecno\09(a del CEINGEBI. 

Part1c1paron también como asesore' los H . ~n C. Han•Jel Alvarez v Jaime 

~imentel miembros del personal acad4mlco del CI. 



Re sume n . 

Este trabajo presenta el desarrollo de •Jn sens or· 

eleclroenzimático para la determinación de glucosa empleando l .~ 

enzima 9\ucosa-oKidasa <E.C. 1.1.3 . 4 . l de Asper9illus niger. 

Esta enzima lleva a i:abo l-3 reacci•:Ín que convlerle a la glucosa 

en ácido glucónico y peróxido de hidrógeno. En la reacclÓn . la enzima 

consume ax (geno: 

C H O + O 
6 12 6 2 

glucosa 
oxidasa 

+ H O ---------------1 
2 

C H ú 
6 12 

+ H 
7 2 

o 
2 

Con la enzima inmovilizada covalentemenle en una dl•inuta malla 

de nylon y un electrodo galvínico de 02. se dise~ó un sistema de 

medición de glucosa !electrodo enzimáticoi. Este sistema fue 

caracterizado en términos de sus principales parámetros de 

funcionamiento para su probable uso en casos específicos. Se 

realizaron experimentos de optimización para la activación del 

soporte usado -en la inmovilización de la enzima . E 1 sopor-te 

consistió en mal las de nylon, para el cual se logró de'iarrol lar un 

proceso de activación acorde a sus características físicas y 

químicas. 

En las pruebas de uso del sistema ~e requirió, ademis de la 

mal la de nylon con la enzi•a in1110vi ! izada, de una 11embr.¡na de .itetat•) 

de celulosa con el fin de incrementar el rango lineal. Para el c.i10 

fueron probadas diferentes membran .15 de ac:ehto de cel•JloH y la más 

convt?n i~n b ? resultó ser la de tubos de diilisis benzolla~0s . 

LogrJndose ampliar el ra ngo lineal de 0-50 mgil a uno de 0 -300 mg 11 . 

La temp er·a rura de op era•:i•:Ín a la que se l Qgra l a me ior resp'.1esta del 



sistema fu~ de 37°C . En los aspectos de l a se lec( 1dn de l a memb r an a Y 

•1e la temperatura de operación , se otiservó que e l rango lineal es 

inversamP.nte 

enzim.Ítico. 

pa.-ámetros. 

PrOPorc ion a 1 a la se ns ib 1 I id ad 

Finalmente se logró un compromiso 

del el ectrodo 

entre ambos 

Las curvas estandar alcanzaron una correlac i6n lineal de hasta 

0 .9998. usando mallas de nylon en las que se logró inmoviliz ar, con 

el proceso descrito en el trabafo . un promedi o de .350 mg de proteína 

por gramo de nylon. Estos valores son sensiblemente más altos en 

comparación con aquellos reportados cuando se inmoviliza la enzima en 

otras formas de nylon (especialmente tubos l. Se debe mencionar que l a 

presentaci6n física del nylon en malla permite la medición di recta 

con el sistema electrodo-malla-membrana . 

Con el fin de aumentar el rango lineal del electrodo enzimát ico 

se realizaron e xperimen t os ca-inmovilizando glucosa oxidasa y 

catalasa , tratando de mantener un nivel a l to de oxígeno d i suel t o 

disponible en el sistema , ya que este Último es uno de los sustratos 

de la glucosa oxidasa . Sin embargo, aun cuando se logra aumentar la 

cantidad de enzima Inmovilizada y el rango lineal, se observaron 

disminuciones considerables en la sensibilidad. 

Del análisis comparativo con un método convencional pa ra la 

medici6n de muestras d~ glucosa. se encontró que el uso dP.I P.!P.clrodo 

enzimático es tan apropiado como el mitodo con vP.ncional. 

Finalmente se determinó que la estabil i dad del elec trodo 

enz1m ál1 co se conser va sin cambi o durante más de 15 d(as habiendo 

.· .; : 1 ¡ ¿.¡do más de 200 d'!ter mi naC1ones. Est e hec ho per mite cond•J1r que 



l •' S ele <:tr-.;d•)S en z1 rnS \ 1cos corno el que se ,jes¿rrol tó en este tr·abaJ0, 

0:onsl1tu Yen un.: ~ltern.itiva de medición altamente espectf1ca , 1· áP l •1a, 

de fácil apllca•:1ón y PO>iblemente con co>to> menores q•Je los o~ los 

métodos convenc1onales par .1 la determinación de glucosa . Por o tra 

Parte el di>Positivo desarrollado PO>ee caracter(stica> ~ue lo hacen 

competitivo con los instrumento• e~1stentes corner c1a lmente. 



CAPITULO 1 

Introducci ón. 

La detección y cuantificación de determinadas sustancias es una 

de l as claves para la adecuada interpretac ión del comportamient o 

í ntegro de un sistema . Por esta ra zón, de la prec isión y rápidez 

logradas en una determinac ión, pueden dep ender por ejemplo , la 

producci6n Óptima de un antibiótico en •Jna fermentación, o el 

diagnÓst iC•) adecuado de la enfermedad de un organismo. En este 

sentido, todos los laboratorios requieren de mét odos adecuados de 

c•antifi cación y detección de sustancias , ya sea que se trate de la 

determinación , mon t toreo o d i agnóstico en laboratorios de 

i nvestigación bási c a , Industrial o clín icos, respect i vamente . 

Las técnicas más empleadas tienen sus pr i ncipios en los métodos 

tritrimétricos . colorlmétricos y bioensayos . Sin embargo , en la 

mayor(a de los casos, se requ iere que las metodolog(as usadas sean de 

alta especificidad , de respuesta rápida y de gran presición . Para el 

caso de ciertas sustancias estas características difictlmente pueden 

cump 1 irse con los mltodos mene ion<ad os ya que algunos no son 

S•Jf ic i<?ntemente espec {f leos. presentan baJa pres1c1Ón al tas 

1n•.erferencias . 

Recientemente se han implementado los m.ft odos el ~d roq •J(mic o s. 

l os cuales han mar cado l a pau ta pa r a q:Je, en comb1 nac 1ón •:c.n 

ma t eri ales biológi cos se des ar ro l len técn1 •: as m•JC ho más s; m;:; l-=s. Los 

mater i a les b io \ Ó91 cos que se han util izado i nc luyen ent re ot r os a 

or ga ne l os . anti cuerPos ' a las enzimas , lo cual gar ant i za una gr an 

5 



especificidad . Esta s técnica s cas i siempre presP.ntan t iemp•)S oe 

respuesta cortos. Este hecho ha dado un gran impulso •l desaYrol lo oe 

toda una 1 ínea l<!cnolÓ9ica importante para estimar 

algunas sustancias de interes biológico . C•)n el •)bjet 1vo t inal de 

conocer y controlar l •H procesos biolÓ9ic•:>S mismos . 

Resultado de este avance ha sido la reciente apl1cac1ón de l os 

sensores enzimá'ticos o electrodos enzim.ític •Js, l •)S o:uales Len<: r <: Co'llQ 

distintivo el hecho de combinar la alta especificidad de una enzima 

con la simplicidad de uso de los sensores 

convencional e<>. Tales dispos1 t ivos son sensibles a los •:ambios 

fisicoquÍmicos que ocurren al reaccionar la enzima situada en la 

vecindad del sensor electroquímico . La respuesta es preporcional al 

consumo de un sustrato o la generación de un producto presente en •Jn 

medio determinado. 

Cabe mencionar que este avance ha sido Posible 9racias al 

desarrollo paralelo de téc nicas con las que es nosible limitar a las 

enzimas en una región de un espai:io determinad•). Es decir . a las 

técnicas de inmovilización. De est.1 fonna se evitaron en 9ran medida 

las principales limitaciones al uso de enzimas como reactivos 

analíticos, permitiendo su reutililac1Ón t p0r lo tant..; -~batiendo los 

costos involucrados en el análisis. 

En la Última década se han reportado una gran cantidad ~e 

dispositivos electroenzimático s para la •1etermln .:ci 0:(n de •Jn ele v-:d•:. 

número de moleculas biulÓ9 i·:~s 1mPortant~s. Entr'~ ~11 .1~. p.; .. · su 

i mport ancia biol 1)9i ,:a, r:l(r,ic.a ~ in1j1i ·~ lr i .:l, 1j~ c;t .~ 1 :a l -! q l•J t:o s .: . i: ·;~.: 

molécul .l i=s una de las que h a o t" i::c; ent .3do rr; .~1 :·r int~ r .Í~ ~r. i:l ·Jl~€Í1•:· 

de dispositivos para su med1c16n. 
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En @sle trabaj o se presenta el d•sa r rollo de ~ n disp01 1li vo pa ra 

medi c ión de glucosa basado en la reacción de la enzima 9l •Kosa 

O•ldasa inmovilizada en mallas de nylon colocada s en la super! 1 ~1e 

sensible de un electrodo gal vánico para o•(geno disuelto . 

La primera etapa del trabajo fue la selección del soporte para 

la enzima glucosa oxidasa posteriormente el desarrollo oe una 

metodología para su inmovilizaci6n. En esta misma etapa se realizaron 

experimentos con una proteína de prueba (albúmina> con el fin de 

seleccionar el soporte con mejores características para el proceso de 

1nmovilizació'n. La enzima utilizada en el trabajo iue de origen 

<Sigma> las condiciones finales del m~todo de 

inmovilizaci6n se establecieron en base a los trabajos reportados 

para inmovilización de glucosa oxidasa en tubos de nylon. 

Una vez se lec .: ionado el soporte 1.1 metodología de 

1nmovilizaci6n , en una segunda etapa se construyó el dispositivo 

ele ctroenzimáti ~o sensible a glucosa. Esto se logró colocando las 

mallas de nrlon con la enzima inmovilizada en la vecindad de un 

e lect roda para 02 disuelto. Con este electrodo enzimático se 

realizaron los experimentos necesarios para determinar los valores de 

los parámetros que m.Ís importan en cu.1nto a su crobable uso en casos 

:Jna vez establecida la temperatur<l de operación, los pnmeros 

r~sultados mo s traron la necesidad de me . orar dos de su s pri nc iPales 

parímetros que son inversamente proporcionales ~ntre el los : el 

rango lineal y la sensibil i da d. Para e l lo se Probaron dif•re ntes 

membranas de diáli s is como •esistencta dif•J Slon.al / se log~ó •_; n 
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m1sm0 •)bJetlv •) se ,·.,al1zo' una ·:·)lnmovillzaci1)n de glu(osa oxt áasa y 

catalasa . Se logró aumentar el ran9 0 lineal, pero se obser .. , (: nera1da 

considerable en la sensibilidad de med1(1Ón . 

Una vez establecido el uso de la r @s1st@n(ta difus1onal. que 

co nsistid de una membrana d@ diiltsls benz o1laaa . se @stud1d la 

estabilidad operacional del sistema. Se encontr~ que durante 15 aras 

el sistema opera stn cambto, notables en la sensibilidad del 

electrodo enzimático. 

Finalmente, este dispositivo fue comparado con un mi toda 

convencional de medición de glucosa el cual utiltla la misma enzima 

pero en forma soluble. Un plano general de la estrategia seguida en 

el trabajo eKperimental se observa en la figura 1.1 . 
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... 

Glu c osa oxidasa soluble 

se l e cción del soporte 

pa r a la inmovilización 

Ma llas de Nylon 

Nylon A ! j lNylon B 

Nylon 150 

P r oteína de prueba 

Metodo logía de 

inmovi lización 

Co-inmovilización 

glucosa oxidasa­

.catalasa. 

Electrodo galvánico 

de oxígeno disuelto 

Malla de nylon con 

glucosa oxidasa 

inmovilizada. 

ELECTRODO ENZIMÁTICO 

[C-urva s de respuesta j 

!curvas de calib r ación! 

!Tempe ratura de operaci ón j 

jTiempo de respuesta j 

jTiempo de recuperación] 

!Rango lineal] 

(sensibilidad 1 

___ __,Membranas de diálisis 

Comparaci6n con un 

método convencional 

F-i.r¡11'1íl 1. 1. - CuadJt.o e1.;que.mat.ic.o de. ia. e1.>tJt.ateg-i.a llepu-i.da pa.Jt.a .ea 1tea.i-i.za c.-i. 6n de eli te. :t'z.ab a j o. 



CAP ITULO 2 

Antecedentes . 

2 . 1. -Electrodos b1ol6gicos . 

En la actualidad los quími cos analíticos cl1ni cos han 

incrementado su interés por los electrodos biológ icos . Ello se debe , 

ent r e otras cosas, a su gr an versatilidad y relati va facilidad de uso 

en comparación con otras técnicas anal i't leas <C orcor an í< ec h111 t z, 

1985 ) . 

En la literatura , para nombrar estos dispos i tivos se han usado , 

entre otros términos, las palabras biosensores, electrodos biológicos 

y bioelectrodos . El término original los def 1ne como 'electrodos con 

·melllb r anas blocatalítlcas •o •sensores b1oelectroqu(mi cos • <Gronow , 

1984 J. 

Un electrodo biológico es un dispositivo por medio del cual es 

posible la detección de compue stos específicos a traves de una señal 

e léctrica . Este tipo de instrumentos son el resultado de la 

i nteracción entre alguno o algunos de los diversos catalizadores 

b1ol óq 1cos 1 los d iíe rentes transduct •J res e<1 s tentes . En e l di seño de 

un elect rodo biológico el transductor es un dispositi vo eléctrico que 

r·esponde a c ambios en los Parámetros f1 s 1°; oqufm1cos, as oc iados con la 

1nteracc1ón del b1ocatal1zador su sustrato <figura 2 . 1 J . Esto h>. 

pe rm it ido la combinac ión de la ·; impl1cidad seguridad de las 

re acc iones electroquÍm 1cas, con l a alta espec ifi c id ad de la s 

rear e io ne s en zi má t 1c as e 1nmunol 0)q i•:.3s, q•1e pueden ser usadas pa r a la 

determi nac i ón de un n~mero e l e vado ~~ sust ancias. De esta for ma es 

posible de term1nac1Ón de su s tr.itos. '" ':Odu•:to -
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/SEÑAL ELECTRICA ~ 
j ~~ 

..... 

1 
SENSORES ELECTROQUIMICOS 

AMPEROMETRICOS 

1 
02 

HzOz DETECCION 

DE ALGUN 

ELEMENTO 

POTENCIOMETRICOS ... QU I MICO 

PRODUCIDO 
H+ 

O CONSUMIDO + 
NH4 

EN LA (SI 
NH3 

REACCION(ES) 
C02 

pH 

CN 

I 

BIOCATALIZADORES 
ENZIMAS : 

REACCIONES 1 SOLUBLES 
INMOVILIZADAS 

MICROORGANISMOS: ... B IOQ\J IMICAS 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 
VI ABLES ESPECIFICAS 

ANTICUERPOS 
TEJIDOS: 

ANIMALES 
v EGETALES 

~ ~ 

~SUSTANCIA A MEDIR/ 

Fig 2.1 Diseño básico de un electrodo biológico 
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ca tal ít icos aun la acti v idad de la s mismas enzimas. 

<Galindo,.1986 ; Sheller , et al, 1983 >. 

En la construcción de los electrodos biológicos se han empleado , 

enzimas ya sea solubles o bien en forma inmovilizada , microorganismos 

con una determinada actividad metabólica o enzimáti ca , anticuerpos, 

\ejidos animales o vegetales, organelos o bien combinaciones con do s 

o más de estos elementos biológicos <Gallndo, 1986: Guilbault, 1980 ; 

Susuki , y Karube, 1981; Grono~, 1984> . Un resumen se presenta en la 

tabla 2 . 1. 

2 . 2 . - Sensores electroqufmi cos. 

Este tipo de sensores se divide en dos grandes categorías : 

potenci0tnétricos amperomltrlcos. En el primero de ellos, una 

membrana o superficie sensible a un iÓn determinado, se comporta como 

una balería generando una diferencia de potencial. Este Último es una 

función logarítmica de la concentración del compuesto analizado y se 

mide en relación al potencial de un electrodo de referencia inerte, 

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

En estos -.ensores las mediciones se realizan en el equilibrio, 

es decir, cuando no existe flujo de corriente . Esta característi ca 

se atribuye principalmente al hecho de que las membranas sensibles 

qy• utilizan son muy poco conductoras de corriente. 

Lo s ~jempl os más conocidos de los sensor es pot enciomét ricos lo 

(O nsl1l uyen los denominados e lectr odos l•:Ín-select ivos como lo s o~ 

aquellos par a me di r PH, p(02., NH3 1 11versos •:H1ones . 

En el otro grupo de se nsore s electroqu Ím1cos se ubican los 
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o e 

N z l H 

Alc(}h nl . Cefaloaporinaa 
Ac e t il-co Una . L-Chte{na 
Ac i flo •c fttco . Coleaterol 
Acido l'lsc6rb i co b Colina 
Ac ido f6nd co . Cnatlnina 
Acldo Rl u tñ•ico . Fo ah to 
Acldo l.Cctico • Foafol tpidoa 
Am l Rdalinl'I . ClucoN 
L-AniinoJk ido11 . Cluta•tna 
D- A1Rino&c ido a . Cluta•to 
AHP . L-Hhtidi na 
L-A"IJHllt'Al' in1t . H702 
L-ArRintna . Uptdoa neutroa 
Ar. ido •ucc{nico . L-Lhtne 
Bu t i ril tiocoltna • Maltosa 

o e 

--AÑTICU ERPOS 

An t f~eno lipfdlco de 
W;i. ~ q erNnn 

(S !fllia) d 
lfilr. d 
r. d 
Co n11do t r o p 1 n.:t g 

A)<; u llba11l T, 1980 
b)A11tton v Tur-nar, 1984 
c ) Corcor11 n y Rachntu, 198S 

A 

A 

A- _T ___ A ___ L ___ l ___ Z __ A ___ D o 

s H l e R o o R e A N l s M o s . 

d L..f1etlonln• • Acido achico c , d L-Hhtidina e 

• Honoa• l n•• d Acido f6r.ico b Metano b,c 

• N110H . Acido nicotlnico d NAD . lHtnto • Ac ido nit roacft leo b Nhtatina . Nitrito . Actdo ntuUoacftico e Ptruvato . O.elato • Amonio b,c "itnto b,c 
d Penicilina • L-Ar~intna b , c lbblact6n •ic1'0blana d . Prote in1111 b L-Aapartato b,c AzGcarea total•• 

• Sacaroe 111 . DBO e Actdo Grtco . Sulfuo • Ciatelna b , c Vit••ina 11 . Tioeulfato . Coleaurol b,c L-Ttroetna . L•T t rodna • Etanol e L-Ser tna b,c 
d Urea . Glucosa 

• L-Clut••to 

• Clu t .. ina b,c 

T A L l z A D o 

TEJIDOS ORGANELOS HURIDOS (enzimas + • icroorgenht.;,.-) · -- - -

Anta1l: Adenoeifta 
ClucoH • Sulfito 

Vegetal : 
Dopaatna f 

d ) Suaukl y K.eruba, 1981 
e )Ho y Wu, 1984 
f)Sldwell y Rechn i tl, 198S 

b NAD b 
b renthhnlna b 

&)Ahav• et al , 1979 

Tab la 2 . 1,- Algunoa compueatoa que han ai do ~ epo ktadoa como poa ib lea de a e ~ 
d e t e~minadoa mediante el ectkodoa biol6gicoa 



sensores amperomitrlcos. En estos se apl ic a un vo l ta1e entre el 

electrodo de trabaJO el electrodo de ref erenci a provocando 

reacciones de transferencia de electrones (redoxJ. Las r eacc iones de 

oxido-reducci6n producen un fluJo neto de corriente, cuya magnitud es 

proporcional a la concentración del material e lectroactivo prese nte 

en la solución problema . 

El eJemplo meJor conocido de un sensor amPeromé trlco lo 

constituye el electrodo de Clark para detección de P02<H199ins , et al 

1985>. Los electrodos disponibles comercialmente en la actualidad 

son pr1nc1palmente de cuatro tipos, aquellos que detectan cationes, 

aniones, gases y los electrodos de platino que mi den la generación de 

corriente. Los electrodos selectivos para Iones asi como los de COz y 

NH• utilizan el principio Potenciomltrico; mientras que los de 

platino, o2 

amperométr 1co . 

Existen 

Hz Oz destacan entre los que usan el Principio 

otros tipos de sensores que no son propiamente 

electrodos . entre ellos se encuentran los Ópt icos y termométricos. En 

el primer caso la interacción entre el biocatall?ador y el sustrato o 

producto desconocido oroduce cambios en las propiedades Ópticas del 

sistema . Dependiendo del disPosltavo usado y de la reacción producida 

el cambio ·je las Propiedades Ópticas se mide por absorba~u a, 

r efrac c ldn o lumln1 cencia . 

Los sensores dPl l~o s prese ~ tan a l gun¡1 1en!aJas . como l o es el 

h" cho d.; q 1Je no so r, susceptibles a in te rf er e ncias e léctric¿s y r,o 

requie re n e l uso de electr odos de referencia. Sin embar go. su 

princ1 Pal 1esventa1a es que Puede n ser sus(ePl1 bl e s a 1nte •ler enc.a 



ant i c, ,.,,.p .:·s 1nm<)v i l izados con su respec t ivo ant (geno. Los cambl •)S 

ÓPti •:os Producidos Por por esta interacción son medi•fos PO ,. la 

2bsor·bancia de luz en el sistema. iS•J \herl.a nd , tl al 1984 J. 

Los sensores térmkos se ba; .?n en la teoría que afirma que \OO-" S 

l as r ~ac r: lr)ílP.S 

midiendo el calor generado por estas . Estos biosensores utilizan un 

termistor Pueden apl i carse eficientemente con enzimas. c 'l~ l as o 

te i idos (Gr onow, 1984 i . 

Entre otras alternati~as de medic1&n se ha utilizado la 

detección de sustancias sin emplear ninguna condudanc 1a 1ónica 

específica sino midiendo el incremento total en la conductanc1a •le la 

solución problema. 

Ciertos cristales Pieza el'?'ctricos para analísis de elementos 

traza se han usado para la medicidn de gases vola\iles , sin embargo , 

no presentan ninguna relevancia importante Para que se.an co nsiderados 

como biosensores <Ho. ~ .!l 1980! 

útra importante irea en la cual se ha puesto gran interés es en 

la explotación de la tecnología de los semic•Jn •Juct0•·es iver l.abla 

2 . 2l . Los sem1c onductor¿s que se han empleado so0 los transistores de 

efecto de campo 1FETI y su principal atractivo ~s s~ potencialidad 

para ser miniaturizados e integr.a•los a microcir<:ui\•;s ele•:trÓnicos 

1Caras , ~ ~. 19f::Oi. 

0 t r a de las mis r ecientes ~oved a des ha sido el uso 0e l 0i 

act uan com0 med 1ad0res en la tr ansf er enci a de electrones Gi • • ~ 

IS 



JO«at e t: ia l 
b iológ i co 
en una matriz 
o soporte. 

E I A 

E 

E, EA 

E , A 

E, O, PK 

E 

E,PK,EK 

E,EIA,PK,O 

E I PK, o 

E,EIA,A 

E,P K,EK 

E , A,P K 

Tr a nsd uc tor 

Dispo s i t i vos de a b s orban c i a 
o tr a n s mitan c ia de luz. 

Condu c tim e tr{a 

Tr a ns duc to r o tran sistore s 
d e efec t o d e campo. 

Fibras Óp t i cas 

Electrodo~ sensible s a gases 

Electrodos ion-selectivos 

NMR 

Electrodo de oxígeno 

Electrodo d e pH 

Fotodiodos, películ a s sens i bl e s 
a luz 

Cristal e s pi ez oelé c tricos 

Conductores/semicon d uct o res 

Termistores 

E=enzimas; .A=anticuerpos; EIA=inmunoensayo enzimático 
PK=células procariotas; EK=celulas e ucariota s ; O=organelos. 

Tabla 2.2.- Alguno6 t~an6ducto~e6 ~ ec~ entemente u6ado6 en la 
con6t~ucc~6n de elect~odo6 b~o l6g~co6. 
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~nz 1 m a s r e duc id~s . El d 1se ~ ~ p ~ r mite l a qe n ~ r ~ 1: 1 o n ~ l e c t r · oq u{ rr1·:~ ·J~ 

1G1;es f er·r1 ci.1nur ci \ Fe(Cpii' que ac t u<ln como oxidantes Par.: las 

en zimas 1n movil 12 adas. El ¡ iJn fer r ictanuro que ha s1 d1J r~d ·; •:1 1jo P u ~de 

volver a un estado ~· 1dado con la ayuda de la polaridad d@ ! 

electrodo , p¿rmitiendo asi el f lu• o ~e corriente. 

far o tra parte, se ha n realizado exper ime ntos exitosos en e l 

desarroll 0 de inmunose nsores ~ue emplea n enzimas y que se basa n en 

los Pnnc i pios de las téc nic .1s de Ell '.>I\ (Gronow, 1984; llat t iasor·, . et 

a l 19 77 J. 

el ec trodos, son los que usan una clase especial de enzimas , la 

glutamato dehidrogenasa y lactato deshidrogenasa . Al igual que las 

fla v in dehidrogenasas son completamente insensibles a oxfgeno y 

pueden ser usadas en aquellos casos en los cuales la tensi 6n del 

oxígeno es una limitan t e <H199ins , et al , 19851. 
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2.3.-Electrodos enzlmitlcos . 

2.3.1.- Generalidades . 

Los electrodos enzim,ticos constituyen el me1 or ejemplo da la 

aplicación de los electrodos biológicos . En ellos se utilizan 

transduc tores tanto amperométricos como potenclométr icos . ~sto s 

sensores aprovechan las características de las enzimas, permitiendo 

diseños con una gran actividad catal[tica r altamente aspac[ficos 

para un sustrato en particular. En la tabla 2 .3 se presentan algunos 

de los ejemplos más conocidos de electrodos enzlmátic•)S tant o 

amperométricos como potenclométricos . 

El Primer reporte en relación con los electrodos enzimáticos se 

remonta al año de 1962 en donde Clark y Lrons describen un sistema 

electrodo-membrana para el monitoreo continuo de glucosa lver figura 

2.2J . Con este sistema los autores median amperométrlcamente la 

concentración de glucosa usando la enzima glucosa oxldasa en forma 

soluble. 

En 1967 Updike Hicks Introducen el término de 'Electrodo 

enzimático' . desarrollando un sensor para glucosa empleando un 

electrodo de Oxígeno cuya memb r ana recubren con glucosa o~idasa 

atraDada fí s icamente en un gal de poliacr i lamida (fig ur a ~ .3 1 . 

A raíz de la Pubilcación de estos traba1os han apare cido tvda 

una serie de artículos que tratan sobr e el uso de enzim~ s 

inmovilizadas en cualesquiera de sus form 1s , lrabalando an con.u nt o 

con los distin to s tran sductores , pr inci pal mente e lecl roqu[m1 cos . Sa 

puede tener una idea de la can ti dad de lraba Jo s r eportad os ccn 
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Sensor potenciométrico Sustancia detectada Sustratos típi cos 

1 + 
Penicilinas, pH H glucosa, u re a 

+ Ca tión univalente NH
4 Urea, L-aminoácidos, o-a min o 

ácidos, Asparagina,Glutamin a 

+ 
Glutamato,Lactato. 

Me mbrana de silicón no activa NH
4 

Urea, Fenilalanina. 

d e amonio + L-asparagina,cr ea ti ni na,urea Se nsor gaseoso NH 
3 

S~AMP,arginina 

Yoduro estado sólido - L-fenilalanina,glucosa en I 

¡¡; Cianuro estado sólido - Amigdalin a en CN 

S ensor amperométrico Electrodo sensor Sustratos típicos 
I Esnecie elect:roacotiv;,l 

º2 Pt, Electrodo .L-aminoácidos,glucosa, ácido 
de Clark urico,alcoholes,ácidos (COO ) 

fosfatos,lactato,diaminas,pe-
roxido, sacarosa 

H202 Pt Glucosa,L-aminoácid o s,alcoho l 

NADH Pt,CarbÓn vidrioso Lactato,etanol 
12 Pt Glucosa 

Tabla Z.3.- Ejempfo4 de efect~odo6-enzimdtico4 potenciomét~ico6 y ampe~omét~icu6 . 



A B e 

o} Clork y Lyons, 1962 

A= Electrodo de referencia, B =Electrodo sensor 
C =Tubo contenedor, O= Electrolito, E= Aguo 

G = Membrana permeable, F = Enzima 

Orificios poro el gel Solución de electrolito 

Malla de nylon impre9nada 
~¡jjij~~~~~ con plástico (sllicónJ 

----Membrana de plástico 

"o" Ring 

Vidrio 

b} Updike y Hicks, 1967 

Fig 2 .2 (a) Diseño usado por C/ark y lyons 1962 

Fig 2.3 (b) D/seño usado por Upd/ke y Hicks, 1967 
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enzimas inmovilizadas en el diseño 

enzimáticos observando la tabla 2.4. 

2.3.2.- Ventajas. 

construcción de electr odos 

El uso de los electrodos enzimáticos en general de los 

electrodos biológicos representa una serie de '"2ntaJas sobre ios 

métodos rutinarios convencionales de análisis ,algunas de ellas son; 

al Alta especificidad consecuencia de que los elementos 

biológicos utilizados 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 sólo se ligan selectivamente a un antígeno. 

bi Slapllcldad en su uso, esto es debido a que la preparación 

de la muestra y su manipulación es reducida al m(nimo. 

cl Kedlclón rápida, por el hecho de ser una medición directa 

basada en una señal eléctrica. 

dl Uso mínimo de reactivos , ya que sólo se requieren para la 

cal ibraci6n y mantenimiento de condiciones Ópt !mas y en su caso para 

dilución de la muestra 

el La medición no depende del color de la muestra, lo que 

normalmente ocurre en los métodos colorimétrlcos. 

t> rueden realizarce mediciones en !(nea, principalmente cuando 

se requiere el registro continuo o la automatización de cierto 

pr·oceso . 

'3 , La Parte bto!Ógtca o ca tal Ít tea 1nmov1 l izada en un sopod8 

sólido puede ser usada repetidas veces. 
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.., 
1 ..., 

Compue s to Referencia Compuesto Refer e ncia 

Alcohol A Glucosa A 
Acetil colina A L-glutamina A 
Acido acético A Glutamato A 
Acido ascórbico B L-histidina A 
Acido fórmico A H20á A 
Acido láctico A LÍpi os neutros c 
Acido succinico A L-lisina A 
Amigdalina A Maltosa A 
L-aminoácidos A L-metionina A 
o-aminoácidos A Monoaminas c 
AMP A NaOH A 
L-asparagina A Nitratos A 
L-arginina A Nitritos A 
Butiril tiocolina A Oxalatos A 
Cefalosporinas e Penicilinas A 
L-cisteina A Proteínas B 
Colesterol A Sacarosa A 
Colina A Sulfato A 
Creatinina A Tiosul f ato A 
Fosfato A L-tirosina A 
FosfolÍpidos e Urea A 

A) . Cuilbault,1980; B).-Aston y Turner,1')84; C).-Susuki y Karube,1981. 

Tabla 2.4.- Compue4to6 que han 4¡do ~epo~tadoó como po~¡bleó de 4e~ 
dete~m¡nadoó uóando elect~odoó enz¡m4t¡co4 



hl Reducción de costos por muestra analizada 

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

02sto como 

Esta serie de ventajas se atribuyen a lo; electrodos enzimáticos 

principalmente porque combinan la sensibilidad Y selectividad de ur. 

método enzimático con la alta velocidad de respuesta de los 

transductores. IGalindo, 1986; Bautista, 1983) . 

~.3.3.- Construcción. 

Para construir un electrodo enzimático es necesario tomar en 

cuenta cuatro aspectos importantes: 

ai Selección de la enzima. 

bl Obtención de la enzima. 

el lnmo .... tlización de la enzima. 

el fton\aje de la enzima en el transductor apropiado. 

De los puntos antes mencionados se ha considerado de mayor 

importancia el que se refiere a la inmo'llilización de la enzima . Esta 

consideración se basa en que de la estabilidad de la enzima en la 

matriz o soporte para su Inmovilización, depende en gran parle su 

reutilización. Al mismo tiempo, de los 'Valores de inmo'lllltzación 

logrados , puede depender la selección del transductor adecuado, según 

los Productos generados o los sustratos c•:> nsumidos por la '!nzima. Por 

otra parle la enzima elegida preferentemente debe tener suficiente 

actividad catalítica y un alto qrado de pureza pa r a no permitir la 

Interferencia de sustancias exlrafias a la que se requiere analizar 

(Gui lbaul t , 1976; Baut isla, \983l. 
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De forma general la enz1m.1 c.1tal1z4 una reacci •::· ... que il9 •" " un.; 

sec••encia ,- ,~mo la siguiente; 

enzimi 

A + B -----------------j C + D 

cualquiera de los reaclantes A o B o a los Productos C o L. Otro• 

aspectos que se incluyen en la construcc1dn de electrodos enzimit1cos 

son. el tipo y características de los coMPonentes electrónicos t el 

diseño mecánico para que estos resulten fáciles de Mantener Y 

operar. 

Los sensores que se requieren para la construcción de electrodos 

enzimáticos algunas veces son el único factor llmitante, por su 

reducida capacidad para medir la reacción. 

Asumiendo que se c1Jenta con todos los componenhs básicos par.? 

la construccidn de un electrodo enzimático, existen algunas formas 

básicas de construcción de est•)S electrodos, las cuales 

esquematizan en la figura 2.4 . Si se d1snone de membranas planas, el 

electrodo sensor debe tener preferentemente el e •t• emo Plano, adem¡~ 

de requ~rir de d1sPos1tivos mecinicos para fiJarlos. En el caso ae no 

ser Plano . la membrana debe ser lo suficientemente fle •1 ble para ~@ • 



A 

Tubo!. 
tra~po·10~ 

ele' e'°lz1mc 

con t .nzimo 

Membrono 

2 

Mtrnbrono 
dt 

d1óh1i1 

Membrana 
de 

diáhsis 

\ 

Mtmbronos dt 
d1óli1i1 

"o" Ring 

o 

3 

Mtmbrono 

Fig 2 4 Formas bÓsicos de constrvcción de electrodos en?imóticos 
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2.3 . 4.- Técnic¡s de inmovilización. 

Un proce<;o de inmovi 1 izaci6n es aq•Jel por 111ed10 dtl C•Jal se 

limita a las enzl•as en una re9i6n de un esPicia dete rm1nido. Las 

distintas for11as en l.u cuales se ha inmovi 1 izado, tanto enz1111.;i.s co1r1•) 

metodos rísico'> y qu{micos.<Un reS•Jrnen se 

presenta en la figura 2.5i. El mltooo usado depende de las 

características del soporte de lo q•Je se va a inmo•dltz¡,- er. 

~!.Para c4lulas u organelos el atrapamiento rísico en matr ices 

poliméricas es el método más comunmente usadv. las enzimas 

anticuerpos regularmente se enlazan o entrecruzan covalentemente ~on 

reactivos bifunclonales o multifuncionalts <S·~suki y Kuube, 1979; 

Guilbault. 1976,1982; Hartemelr, 1985; Tra.per. 1985). 

En el caso de la inmovilización de enzimas, se puede realizar 

por muchos m(todos, entre ellos : coPolimerización, atrapamiento en 

geles y enlace covalente de la enzima a un soporte o matriz s6lida. 

La di fusividad . de sustratos y Productos Hi como las dimensiones de 

la membrana son de primordial importancia puesto que influyen en las 

caracterfsticas de respue~ta del electrodo. 

las enzimas pueden ser inmovilizadas de varias formas y en 

distintos soportes que incluyen la adsorción .1 soportes Inertes •) 

nasinas de intercambio iÓnico, atrapam1 •?nl ·o <? :·· 9-:les, f1br·as o 

encaPsulacidn en microcAPsulas , entrecruzamiento reacti vos 

multifuncionales o bifunclonales o:n eslrucl ur1s con una 1eometr(a 

definida y enlace ; c 0:,v .1\e nt es •: ·:.n ~ oporte s po lfmen cos vía groJpos 

funci onales n•:. es-enciales para la ac\1 v1da•l b1•J l•:Í9l ca .-Je las enzima s 
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ENLACES QUIMICOS RETENCION FISICA 

Fiq 2.5 Prlnclpoles tormos de lnmovilizoclón, M= Motriz o soporte 
E= Enz1ino 
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Es necesario que el método de lnmov 1l tzac16n de i~s enzimas no 

altere negativamente el funcionamiento de estas, y a que siempre 

existe la posibilidad de que se produzcan cambios que C•)11d•Jzcan a un 

co111Porta•lento diferente al observado cuando se encuentran en for"ma 

soluble. 

Los mltodos de enlace covalente y c0Polimer1zación de enzimas a 

soportes ;61 idos . alg•Jnas veces llllPl i~ari que el soporte mismo sea •Jn 

componente del detector electroquímico. Este es el caso de la 

•embrana de teflón de los electrodos de oxígeno o el bulbo de vidrio 

del electrodo de PH. Los métodos de atraPamiento en geles o filtros 

son menos costosos y m.Ís simples que los de enlace covalente. En este 

último caso. la enzima puede sufrir perdida de actividad en mucho 

mayor proporción que en el caso de los métodos de atrapamtento La 

pr1nc1pal desventaja de los mltodos de atrapamiento es que requieren 

mayores volumenes de enzima lo que imPlica membranas más gruesas 

qye pueden originar problemas difuslonales. 

Para el método por enlaiamiento covalente e~lste una 

clas1f icaci6n que ubica los soportes usados en soportes slnt,ticos 

sopor· tes naturales; en los soportes sint.fticos se encuentran gran 

cantidad de polfmeros que se basan en 3cr! lamidas, ácidos 

metacr(l ices, est ireno POliPé'Plldos. Por su parte l•n soportes 

naturales incluren mitodos en los que se usa agarosa, celulosa, 

de~trana, vidrio, almidón etc. <Zabonkr, l''77i. 

2.3.5.- Selección de soportes. 

Una de las consideraciones básicas en la inmovlllzac!Ón de un ~ 
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.; h•)Ple :Hdes me•:án1cas.como l~ S•)n s •.1 rf9idez y d1Jrabilid .vl para 

so1>·~rt.1r ;9J tación 111ec.ln;.:a y comPr'!sié.n <>n •:aso de q1Je e l sistema l e 

req1Jiera. 

esferas, tubo> . malla,. , membrar.as etc. . 

el Resistencia al ataque químico y microbia r.o. 

dJ Capacidad de tnteracc1d'n con agua, es decir su grado oe 

h!drofÍcidad .. 

el Permeabilidad, es decir la capacidad del soporte para P!rm1t1r !a 

difusi~n de sustratos y productos a travls del mismo. 

fl Precio• disponibilid ad. 

::: . 3. o. - H y 1 on 

Los nylons son una fami lia de Polímeroi line~le1 que consiste~ 

de un ensamblaJa repeti\1vo de grupos met:!eno unidos por enlac~s 

amida se c und~r 1os cl ~5i f 1cados de a•:u~~d 1~ al n~m~ro de ~tomos ~~ 

car bon o Pr esente s en sus un idades monomir1 cas . Pe• e ; ~mpl o , el nylon 

2.6. 
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Peso molecular 113.6 g/g Mol 

CAPROLACTAMA 

Fig 2. 6 Molécula principal usado en la preparación del 
Nylon 6 
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Las princip¿les ventaJIS que presenta el nrl cn tomo 10P0rte para 

la inmovil1zac1Ón de enzi•as se encuentran listadas ~n la tabla 2.S. 

Algunos sistemas de enzimas inmovilizadas se han rep :rtado ~sandt 

ndon co1110 soporte . Chang, en 1964 / !971 rep,;rta la 1nmovil1B•:16'n 

de enzimas por microencapsulación usando membrana> permeables de 

nylon 610. útros trabajos <Edeh1an et al, 1971> reportan la 

inmovi li uc iÓn 

nionofihmentos 

ca,.-bod i lmlda . 

de 

de 

varios 

nylon 

ant henos por adsorc ld'n, usand•J 

por 

La mayor(a de los sistemas de enzimas inmovilizadas usando nylon 

como soporte se han realizado Por el ""todo de enlazamiento 

covalente. El nylon es es un pol(1111ro de alto peso 110lecular y por su 

naturaleza ,con pocos gyupos teYmlnales libres. Por esta razón, la 

mayoría de las veces llene que ser previamente tratado para generar 

centros reactivos que potencialmente sean capaces de interacci6nar 

covalentemente con las enzimas. Estos pretratamlentos tienen sus 

bases en tres puntos esenciales; el primero de ellos es el hecho de 

que los componentes de tos enlaces amida secundarios del nylon 

<ese~c ialment~ grupos amino alifáticos carbox!licosl son lo'i 

princ ipalmente reactivos. Consecuentemente el nylon puede ser 

somet. idv a •Jn tratamiento p.1r a romper algOJn•JS de los enlaces amida 

sec•1ndarlos geneYando la liberación de sus componotnles amín1cos 

carbox { l 1cos. 

Por otra Parte se sabe qOJe los grOJPOs reactivos pueden ser 

1ntroduc1dos @n el nylon y Para ello 5e usan m4todos que invo lucr an 

l a 0-a lquilacidn de los enlaces amida secundarios con ~rupos 

potencialmente reactivo, . Este mi todo pr 0duce una sal 1mldada del 
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a) Muy fácil de conseguir 

bl Amplia qama de formas físicas 
b.1.- Películas 
b.2.- Membranas 
b.3.- Mallas 
b.4.- Fibras 
b.5.- Tubos 

el Relativamente hidrof!licos 

d) Mec!nicamente fuertes 

e) No biodegradables. 

Tabla 2.5.- P~incipaleh ventajah del lúo del nylon como 
hopo~te pa~a la inmovilizaci6n de enzima&. 

32 



nylon y no produce la depoltmerlzaciÓn del mismo. 

En un tercer caso. los centros reactivos son generados usando 

procesos que i111Pli•:.in inicialmente la hidrÓlisiS Parcial del nylon. 

Los enlaces pept(dlcos rotos en este proceso son recon~tltuidos por 

condensación. con reacciones que involucran la p.irticiPaciÓn de los 

9r11po5 amino 1 carboxílicos liberados, con aldehidos e is•)•:ianur<)s. 

La mayoría de estos mltodos producen un nylon in\acto que contiene 

grupos reactivos derivados de li n-sustituci6n de algunos de los 

enlace~ amida secundarios. 

Ejemplos de estos tratamientos han sido descritos por Goldtein, 

et al en 1974, en base al reporte de U9I Cl962i, los autores 

describen cuatro formas de condensación entre a•lnos, carbox{los, 

isocianuros y aldehidos para la formación de amidas n-sustltuldas. En 

este caso utilizan polvos de nylon para inmovilizar trlpslna y 

pepsina. El mismo año Inman y Hornby reportan la preparación de 

algunos sistemas para inmovilizar covalentemente la glucosa oxidasa. 

amiloglucosidasa. invertasa y 8-galactosidasa en tubos de nylon para 

la determinación de disacáridos. 

La inmovilizaclÓn de enzimas en nylon por enlace covalente, 

1nchye t•es etaP-ts separadas; <ll 1.1 depol1merizac1ón p.irci.1\ del 

nylon POr rompimientos de enlaces amid.i secundarios . 12> activac1&n 

de cada uno de los grupos a~ino y carbox\lo liberados en la primera 

etapa . 13> la m~zcla con l.i enzima p3ra que reaccione con el deriv~da 

de nylon activado en la segunda etapa <figura 2.7l. Estos procesos 

han sido usados por Hornby y Fi\ippus0n en 1970, ai:tivando los gr•;pos 

reactivo en t1Jbos de nylon por h1drÓlis1s .i'·:ida. Horvat y S0lomon en 

1 ~ 7 2 . rep ortan la lnmovilizaci6n de lrips1na y ur1casa en tubos de 
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nylon activando los grupos amino. 

Sundaran, Hornbv 11970 1 inmovilizan ureasa utilizando los 

grupos a•lno del hidrdlizado previo de tubos de nylon. En este caso 

los grupos fueron expuestos y hechos reaccionar con un exceso del 

agente bifunciónal glutaraldehldo IGTAI y la ureasa se enlazo con los 

grupos aldehído libres del nylon. Un proceso semejante al de Sundaran 

Hornby fue utilizado por Bunting, 11974> para la 1nmovllizaclon de 

asparaginasa a tubos de nylon. 

El entrecruza11iento con glutaraldehldo fue usado por lnaan y 

Hornb1 en 1972 para activar tubos, polvo 1 membranas de nylon. En 

estas for111as las enzitl1as glucosa o>cidasa 1 ureasa fueron adsorbidas 

en los poros y luego entrecruzadas con glutaraldehido. 

Aunque estos procesos no son los Únicos que existen para la 

4di vación de nylon, al menos si son 9eneral111ente los mas usados en 

los reportes de la literatura. En general se ha reportado que existen 

111étodos para inmovilizar enzimas en tubos, en membranas, 1 en 

pulverizados de nylon. En esta tesis se utiliza una de las for•as de 

nylon que en la literatura solo se ha usado para la detección de 

¡nsul1na por medio de un inmunoeler.trodo. Hatttasson , !l. !!. 1977 . 

Este 1nmunoelectrodo utiliza una área de 3 x 7 cm. Todavta no se ha 

reportado en la literatura el uso de mallas de nylon como soporte 

~nzimático para su uso en electrodos enzimático> especif1camente . 
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2.4.- Hedic!Ón de glucosa . 

2.4.1.- Hétodos convencionales. 

Generalidades. 

La glucosa es un carbohidrato que pertenece a los monosacártdos 

lla•ados tatllbien az~cares simples. Qulmicamente los monosacárldos 

tienen la formula general cr.H Oln y se trata de aldehídos y cetonas 

pollhidroxllados y sus derivados. Su determinación con los inétodos 

clásicos de química orgánica ha presentado problemas debido a que no 

se pueden delectar pequeñas cantidades de glucosa a partir de 

muestras compleJas de materiales bio!Ógicos . Esto llevo al desarrollo 

de técnicas colorimétricas más sensibles y específicas que pueden 

delectar microgramos de un az~car determinado • 

Algunas de estas técnicas se basan en el calentamiento de las 

soluciones acuosas del azJcar con un ácido fuerte para convertirlo en 

furfura 1 o en cualquiera de sus derivados. Posteriormente, 

adicionando un elemento orgánico tal como el indo!, ore inol, 

difenllamina o carbazol se produce un color que puede ser 

correlacionado con la concentración del azúcar . 

Existen también técnicn baHda s en métodos reduct 1vos, los 

( •Ja\'! ', casi se han descartado, debido a su muy poca especificidad . De 

e st os m~t·) d o s el que P.n la actualidad SP. mantiene, es ia modifl cad Ón 

Hoffman al mét odo de Hagedom-Jensen que se apli c a ~n 

autoanalizadore s iGerbig , 1986 >. 

Reci entemente se han l ogrado ava n<: e s '!O l .i dete r m1n ~c:iÓn de 

az~<: ares . con el empl e0 de l os m¡t odos que u t il i zan enz imas so lub les . 



Estos mitod0s prasen t 1n algunas ventajas sobre los mitodos ~u(m1cos , 

realizar en presencia de protetnas. 

Actualmente se estan •JHn•fo los sensores biol ,)gic•)S aprovo:chando 

tas tlcnicas de in1110viliBciÓn en los cuales la detecctd°n de ql•J•:osa 

tiene un gran interés. 

2.4.2.- Ké'todos colorh1étricos tcro1110g.{n1c•j'ii. 

La mayor(a de estos m~todos •Jtiltzan el color f•)rmad•: en •.1na 

reacción posterior al tratamiento ácido de los azúcares. Los m4todos 

usados Presentan valores razonablemente validos para tener una Idea 

de la concentraci6n de un determinado azúcar. Estos mi.todos. en base 

al color, pueden ser cualitativos o cuantitativos, los cualitativos 

se usan cuando se requiere conocer la presencia de un azúca.-

específico en una mezcla de . ~ reacc1on. Los métodos cualitativos 

tambien son de gran utilidad en la idenl i ficaciÓn sistemática •1e •Jn 

compuesto desconocido. 

Los métodos c•antttativos se usan cu.indo los azúcares son 

conocidos y se requiere una rigurosa .:leterminaci•)n en muest.-a; q•Je r .. o 

e•islan sustancia~ ~•!ranas que interfieran en la lectura del 

medido . Bajo 'slas condic1ones. u¡ando los blancos ap.-opiados , se 

en ur. .:; muestra . 
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Debi•lo a la exist'!ncia de una gran •:anti •j.~d de az•f.:ares l·:is 

mltodo~ colorim,tricos se han d1sefiado Par~ ~l anil1s1s de hexosas. 

\etrosas, !cidos urÓnlcos. hexosamlnH 

caso, por ser la glucosa una hexosa •Jnicamente so? hara mención de lc.s 

m¡lodos colorimltricos Par a estas mol~culas. El anlllsls 1e he(osa5 

se ha dividido e n .;ddohex osH y cetohexosas , debtdo a que no -=•lslen 

pr ~~edimientos colorimltri cos simples que determinen aldohexosa en 

presencia de cetohexosas. 

Los métodos cualitativos para medir colorimétrlcamente 

emPlean las recc1ones con naftol, triptótano 

amino~uanidina <Dishe, 1929; Shetler. et al , 1940; Tauber, 19S3i. Los 

métodos cuantitativos para determinar aldohexosas en presencia de 

cetohexosas, se basan principalmente en el mltodo de Dl,che que 

utiliza {~ido sulfúrico-clsteina. 

Para el anál1s1s calorimétrico de cetohexosas existen varios 

m~todos entre ellos el de Roe 119341 lresorcinoll, reacciones de 

cisteina-carbazol reportado por Dische Borenfreund en 1951. 

r ~ a c c1one • ~ 0n dlfenilaianina usados por Rothenfusser en 1909 y 

modi'icado por Dische en 1929, reacciones con ind0l empl1ados por 

Uechuizen <1970> y Flelg en 1980. Existen los m~todos que determinan 

r s •osa> totales e ntre ellos los que usan reacciones con carbazol 

Hooct. 1939 l, con antrona IS~ott y Helvin,19531, mltodo de 
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principal desventaja representa el hecho de tener que ~alentar las 

1%<:>i. 

2.4.3.- Hétodos enzimáticos 

Ultimamente en algunos laboratorios se han estado imple•entando 

los métodos enzimÍlicos para la determinación de glucosa, los >:•Jales 

usan generalmente la enzima glucosa oxldasa en forma soluble . Este es 

el caso de los mltodos llamados GOD-PERID, GOD-PAP comercial1zados 

por las casas Herck y Sigma . 

Estos m~todos por uti ! Izar la en?ima soluble presentan la 

desventaJa de su alto costo y en algunos casos son Interferidas por 

sustancias aJenas a la glucosa que pueden inhibir o activar a la 

.;nz1ma. 

•:on la enzima glucosa oxidas.i r-odrÍa •1arse en c•H\ro 9r•1P•'5 : 'l1é\,,<'.lo 

del e le ': tr0do ,Je 
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2.5. ! . -Sen sor es basados en cambi os de PH . 

El art(cul o original de Clark y Lyons \ l'l62> r·eport.a el di s'!ñ•:• 

de un electrodo enzimático para determinac ión de glucosa . En este 

d ise ño , la glucosa oxl dasa es re tenida entre membranas de cuprofan en 

contacto con un electrodo de pH . El incre ment o de iónes hid rógeno es 

r e sul lado de l a reacc IÓn de la enzima es relacionado con la 

concent r ac ión de glucosa, bajo cier t.i s condiciones de temperatura, pH 

inic ial y capacidad amortiguadora de la muest r a . 

Nilsson, ~.!l.• <1973) demostró que la glucosa podía se r medida 

de esta forma en concentraciones por abajo de l mH, sin embargo la 

respuesta no fue lineal. El hecho de que los electrodos 

potenciométr icos tengan alta impedancia los hace parti cu larmente 

susceptibles al ru ido e léc tri co , por otra parte dependen f•Jer temen te 

de un potencial de referencia confiable . Esto eM Pl!ca en parte . el 

que los e lectrodos de pH no sean muy adecuados para la determinación 

de glucosa. 

Electrodos de pH alternos pueden incorporarse a los electrodos 

biolÓgicos para determinaciÓt1 de glucosa, Caras J anata \ 1980 > 

demos lYal'Cll'I la posibilidad del uso de un tr aniis tor ~ n zimitico, esto 

es usando un transist or de efecto de campo IFET 1 para detectar 

c~mbios de pH relacion .1dos con la .i•: •:io'n de la ~-la<:\.~m .1sa sob r e 

Pl!nicilinas . Una co nf i 9uracio'n s1mi lar podrta usars~ par a medl • 

glucosa empl ea ndo las ~ nz irnas ap ropiadas. Un prob te rna serio 0e les 

FETs es que no h.: sido posible la constr<.1·:.:iÓn de un ~l~ c\r<:o1jo de 

refe re ncia c1J nve n ie nt e Par· ~ ~ ~ c a so <Kuisl 1 ~l~1 :·. L982 1. 



Dobson !.!._ ~·· en 1976 sugieren mez <: las de Óx i •jos conductore-; 

con sensores de PH . Es tos ~~idos generalme nt e son es tab l es en me dios 

acuosos , Pueden constituir transductores ade cuados para construir 

biosensor es. Los métodos tradicionales para dete r mi nación del pH 

usa.ndo indicadores co loridos Puede n ser usado s con e l empleo •Je l as 

fib r as Ópticas o semiconductores basados en sistemas Ópti cos . La s 

fibras Ópticas en sensores solo han sido diseñadas para usos 

fisiológicos (Peterson et .!.!._., !9B0l . Est.; n co ns t llu1dos po r- ,jos 

fibras Ópticas, una fuente de luz y un detector al final de una de 

el las un colorante sensible al PH, colllO el rojo fenal al final de 

la o tra . La luz de la lámpara de tugsteno se transmite por una fibra 

hasta el colorante regresa por la segun da hasta un tub o 

fotomultiPlicador. La inmovili zación de una enzima como la glucosa 

ox idas a en la vecindad del colorante puede convertir el dtse~o en un 

b1 osensor. En 1983, Lowe .!l. ~ .. , dt?s cribieron un sen sor 

optoelectrónico empleando glucosa oxidasa ca-inmovilizada con el 

verde de bromocresol . La membrana estuvo '!n contacto con el liquido 

de la celda y el dispositivo completo ensand~i~hado entre un diodo 

emisor de luz <LEO > y un fotodtodo con un amplificador integral. La 

s alida del fotodiodo es directamente proporcional a la concentr.i<:l •i'n 

de glucosa pnr arriba de 70 mK. 

2.S.2 . -Sensores basados en la detecc i ón de Hz.Oz. 

Estos sensore s t ienen su principio en la reacci6n de l a glucosa 

odda , ·, cor su s.1str at o, l o c1Hl Prod uce Hz. O?.. Este •:ompuest ·: . a su 

, ... ;:: P • .. ":' j~ s ~r react i .... . 1do Pd.r .J l 1berar : ..i n~ :, .31 •J8 ·; 1:.01 0 1. t 1)1j 1 ri .:::. ;, l -.! 
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Cuando la reacción se efectua con altas concentrac tones de 

tiosulfato de sodio se prod•J•:e u n.1 reac.;;iÓn hasta produci r i odina : 

Err este ca<>o el descenso en la c:oncentractón de t tosul fat•) se 

determina electroqu(micamente y es proporctonal a la r:oncentración de 

glucosa <Hel l y Hal loy . l97Si. 

Halmstad Pardue reportaron <1961> el análisis de qlucosa con 

una reacció'n medida potenciomélricamente. El Hz Oi formado en la 

reacción de oxidación. se hace reaccionar con iodo en Prescencia de 

molibdeno para dar la sal iodina. los cambios en la concentración de 

esta sal provocan cambios r.?n o:l voltaje, que son deh o:: tados •:on un 

par de electrodos de platino . los resultados se obtienen en uno o do ~ 

minutos y las concentraciones q1Je puede medir en un volumen de .2 mi. 

son de 10 a 1000 µgil. con un error de 11. 

Pard·~e . l 1963 i report.: una determin .1ci•:í'n .i.mperométrlc <: de 

glucosa en 20 µl. de suero, plasm~ • sangre completa con lle~pos de 

.e .KcionP.s que tl>llmstad y Pard11.:, Pero la velocid .i.d de form>lc iÓn de 

la sal es medida ~mperomltr icamente t on un electrodo de pl atino. Este 

mismo .;utor e n 19o4 •ie sa n ·o lla un m~t<;.do poten•:i om,; tr ico a•Jtom .i't iz ado 



Puede detectar es •je 5 a 500 µg/ l. con un error de 1. S:t.. 

Guilbault el al., <1963> describen •Jn método el~o:troqufmlco 

basado en la oxidación de la glucos~ por la glucosa oxidasa. Usando 

dos electrodos de platino con una corriente fila de 40 µA. miden el 

cambio del potencial en el ánodo provocado por el H~Oiformado en la 

reacción. Por este método se detectan de 4.15 a 45 mg. de ·~lu•:osa en 

25 mi. en un tiempo de 3 a 5 min. con una desviacio:í'n del t.5%. 

Blaedel y Olson en 1964 miden glucosa en un sistema similar en 

el cual el HtOtProducido en la reacción. es oxidado por ferrocianuro 

y llMtdido con un electrodo tubular de platino, en este método se ttene 

una respuesta lineal hasta 100 µg./ml. de glucosa, con un error menor 

al IX pudiendose analizar 20 muestras por hora. 

El método usado con mayor frecuencia para la detección de 

peróxido de hidrógeno en la medición de glucosa es el que se ha 

implementado para medición directa de la oxidación 
,. . 

qu1mica OCUYY ida 

en la siguiente reacción: 

En general estos métodos presentan ciertas ventalas sobre todo 

en los tiemp os 1e respuesta, amplitud en los rangos de concenlrac1&n 

sin neo:esidad de 1ilu~i6n. Sin embargo tienen algunas desven\aJa s PO • 

el he cha de ~ ~Plear la enzima en forma soluble. con la ayu~a oe la s 

C•)mpueslos. 

43 



Clark en 1970 patent~ un disposi tivo basado en e • te prlncip10 el 

cual posteri~rmente fue comercl1llzado por la co111pa~(a Yellow Spr1n91 

[nstru111ents de USA. la glucosa o~idasa es inmovilizada entre dos 

membranu y el peróxido de hidrógeno <;e l'lide amPerom.ftricamenle a 

traves de la oxidación de un electrodo de Platino Polarfzado a• 700 

mlJ. Una memb~·ana exhrna de Policarbonato se usa pa,.a eliminar el 

aa ra generar un sistema limitado por 

dlfusióri, con las subsecuentes ventaJas en la •ntabl l 1-:!ad 1 r"e'>P • •.,;~t .:. 

lineal 1 Kell y Kallor, 1975 J • Otra membrana d-: a•:etato de celui•):. .; 

separa la capa enzimática del electt·odo evitando al mismo 1. 1e111po el 

paso de mol<!'culas más grandes que el pero'~ido de hld r .{geno, como el 

ácido ascór bico el cual contribuye a la oxidación del ánodo. Una 

diluci6n 14:1 permite que la concentración de alguna sustancia de 

interferencia se reduzca hasta límites no detectables se asegura 

que la concentración de ox(geno no sea una llmitante para la 

reacc iÓn. 

En 1972 Guilbaull r lubrano describen un electrodo enzim(tlca 

siml lar en el que la glucosa oxidasa se inmovl 1 iza entre membnnas de 

celofán sobre un electrod·:· de platino. En e">te c.iso la resp•Je">ta 

cinltica del electrodo permite redu~i r el \ l empo de •e • pyes\a a doc~ 

se9undos . 

Fogt, 

midiendo el 

~al. , d978í reportan un analiza•jor en linea de gl•Jcosa 

peróxido do? hidrógeno electroq1;(mi c amenl'i. 

traba ;o s llenen el obJP.t o de d~sarrollar el<?~irodos de glucos! 

imPlan td:i les in v ivo del<? ·- •. ~ndo pe .- óx1dc . . j., hltJrÓgP.n·:· ent•·€ e; l <) S se 

en•: ue ntran los ··Je Cl2.-k , D..igg.lf. 1 \9621 , Sh 1•:htn el al . . l "i82 



2.5.3.- Sensores basados en electrodo de oxígeno . 

El .-onsumo •je o•fgeno por la enzima glucosa-oxidasa en presencia 

d~ glucos.s so: Puede medir facilinente si se usa ya sea •Jn electrodo 

Pvlaro9ráftco o 9alvánico de ox!geno. Clar~ i.yons en 1962 , sin 

conocer el término de electrodo enztinático, proponen el primer diseño 

de un sensor de glucosa. El lo'i sugieren que una capa •Jelgada de 

enzima soluble podía ser adherida a la superf lcie de un electrodo de 

ox!geno, usando membranas de dia1isis para atrapar la enzt•a .La 

glucosa 1 el oxígeno Pueden difundir al Interior de la enzima soluble 

y provvcar el consumo de oxígeno en la vecindad de la superficie del 

electrodo, lo cual praporctona una medici6n de la concentración de 

glucosa . Updike y fficks en 1967 Inmovilizan glucosa ox1dasa en un 

gel de pollacri lamida le! los proponen el término electrodo 

enz1máticoi. montandv el gel en un electrodo amperométrico de 

oxígeno, en su trabajo utilizan un electrodo 'blanco' con enzi111a 

completamente desnaturalizada con el objeto de 

fluctuaciones no debidas a la glucosa. 

compensa r- las 

Debido a que el electr-odo de ox!geno del tipo de Clark es 

relativamente insensible a interferencias electroqufmicas, este 

mltodo es altamente sensible a los cambios en la tens1on de oxígeno 

debidos a l~ reacci6n de la enzima. Con el electrodo de oxr9eno se 

presenta una relación directa entre la cantidad de oxígeno consumido 

y la concentración •1e glucosa durante l.; oxidación . :<eilin y Hart r ee 

! 1948 1 report an el análisis de gl ucosa 1an9u1n ea basados en este 

pr-1ncipio . 

El e lectrodo polarogr Ílico tipo Cl ark Prese nta fac1l1dad de 

m¿nsJc v las muestr a s íl·) re qu i~r~n de n 1n91Jn trat~m1ento ant~s de su 



uso, tales como la desproteinización. Este método además pre.senta la 

ventaja de se t· insensible a factores tales como sustanci as 

r educ toras. mater i ales coloridos.turbidez , etc . 

rápido. 

es relativamente 

Kadish y Hall í 1965> reportan la determinaci6n polarográrica de 

glucosa con un electrodo tipo Clark la enzima glucosa oxidasa. < 

Beckman lnstruments, Fullerton, California, U.S.Al. En este método la 

concentraci6n, de glucosa se determinó en relación con la cantidad de 

ox(geno consumido de una muestra saturada continuamente con oxígeno. 

KaJighara y Hagiha r a (1965) describen la determtnactón 

polarográf1ca de glucosa en suero. Utilizan un electrodo de platino 

rotatorio equipado con un celda de vidrio diseftada para reducir la 

entrada de oxfgeno atmosférico a niveles despreciables . La glucosa se 

determina con un error de 0.5X en 5 min. midiendo la cantidad de 

oxfgeno consumido Por la enzima, en presencia de catalasa . 

Un electrodo de oxígeno del tipo Clark fue usado por Kakino y 

Konno (1967 J para determinar glucosa en sangre < Yellow Springs 

lnstruments Co., Yellow Springs, Ohio U.S.A.l. En este caso la 

hemoglobina se transforma en cianometahemoglobina por incubación de 

la sangre en una solución de ferrlcianuro y cianuro de potasio para 

eliminar la influencia de la hemoglobina sobre la medición del 

ox(geno consumido. 

Hakim y Uarre.n en 1970 usando un electrodo modificado de oxígeno 

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 H2. O.z formado. En este caso la 

determinación de glucosa con 50µ1. se lleva a cabo en 2 min. 

Todos los m'todos anteriormente descritos tienen la desventaJa 

de usar la enzima soluble y por tanto son mas suceptibles a 

interferencia por sustancias que presentan oxidación espontánea . 

En 1972 Notin .!.!. .!l.· reportan un biosensor para glucosa con la 

enzimal inmovilizada en un gel de poliacrilamlda montado sobre una 

membrana de acetato de celulosa y en la punta de un electrodo de 

oxígeno. Este sensor presenta un rango de resp1Jesta de 0.2-1 t mH de 

glucosa 'f tiene buena correlación comparado con un método 

colorimlÍtrico. 

Romette .!! .!!.·· 1979 usando una membrana enzimática especial con 

una solubilidad al oxígeno más alta que la de la solución ac uosa , 

logra buena correlación con un método convencional de medición de 

glucosa detectando concentraciones por arriba de 14mH. 

Se han descrito eJemplos de sensores de glucosa con electrodos 

de oxígeno no sólo usando enzimas sino tambien microorganismos. Sin 

embargo, en estos casos se han tenido problemas en la especificidad 'f 

tiempo de recuperación del esta~o de equilibrio del electrodo . 

Además, se logran rangos lineales lllUY cortos, de 0.01 a 0.1 mH 

<Karube tl ll·· 1979> . 

En otros trabaJos se ha intentado el anÍlisis ~in vivo~ usando 

electrodos enzimáticos, en estos sensores se cuantifica glucosa 

midiendo la diferencia entre la tensión de oxígeno del electrodo 

enzimático y el electrodo de ox(geno de referencia. Se han reportado 

respuestas lineales hasta por arriba de 8.3 mM de glucosa lLayne !.!. 



.!!_., 1976 ; l\ondo !.!._ e.l . , 19821. 

En algunos otros tYabajos reciP.nt~ment ~ se ha Yeportado la 

miniaturización del electYodo de oxígeno por inedio de técnica~ de 

fotol ltografta (!{onda, .tl. U,l, 19821 . 

Los dispositivos electroenzl~áttcos que se encuentran 

disponibles ca11ercialmente existen bajo diferentes PYincipios de 

medición . Consecuentemente presentan distintas características de 

uso, que son ob,ervadas en los principales paramétros que se 

consideran para su empleo. Una co111ParaciÓn de los dispos!tivos 

enzimáticos disponible' a nivel comercial para la medición de glucosa 

puede observarse en la tabla 2.6. 

2.S.4.-Sensores directos . 

La detección de los sustratos o productos de la reacción de la 

glucosa ox Idas a tantblén puede hacerse por métodos directos, 

potencl0111étYicos o amperométricos. Estos sensores usan la lnteracct6n 

directa de la enzima con el sistema electrónico con lo cual se puede 

lograr que el método mida directamente la corriente generada en el 

consumo de glucosa< Turner , 1983; Asten y T'Jrner, 1984> . 

Se ha descYito un sensor que consiste de glucosa oxidasa 

catalasa inmovilizadas sobre un electrodo de platino. Asl se mide el 

potencial generado POY la enzima y se compara con el de un electrodo 

'blanco'. Existe una relaci6n lineal ent r e la corriente la 

concentrac i6n de glucosa que puede ser de hasta 8 . 3 mH . El me canismo 

no se ha el uci dado del todo pero al pa r ece r se deb e .3 la in ter acci ón 

e n tre e l peróxido de hidrógeno y la sup e r fi ~ie ~el p l at i no !Uingar et 

a!. , 1979;1983 ; 1983a l . 
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CAPITULO 3 

Ob i ~tivos. 

General. 

t.- Desarrollo de un dispositivo electr oenzimitico sensible a 

qlucosa. 

Particulares. 

l . Desarrollar una metodologfa eficaz para la inmovilización de 

la enzima glucosa oxidasa <E . C.1.1.3.4. l de Asperglllus niger, 

en un soporte adecuado y versátil. 

2. Demostrar el principio funcional del electrodo enzimát i co 

empleando un electrodo de o~Í9eno •) bien uno de peróxido 

de hidrógeno . 

3 . Estable ~ er las condi c iones de ope r ación y las caracter(stlcas 

de respuesta del >lstema . 

4 . Ev a lu ar el electrodo enzim~t1 c o ~amo tJcn1ca de medi ci ón de 

gl ucosa , en relación a un método convencional. 
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4.1.-Hateriales. 

4.1.t.- Reactivos . 

CAPITULO 4 

Durante el d~sarrol lo de la parte e•Perimental se emplearon l ·)s s1·3u1 ~ ·' \es 

reactivos: 

Nombre •:om~rci.11 

Acido bórico 

Acido clorhídrico 

Albúmina 

Carbonato de sodio 

Et i lendiamina 

Fosfato de Potasio dibis1co 

Fosfato de pot.11io monobÚico 

Glucosa 

Glutaraldehido <GTAJ 

Hidr&xido de sodio 

Kit para glucosa 

Memb r anas de dlilisis b~nzoiladas 

llembr -rnas de •H .fl 1 si s : 

51 

J.T. Baker 

J. T. Baker 

Sigma Chemtcal, 

J . T . Bake..-

J. T. Bake..-

J. T. B.1ker 

J.T . Bake» 

Sigma, Chem1•:al 

E. Herd 

J. T. Baker-

S 1·~ma Chemi•:al 

<A-7906i 

1G-5~'50J 

1510 - A j 

Sigm.; Chemic il rn --7884 , 



Polietilenimina <PE!l Sigma Chem1 c-1l <r-3143 1 

Reactivo de Fenol Folin Ciacalleau 

Sulfato de cobre J. T. B.1ker· 

Tar• r ato de sodio y pot1s10 

4 .1 .::.- Equipo. 

El equi po que se utllizd par~ el desarrollo experimental se encuentra en 

la lisia :19u1~n\e: 

Equipo 

Agitador magnltico (parrl\lal 

Aqi\ador mecánico de rotación vertical 

Balanza a~al{\ica 

Baik · de in•:•1baciÓn con agitación 

( ü } ...-,,· Ím@t r'(.• 
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Corning Stirrer PC-353 

U.N.A.H. <CEINGEB!I 

Bosh , S- 2000 

New Brunswick Sci.Co.!nc . 

model o G-85 

Spectronic 20. 8aush ~ 

Lomb . Co. 

~olora Hesstechnic GHBH . 

Hanhart 101 2 0101 

N~w Er1Jns wic ~. Se i . (o. I r: c. 

IJ. N.A . 11 . 



' ~ .1 . . 3. · En7. im~ ;. 

Se usaron la s il~uientes enzim1s : 

Enz1ma . 

Glucosa-ox1dasa <GOXI Tipo U 

de Aspergill us ~­

Glucosa-oxidasa-Perd• ldasa 

4. 1 . 4. - :)opod es. 

f'r•)cedenc i a. 

Sigma Chem \( al C-;5¡5 

S19ma Chem1(a! (- 10 

S19ma Chemical G -~500 

Sigma CheM1 c al kit-510-A 

Los soportes usados en este t r abaJo fueron los s19u1entes : 

Soporte procedencia 

!f -, \,¡n 1,,, tipo B Celanese He xic .1 n>.. S. A. 

Nylon 150 lser19raf1a • PROBST ~e He • 1co, S. A. 
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Se •J SO _,¡ método 11'? Lo)wry !!_ al r ¡·~51.l. P -> r"? cu.tntificcr l.! 

cantid .1d •1'! .:nzima 1nmovil!zcda como prQtP.!na t•:t.sl. Este .;~ ,,,·.,; H 

los mlto<1os m.h sensibles para IM! •j ir proteína. S¿ t;.isa en ~ ¡ •:ol ·:. r' 

desarr .; l lJd <:· P•:<r el r<? .l •:t iv•) •j •? Fol in en una mez •: la a la q•1e se ~..? 

dai1o u n tr- .!tami~ntv .'!l •: ·?l1no . !. . ~ ;:olor·~r:iÓr. ftn .11 ~~ -: i f ~ :. 1 .: l ~ -li:!r:.. ~¿ 

tJna r·t?acción 11 .; Biur•?t . d~ l .2 PY0 t~Ína \ t! n est'! 1: ~-; 1) la ~nzim .: , 0..: 1: . i-1 

el ion c.J en alcali ' un a red•JC<:i •:Ín fin"l del r<?adivo fosf.)t1Jnqt1co 

fosfomolib•H•:o por el lri:>lofano y la tirt:>sin.J de la PY•)te!na . 

Procedimiento . <De acuerdo a Ba•1l lsta, t983l. 

Previamente se deben preparar las s19uientes s1Jluc1ones: 

So l w: 1Ón A= 2 % de Na'l..C~ cQn Na l)H al 0.1 N. 

Solw:iÓn B= CtJ 504 . 5 H2.0 al 1% 

Re act i vo D= 5•) 1 uc i '5n C + St:> l •J•: i Ón 8 , 1 : 1 

R<?aclivQ E= 1 rr.l . del rea•:tivo D con 50 mi. de la s•:>luct·:Ín A, 

s1 se prepara al momento no n !(~s1la d~ ' antar~e. 

~ ~ .:j e + iVü cj¿ ~ n l 1 r. - Se d i l'l tl~ ·~CJO .-!9lJ~ .j~ s' i \ .:: rt .3 

r-~ l C•: \ 1)~ ! : l . 



En t •Jbos de ensaye d>! 10 , 15 mm . se l0ma n de l as muestYa s 

~ roblema 0.5 mi. se diluyen 1 : 10 con agua destilada. de ah{ se 

toman al1cuotas de l mi por duPllcado • se colo'ª" en nuevos tubos de 

reposar 10 minutos, enseguida se afiaden 0 .5 mi del reactivo de Fol1n 

y se mantienen en reposo duYante 30 min utos. Desoues l~s muestras 

sor · leidas a 590 nm contra un blanco de re~ctl vos. La curva d ~ 

ca ! 1br aci6n se hace partiendo de una soluc16n de l mg1ml de alb~m1na 

para tener concentraciones de 20,40 ,60,80 y 100 ~g/ml aforando con 

agua destilada. 

Una curva t (pica se presenta en la figura 3.1. El c•:iefir.lenti: de 

corr e !a,i0r. · lineal no es menor de 0 . 99. 

4.2 . 1.2.-MediciÓn de glucosa. 

E 1 método con ve ne ion a 1 •JSado Par a medir g ! •Jcosa y comparar sus 

r ~s · ilt ~rlos •:on el eledrodo enzimÚtc (· . fue el método de l.i enztm.! 

gl ucosa ox 1 ~1 s a soluble de Sigma <Kit 5 13ma 510-A l . Este proceso se 

ba~a en l is rea cc iones si gu ientes : 

c o nc~ntr~ci~n d~ gl•J c :J ~~. 

f roce d1m1 en tn i En ba se al 1n s t r u(\ 1vo del kit de Sigma 1 

SS 
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I. frepar>.r so lw:i Ón ii. 

t.- Adictonar el cont -:n ido de una c{psula 

destilada y colocar en fras co ambar. 

con lo c~al la preparacl 6n es estable por un mes . 

congelador" a - 20° C es estable por lo menos 6 rneses . 

!l . Preparar solución B . 

F r~ Paración de O-d1anislna dih!droclorada Sigma stock 510-50 . 

., . -· 

En un vial conteniendo 50 mg. de 0-dianisidina agregar 20 ml. 

de agua destilada. Esta solución es estable por tres meses en 

refr 1gerac ión. 

111 . Prepar ación de solución C. 

t. 100 mi . de la solución A, agregar 1 . ? mt. del react i vo colorido 

<Solu.:i6n Cl. 

En t•Jbos de en u ye de 10 mi. usando p iPel as ser o lÓg leas, co toca.-

para el blanco O.S mt . de agua. Para el estandar usar 0.5 mi. de ta 

sclucidn est~nd~r prev iamente diluida 1 : 19 con agua destilada El 

estandar cont ie ne 100 mg./dll . Para cada una de las muestras 

prcble m,; s tomar ú. 5 mi . 1 llevarlos a t•Jb os de ensaye agregar 2 mi . 

de !a s.; tuc16n en z imática C. Kezclar e incubar durante 35 min . a 37 ° 

C, final me nt e l~er a 450 nm. 
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El c~\c: .,l ·:· •J " l• C•)íl•:entrar:i.<n ,j~ gl •.!•:os~ en mg/dl. >e '! hc tu.? 

lectura de la Prueba 

mg/dl de gl ucosa ----------------- - --- • 100 

le c tura del estandar 

4.~.2 . - Procedimientos ~xperimental@s . 

4.2.2. t . -lnmuvilizac!Ón. 

Una vez establecldo el soporte la forma rrstca en que le 

utilizaría <malla de nylon>, se procedió a la adecua<:iÓn de la 

técnica de lnmovi lizaciÓn El procedimiento final usado para 1.1 

activación e inmovilización es original de este trabajo pero tiene 

sus bases en el proceso que se emplea para la activación d• tubos de 

nylon reportado por Salleh !1982). 

La técnica de Inmovilización adaptad-l .3 las cond i<: ione s 

fisicoqu[mi <: as del soporte usado en este trabajo consistió '!n los 

Pasos e•perimentales que se describen a co~tinuaci6n . En primer 

luqar . las m¿l la~ de ntl on fueron cort.;d .;s "n frir'lla <:irc "J l a ~ CQ~ ·.111 

ra•110 de aproY.imadame ote 0. , . <:m. •:.1 •~ .3 una •je la> mallas asi cortadas 

se col0caron en un matra 1 Er lenmerer de 12S mi. En cada matr1z se 

adicionar •)n 5 mi. de H•:l l K y se mantuvieron en ·lgitaciÓn po,- 5 min . 

y a temperatura ambiente, cuidando que las mallis no se adhirieran a 

Tr an scurr1Jo el tiemp o de trat ~miento , cada malla se lavo con ag ya 

mat r az 8 ml d~ g lutar alde hÍd o .i l 18.':· '.·. e r. .,m ,c,.L·~ • ; ad or· de borat c; 
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0.74 H. pH 9. En seguida se colocan en un baño de incubación, en el 

cual se mantuvieron durante 15 mln , en agitación a 200 rpm Y a 90°C. 

A su t~rmino las mallas son lavadas con agua destilada hasta eliminar 

el exceso de glutaraldeh(do. A cada matraz con su respectiva malla, 

se adicionan 10 ml de una solución de polietilen1mina al 10 X en ag ua 

destilada y se mantienen durante 2 horas en agitación a 37°C.La> 

mallas se lavan con agua y son tratadas nuevamente con glutaraldehÍdo 

al 5 i'. en amortiguador de boratos 0.2 H a pH de 8.5 dur·ante 15 

minutos a 90°C. Transcurrido este lapso, las mallas son lavadas 

con amortiguador de boratos 0.25 Ha pH de 8.S 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 H, pH de 8.5 

y agregando 0.6 mi de la enzima solubillzada previamente en 

amortiguador de boratos 0 . 2 H pH de 8.5 de tal forma que la 

concentración final de la enzima sea de 1 mg/ml. Esta ultima mezcla 

determina la relación de 1: 1.3 de enzima/soporte lp/pl. El 

enfrentamiento se lleva a cabo durante 18 horas a 4°C, montando cada 

uno de los tubos en un agitador de rolacl6n vertical como se observa 

en la fi 3ura 4 . 2. Durante el enfrentamiento fue necesario agregar el 

sustrato en el amortiguador para proteger a la enzima, esta 

Pro tecc tdn se debe a que la enzima mantiene su sitio catalil1co con 

el sust.ra\o y evita la inmovilización en este sitio . La concentración 

•JSada f•Je de 1.056 mH de glu.:os a , tom.rndo en cuenta e l t 1empo de 

enfrqntamii:nto ' 18 horas> y la activ idad de la enzima . De tal forma 

que esta mantenga su sitio activo ocupado durante todo el tiempo de 

enfr en t ~ mii:nlo. Con esta concent r ac i ón t~n baj a , las ~ond ic io nes del 

en f renta mient o no sufren a lt eración. Transcurr ido el tiempo d~ 
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Fiq 4.2 Dispositivo usado poro el enfrentamiento enzima/soporte 
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enfrentamiento para el 1min .1r el exceso de enzim.l no '!nlalad-3 , las 

mallas son lavadas con amortlguador de boratos 0.2 M, pH 8.5 . 

Poster1o~mente se almacenan en , tubo'> de ens.ir·: con 3 ml d'' 

amortiguador de boratos pH 8.S y se mantienen en refri9'! '·•C: 1•:S'n hast.1 

<;u utilización. 
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4.2.2.2.- Operación del sistema del electrodo enzimático . 

El slste111a de 111edlclÓn del electrodo enztmát leo para gl•Jcosa se 

observa en las figuras 4.3 y 4.4. La Parte fundamental, que es el 

blocatalizador, lo constituye una 111alla de nyl•)n •:on la enzima 

glucosa oxidan ln110vi 1 izada covalentemente. El transductor 

electroquímico usado en este caso fue un electrodo de O~tipo Clark. 

Este electrodo enzimático es conectado a un sistema de registro o 

111edldor de 02dlsuelto, el cual praporciona una lectura en corriente 

<~Al . Puesto que la enzima requiere de una te111peratura adecuada para 

su funciona111iento, se empleo un sistema de control de te111Peratura 

<thermo111ixl el cual se calibró a 3t'C. 

Como se observa en la figura 4.4, la 111al la de nylon es colocad.! 

en contacto con la superf icle sensible del electrodo de oxígeno junto 

ton la membrana de tubos de dlllisis benzoilados, la cual se coloca 

en la parte más externa, ambas son aseguradas con un anillo de hule y 

un adaptador de tef lon construido especialmente para el sistema. 

En vasos de precipitados de 100 mi se colocaron 29 ml de un 

amortiguador de fosfatos 0.1 Ka pH de 7 • El sistema requiere de un 

agitador magn~tico graduable en r.p.m., para asegurar una agitación 

adecua~a. En cada medlcidn se fijo la velocidad en aproximadamente 

3•i0 r .P . T. . equiv¿lente al número 3 en la perll la. Para mentener 

siempr~ ld~ mismas condiciones, el electrodo enzimático se mantenia 

~1empre .:i una distancia '"nstante del magneto, CtJYO diámetro f•Je de 

0.7 cm. Ver detalles en la figura 4.4. 
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Amortiguador para 
la enzima 

~------Sensor ele c troquímico (02) 

1 
Control de agitación 

Si stema de 
reg i st ro 

,__Baño de agua como medio paro 
mantener lo temperatura 

Fig 4.3 Sistema de medición del electrodo enzimático 
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1---~-- Sensor de 
02 di suelto 

Amortiguador de medición 

\--~~-- Agitador magnético 

Fig 4. 4 Sistema de montaje de los membranas de diálisis y de 
lo molla de Nylon al sensor de 02 poro lo construcción 
del electrodo enzimático 



4 .2.2. 3.- Curvas de reiPU@~ta a Jlucosa . 

Estas CUfVOS fueron determinada; 

concentraciones de glucosa en el electrodo enz1mitico. Las muestras 

·:onocidas se prepar aron pesando la glucosa en la balanza ana l ft1ca y 

diluyendo c ada •:•;n.;entr>.c iÓn en l •i mi. de >.mort 1;i•Jado.- de fosfatos 

0 .1 H, pH ,je i . ,1. D<> o:;t.= m.rne r L al t om? r 1 mi. y C•)lo•:ulo en l •)S 

mi. del 

corresponderria a 25, SO, 100 , 150, 200, 250, :: .• ;,o y 350 m;¡il. Las 

curvas de resp .. esta se C•)ns lr•Jyeron ir.idiend.;· la cor dente de sal ic:H 

del electrodo contra e! liempc <Entre 1 y 4 minutos. ~edidos con un 

cronómetro; . A Partir de estas curvas se construyeron l>.s curvas 

estandar de calibracio'n, con">iderando ya se>. P.l valor de la Pendiente 

entre do"> punto"> preP.stablecidos en el tiempo ~ bien el w>.lor del 

equilibrio cuando la corriente de salida es constante respecto al 

tiempo, ver figura 4 .S tal y 4 .S lbl. 
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Fiq 4.5 

A 

et 
:1, 

!!. A et 
----------e ----------ª => ::i.. .. <] .. 
··--··---e .. 

o 
(.) o 

---------

o 1 2 3 4 5 B e o 

8 
t ( min) Glucosa 

et i A et 
:::i, 1., => el' .. . .. __ B .... \'. e e 
"' \'-.. o .. ··-o 
(.) 

o l 2 3 4 5 B e o 
t ( min) Glucosa 

Curvos de respuesto y curvos de calibración considerando lo 
pendiente entre dos puntos después de un minuto de reacción (A) 
y el valor del equilibrio de reacción cuando lo corriente de 
solido es constante ( B) 
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CAPITULO '). 

Resultados y d1scusi6n . 

5.1.-Experiment•)S preliminares de act1vac1 •5n del S•)P N \e. 

El prime• obletivo del trabajo fue el desarrollo da un mllado de 

inmovilizacidn eficaz Para la enzima glucosa ox1dasa <E.C.l. 1.3.4 . • 

de ~spergillus niger sobre mallas de nylon. 

Tomando en cuenta que los trabajos do: 1nmovilizacian de e,1 .: 

enzima se han realizado en su mayoría en tubus de nrlon y en este 

caso se trata de mallas, se hicieron experimentos con el objetivo de 

contar con un proceso adecuado de inmovilización PU ·? este soporte . 

Salle~. \1982>. describe un método de inmovi lización de la enzima 

gl uc o¡a o•ldasa sobre la superficie interna de tubos de nylon. Este 

trat~miento requiere del agente bifunc:iona\ glutaraldehfdo y de 

fl •'l l tet i lenimina. L.is condiciones usadas para el tYatamiento de los 

tubos de nrlon mediante el método de Salleh incluye las siguientes: 

U" t ra tamiento con glutaraldeh(do al 18.5/. en amort lguador de 

b c.« ;. :~·s "PH "-.G, •J ._ , ante 15 minutos a '?v • C. f'os\edormente , un 

Ir~' ·' '"' ;n\ o C:•)n pol1etil•rnim i na al 10 l. en .igua durante 2 hor·.is. 

L¿ ¡~~ ¿~ ~. ello un tratamiento con glutaraldeh(do al 5 X en 

a~: .. · •. >; c: ~d0r 1 ~ boratos 0.25 K durantP. 15 minutos a tP.mperat •Jra 

a•t1~n te y f !nalme nte P.l e~frentamiento con la enzima, llevado a cabo 

1u•a nte 3 horas a 4°C . 

Estas condicione s fueron inic1~!mente probadas / opt1m1zadas en 

dos ~a!li i de oy lon ~omerc:1al !N,lon A / 8 1. En estas ma llas se 
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' , 
!':1 1:ieron vdi"l2 -:i !: ··11: ~ .j~ .J r, •) 1) mas µ .H· ~metriY.:. inv1)lu1:,- .,:.j .:-_. -~ i::n a.?: 

p.-oceso '1e acti.,aci6n. la fi91Jra 5 . 1 m•..111stra la est•«1teg'\a 1n 1.:Hl 

seguida par~ su activaci&n. 

Antes de llevar a cabo inmovilizaci ones con la enzima se prob6 

una proteína de menor costo la albC:"'ina con el fin ,jo; n.:. 

d¿spo: r J1c1ar enzima en estos primer0s ensayos . Debido al hecho d ~ no 

•:ont.:.- aun con la p0;liet1len1mina. esta f•..ie s .. ..istit~ii·ja temPoralmento: 

por etilendiamina. 

Los resultados de estos experimentos iniciales se presentan er 

la figura 5 • .2 Como se P•Jede observar, ~l ndon A con l ·)S tratam1'!nto~ 

de glutaraldeh{do glutaraldeh(do más '!l i lendiamina a 91) e 

presentó mejores características como soporte, que el nylo~ B. El 

tratamiento en que se utilizó unicamente un tratamiento con 

glutaraldehÍdo, fue realizado con el fin de las 

caracter(sticas de inmovilización obtenidas y tratar de eficientar el 

proceso, para ev1t~r el '!mPleo de la ttilendlamtna o en su caso de la 

pol 1et ilenimine Resultados Posteriore1 indicaron la "•tesidad de 

estos compuestos Para lograr una mayor cantidad de enzim: 

inmovilizada en las mallas de nylon. 

C•)n el nylon tiP•) li se loqn{ inmoviliz.3,° e,4.6 mg de proto?rna por 

: ; I l :-: .. ;-., mient_.· .1s que en el caso 1e! nylon B. 11 valor 

al\.) he ·Je 54.4 m·3 d>? Proteína por 91-.1mo de nylon. Lo anterioi· se 

p~ e d ~ d~b ~r Pr in~1 P al m~ " li a las dif~renc1~s en el tamaHo de la malla 

d@ cada una de las ma llas ~ r 0tad1s. La malla de n~lon h pre~enla un 
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1 La va do d e mall as l 
lc on a qu a d esti l a d a 1 

. 
Tratamiento COJ 

Tratamiento c on 
gl ut a r aldehÍdo al g lutaraldeh Í do al 
18.5\ 18 . 5\ 

90°C, 200 r .p.m. 90°C , 200 r.p.m. 

Trat ami en to con 
Eti l e nd i am i n a 
2 ho ra s, T. am~i e nt e 

l T. a mb iente 11 
=2 5°C 9o• cJ 

Tratamiento con 
glutaralde h !do al 
5 \ 

T. ambient e . 

1 

1 E N F R E N T A M I E N T o ~ 

F.{.gu'1.a 5.1 . - E6t'1.ateg.{.a .{.n.{. e.{.al &egu.{.da en la b~&queda de 
un a t~cn.{.ea adeeuada d e ú1mov.{.l.{.zae.{.6n en 
malla& de n ylo n . 
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Fig 5.2 lnmovilizoción de olbtlmino en mol/os de Nylon A y B con 
diferentes frotamientos 
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· :· ·.1~ l1z~ · .:!a . 

5 .2 .-Hi~ r tlisis parcia l del nrlon . 

rea,\ 1vas d i sponibles del nrlon pa r a la inmovil1 zac 16n de !nz1~as . se 

intento una hidr6lis1s con HCI de acuerdo a l o reportado l lnman 

Hornb> . 1974 : Hornby 

establec ieron las condici ones m's adecuadas Para un lavado con HCI d e 

la~ mallas de nylon. 

Las concentraciones reportadas estan en un r ango de 3.5 a 4. 6 H 

de HC l. Los primeros experimentos se realizarÓn con estas 

concentracione s y como resultado se obtuvo una completa hidr6li~is de 

las malla• . Estos resultados obligaron a reallz~ r experimentos 

variando las concentraciones de HCl . as í como los tiempos •le 

e xposición para ·el t r~l amiento del ""'Ion A, de ac •Jerd•J al o:tiseño 

mostrado en la fi91Jra S.3 

En la inmoviltz .'lciór. in1c1 .: l. el ny! ·"~ A mostr ·:~ q•J I! p•,ed •: 

acopl.: " b~s ta ;,4.o m9 de protefn.? i;er gramo d•? nylon '!r. aq•Jell <Vi 

t rat.:mi entos e n que se uso 9lutaraldehfdo 1GTAI 

En los ~~pe~ tm~~to~ s !~ui~~t ~s . con el nylon A, se prooar·on 

conc~ r ~raciones rle l . 2 y 

f1 qu c a 5.4. En este C"I S0 el J;¡ ,.. .: ·jo ·:or, ~! HC ! : !! d•.tra nl<: ! "'· .. -.. ..... \ :, ·; 

alca nz ó un v¿ }1)Y má:-: Lr!t C• de inmovil i z~c1 .5n di;: '1 11.8 mg de pr 1:il~2 Í n ~ P·:ir 

gYamo de nylon l o que ;.i ·Jn ifi 1:ó· un 57 :1• m.á c:i d~ pr ote(n .l .~ ·:opl.:da 
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Activación de malla de nylon A con 
glutaraldehÍdo al 18.5 \, etilendiamina 
al 10\ y glutaraldehído al 5 \ a 90ºC 

Enfrentamiento 

Figu~a 5.3 - Viaefto aeguido en la b~aqueda de la caneen -
t~aci6n y tiempo 6ptimoa del lavado p~evio 
de laa mallaa de nylon tipo A. 
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Fiq 5.4 Resultados observados de los distintos lavados de los mallas 
de Nylon tipo A 
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. ·~sPe(t 0 a ld ~ co ndi c iones ini ciJl e s . ~ Pa rt ir de ~ st~s ' ~~ 1Jlt ados , 

!a f19ura S.5 >e observa que a los S min . de e xposici ón al ác1d·:., ;e 

obtiene el máximo de pr otefna in movilizada el nylon no sufre 

depol1mer 1zaciÓn apreciable. los valores más balos sa presentan a 

los \O minut os , aunque a los IS minutos se legra una inmov1lizaci6n 

similar a la obtenida a los 5 minutos . las car acterísticas ffs lc as de 

las mallas se ven alteradas puesto que comienza a ser visible la 

d~P·~· limerización del nylon . Por e\ta r.uón se tomó el tiemp•) de 5 

minut os de lavado con HCl, como el melar para su tratamiento. 

Con estos resultados se llegó a establecer el primer diseño del 

Proceso de inrr,ovilización : lavado previo de las mallas .:on HO 11 

durante 5 minutos, tratamient o de 9lutaraldehído al 16.5 · :!. en 

a~ort:~uador de boratos 0.74 " · pff 9.0 . durante 15 minutos a 90° e, 

tr~tamiento con etilendiamina al 10 % en agua durante 2 horas a 37°C 

r finalmen l ~ ~n tralami~nto con glula r aldeh{do al S :!. en amortiguador 

·"le bo1·atos ;;.25 K, PH 9 . 5. dura"te 15 minutos . a 90°C. 1fi9ura 5.6J. 

~ " e . 1 ~ P• G( @SO ini c ial se ~s a etilendiamina en sustiluci6n de la 

5 . 3.- lnm0vil1zac16n de gluc osa 0•1 dasa. 

' -t ~ 

; n,.- >1i l1nuór. e" m~llas de nyl on !!PO A, una v>?z disponib !<;? h 

~ -, ¡ , .,ti le r.ie>ird . s-: >•Js titu yÓ a l a eti lendiamina y s~ 1n1 o:iaron los 
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Fig 5. 5 Resultados observados en la optimización del tiempo de lavado 
de los mol/os de Nylon 
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Tratamiento de l a v a d o c o n HCL 
1 M, 5 min. 

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

lavado 

Tr a tamiento con etilendiam i na 
al 10% en agua. 

La vado 

Tratami en t o c on g u t ara o 
al 5% en amortiguador de boratos 
0.25 M, pH 8.5 por 15 min. a 
90°C. 

Enfrentamiento con la enzima 

Fi g u~a 5.6 P~ o c eao ini cialm ente p~obado pa~a la i nm ovili 
zaci6n empleando et i lendiamina e inmoviliz a~­
do al búmina. 
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la alb~m1na. Como r~sult .,.jo s~ l ogrÓ •j•?sa r r ollar una técnica de 

in11ovilización p~ra malla<:. de ny\on tipo A most r a•:J ., en l a f1 ·3•Jr a 5 . 7 . 

Esta técnica, como Puede verse . sólo difiere de l a inicialmente usada 

en est~ lrabaJo por el uso de la polielilenimi na como elemento d• 

entrecruzamiento co n el g lutaraldeh[do Para leg rar mayor superf ic l 4 

de enlace disponible a la gl ucosa o~ldasa. 

Con el método de inmovilización establecido para mallas de nylon 

tipo A se inmovilizó la glucosa o~idasa obteniendose los resul t ados 

que ilustra la tabla 5.1. En PrOIM!dio se lograron 80 mg de enzima por 

gramo de nylon tipo A. 16 1119 menos que en el caso de inmovilizar 

albúmina . Este fenómeno se debe 11\JY probablemente a que son moléculas 

diferentes. 

En una Última etapa del desarrollo de la metodología de 

inmovilización se hicieron pruebas en un tipo de nylon utilizado en 

traba Jos de sedgrafia <Nylon 150>. Este otro t iPo de nylon u 

decidió usar por las ventaJas que representa en cuanto a la 

superficie de enlace disponible para la enzima debido 

fundamentalmente al n•~mero de hilos Por centimétro cuadrado que en el 

caso del nylon 150 es sensiblemente mayor al del nylon A. ver foto 1 

Con el nylon i50 se lograron entre otras ventaJas; el poder usar 

un menor tama~o de malla sin alterar el sistema debido a que la 

superficie sensible del electrodo de o~Ígeno es cubierta totalmente 

por la mal l a enzimáti ca. Las mall as fu er on de 12 mm de d i ámetr o y un 

peso de 4 .6 mg . En e ste c aso aun cua ndo es manor t a ma~o de ma lla 
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jMallas de Nylon , ¡ 

Tratamiento con HCL 1M, 5 min, 

Lavado con agua destilada 

Tratamiento con Glutaraldehído 
al 18.5 % en boratos 0.74M, pH 9 
a 90ºC, 15 min. 

Lavado con agua d~s~ilada] 

Tratamiento con Polietileni~ina 
al 10% en agua. 

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

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

Enfrentamiento con la enzima 

F{gu~a 5 , 7.- P~ oceóo Uóado como el máó adecuado pa~a la 
{nm ov{l{zac{6n emple ando pol{et{len{ m{na u 
g luta~aldehído. 
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comparada co n las mallas 1ni<:i a!es usadas en este trabaJo de 2 • 2 cm 

se logra mayor {rt?a de enlace y por tanto m.ís enzima inmov1l1zada. 

Evitandose el uso de enzima no util en una malla ~e mayor tamaio. es 

decir aquella que no puede estar en contacto con toda la superficie 

sensible del electrodo de oxígeno. Cuando se usaron mallas de nylon 

más grandes 2 x 2 cm la superficie sen'iible del electrodo, Present.~ 

una zona no ~til, •irea de de'iPerdicio' . constituida por aquella 

malla que no esta en contacto directo con el área 'iens1ble del sensor 

de ox[geno disuelto . En relación con otros soportes, esta área e·; 

significativamente menor, Puesto que en el unico reporte que emplea 

mal las de nylon Para el de'iarrol lo de un inmuno'iensor para lnsul ina 

<Hattia'ion et al. 1977>, el área que requieren e'i de 3 x 7 c111. Cuando 

se han usado tubos de nylon la minima longitud usada ha sido de 3 111. 

En una serie de experimentos en el enfrent .1miento en los cuales 

se probaron concentracione'i de enzima que nos propor•:ionan las 

relacione'i 1:4, 1:3 y 1:1.3 de enzima/'ioPorte, 'ie ob'iervó que con 1.1 

relación l : l.3 g·/g se lograron re'iultados con los -:uales se evitó al 

máximo el desecho de enzima soluble no inmovilizada, 'iin alterar los 

valores alcanzados <:amo adecuados en el proceso •1e inmovilizaci6n . 

En resumen , el nylon 150 Pud0 ser usado en menor tamaio en 

forma circular con un diamltro de 12 mm . r un Pe'io de 4.6 mg . E~ 

relación al tamai'lo, Pes•) concentra<:i•:Íc de enzima u'ia•1a en el 

enfrentamiento. se observó q•Je la relación enzima-'ioPortP. q•Je ofr•?ciÓ 

meJores resultados fue la de 1:1.3. 9/9. 

Como se puede observar en la tabla 5. 1 y en la figura 5 .8 con ~l 

ny Ion 150 se loqr~ aumentar los niveles de 3lucosa 0•1dasa 

i nmovi l iza~a hasta tres veces res pect o al ny lon ltPO A. Mientras que 
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Fig 5.8 Comparación de lo inmovilizacioñ de glucosa-oxidoso en 
Nylon A y Nylon 150 
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en el nyl on tipo A se l eg ra ron inmovili za r 8 3!8 .6 mg de enzima por 

gramo dP. nylon, en el nyl on ISO se alcanzó a inmovilizar 38'5~!0.8 mg 

de enzima por gramo de nylon. Con P.st o s resultados se logr& cubrir el 

primer obJetivo parti cu lar de e'ila tesis, tenien,Jo finalmente la 

mP.todologÍa para la ad1vación e inmoviliz -!ción ,¡n mallas de nylon 

q.,e se desc:ribP. en la f i9•Jra 5.8. Las ma l las c: onstruid~s P.n est_.!s 

cond icio ne s se probar on en el sistema de medic ión. 

En la prime ra etapa del proceso de inmovil i zactó'n se produce una 

depolimerizació'n parcial del nylon, por rompimiento de los enla•:es 

am ida SP.cu nd ari 0s dP.I nylon lograda por la icc:iÓr• de HCI. Este 

rompimiento produce grupos alifáticos amino y carboxílicos, es t os 

grupos se act i van al reacc ionar con el agente bifuncional 

ghtaraldehfdo en conrliciones alcalinas . Con este complejo entre el 

nylon el glutaraldehfdo se t iene un sistema que puede enlazar 

e nzimas covalentemente, s in embargo Par a aumen t a r e l área de enlace 

se emplea un tratamiento con polietilenimina. Este tratamiento 

produce un desequilibrio favorable a los grupos amino di<;ponibles 

Par a e l enlace dP. la enzima, por lo c ual un nuevo tr atami ento con una 

-;,; l ución li ·~era de ·1lutaraldeh(do, adem4'i de logqr una propor·ciÓn 

equiva l e nte entra los gr upos ami no carbox tlo , proporciona e n 

•:omp le jo dado por soporte 9lutaraldeh(do + poli~tilenimina+ 

1lutaral~eh(do el cu a l forma una especie de 'c:adena ' que a su ve¿ 

Jume nta el ~rea de enlace de la enzima . Lo ante ~10• se ilustr1 

~ 1q uem ~t 1c amente en la figura 5.9 

c_J_ - f,c t ividad de la enzima inmovilizada . 

Ura vaz e stableci¡jo e l mé t odo de inmovil iza<:i Ón , l as m.:llas 

• ,; ~ron _,,J.¡i:;tad" ' ~1 -;enser de ox ( geno disuelto . Las C <)n<:~ 1 it r .:c 1one-; 
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Fiq 5.9 Esquematización del complejo NylonTGlutaraldeh1ao 
fPElf Glutaraldehído 
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normale s d~ glucos• en s~ngre . es decir70 -IL O mg./dl. o bien de 

Los primer os r •?-sul t'id•)S se i l•Jslr.¡n en 1-? figura S. !O y 5.11. se 

En estas f 1guras tambien se puede ver que la respuest 1 nu ~ de ser 

menor de l min. apro~imadamente P'ira la resPuesta c1nittc ~ de 2 

minutos para realizarla en el equilibrio . 

En la figura 5.10 Puede observarse como se consume el o Mfgeno 

por la ,.~acción ,reflej.:do en l-1s •:'iida s <:le Pendiente Para c a·ja 

r · ~spu · : ·;ta se c o n"sl r tJye n 1 -l S 1:urvas de ::al ibr~·:tón. En este r: ! SO -i l 

con s tr ui r la curva <:le c'iltbr'icidn se establecici que su ranga lineal 

<:le sePs i bil1<:! .1·! es mut ·:.:·<\ ·) en f1rnciÓn d~ que solo al•:anz.: .; 

que el r·an90 lineal es •Jt1 p.¡r{metr•) infl•.'~ '"::.1do 1mi:,.:•rtantemente por 

la v~locidad c a~ la qy~ la enzima r eacciona con ~¡ sustrato. Al9unos 
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Fiq 5.10 Curvas de respuesta del electrodo-enzimÓtico (•) = 25 
(o)= 50, (o) = 100, (t.) = 150 mg// 
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Fig 5.11 Curvo de calibración poro lo medición de glucosa mediante 
el electrodo-enzimático 
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Fiq 5. 12 Principio funciono/ por el cuol se probaron distintos 
membronos de diálisis en el electrodo enzimático 
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!;¿ ~~t.: f0r-m .:s se rnu ,?s tra q 1J ~ la ~11 z i :na ·.;1 1J•: 0 :: 1:• :-:1rj .~ s -~ 

i nmovil 1nda >?n !.as malla; dr, nylon presenta .;.o:t1v1 d .ld ·: at .1l!t1 •:a 

~s s~ns:bl•., a l;~ gl•J-:osa. C-~bi: menci•Jn :: .- quie ~n ~s tt:i-: ~·-c:p :;r"1A· .. ? ·~ ti:;s 

; ~ ·:d Lciono" un .a muest ~·.; •blan1: i) 11 que no (Ont@nÍc -~ l · ..1•.:os..: ~ ¿, · .a 

observar la posible respue s ta del elect r odo. Se corrobor~ que no se 

pr'!senta consumo de o~(gP.N) . 
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5.5.- Hembranas de dillisis r rango lineal. 

l.os primeros rqsullados indicaron qye @I rango lineal era muy 

corto, d-? ,) - 50 rri ·; , l . Esti::i e -:. •Jn -3 .; ·'° t•j1?nt:1a indi,-~cta de q t J~ el 

fenómeno es controlado Por la veloodad de .. ?.,<: ci •fo enz1m{ti 0:a t Cl.;rk 

1970; Kell y "alor 1975>, en estas condicione-; el elec\r•:1do 

enzimilico no ser[a funcional. Como ya ¡e ha mencionado '!n la 

l1le r atur1 este fenómeno se ha resuelto •:on el uso •j'! m'!mbranas de 

diferentes materiales como elem'!ntos de resistencia a la d1fustón 

iHell 1 Halar. 19751 . 

Cla r k en su patente para la construcc:Ón de ••n disp csi t ivo de 

medictÓn de glucosa <YellOIJ Spr\ngs lnstrumen\s U.S.~. l utiliza una 

membrana de policarbonato para asi lograr evitar el paso de moléc•Jlas 

grandes y al 111lsmo tiempo limitar la respuesta PC•r dtfus1Ón <Clark, 

¡-;70; . De acuerdo con lo anterior, '!n este trabajo S'! real izaron 

pruebas con membranas de di,lisls de distintos espesores y tama~os de 

~ er o para resolver el problema del rango \¡nea!. Fueron probadas 

cu .!lro memb• an~s. las <:•Jales se a•japt.:iron al sistema 1'! .,.,edi.:i 1)n y se 

h1c1eron e•P@r1mentos para determinar sus caracterfsticas. 

Las me mbranas 

s?guienl.es: tubos de diil1s1s benz •) ilad•)S <TDBi ~on un corte de 2000 

espesor de ~ um <KD891: membranas de di{l1sis con ~orle 1e 1000 y 

un e~o1sor de 8 um <"Dl~1: membran1s de dlÍll i'. S e~ ~ un cc rte 1e 8000 

, espesor de S um <KD88J. La temper~tur.:i 1e ~ed1c16n fu e selecci onada 
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513 Curvos de calibración poro lo medición de glucosa mediante el 
electrodo enzimático en función de la temperatura. Los datos 
corresponden o los lecturas reo/izados transcurriendo un 
minuto despuéS de inyectar la muestra (•) 25ºC, (•) 37ºC 
como resistencia d/fusiono/ se emplearon tubos de diálisis 
benzoilodos 
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25° 1:. las curvas de ·:.ilibrac1Ón dier•)n ~ ·e "''= •-: s•,\\ .; .jo ,n r<!n1 •; li n<:¿l 

de dele •:c 1Ón m•JY •: or\o,0-15(; mg/l . m1en\rds que a :;7"C e i rang •:i 

lineal de detección minimo f •1e de 0-300 mg t l. E,\ .:, P•Jede debers e al 

cambio !no cuantificado en este l raDa. oi de la s cond1c1ones de 

En •: uant n 

C · :J nc~ n tr<? C \ i) n rj e 0K Ígen o .j\~uelt o ~S ffi .))'01" .~ temP€1 '0 l1JY.?S bajas 0 0 

h -. ~ie• .! ""•)blema al usar el si s tema a 25° C. Sin e mbar ·~ o. P•1esto que 

la ;~ tl• 1~a d se eMpresa en un rango muy corto. se Puede establecer 

que la temperat ura no es adecuada para la e•p r esi6n dp\1m.i de la 

ac\1vtdad en z lm.Í\lca. No hay e11idencias rje que 1.1 •:o n•:enlra•:iÓn de 

o> fgeno int>iba la accién de la glucosa oxidasa. elemento que apoya el 

punt o anterior Puesto que, aun cuando a 25° C se llene alta 

solubil i dad de oxfgeno en el amortiguador de medición,no hay 

~~ or~si6n ~d~c u ada d~ la actividad d~ la enzima inmovilizada, por l o 

cual se eslablece que puede ser debido a que 25° C no sea una 

\ empera rur a adecuada de operaci 6n de la enz i ma inmo11illzada . En el 

ca so de 37°( , se observa yn rango lineal mis amPlio lo cual puede se r 

funcion directa •je q'Je la temperatura de o;ie,.ación sea más adecual'.la 

par; 11 enzima .inmovilizada. 

Los nl11eles de oxfgeno disu~lto que mostraron cuando el 

ele c trodo ~nzim{tico se man\enia sin sustrato~ una temperatura de 37° 

C se obser•~n en la figura 5 . \4 a .Se puede 11er como ilgunas 

· HDl8 • S HD89 • . esto es import an te p0r la disponibilidad de ox[qen o 
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Fiq 514aNiveles baso/es de oxlqeno en el electrodo enzimático en función 
de lo membrana usado como resistencia difusionol TDB.'tubos 
de diálisis benzoilodos, MD89.· Membrana de diálisis (poro 8000 
espesor 9pm) MD/8.' Membrana de diálisis (poro 1000, espesor 
8pm} MD88.' Membrana de diálisis (poro 8000, espesor t!J.¡m} 
en todos los cosos lo temperatura se controlo' en 37ºC 
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di:cir. ·:, 1 11 l;t n~.111 .~ d•: nylon con enzim-? inm~:i \1 \liz .:i:L:. Ur. ¿ r: .~l t sl~ ~·~ 

t"-m-lño de PC'r u y ·~ sP esor con L.i concentración de 
, 

ox191?no que 

deJ ar dif undir lib r emente cada una de las memb r anas 1 med i da como 

corriente en }JA '· ev1den.;iÓ que existe una relación ent..-e el espe ·;or 

y la concentraci6n de oxfgeno, de tal forma que • menor e s pe~or may or 

difusión de o•Ígeno en el sistema •:orno se P•.1ede observar en la figura 

5.14 c. En este c-.o;o TDB con o:spesc..- de 6 Jl presenta l.; man( 

cantidad de oxígeno en el nivel basal (glucosa cero) disponible para 

la reacción de la glucosa oxidasa. HD18 y HD88 con un espesor de 8 µ 

cuando se midieron sus difusividades de oxígeno sin malla de nylon 

presentan menor concentración de oxígeno di fundido que TDB pero mayor 

que HD89 que tiene un espesor de 9µ. Cuando el sistema presentaba 

la malla de nyl on enzimática m.Ís Id m·~mbrana de diálisis , MD18 y 

MD88 ptresentar on difusividades de oxígeno un poco mayores que TDB, 

sin embargo en l.; carader iBciÓn TDB presentó miejor es 

características en cuanto a rango lineal de detecci6n y tiempo de 
, 

recupera.: ion . 

5.o.- Curvas de ..-espuesta y curvas de .;alibraci6n. 

OP. acuerdo al sistema de mont.1je y m'ldio:iÓn con el i:lectn)d<J 

enzim~t1~0 para cada u n~ de las m~mbr~n~~ de di~l1s1i, 5e 1)b l1J~ter o n 

el ~ ustra\o a dif e rent @ ~ co nce nl r ac ione 5 . 
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Fiq 5. 14 b Niveles basales de oxlqeno en el sistema sin mallo 
de nylon enzimática 
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Fiq 5. !4c Relación entre el espesor de la membrana usada 
como resistencia difusional y la corriente basal 
(corriente de ox/geno ), disponible para la reacción. 

-41 =Electrodo de ox/geno más membrana de diálisis 
• •Electrodo de ax/geno más la mallo enzimática 

mós membrana de diálisis 



El an á lisis d ~ la s cur~ a s de re spuesta ev ide nc 16 que las 

lec t ura s ~ min . son repre sentat iva s de las conce nt raci ones 

prob Jdas, por lo tanto, aunque se r ealizó la medici ón también .; 4 

m1n . , los dal os most r ados en las f iguras poste r ior es se obt uv ieron 

con la determi naci ón a un mi nuto . 

En las figuras 5 . 15 S . 16, se obser van las re souesl as del 

el ect rodo enzimático medidas al minuto, usando TDB . En la figu ra 5 . 16 

se puede ver que la respuesta medida cin,ti camente al minut o es 

rep r esentativa de la concentración usada. Se observa también que el 

rango l i ne al es de ü hasta 300 mg/l de glucosa . La curva de 

calibrac ión par·a los tubos de diálisis benzoilados alcanzó un 

coeficiente de correlación lineal de 0,999 para el rango lineal hasta 

250 mg/l y de 0 . 998 hasta 300 1119/l. 

En las figuras 5 . 17 , 5.18, 5.19, 5 . 20, 5 . 21, y 5.22 se muestran 

l as curvas de respuesta y de calib r ac ion para las membranas KDl 8, 

HD89 1 11088 . 

Cuando se usaron las membranas KD!8 se observ~ que el rango 

l i neal de detección tomando la lectura a minuto es de O a 250 mg/l; 

en el caso de ~ue la medida se haga en el equilibrio , es de c ir a los 

4 min•1tos , el rango resulta mucho men or, alcanzando sólo a medir 

hast -i 150 mg/I, en este caso el va lor de correl .ición lineal de 1.1 

curva estanda r fue de 0 . 997 . Este fenómeno se explica por el hecho de 

que e;t a membrana aun cuando pr esenta un corle men.;r de P. H.\lOOOl ,es 

mas gruesa que TDB . Por esta razón la difu;iÓn del sus tra to <Oxfgeno l 

puede se r más l e nt a provoc an do que .; medida q1;e la conce ntración de 

9 l uc0 ; a aume nta se ~ay a cons umiendo en mayor proporc1dn e l ox fge na 

d1~ pon i b le ~n la reacci6n , de ta l forma que no e s POS tble t oma. 
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Fiq 5.15 Curvos de respuesto del electrodo enzimát/co empleando 
tubos benzoilodos como resistencia difusionol. 
Los concentraciones de glucosa fueron en mg/I. (• J 25 
(•} 50, (6) 100, (o) 150, (*} 200, (o) 250. Lo 
tempero tura se controló en 3 7 ºC 
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Fig 516 Curva de calibración para la medición de glucosa, mediante 
el electrodo enzimático empleando membranas TDB 
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Fig 5 .1? Curvas de respuesta del electrodo enzimático empleando 
membranas de diálisis (poro 1000 espesor 8)Jm) 
Las concentraciones de glucosa fueron en mg/! (•)25 
( 0) 50, ( 6) 100, (o) 150, ( +) 200, ( 0) 250 
Temperatura 3? ºC 
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Fig 5.18 Curvos de calibración para lo medición de glucosa, mediante 
el electrodo enzimático empleando membranas M O 18 
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Fig 5.19 Curvas de respuestas del electrodo enzimático empleando 
membranas de diálisis (poro 8000, espesor 9_µm). 
Las concentraciones de glucosa fueron en mg/l. (•) 25, 
(0) 50, (r:.) 100, (o) 150, (+) 200, (0) 250. 
Temperatura 37ºC 
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Fig 5.20 Curvos de calibración para la medición de glucosa, mediante 
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F/q 5.21 Curvos de respuesto del electrodo enz/rnÓt/co empleando mem­
branas de d/ól/s/s (poro 8000, espesor 8.).lm J. 
Los concentroc/ones de qlucoso fueron en rng/l (•) 25, 
(~) 50, (r:.)/00, (o)/50, (+)200, ( 0 )250 Temperoturo37ºC 
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le -:\ur as en e 1 equi llbn ·:i ( ~ min i por at"r iba doe !SO m•31 l PO!'" la 

limila..:1.)n de oxígeno. En este caso debi •fo a que el ·: ons1.;m1:- de 

oxígeno no es lot .~ 1 después de t r an scur r i ,j,;, lJl1 mi nut ·:. 1j ~ r~ .~r:i: ión, ~ ·; 

p.-,sibl°" es\:ble o:.er do ·; pur. t os de \.:¡pendiente máxima / lograr qoJe el 

r ango lineal pueda ampliarse hasta 250 mg /l que sigue s iendo menor 

que el rango q .. e preser. t.;. ro 1°:.s TDB . 

Co n el us n de las membraniS HD89. • 8 observa en primera 

instancia que el rango li neal i l minuto es de 0 200 mg / l. S•J 

coeficiente de correlación alcanza 0 .998, este hechc· pue 0je ser debido 

a que esta membrana aJn cuando .tiene un corte de 8000 su espeso• es 

mayor y por· tanto se a•Jmenta SIJ capacidad de limitar la difusión del 

sustrato ioxfge nol. En el caso anterior HD18 se tenía un espesor 

menor y se ofrecia un poro de menor tamaño, la unica e•Plicac1o'n del 

porque HD18 muestra mayor rango lineal de detección que HD89 es 

debido a la diferencia de espesores que se observa en las figuras 

5.14b 5.14c. 

Las membranas HD88 cuando se llene el sistema de malla de nylo n 

más membrana de diálisis, presentan un nivel basal de ox(geno alto, 

sin embargo al igual que las HD89 el rango lineal •foto?•:ta•jo o?s s•:,lo 

hasta 200 mg/I, con una curva de calibraci&n que presenta un 

r >? lativamente bajo Cú•?fio:iente de corr<?l-lci6n lineal <0.9961. En este 

caso \a~bie n se Puede pensar en ld ln fluen cii qu@ tiene el espesor de 

la mP.mbr.;n .1 en el ran']0 lineal •)bs ,nv.1do . en r>?l-l•:io'n al tam-liio <:le 

Poro l o mi~~~ que MD89 la membrana HD88 presenta un po~o ma yn c que 

pu12de no S•?1 · .;d.:.:1..la \1•:. ¡.:. .;r· .1 1 i mitar 1 ~ re.lcciÓn ·j~l stJo;tr·-!t v. ? o! r:·t r.: 
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es t ~ ~ aso t amb1en e¡ fync1&n de l co rle de cada membrana. a medida que 

el corle es menor se observan mejores características de sens 1b1l1a2d 

en existiendo 

ca•·a.:ter· i st i~ .; imP •:·dante <en :!'..le •: -a.o los TDB , .Esta es que la 

membrana debe dejar difundir al oxígeno y la glucosa para que pueda 

llevarse a cabo la reacci6n per o en concentraciones lal~s que c0 

permitan Q•Je la re >p · jest -~ •:le! electrodo enzim.i"tic o sea contr•clada por 

la ·:ir, ~lica de la enz1 r1 a inmovilizada, sino que sea f1Jn •21Ón de '. 

espesor y tamafto del poro usados como resistencia difusiona! . 

5.7.-Ti~mpos de recuperación. 

Habiendo efec tuado una evaluación del comportamiento de las 

membranas de di,lisis entre las cuales se eligir{a una, no s6lo tenía 

que tomarse en cuenta el rango lineal ofrecido por cada membrana, 

sin·) tambien debía cons : •jer -irse el tiempo •je re cupera•:16n de •:ada •Jn.;. 

de ellas. Es decir . el tiempo mínimo en e i c<Jal e! electr •)d•) 

enziwo<Ítk •), .jesp<Je; d<? ser l.1vado para asegurar la eliminación de 

residuos de sustrato que Pudie ran haber quedado en la membrana. esl~ 

cantidad de mues 1 ras q•;e el -:le •: tr odo P•,ed'! recib ir ¡:.;,. ·~ n 1da•j ·J>< 

tiempo . Los tiempos d• rec <JPerac idn f 0 ~r0n calcYlados a par\1r 1e ! a 

se9und3 p3rt~ de l as co,rv.;s d~ •·-:sPuesta para c.;da membra na ije; r.; •Jes 

va 
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Fig 5 2 3 Curvos de recuperación de corriente basal en función de lo 
barrero difusionol utilizada. Concentración de glucosa /Josto 
el momento de /ovado: 150mg/l (")MD89, (o.)MD18, 
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t 1•111FO de r•c u pe~ac iÓn f•;eron la HD89 y TDB amb.: o; c0n d<O ; mir.u\ •:.~. 

las membranas HD88 y KD18 tienen t i•mpo; 1J• recupen: 'ÓP casi de 4 .~ 

de 5 '11in. 

5.8.- Selección de la membrana. 

Una vez que se tenía caracterizado el ele c trodo enziM{t1co er la 

que respecta a r~ngo lineal de d~tecc1ón, correlac1Ón, linealidad 1e 

la cur ·~a eslandar, sensibilidad, niveles bisales de oxÍg'!no y tiempos 

de recuperación, para cada una de las membranas probadas como 

resistencia di fusiona!. se construyó la tabla 5.2, donde se resumen 

las características que sirvieron para la selección definitiva de ll 

membrana más apropiada. 

Evaluando las características enmarcadas en la tabla 5.2 se 

~n ·:ont r ó q1;e las dos mejoras membra nas q•1• P•)•:Jian se r usadas fueron 

MD8$ y TDB. Sin embargo, Para continuar 'ºn los ~•P•ri m•ntos fueron 

sele.:•:i ·:·nados finalmente tubos de diálisis benzoilados C•)m•; la 

memb r ana c 0~ ~eJores car ~cter(sticas Para ser usada 1 n el electrodo 

enzimático, en b.ase al meJor r-. r. g•::- lineal. rtdemá> l ·;s TDB presentan 

Observando 1 ~ libla 5 .2 . pode~os 1e~ir que el 

a~zi 01 átic o tiene como PrinciP<1le~ '=a r ;der(s\i~as las ~igui•ntes: un 

•a•go lineal desd~ ~ero hasta 300 mg/l qu~ ~ amparado con 101 

1c ¡ \ r yment 0s qu~ r a existen COffi~rsialmente ;e entuentra en valores 
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QJ e:~ 

"''º C/l .... o 
o () .¡.J 

Variable c. u ::J M E M B R A N A ¡: QJ e: 
QJ .µ · .-4 

. ... QJ ¡: 
M089 M088 M01 8 E-< 'O~ TDB 

Ran g o de 1 0 . 200 0 .2 50 0 . 250 o . 300 
d etec c ión 

( g/ l). 4 0. 2 00 0.1 5 0 o. 150 o. 300 

Linearidad 1 0.99 9 0. 99 8 0 . 997 0.99 8 
(c or relación) 4 0.999 o. 9 9 6 0 . 997 0.998 

S e n sibilidad 1 4 . 6 5.8 5.0 3.8 
(pend i ente) 
X 10 µA/mgl 4 4.6 9.9 8.8 4 . 5 

Ord e nad a al 1 5.8 5. 8 -17. 1 3. 8 
o r ige n 
µ A X 1 o- 3 4 4.9 9.9 8 .8 6. 8 

. 
Cor rien t e 0.94 1 .6 1. 7 1 . 3 
bds al + .:!: + + 
µ A X 10-1. 3.4 4.5 2. 2 1. 3 

Tiempo d e 
r ecupe ra ci ón 2 4 4 1 

( mi n utos ). 

Tabl a 5. 2 . - Tabla ke.6 ume.n en la que. 6e. con6ignan la6 
p-~.<nc.<.paf.e.6 cakac.te.k.l6.tica6 de. cada una d e. la-6 
me. mb-t a11as pkobada6 c omo ke.-6i6.te.nc.<. a di6u6ional. 
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comerciales ccmo se presenta en la tabla 2 . 6 va desde 40 ;eg. hast~ 9 

minutos máximo . En este traba io s.: l09ra •1c t 1empc• de resp•1est.o 

!llenor de 1 min. con tiempos de recuper1c i6n m.:Í'1 mos '1 e 2 min . l o r. •1¿! 

permite cerca de 20 antlisis Por hora. Est~ ~!timo valor esta de nt ro 

de un rangc a·:eptable si o;e compara -:o n los dat •J S de la t abla 2.6. 

AunQ u~ lcdav1a se Podrta buscar la membrana ideal. 

S.9.- Coinmovillzación de la enzima glucosa 0•1dasa con 

catalasa . 

Como ya se ha dicho,!~ respuesta del electrod •) enzirnát leo f•1e 

muy rápida ;i~ la Presencia de una resistencia dlfuslonal al 

su s \-a•o. Consecuentemente se observó que el oxígeno disuelto en el 

a111<orti g0ador de medición era consumido totalrn~nte y es posible que el 

rango lineal estuviera limitado por oxfgeno. Una forma de atacar este 

problema, es reci·:lando oxígeno con la enzi111a cat~lasa, la cual 

transforma el H10ien IJi.Y agua. 

Con esa Idea se realizaron experimentos de co1nmovillzac!Ón con 

l a glucosa o~idasa Y catalasa . La reacción de la glucosa oxidasa 

s~bre l a glucosa produce HiOt, el cual , en este sistema Puede ser 

de ar ada~o Por la c atal a~ a y gar~n\izar 11 oresenc1a de suf ic 1ent~ 

c antidad de oxfgeno en el medio. Ad~mís ;~ ~l i minar 1a ~l ef~ c to 

rango lineal. Debido principalmente a qu1 la enzima n0 ¿s\a li~itada 

1 a conc1nt r ae t•Sn de Qx (geno 

Los r1sulta •j0s .je l;, cotnmo·tilinci •Jn se •)bse rvan e n la tabla 

S.3 . E1 Prtm@r asp scto 10\eresante de e st os ~ ~sultado~ e s el aumento 
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(11. 1das.:: s~ ·11 spon-: n 3 m':) tot a le; de enzima <n un veol · .. :ri~ :--. •.ot; ! ·:1i: J 

ml . En 1 1)5 e •perime!l\Os de co-i ~moviliz aciÓo se us .1Y1)r. t.J !: ~o t .:l ij~ .¡ 

ml en el vv l umen do: enfrentar-iento q•;e C•)nten!an - mg de ·~ l•JC+jS? 

Oi< l das~ > l 1n9 d ~ c a ta l as~ . En arnbc; c~so~, el áYea d1S P·)i1i bl"? p;~ .? 

e 1 fue s 1mi1 ar. Aunque en los dos ~Mper1mentos • ~ 

concer.t •· ac ión de pri:.\;iÍn-> en el <:nfrent .1mien t•) fue la misma , ei; el 

c aso del sist ema 9lucos ., oxidasa catalasa, la relación pn:·te(n .: 

enfrentada total/soporte. fue mayor . De esta manera , se esperaría 

que el perfil de concentración de proteína a lo largo del tiempo de 

inmovilización fuera en promedio mayor al caso en el que se 

inmovilizó exclusivamente la glucosa oxldasa . 

Este fenómeno puede aprovecharse para desarrollar un método con 

el fin de inmovilizar mayor cantidad de enzima, aunq•Je desde luego, 

con el precio de · ia utilización de mas enzima. Sin embargo podría 

pensarse en una concentración posterior por ultratiltrac1Ón, lo que 

eliminaría su posible desventaja. 

En las f19uras S.24 y S. 2S se presentan l as ~~Yvas de repuesta r 

de calibraci6n utilizando el sistema glucosa o•id•s~-calalasa r la 

me111brana de diálisis. Se observa que t.:l com•) se habÍ.; S•JPU'!sto, el 

r ango lineal de detección se J.;grÓ aumentar h.1sl .) •i•jQ m')/ l d;;? 

gl tJcosa . Sin embargo , el ol •Jmento en '!l rolngo linea! lleva •:<Jn~19 c, ·Jr­

decrcmenlo en la sensibilidad del electrodo enz1~i t 1 c o. 

El .eument o e n e 1 rang o line.!l de deteccl •Jn se rJ ebe 

pr inci palment e a l.3 presenc ia i:le la c at~la -; .1 er, l 1 ri a l l a de nyl•)n. 
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E ~ to es porque el Hz0 2 que se produce en la reaccidn es degradado y 

convertido en OtY agua. El oxígeno reciclado es aprovechado por la 

gluc~ s1 oxidasa para la reacción con la glucosa. El decremento en la 

sensibilidad puede deberse a dos cosas; por un lado a que la 

concentración de catalasa no alcance a eliminar todo el H20zproducido 

que por esta razón a mayores concentraciones de glucosa la 

dispersión de datos tambie'n es mayor. Por otro lado \ambie'n puede 

deberse a que la velocidad de reciclaje de ox(geno sea tal, que las 

concentraciones de glucosa sean consumidas muy ráp(damente pero que 

la mayor disponibilidad de oxígeno resultante elimine a la respuesta 

real observada del oxígeno que esta utilizando la enzima. 

Las anteriores aseveraciones son solo hipótesis para explicar el 

fen¿men o. sin em~argo. para dar una conclusi6n definitiva a este 

respect o hubieran sido necesarios , al menos los siguientes 

e xperimentos: 

al Optimización de las condiciones de inmovtlizactón con las dos 

en11mas . Es decir, proporciones entre ambas, concentración de 

proteína, tiempo, pH y temperatura de la solución de 

enfrentamiento, entre otras. 

t, . é11a luac1 .Jn ae la es\.ibll1d .;d oper .icional del elec trodo; ya que 

se esperarla que con la Presencia de la c .i\alasa, h vida ~tll de 

la membrana enzim~tica se lncrementar(a, por la eliminación del 

perÓY. ido, el cual e s bien conocido como degradante de enzimas. 

El us o de l a ca\alasa se Justlf icar {a en ciertas aplicaciones 
, 

donde fuera mas importante un ampli o r ango lineal ( y probablemente 

una vida Jtil mas larga ), que una alta s~nsibilidad. En vi sta de que 
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los puntos anteriores se encontraban fuera del alcance de la presente 

tesis se decidio continuar los experimentos sin el · uso de la 

catalasa. 

5.10 . -ComparaciÓn del método del electrodo enzimático con un método 

convencional. 

Uno de los principales objetivos de este trabajo f•Je que e 1 

electrodo enzimático desaYYol lado pudiera ser •Jt i 1 Izado como método 

de cuantificación de glucosa indistintamente de aquellos métodos de 

anilisis 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 se 

analizaron muestras en un rango que fue desde 10 hasta 100 mg/dl . Las 

mismas muestras fueron determinadas simultaneamente con el electrodo 

enz 1m.ít ico. 

Los resultados de ambos métodos se presentan en la figura 5.2b. 

La correlación entre el electrodo enzimático y el kit de Sigma fue de 

0.'?9 , lo cual indica que ambos método<; son equivalentes para la 

determinación de gluco<;a y que el valor que -.e obtenga con cualquiera 

de ellos representa el mi<>mo margen de error en la determinación . 

En estas condiciones , la princip.al venta.a con el electrodo 

enzimft1co se refiere al tiempo de la determinacidn 13 min utos como 

máximoJ, además de que la enzima no ··.e desecha sino q1J o¡ es 

reutilizable para la lect•J r a de nuev .1s muestras. 

'i . 11. -Estabi 1 id ad operacional . 
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Electrodo enzimático vs Enzima soluble ( sigma-5 IOA) 
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La estabilidad de un electr,)dO enlimát ico oe n ge~eral esta 

determinada por la actividad total de la enlima y por la ~ elocidad de 

inactivaciÓn de la misma. Ello en part.e, es •J~a f u n•:1 •) " de lai 

realidad no es otra cosa que la estabil:dad de la enzima en la ~al la 

de nylon montada en el electrodo. 

Con el obJeto de observar la variación existente en la 

sensibilidad del sist~ma de medición, se realil ·H·on medi ;; iones 

diariamente durante IS di .is. Durante ese Perfodo, la malla de nylon 

con la glucosa oxidasa inmovilizada, se mantuvo acoplada al electrodo 

de oxígeno. Este estudio consistió en el análisis de al menos 10 

muestras de glucosa por d(a que permitieran la construcción de curvas 

de calibración. 

Los resultados, esquematizados en la rigura S.27 indicaron que 

no hubo variacidn en cuanto a los tiempos de respuesta, que 

cont i nuaron siendo de un minuto o menos . Tampcco se observ~ una 

perdida en la C.lPacldad de recuperación del electrodo en:imáti•:o. 

E 11 a indica q.,,, la estabilidad de la enlima glu,:osa ondasa 

1n111ovilizadaen. mallasde nylon es de al menos 15 dias, c1)n 'Jn~ 

~a•i ~l caso de la d~terminJc16n de glucosa, los tnstrumen!a s 

comerc1ales qu ~ usan membranas enzimáticas reportan la estabilidad ~~ 

la~ mtsmas en ·~ n rango d~ l ~~man~ hasta un ~~s ·~n 
. , 

0P ~r· at: ton. E! 

me dic1 cn ~ s de 1lw~ ~ ~a por membrana q : j ~ se r~ lizan aproximadam~nt8 en 

' ' ,'~...- t,; bl :: ~ . ,.... ) . ~ n bd SA a 

120 



9 

8 

7 

.D 5 
IJ> 
e 
Q) 4 
(/) 

• 3 

2 

Estabilidad operacional 

¡;:r-<5' ,, 
,'Jj 

,6 

_,d 
o ' 1 

190 

180 

170 

160 

150 

140 IJ> 

130 ~ 
120 o 

e 
110 o 

100 CD 
'Q 

90 o ... 
80 CD 

70 
E 

':J 

60 z 
50 -
40 

o 

30 

20 

10 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Tiempo (dfos) 

Fiq 5.27 Estabilidad operacional del electrodo enzimático 
evaluado durante 15 dios en operación 
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inmuv i l i zada en l• mal!~ de nylon. 
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CAPITULú 6 . 

Conc 1-Js iones . 

En relación -: on la inmovilizac ión se P•Jeden e'itablecer 11 

siguiente • conclusiones: 

- El tratamiento del nylon C()n HCl , asi comr, el uso de 

polietilenimina presentan ventajas en el proceso de 

acti v.;o:iÓn c0 n 9l•Jtaraldehfdo en condiciones .~lc.:ltnaL 

- Las mal las •ie nylo~ !Sú prop'Jrcionan un soporte con vo;nt .uas 

en la inmovilización en comparación con los nylon comerciales, 

teniendo ademis caracter(sticas de flexibilidad ado;cuadas para 

su montaJ e en el electrodo enzimático . 

- r.on la metodolo9(a de inmovilización desarrollada se pudieron 

alcanzar valores de inmovilización hasta de 400 mg de enzima 

por gramo de nylon. 

Electrodo enzimático . 

- Este electrodo Preso;nta un rango lineal similar ~l de las 

insfrumentos comer c tales y .~ existentes para la d~tecc ión de 

- La temper a tu r ~ en l a cual OP@ra resull¿ ser par~ este caso de 

~7 º i:. 

- El r ango linea l se inc re menta sensiblemente con una 

de t ~ r minad ¿ resist encia di f•Jsion .:I. 
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- En este trabalo se pudo establecer que ~ l esPesor de las memb ranas 

es el Parámetro 0je mayor inf1•1enc1a par.l l •)') r a•· un ~i stF.ma •:0n t. c ·; lado 

por difusión. 

- La resistencia <iifusi•)nal más ade cu ada Para e ! electrodo 

en z1~ltico f~eron los tubo s de d 1Íl1~1s benzoilados · TDB I. 

- La determinación de gL.u:ose Puede ser obtenida en men os ·j o? 

min . a1inque puede ser r ealizada después de 4 min. 

- El tiempo de rec11peración entre ca1a leo:tura es de 2 min. 

· -L.~ <:'J - 1nmovilizacl6n glucosa OKidasa- catalasa aumenta el rango 

lineal hasta 400 m9/l, sin e~bargo este aumento ll eva consigo 

una per di da en la sensibilidad. 

· [ ~ la comparaci6n con un mltodo con v~nc1 on1 l se encon t rd que 

t: I ele c troiio enz i .,.{t1co puede ser 1i-;.;-:!0 ind1 stint .1m1?nte de 

aquel con !as ventalas que este ofre~e respect o J simplicidad, 

t1emp•:· 1~ ::n.Í!:sic; 1 ~·:-si blP.mente 1:0 -; t·:i -:. 

- Este ~lect r o! ~ p r~s e nt~ ~ na estabilidad opera~1 0 nll que 

9'0· l nt1 z>. s•J " so •: ontinuo durante al me nos \S dia s 1!SO 
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CftP ITULú 7 

ai P ~ ra la mejor •:aracterizacl0'n de este tipo de sensore' se 

r ec)m1end¿ r o:>.liza t· 'J n es\ ,.1 di·:. i:inP.ti <:o del comportamiento de ¡ _, 

cu anto a la estab i l idad se recomienda realizar el estudi o hasta 

observar las Perdida s dA sensibilidad en las mallas puesto que en 

este \rabaJo no fue oosibl~ r~al i z a rl o. 

b l Es recomendable que se estudien a fondo los problemas 

rehc i.;nados a lo s f e nómem•)S de difusión que estan involucrados en el 

d\seño. constr•.Jc ciór. y aplicación de este tipo de dispositivo•,. 

c1 Un estudio de las posibles i nterferencias que pueda n afec tar 

l~s mP. d tc i one s . 

d) En este tr-ab aJo ·;e monto' un a técnica alternati va n•:. indu:d<: 

en el texto Para la fabr ic acitSn de mQmbranas de acetato de ~ elulo s a 

de una membrana m~s delgada 

,,, C.~racterizac i0n d•?l f •;n<:ionamiento de las mallas enz 1mát1 <:Vi 

¡¡n un detector ,fo peróxido d.; hidctSgeno eval uar las venlaJas 
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disuelta en el amort19uador d~ medición. 

91 Prueba del sensor en medios complejos (Sangre. Bebi•jas 

et e . J. 

h l Us•; ,j., una malla de nylon m>.s c~ rrad ·'!, la c•Hl posiblemente 

contribu yo a l proceso de control Por difusión . 

permitir automattzaciór, de la di ! •JCi·::.'n, la vado, ·:álc •Jlo de l .: 

concentración etc. 

, ; kedurc ió"r del tamaño ,j" muestra a ·; SM si ri •jecre me r.to en la 

Pres ic 1Ón . 

~J í.omparación estricta con los electrodos comerciales . 

IJ AProbac1Ón del sensor pat"a su •JSO en an .íli;is dfn1cos " 

o .. F1na 1':.e n te la prueba de la versatilidad del sistema con el 

us o de o tras enzimas. otros \u,tralos etc. 
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ANEX O 1 

Preparación de amortiguadores y sol uc !Ónes . 

Amortiguadores . 

Todas cantidades pesadas para cada afflort1guador se 

calc~laron en base a la molaridad y volumen de seados. 

Al Amortiguador de boratos 0. 74 H., pH=9.0 

Para preparar un litro y medio aproximadamente se proce•je de la 

forma siguiente: 

Acido.- Se pesaron 45.7 g. de H3eo3 <ácido bóri co>, se colocaron en un matraz 

aforado de 1000 Ml. y se aforan con agua destilada . 

Base.- Se pesaron 29.6 g. de NaOH <hidróxido de sodiol, se colocaron en un 

matraz aforado de 1000 Ml. se aforan con agua destilada. 

AJuste del pff. 

Para llevar la solución amortiguadora al PH deseado, en un vaso 

de precipitado de 2 litros se coloca el ácido, en este vaso se agrega 

un ag i tador magnético para mantener agitada la solución durante el 

a Juste. Enseguida con el electrodo de pH en el ácido, se adiciona 

lentamente l~ base hasta alcanzar el valor deseado. 

Bl Amortiguador de boratos al 0.2 K, pH= 8.5 . 

Para preparar un litro y medio aproximadamente se procede áe 1a 

forma siguiente. 

Acido.- Se pesan 12.36 g de H3B0 3 q'r:ido bÓ.-i co>, se col Qca n en m .~\rJZ 

a forado de 1000 mi y se aforan con agua destilada . 
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8->se .- j-e Pesan 8 9 de Na !)H (h1drÓ:n do de sod1•:· , , se r: •)locan e~ matr az 

af or ado d~ 1000 ml • ~e afora en agua destilada . 

Ajuste del pfl . 

Para llevar la solución al PH deseado, en un v«so de pn:c1p11.<:1•:i 

de 2 lls. se coloca el ácido. en este vas ·:· se agrega un a91ta1or 

magnético Para mantener agitada la S•)l•JciÓn •iurante ei a i ·~st~. (.:,,-, ,;i 

electrodo de pH inmerso en esta solución. se adiciona len•. amente la 

base hasta alcanzar el valor deseado. 

CJ Amortiguador de boratos 0.25 H. pff=8.5 

Para Preparar un litro y medie aproximadamente. Acldo. Se pesan 

15 . 46 g de ácldo bÓrico y se aforan en matraz aforado de 1000 MI con 

agua destilada. Base.- Se pesan 10 9. de hidró'xtdo de sodio se 

afora en matraz de 1000 mi . con agua destilada. 

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

DI Amortiguador de fos fatos O. ! H , pH=7 .0 

Para preparar un litro. 

Fosfato de poÍaslo monob¡sico. 

Se pesan e.8 g., se colocan en matraz afm·ado de 50ú 1111 . Y se 

aforan con a1ua destilada . 

Fosfato de Potasio dlbás1co. 

aforan con ag ua de sti lad a. 
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Para aJustar ei pH, se coloca el fo sfato de potas !o d10Ís1~0 e n 

un vaso de prec1pitado de un litro ~o~ un agitador magn~!1co en ei 

cual se adiciona lentamente el fosfato de potasi o monob{s1 co nasta 

llegar al PH de 7.0. 

Soluciones. 

1 > GlutaraldehÍdo al 18 . 'S X en amortiguador A. 

P~ra preparar esta solucl~n se construyd una tabla a part i r de 

la cual segun el volumen requerido, se mezclare~ el glut?ralde~{oo y 

el amortiguador A. 

\/olumenes \/o lumen requer 11'.l•) <mi 1. 

a me'Zclar. 40 50 80 90 

<mil 

GlutaraldehÍdo 29.6 37 '5'1.2 e~.6 

al 25/. en agua. 

Amor t i gu ador A ! •). 4 13 <:ú . & 2).4 
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l!J Glutara l deh{do al 5X en amortiguador C. 

Para preparar esta solución, se cons t r uyó una \¿ti a ¿ partir de 

la cual segun el volumen requerido se hi c ieron las mezclas. 

Volumenes 

a mezclar 

rml) 

G lu tara ldeh (do 

a 1 25i'. en ag·~a 

40 

8 

32 

Volumen reque ri do l ml J 

50 80 90 

16 18 

40 64 72 

111.- Poltetl\enimina al IOZ en agua. 

El volumen usado en •ste caso fue de 50 mi para el cual se 

•:-;l oc.i ron !C• mi de pol 1et ilenimtna lal 50/. en sol uc ión acuos<: J en una 

probeta de 50 mi hasta completar el volumen. 
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